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“When the impossible has been eliminated, all that

2

remains no matter how improbable is possible

« Lorsque vous avez éliminé limpossible, ce qui reste, si

improbable soit-il, est nécessairement la vérité »

Sir Arthur Conan Doyle

A Alexandra Elbakyan, qui lutte pour une science accessible a tous
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Résumeé

Les poumons des patients atteints de mucoviscidose (CF) sont séquentiellement
colonisés par Staphylococcus aureus puis par Pseudomonas aeruginosa (PA). Lors de
cette colonisation, ces deux bactéries interagissent I'une avec ’autre selon deux modes
possibles. Une interaction compétitrice, bien caractérisée, est généralement observée
dans les co-colonisations précoces ou des produits issus du quorum-sensing de PA
ralentissent la croissance de SA et entrainent sa lyse. Une interaction de coexistence,
peu caractérisée se produit avec les souches dites tardives de PA qui ne sont plus
virulentes envers SA. L’objectif de mes travaux de recherche a été de caractériser
I'impact de PA sur la physiologie de SA. Des analyses transcriptomiques et
confirmations phénotypiques sur des isolats cliniques en coexistence révelent une
amélioration de la résistance aux antibiotiques et de I'internalisation de SA dans les
cellules de I'héte, en présence de PA. Une approche par Tn-seq a identifié des genes
codant de grands régulateurs majeurs de SA (agr, sigB, arlR) comme étant essentiels
dans cette interaction de coexistence. Une étude clinique rétrospective menée sur la
cohorte lyonnaise des patients CF a montré que 65% des patients co-colonisés
présentaient une paire SA-PA en état de coexistence. Cette étude note une
détérioration pulmonaire dépendante du statut infectieux (SA<PA=SA+PA). Mon
projet a donc montré que la présence des régulateurs globaux de SA sont importants
pour coexister avec PA et de modifier son transcriptome augmentant sa résistance aux
antibiotiques et son internalisation. Le caractere poly bactérien des infections devrait

étre pris en compte lors des traitements.

Mots clés : Mucoviscidose, interaction, coexistence, Staphylococcus, Pseudomonas,
RNA-seq, TN-seq



Impact of Pseudomonas aeruginosa on
Staphylococcus aureus in a context of coexistence in
cystic fibrosis patient lungs

Cystic fibrosis (CF) patient lungs are colonized by Staphylococcus aureus (SA)
and Pseudomonas aeruginosa (PA) in this subsequent order. These bacteria interact
each other during this colonization and two different interaction states are often
depicted. The well-known competition state occurs when the so-called early infecting
strains of PA produce quorum-sensing dependent virulence factors slowing SA growth
and leading to its lysis. On the contrary the late-infecting strains of PA are not able to
produce these virulence factors and a coexistence state seems to emerge with SA. The
aim of my thesis project was to decipher the impact of PA coexisting strains on SA
lifestyle. Transcriptomic analyses followed by phenotypic experiments confirmed an
increase of SA antibiotic resistance its internalization within host cells, in the presence
of PA. A Tn-seq method identified SA genes involved in major regulators (e.g agr
system, sigB operon, alrR) as essential for the coexistence state with PA. Moreover, a
retrospective clinical study on Lyon CF patient’s cohort showed that 65% of co-infected
patients carried a coexisting SA/PA couple of strains. This study also indicated that
the infectious status of CF patient was correlated with the severity of the disease
(SA<PA=SA+PA). My project concludes about the importance of SA major regulators
in this coexistence state and the transcriptomic changes triggering phenotypic
modifications such as antibiotic resistance and internalization within host cells. These

bacterial interactions should be considered to treat poly-microbial infections.

Key words: Cystic fibrosis, interaction, coexistence, Staphylococcus, Pseudomonas,
RNA-seq, TN-seq
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Introduction

Rares sont les especes vivantes évoluant de maniere isolée. Le mode de vie le
plus partagé sur notre planete est la communauté. Des Hommes aux bactéries, en
passant par le regne végétal, la vie en groupe apporte des avantages essentiels quant a
la colonisation d’'un environnement. Les bactéries représentent 15% de la biomasse
totale de la Terre et chez un Homme, on peut compter autant de bactéries que de
cellules composant son propre corps (Bar-On et al., 2018; Sender et al., 2016). Ces
procaryotes ont aussi une vie en communauté et les interactions qui composent cette
population modelent le comportement et l'activité des individus. Depuis I'ére
Pasteurienne, les études isolées des bactéries sont le standard des recherches et
publications scientifiques et ont permis d’améliorer nos connaissances sur leur
biologie et leur biochimie. Ces études ont prouvé leur efficacité et ont permis de
caractériser 'impact des bactéries sur la pathogéneése en respectant les 4 postulats de
Koch : le micro-organisme doit étre présent en abondance dans tous les organismes
souffrant de la maladie, mais absent des organismes sains ; ce micro-organisme doit
pouvoir étre isolé et croitre en milieu de culture pur (ne contenant qu'un seul
microbe) ; quand il est introduit dans un organisme sain de la méme espéce, le micro-
organisme doit provoquer la méme maladie ; ce micro-organisme doit étre retrouvé
dans l'organisme expérimentalement inoculé et reconnu comme étant I'agent causal
(Koch, 1882). La tuberculose, la peste, la variole ou encore le sida sont de tres bons
exemples de la véracité de ces postulats. Cependant, une grande majorité de
pathologies ne peut s’expliquer uniquement a partir de ces dictates. Les pneumonies,
les infections de plaies et briilures, les abces ou encore les péritonites sont souvent la
conséquence d’infections poly-microbiennes. De plus, il a été admis quune infection
poly-microbienne est souvent plus délétere pour I'individu qu’une infection semblable
causé par un seul agent microbien (Brogden et al., 2005; Kesavalu et al., 1998;
Mastropaolo et al., 2005). Murray et al., définit cette synergie poly-microbienne
pendant une infection comme étant « I'interaction de deux ou plusieurs micro-
organismes au niveau d’un site infectieux qui provoque une sévérité de la maladie plus
grande que cette méme maladie provoquer par les micro-organismes seuls » (Murray
et al., 2014). Par exemple, pendant une inflammation de l'oreille moyenne (otite
moyenne), la bactérie Haemophilus influenzae promeut la persistance de
Streptococcus pneumoniae et Moraxella catarrhalis, participant au maintien et a la
progression de I'inflammation. Aussi, par la production de béta-lactamases sécrétées

par M. catarrhalis, la résistance aux antibiotiques de H. influenzae augmentent
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Introduction

(Armbruster et al., 2010; Weimer et al., 2010). Les interactions bactériennes peuvent
aussi intervenir dans I'établissement de l'infection en entrainant une dysbiose du
microbiote commensal. Ainsi, lors d'une parodontite, la présence faible (< 4 0.01% des
bactéries totales) de Porphyromonas gingivalis est suffisante pour entrainer une
modification qualitative et quantitative du microbiote buccal (Hajishengallis et al.,
2011). L’appauvrissement de la diversité et 'augmentation de la concentration
bactérienne est un des facteurs de 'apparition de la parodontite (Hajishengallis et al.,
2012). Ce type d’interaction fait intervenir la notion de « keystone pathogen » ; théorie
dans laquelle la présence qualitative d'une seule bactérie permet de modifier le
microbiote commensal environnant qui participe a I'établissement de la maladie

(Hajishengallis et al., 2012).

Les personnes atteintes de mucoviscidose souffrent d’infections pulmonaires
poly-microbiennes chroniques. Les poumons de ces patients sont un excellent modéle
pour I'étude des interactions bactériennes d’intérét clinique. Le contexte particulier
qu'offre ces poumons permet de regarder les impacts des partenaires bactériens sur
leur semblable, de prendre en compte la réponse immunitaire de ’h6te et d’observer
I'impact de ces interactions sur I'état de santé des patients. Les deux premieres parties
de 'analyse bibliographique de mon manuscrit apporteront une vision globale de cette
maladie génétique et détailleront la physiopathologie de la mucoviscidose en se

focalisant sur 'appareil respiratoire.

Dans ce contexte d’infection polymicrobienne, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa sont les agents bactériologiques majoritaires et souvent
retrouvées en co-infection chez ses patients (Limoli et al., 2016; Schwerdt et al., 2018).
S. aureus est une bactérie a coloration de Gram positive pathogene stricte et
opportuniste de 'Homme mais aussi un commensal. La zone nasale est admise pour
étre le lieu de colonisation préférentiel de S. aureus (20 a 60% des Hommes colonisés)
mais d’autres régions du corps sont aussi concernées : aisselles (8%), abdomen (15%),
périnée (22%), intestins (17-31%) et la zone vaginale (5%) (Sollid et al., 2014). En tant
que pathogene, elle est responsable d'un spectre large d’infection, allant d’atteinte
cutanée bénigne a des infections profondes mortelles (pneumonies nécrosantes,
bactériémies, endocardites) (O’Gara, 2017). Cette bactérie possede tout un arsenal de
facteur de virulence, I'aidant a la colonisation du site infectieux (FnbpA/B, CIfA...), ala

diffusion en profondeur dans l'organisme (e.g HIA/B, HlgA/B/C, PVL) ainsi qu'a
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I’échappement au systeme immunitaire (SCIN, Sbl..) et dont la majorité est controlée
par le systeme agr, le quorum-sensing de S. aureus (DelLeo et al., 2009). La
recrudescence du nombre d’infection a S. aureus mutli-résitant aux antibiotiques
classe cette bactérie en priorité 2 (élevée) pour la recherche et le développement de
nouveaux antibiotiques et agents anti-staphylococciques (Communiqué de presse
OMS de Tacconelli, 2017).

P. aeruginosa est un bacille mobile a coloration de Gram négative pathogene
opportuniste. Il est 'une des causes majeures de maladies nosocomiales. Il est aussi
fréquemment retrouvé dans les infections chroniques de plaies (15-80% des cas suivant
les études). La survenue de P. aeruginosa dans ce contexte clinique est un facteur
aggravant (Korgaonkar et al., 2013). Cette bactérie possede un quorum-sensing
complexe reposant sur 4 systémes interconnectés (LasI/LasR, RhlI/RhIR, PQS et Iqs)

(Scoffone et al., 2019) qui contrdlent 'expression de ses facteurs de virulences majeurs.

Les interactions entre S. aureus et P. aeruginosa se déroulant dans les poumons
des patients atteints de mucoviscidose révelent des interactions dynamiques qui
évoluent au cours du temps. Un premier état de compétition a bien été étudié pendant
les 20 dernieres années (Barnabie and Whiteley, 2015; Filkins et al., 2015; Hotterbeekx
et al., 2017; Machan et al., 1992; Pernet et al., 2014). Les souches dites d’infections
précoces de P. aeruginosa sont responsables de la production de nombreux facteurs
de virulence, dont une grande majorité sont dépendante de son quorum-sensing et
possédant une activité bactériostatique et bactéricide envers S. aureus. Néanmoins, un
autre état d’interaction a été décrit plus récemment. L’état de coexistence se caractérise
par I'absence de lyse de S. aureus occasionnée par P. aeruginosa. Dans le modele
actuel, les souches appelées tardives de P. aeruginosa ne sont plus capables de
produire ces facteurs de virulence anti-staphylococcique. Peu de choses sont connues
sur I'impact de ce type d’interaction entre les partenaires bactériens ainsi que les
mécanismes moléculaires intervenants (Baldan et al., 2014; Limoli et al., 2016;
Michelsen et al., 2014; Tognon et al., 2017). Les données connues sur la co-infection et
ces deux états d’interaction seront décrits dans les deux dernieres parties de 'analyse

bibliographique.

Mon projet de these s’est donc focalisé sur I'étude de I'impact de P. aeruginosa
sur la physiologie de S. aureus dans ce contexte de coexistence. Ainsi, la partie 1 de

I’'étude expérimentale porte sur I'impact de P. aeruginosa sur le transcriptome de S.
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aureus et ses changements phénotypiques associés. Au regard des données disponibles
dans la littérature, une étude clinique rétrospective a été conduite en partenariat avec
les Hospices Civils de Lyon (HCL) pour étudier I'impact de la co-infection et de la
coexistence sur I'état de santé des patients atteints de la mucoviscidose. Ces données
seront présentées dans la partie 2 des résultats expérimentaux. L’étude des
déterminants génétiques essentiels a la coexistence de S. aureus avec P. aeruginosa a
ensuite été menée par une approche de transposon sequencing et fera 'objet de la
partie 3 des résultats. Finalement, grace a l'analyse approfondi des données
transcriptomiques obtenues dans la partie 1, un nouveau géne de S. aureus intitulé
norK a été découvert. Ce dernier projet annexe, présenté en partie 4, portera sur la

caractérisation de ce gene dans la résistance aux antibiotiques de S. aureus.

L’ensemble de ces travaux vise a mieux comprendre l'interaction de coexistence
entre S. aureus et P. aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose. De facon
plus général, mon projet apporte de nouvelles informations dans les infections poly-

microbiennes et 'impact de telles interactions sur 'état de santé des patients.
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I1.1. La mucoviscidose

I1.1.1. Généralités

II.1.1.1. Histoire

La premiere description de la mucoviscidose en tant que maladie distincte a été
faite en 1938 chez des enfants atteints de malnutrition sévere. Leurs autopsies ont
révélé que leurs canaux glandulaires du pancréas étaient obstrués par un mucus épais.
Le nom de Fibrose Kystique du pancréas (Cystic Fibrosis of the pancreas, CF) a été
attribué a cette maladie (Andersen, 1938). Le terme mucoviscidose fut employé plus
tard en référence a la présence du mucus épais bloquant tous les canaux glandulaires
sécréteur de mucus du corps (Farber et al., 1943). Les observations effectuées par Paul
di Sant’Agnese en 1953 ont permis de mettre en place le test de la sueur pour le
diagnostic de la mucoviscidose, qui est toujours le test de référence actuel. Les enfants
atteints ont un désordre en électrolytes, une concentration excessive de sels dans les
sueurs qui peut étre détectée par ionophoréese (Gibson and Cooke, 1959). Mais c’est en
1983 que la premiere observation cytologique apporte une explication sur le désordre
électrolytique observé. Les cellules des canaux sudoripares accumulent les ions
chlorure et une entrée massive d’ions sodium et d’eau se produit. La concentration en

sels dans la sueur augmente alors (Quinton and Bijman, 1983).

La réelle cause étiologique de la maladie a été découverte en 1989. Le géne
responsable de la mucoviscidose, appelé cftr (Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator) a été identifié et la protéine CFTR caractérisée comme étant un canal d’ions
chlorure (Kerem et al., 1989). L’avénement du séquencage a haut débit dans les années
90 a permis de révéler la complexité génétique derriere la mucoviscidose. Pres de 1500
mutations sur le gene cftr ont été découvertes, toutes responsables de la maladie a des
niveaux plus ou moins séveres. De plus, les données de séquencage ont permis de dater
Parrivée probable de la mucoviscidose au cours de ’humanité. En étudiant le nombre
de motifs répétés dans les séquences microsatellites retrouvées dans le gene cftr,
Morral et al estiment I'arrivé de la mucoviscidose a I’ere Paléolithique en Europe, ily a
au moins 52.000 ans (Morral et al., 1994). Les migrations de populations auraient

contribué a la dispersion des différents alleles mutés du gene cftr dans le monde.
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I1.1.1.2. Manifestations cliniques

La principale caractéristique clinique de la mucoviscidose est 'apparition d'un
mucus épais et visqueux qui obstrue les canaux glandulaires ou la protéine est
normalement présente (Figure II-1) (Paranjape and Mogayzel, 2014). Dans sa forme la
plus grave, des atteintes viscérales multiples surviennes (poumons, pancréas, foie,
petit intestin, canaux déférents). La principale cause de mortalité chez ces patients est
les atteintes pulmonaires (Estrada-Veras and Groninger, 2013). L’histoire naturelle de
la progression de la maladie au niveau des poumons est une inflammation chronique

avec la survenue d’épisodes intermittents de symptomes aigus que 'on nomme les

Sinuses

Sweat chloride:
> 60 mmol/liter

Sinusitis
Polyps

Lungs

Airways obstruction
Bronchiectasis
Pneumothorax
Hemoptysis

Liver

Obstructive biliary
tract disease

Pancreas
Enzyme insufficiency { /

Insulin-dependent
diabetes mellitus

Intestine

Meconium ileus

Distal intestinal obstruction
syndrome (DIOS)

Rectal prolapse

Reproductive tract

Male infertility

Congenital absence
of vas deferens

Figure II-1: Les défaillances multi-viscérales chez les patients atteints de
mucoviscidose. L’apparition d'un mucus épais au niveau de nombreux organes

impacte leurs fonctions physiologiques. (Paranjape and Mogayzel, 2014)
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exacerbations pulmonaires. Pendant ces épisodes, une aggravation de I'inflammation
pulmonaire est observée et se manifeste par 'augmentation de la toux, de malaises,
une fatigue et une perte de poids. Bien souvent les épisodes d’exacerbations nécessitent
une hospitalisation. A I’heure actuelle, aucun marqueur chimique, physiologique ou
histologique ne permet de diagnostiquer un tel épisode. La constatation se fait
uniquement par un ensemble de signes et de symptomes qui nécessitent un traitement
et/ou une hospitalisation. Les exacerbations peuvent étre dues a des agents microbiens
(virus/bactéries/fungi) mais 'analyse microbiologique d’expectorations de patients CF
pendant les crises ne révele pas souvent d’anormalités comparé a des périodes calmes

(Bhatt, 2013).

Les pancréatites apparaissent chez 85% des personnes atteintes de
mucoviscidose (Kerem et al., 1989). Les canaux sécréteurs étant obstrués, les enzymes
du pancréas endommagent cet organe. Ces enzymes ne pouvant plus rejoindre
I'intestin des insuffisances nutritionnelles se manifestent. De plus, au niveau de
I'intestin, 'absence de CFTR fonctionnelle diminue le passage du bol stomacal en

contribuant a I'apparition d’occlusions intestinales et a la malnutrition (Egan, 2016).

Les hommes CF présentent une absence congénitale bilatérale des canaux
déférents (congenital absence of the vas deferens, CBAVD) qui entraine une stérilité.
La CBAVD touche environ 1 a 2% des hommes sains infertiles mais 95% des hommes
CF présentent cette pathologie. Le mucus épais et visqueux bouche les canaux
déférents lors de leur formation et le nourrisson est déja stérile a la naissance. Ces
problémes de stérilité peuvent étre contournés par un recours a la fécondation in vitro

(de Souza et al., 2018).

Avec I'amélioration de l'espérance de vie, notamment grace a des régimes
alimentaires adaptés, des compléments en enzymes pancréatiques et des traitements
antibiotiques, les conséquences de la mucoviscidose ne se concentrent plus que sur les
territoires pulmonaire et digestif. Des symptomes multi-viscéraux sont apparus chez
les patients plus agés tels que les hépatites, le diabete et les dégénérescences liées a I'os
(Jacquot et al., 2016). Les hépatites associées a la mucoviscidose (cystic fibrosis liver
disease, CFLD) sont une cause majeure de mortalité. Jusqu'a 70% des autopsies
réalisées sur des personnes CF montrent I’apparition d’une cirrhose biliaire primitive.

Cette pathologie entraine la destruction des canaux biliaires situés entre les lobules du
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foie. Les enzymes hépatiques attaquent les tissus périphériques provoquant une

hépatite qui peut évoluer en stéatose et en cirrhose (Debray et al., 2017).

Le diabete associé a la mucoviscidose (cystic fibrosis related diabete, CFRD) est
aussi une des complications. Environ 10% des enfants CF agés de 5 a 9 ans souffrent
de CFRD et ce pourcentage augmente avec 'age des patients atteignant 50% pour les
personnes de plus de 30 ans. La déficience en production d’insuline entraine une
hyperglycémie chronique qui est responsable d'une résistance a l'insuline sur les
organes cibles. Méme si les pancréatites peuvent potentiellement expliquer le début
d’un diabeéte, les mécanismes précis de sa survenue sont mal connus puisque toutes les

personnes CF ne développent pas de CFRD (Brennan and Beynon, 2015).

Enfin, une derniére pathologie associée a la mucoviscidose présente aussi un
probléme de santé majeur. Les ostéoporoses et des ostéopénies (cystic fibrosis bone
disease, CFBD) ont été fréquemment rapportées. La prévalence de ces pathologies
augmente avec ’age des patients : si elles ne touchent que 5% des enfants, plus d'un
patient de plus de 45 ans sur deux en souffre. Ces personnes sont sujettes a des
fractures plus fréquentes, a des compressions vertébrales et a un cartilage pulmonaire
moins dense qui aggrave les symptomes au niveau des poumons. En effet, la clairance
mucociliaire est moins efficace et renforce alors les exacerbations. L'origine de la CFBD
est toujours en débat. Les insuffisances du pancréas, le CFRD, les inflammations
pulmonaires chroniques, la carence nutritionnelle pourraient expliquer ’'apparition
d’ostéoporose et d’ostéopénie (Jacquot et al., 2016). Cependant, il semblerait que les
CFBD soient plus un probléeme de métabolisme au niveau des cellules osseuses
(ostéoblastes et ostéoclastes) qu'un effet secondaire a d’autres manifestations cliniques
associées a la mucoviscidose. Des osteoblasts issus d'un patient CF de 25 ans ne
montrent plus d’activitt CFTR ainsi quun déficit dans la production
d’ostéoprotegerine (OPG), cytokine importante dans la formation et la régénération
osseuse. Cette diminution de OPG peut amener a une diminution de la masse osseuse
chez 'enfant et conduire a l'apparition d’ostéoporose et ostéopénie chez I'adulte.
L'utilisation d'un correcteur de l'activité de CFTR (miglustat) permet en partie

d’augmenter la masse osseuse dans un modele de souris CFTR (Jacquot et al., 2016).
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I1.1.1.3. Les mutations impliquées dans la mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie génétique autosomale récessive la plus
commune chez les personnes caucasiennes. Pres de 1500 mutations différentes sont
impliquées dans la physiopathologie de la mucoviscidose (Dodge, 2015) et peuvent étre
regroupées en 6 catégories différentes : (1) défaut de transcription/traduction du gene,
(2) mauvaise maturation de la protéine et dégradation (3) défaut de régulation de la
protéine CFTR, (4) conductance altérée du canal, (5) production/adressage a la
membrane partiel, (6) défaut de 'activité de régulation du canal CFTR (Figure II-2).
En effet, possédant différents domaines, les mutations peuvent altérer directement la

structure de la protéine, ou étre impliquées dans un mauvais processing

Class VI
Defective Regulatory Properties

Class IV
Defective Conduction

Class 111 ==
Defective Regulation

Golgi
Nucleus

Class V
Partial Defective Partial Defective

Protein Production

Processing
'\,\\ ‘/X
Class II

Defective Processing Class I

Defective Protein
Production

Figure II-2 : Impact des différentes catégories de mutations sur la production de
la protéine CFTR. Les mutations peuvent étre regroupées dans 6 catégories
différentes responsables de perturbations a 6 niveaux distincts : (1) défaut de
transcription/traduction du gene, (2) mauvaise maturation de la protéine et
dégradation (3) défaut de régulation de la protéine CFTR, (4) conductance altérée
du canal, (5) production/adressage a la membrane partiel, (6) défaut de I'activité

de régulation du canal CFTR. Modifié de Vankeerberghen et al., 2002.
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(Vankeerberghen et al., 2002). La catégorie 1 regroupe les mutations qui provoquent
un arrét prématuré de la transcription ou de la traduction de la protéine. Dans la
majorité des cas, 'apparition d’'un codon stop conduit a la production d’une protéine
aberrante qui est alors dégradée au niveau du protéosome. Ces mutations apparaissent
chez 10% des patients CF (Egan, 2016). La catégorie 2 concerne toutes les mutations
qui sont responsables d'un mauvais repliement conduisant a la dégradation de la
protéine CFTR lors des controles de qualité cellulaires. La catégorie 3 n’est pas
impliquée dans la maturation de la protéine mais dans la régulation de son activité.
Physiologiquement, CFTR est régulée par 'intermédiaire de son domaine de régulation
cytosolique (R domain). Les mutations au niveau de son domaine de régulation
diminuent fortement son activité. Les mutations de la catégorie 4, a l'instar de la
catégorie précédente, sont aussi liées a 'activité intrinseque de la protéine. Toutes ces
mutations se localisent a I'intérieur du canal et empéchent les ions chlorure de passer.
La catégorie 5 regroupe toutes les mutations diminuant la quantité de CFTR
fonctionnelle. Elles sont souvent retrouvées au niveau des sites d’épissages alternatifs.
Malgré cet impact, une quantité faible mais présente de protéine CFTR peut étre
produite. Enfin, la derniere catégorie n’affecte pas les propriétés du canal mais impacte
ses propriétés régulatrices. La protéine CFTR est souvent associée a d’autres canaux
ioniques tels que ENaC (amiloride sensitive epithelial sodium channel) ou encore
ORCC (Outwarding Rectifying Chloride Channel). ENaC est impliqué dans
I’absorption de sodium au niveau des cellules épithéliales pulmonaires. La protéine
CFTR est capable d’inhiber lactivit¢ de ENaC. Méme si les données sont
contradictoires sur les domaines d’interactions entre ces deux protéines, les mutations
de CFTR augmentent la probabilité d’ouverture de ENaC et I'absorption de sodium
dans la cellule (Vankeerberghen et al., 2002). Le canal ORCC, un autre canal chlorure,
est activé par CFTR. Cette régulation est dépendante de la phosphorylation par la
protéine kinase A (PKA). Les mutations de CFTR de cette classe ne permettent plus
Pactivation de ORCC aggravant alors le déséquilibre en ions chlorure dans les cellules

(Vankeerberghen et al., 2002).

Les classes de mutations ne correlent que partiellement avec les manifestations
cliniques des patients. Il est généralement observé que les mutations de catégorie 1a 3
sont souvent associées a des bilans cliniques séveres avec des insuffisances
pancréatiques, des occlusions intestinales, une détérioration pulmonaire et hépatique

rapide et I'absence des canaux déférents chez les hommes. Les catégories 4 a 6, quant
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a elles, sont plus souvent responsables de manifestations cliniques de sévérité
moyenne (détérioration des fonctions pulmonaires, hépatiques et pancréatiques moins
rapides ou méme absentes) (Bombieri et al., 2015). Cependant, une grande variabilité
inter-individus est observée ce qui suggere que des facteurs environnementaux et
génétiques influencent I'état de santé des patients CF (Castellani et al., 2008). Pour
faire le lien entre les catégories de mutations de CFTR et leurs conséquences cliniques
prédites, les mutations peuvent aussi étre scindées en 4 différents groupes suivant le
bilan clinique; (A) les mutations responsables de la mucoviscidose, (B) les mutations
responsables de symptémes associés a la mucoviscidose (CFRD, CFLD), (C) les
mutations sans conséquences cliniques connues a ce jour, (D) les mutations
incertaines pouvant provoquer la mucoviscidose (Castellani et al., 2008). Le groupe A
regroupe toutes les mutations cftr qui ont été fonctionnellement caractérisées et dont
le potentiel pathogénique a été clairement identifié. Sur les 1500 mutations recensées,
seulement 23 sont classées en groupe A. Ces 23 mutations représentent a elles seules
environ 85% des alleles CF dans le monde. Néanmoins, 1% a 1,5% des patients CF
possédent seulement un alléle cftr muté mais pas de mutation cftr apparente sur le
second allele. Ces hétérozygotes CF montrent que des mutations en dehors du gene cftr
peuvent aussi conduire a I’apparition de la maladie. L’hypotheése la plus probable serait
que ces mutations se situent dans les régions promotrices et introniques du gene cftr
(non séquencées lors du diagnostic). Des mutations dans d’autres genes étroitement
en lien avec la fonction de CFTR sont aussi incriminées (ENaC) (Castellani et al.,
2008). La catégorie B regroupe les mutations dites « borderline » et certaines se
recoupent avec la catégorie A. Des mutations chez un patient pourront entrainer un
tableau clinique mucoviscidosique classique mais chez un autre patient entrainer
uniquement une CBAVD par exemple. L’environnement et I'épigénétique sont le plus
souvent incriminés pour expliquer ce phénomene (Castellani et al., 2008). Les groupes
C et D rassemblent la quasi-totalité des autres mutations décrites a ce jour. La faible
proportion de ces mutations chez les patients et la difficulté a les repérer du fait de
labsence de symptomes cliniques, rendent les analyses difficiles et peu d’études

essayent de caractériser leur potentiel pathogénique (Castellani et al., 2008).

Toutes ces mutations ne sont pas présentes a la méme fréquence chez les
patients CF. La délétion en position 508 de la protéine CFTR (F508del) est retrouvée
en moyenne chez 66% des patients CF. Cette mutation de catégorie 2 et du groupe A

est la plus fréquemment retrouvée mais une grande variabilité de présence est observée
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au sein de différentes populations. En effet, un gradient de fréquence est observé entre
le nord et le sud de 'Europe avec un maximum de 100% dans les iles Féroé (Danemark)
et seulement de 24.5% en Turquie. On retrouve aussi un nombre moyen de mutations
différentes plus important dans les pays du sud que dans les pays du nord : 25% versus
10.2% (Bobadilla et al., 2002). Les pays du sud sont, historiquement, la porte d’entrée
de ’Europe. Les mouvements de populations sont plus denses et le brassage génétique
plus élevé. La mutation G542X est la seconde mutation la plus commune en Europe.
Elle se situe dans la catégorie 1 et le groupe A de la classification et possede aussi une
répartition tres particuliere. A I'inverse de F508del, on la retrouve plus fréquemment
autour du bassin méditerranéen (Sicile, Grece, sud de la France, Algérie, Tunisie). La
fréquence de G542X est en moyenne de 2% dans les pays du nord I'Europe et augmente
jusqu’a atteindre 14.4% des mutations sur la cote méditerranéenne de I’Espagne. La
distribution géographique dans le pourtour méditerranéen et les études génomiques
réalisées émettent I’hypothése d’une introduction de G542X par la colonisation
phéniciennes vers -2500 B.C. Elle se serait diffusée depuis Carthage (Tunisie) avec
l'intensification du réseau maritime phénicien (Casals et al., 1993). Enfin, G551D
(mutation de 3°me catégorie et du groupe A), est la 3¢me mutation la plus retrouvée chez
les patients CF. Elle aussi semble posséder une histoire bien particuliere. Cette
mutation est associée aux descendants des populations celtiques qui possédaient un
territoire allant de I'Irlande a la Bretagne. Sous la pression de I'empire Romain et des
tribus germaniques, les celtes se sont déplacés dans une petite région au nord des Alpes
correspondant actuellement a la République Tcheque. C’est pourquoi, la fréquence de
cette mutation est particulierement élevée dans ces régions (3.8% en République

Tcheque) (Bobadilla et al., 2002).

I1.1.1.4. Epidémiologie

Le nombre de personnes CF au niveau mondial, difficilement estimable, est
évalué a 70.000 (Stephenson et al., 2017). Le dépistage néonatal systématique n’est
pas mis en place dans tous les pays pour raisons économiques et/ou sociétales, sous-
estimant tres probablement le nombre de patients. Aux U.S.A., ou un programme de
dépistage néonatal est établi, le nombre de cas diagnostiqués est de 29.887 (Bruce
Marshall et al., 2018), avec une prévalence de 0.797 pour 10.000 habitants (Farrell,

2008) et une incidence de 1/3900 en moyenne. En Europe (27 pays étudiés), le nombre
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de personnes souffrant de mucoviscidose est de 35.806, avec une prévalence proche de
celle des U.S.A. (0.737 pour 10.000 habitants) mais une incidence moyenne plus élevée
1/2000-3000 (Farrell, 2008; Zolin et al., 2019). Cette différence entre I'Europe et les
U.S.A. s’explique par un taux d’hétérozygotie et une incidence différente en fonction
des populations : caucasiennes 1/25-1/3200; hispaniques 1/46-1/9200 ; africaines
1/70-1/15.000 ; asiatiques 1/90-1/31.000 (Hamosh et al., 1998; Monaghan and
Feldman, 1999). D’une part, la diversité des ethnies aux U.S.A. diminue I'incidence de
la maladie (forte proportion des personnes hispaniques et afro-américaines) et d’autre
part, les pays d’Europe du nord, tels que I'Irlande, posseéde un taux d’hétérozygotie plus
élevé (1/19) et une incidence 2 a 3 fois plus forte que ses voisins européens (Laura
Kirwan, 2019). En France, dont le dépistage néonatal systématique a été mis en place
en 2002, 7114 patients ont été recensés (prévalence de 1,024 pour 10.000 habitants),
(Burgel et al., 2015; Gil Bellis et al., 2019). Une disparité existe aussi au sein de notre
pays. Un gradient de prévalence de la mucoviscidose est observable du nord au sud de
la France (Figure II-3). La Bretagne est la région ou la prévalence (12-17 personnes
CF/100.000 habitants) de la mucoviscidose y est la plus forte, comparable a celui de
I'Irlande. Les migrations des populations Galloises, Irlandaises et de Cornouailles
entre le 3¢me siecle et le 5%me siecle vers la Bretagne actuelle, sont a l'origine de
I'implantation des alleles mutés. Aussi, une forte fécondité, une population peu mobile
au marché matrimonial restreint permettent d’expliquer la fréquence et la répartition

de la mucoviscidose a la pointe de la Bretagne aujourd’hui (Nadine Pellen, 2012).

En France, le nombre de patients est en constante évolution. En 1992, environ
1500 patients étaient recensés (17,8% d’enfants et 82,2% d’adultes) tandis qu’en 2017,
plus de 7000 sont enregistrés dans le registre francais de la mucoviscidose dont 55,9%
d’enfants et 44,1% d’adultes. La proportion d’enfants n’a fait qu’augmenter témoignant
de l'amélioration des soins et du dépistage systématique mis en place. Le ratio
homme/femme est quasiment égal a 0,5. La pyramide des ages a une forme classique
en cloche indiquant une population stabilisée mais avec une espérance de vie plus
courte que la population saine (Figure II-4) (Gil Bellis et al., 2019). Néanmoins,
I'espérance de vie des patients CF a fortement progressé, due a I'amélioration de la
connaissance de la mucoviscidose et de sa meilleure prise en charge. De 1983 a 2017,
I’'age médian de survie (I’age a laquelle 50% de la population d’une année est vivante)
est passé de 24 ans a plus de 50 ans (Figure II-5). Néanmoins, un certain nombre

d’études montre que les hommes ont un meilleur taux de survie que les femmes
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(MacKenzie et al., 2014; Quintana-Gallego et al., 2016; Stephenson et al., 2015). En
effet, une étude américaine sur une cohorte de 21.000 patients a montré que les
femmes agées de moins de 20 ans avaient une probabilité de déces 60% plus élevé que
celui des hommes (Rosenfeld et al., 1997). Cette disparité peut s’expliquer par deux
hypotheéses. Une premiére observation faite en 2012 montre que les femmes sont plus
sujettes a étre colonisées au niveau pulmonaire par des bactéries pathogenes. La
deuxieme observation montre que les femmes CF développant un diabete ont un taux
de survie plus faible que celui des hommes. Dans les deux cas, les hormones féminines
seraient impliquées (Chotirmall et al., 2012; Milla et al., 2005). Cependant des études
récentes suggerent que cette disparité se resserre (Fogarty et al., 2012; Lai et al., 2004;

Moran et al., 2009).
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Figure II-3: Prévalence de la mucoviscidose par départerment en France.

Registre francais de la mucoviscidose 2017.
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Figure II-4 : Pyramide des ages des patients CF. Une forme en cloche témoigne

d’une stabilisation de I'age. Registre Francais de la mucoviscidose 2017.
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Figure II-5 : L'age médian de survie des patients CF canadiens de 1984 a 2017 selon

le genre. La courbe bleue indique '’Age médian de survie des hommes CF alors que

la courbe rouge indique I'age médian de survie des femmes. Les traits en pointillés

bleus et rouges représentent 1’écart type autour de la médiane des survies des

hommes et des femmes respectivement (The Canadian Cystic Fibrosis Registry,

2017).
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I1.1.1.5. Avantage d’étre hétérozygote ?

Plusieurs études ont tenté d’expliquer la répartition asymétrique de la
prévalence de la mucoviscidose entre les différentes éthnies (caucasien, africain,
asiatique...) en mettant en avant 'avantage sélectif de 'hétérozygotie pour le géne cftr.
Le caractere avantageux de ’hétérozygotie a déja été décrit pour d’autres maladies
génétiques. Ainsi, une mutation dans le gene codant 'hémoglobine hbs est responsable
de l'anémie falciforme (ou drépanocytose). Les personnes homozygotes hbs-/-
présentent des troubles hématologiques séveres (anémie, crise vaso-occlusive,
syndrome thoracique aigu) et le bilan clinique est souvent défavorable. Cependant, les
personnes hétérozygotes hbs+/- ne présentent aucun symptome clinique et deviennent
60 a 80% plus résistantes aux formes de paludisme séveres (Allison, 2009). Le
paludisme a lui seul exerce une pression de sélection suffisante pour maintenir un taux

d’hétérozygotie dans la population.

La pression de sélection impliquant un pathogene a déja été investiguée pour
expliquer le maintien des populations hétérozygotes pour le gene cftr. En 1991,
Rodman et Zamudio émettent I'hypothese que les personnes hétérozygotes cftr+/-
seraient plus résistantes au choléra. En effet, la toxine cholérique produite par Vibrio
cholerae active (de facon indirecte) le canal CFTR, responsable de la sortie d’ions
chlorure vers la lumiére de lintestin, du déséquilibre ionique et des diarrhées
caractéristiques de la maladie. Produisant moitié moins de proteine CFTR
fonctionnelle, les individus hétérozygotes seraient alors beaucoup moins impactés par
Paction de cette toxine (Rodman and Zamudio, 1991). Cette hypothese a été confirmée
en modele murin par Gabriel et al. En utilisant des souris hétérozygotes cftr S489X,
moitié moins de sécrétion de fluide est observée lors de I'exposition a la toxine
cholérique comparé aux souris homozygotes cftr+/+ (Gabriel et al., 1994). Cependant,
ces mémes résultats n’ont pas été confirmés par une autre équipe utilisant des souris
de lignées différentes (Cuthbert et al., 1995). De plus, en regardant les données
épidémiologiques mondiales, les pays souffrant le plus du choléra ne présentent pas

plus d’individus hétérozygotes cfir+/-.

Quelques années plus tard, une autre hypothése impliquant un autre pathogene
est émise. Il a été montré que Salmonella sérotype Typhi responsable de la fievre
typhoide utilise le canal CFTR pour rentrer dans les cellules épithéliales intestinales.

Ainsi, les personnes hétérozygotes, possédant moins de CFTR a la surface apicale des
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cellules, seraient moins sensibles a I'infection par Salmonella typhi (Pier et al., 1998).
Pour confirmer cette hypothéese, une étude génétique sur la prévalence de F508del au
sein d’'une cohorte de 775 patients indonésiens dont une partie est touchée par la fievre
typhoide a été conduite. Cependant, di au tres faible taux de portage de cet alléle en
Indonésie, aucune conclusion n’a pu étre émise (van de Vosse et al., 2005). De plus, a
I'instar du choléra, les zones géographiques ou la fievre typhoide est présente, sont de
loin les zones ou la prévalence de la mucoviscidose est la moins élevée. Il semblerait
que ni le choléra et ni la fiévre typhoide ne puissent expliquer la répartition de la

maladie.

Un autre pathogéne pourrait bien exercer une pression de sélection suffisante
pour maintenir I’hétérozygotie observable aujourd’hui. Une corrélation est faite entre
les régions ou Mycobacterium tuberculosis est présente et le fort taux de prévalence
d’hétérozygotes (Bosch et al., 2017; Reichman et al., 2000). De plus, il est aussi observé
que les patients CF seraient moins sujets aux infections par M. tuberculosis qu’aux
infections par d’autres mycobactéries (Bosch et al., 2017; Kilby et al., 1992). Dans son
étude de 2006, Poolman et Galvani calculent que la pandémie de tuberculose au 17¢me
siecle en Europe (20% de la population européenne décimée) a pu fournir une pression
de sélection suffisante pour expliquer l'incidence actuelle. Cette pandémie ne s’étant
pas propagée en Afrique et en Asie, la prévalence faible dans ces pays la est alors
cohérente. Une seconde pandémie au 19¢me siecle s’est répandue dans le monde mais,
moins virulente que la premiére, expliquerait la prévalence plus faible en Afrique et en
Asie (Poolman Eric M and Galvani Alison P, 2007). Des arguments biologiques
viennent en plus renforcer cette hypothese. En effet, les personnes CF ont une
déficience en activité arylsulfatase B (enzyme impliquée dans la synthese des
glycosaminoglycanes). M. tuberculosis ne possede pas ce type d’enzyme mais a besoin
de lactivité sulfatase de la cellule héte pour la formation de sa paroi et donc, pour se
multiplier. Les hétérozygotes posséderaient alors une activité sulfatase diminuée,
réduisant alors la faculté de M. tuberculosis a se répliquer en intracellulaire
(Tobacman, 2003). Les arguments épidémiologiques, biologiques et
géographiques/historiques étayent 'hypothese que la pression de sélection excercée
par M. tuberculosis puissent étre a l'origine de la répartition de la prévalence de la

mucoviscidose dans le monde.
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Des pressions de sélection autres que des pathogenes ont aussi été envisagées.
Le mucus pulmonaire est important pour le nettoyage de nos voies aériennes. Un
mucus hydraté est un mucus fluide qui évacue efficacement les poussieres et bactéries
captées. L'eau étant apportée par 'alimentation, un important contréle de ’équilibre
osmotique est en place pour permettre une bonne hydratation de ce mucus. Dans un
environnement sec ou la quantité d’eau est tres limitée, la seule compensation a
I’évaporation d’eau du mucus pulmonaire est de diminuer ’absorption d’eau par les
cellules épithéliales pour conserver une bonne hydratation du mucus. Les personnes
hétérozygotes auraient donc un avantage dans un environnement sec ou l'eau est
limitée. L’accumulation de sels dans le mucus est normalement empéchée par
I’absorption des ions Na+ et d’eau par le canal ENaC activé par CFTR. Si un gene CFTR
est muté, le nombre de CFTR fonctionnelle diminue et les canaux ENaC sont moins
activés. L’évaporation de 'eau du mucus va le rendre hypertonique favorisant le
passage d’eau du milieu interstitiel/intracellulaire vers le mucus par équilibre
osmotique. Le mucus pulmonaire est alors mieux hydraté est donc plus mobile le
protégeant alors de la dessiccation. Son travail de nettoyage des bactéries et poussieres
serait mieux assuré que des personnes homozygotes cftr +/+. Il y a plus de 40.000 ans,
nos ancétres ont di survivre a la derniere ere glaciaire autour de la Méditerranée. Le
climat était sec, froid et la concentration en poussiére y était 20 a 25 fois plus élevée
comparé a aujourd’hui. Ces conditions climatiques pourraient expliquer pourquoi les
mutations sur le gene cftr ont été sélectionnées en apportant un avantage aux
hétérozygotes lors des périodes de glaciations (Borzan et al., 2014). On remarque aussi
que cette théorie climatique correle avec l'estimation de lapparition de la
mucoviscidose en Europe. Si on essaye de réunir toutes les hypotheses décrites,
Papparition des premieres mutations de la mucoviscidose aurait pu étre déclenchée par
I’ére glaciaire il y a plus de 40.000 ans. La conservation de ces alleles mutés et la
distribution asymétrique dans le monde aurait pu étre permise par les pressions de
sélection engendrées par les bactéries pathogenes un peu plus tard au cours de

I’histoire. Bien évidemment, cette théorie reste a étre démontrée.
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I1.1.2. Geéne et protéine CFTR

I1.1.2.1. Organisation génétique et expression du gene cftr

Le gene cftr est localisé sur le bras long du chromosone 7 (7q31). Il mesure
environ 190kb, est composé de 27 exons et est transcrit en un ARNm de 6128 nt
(McCarthy and Harris, 2005; Tsui and Dorfman, 2013). Son expression est spatio-
temporelle dépendante. Des expériences d’hybridation in-situ de 'ARNm cftr
provenant de tissus de foetus humain agé de 1,5 mois montre une forte expression au
niveau des canaux glandulaires du pancréas, des cryptes intestinales et des voies
aériennes mais une expression moindre au niveau des canaux déférents, des reins, de
l'utérus et ovaires, de la tyroide, des glandes salivaires et de la vessie (McCarthy and
Harris, 2005). Chez les patients CF, la fonction des cellules épithéliales n’est pas
compromise au sein des organes ou I'expression est faible (sauf les canaux déférents).
La fonction CFTR a ce niveau est tres probablement compensée par d’autres canaux
ioniques présents au sein de ces épithélia. Tous ces profils d’expression sont maintenus
apres la naissance mis a part au niveau pulmonaire, ou des expériences d’hybridation
in situ réalisées chez le mouton montrent une décroissance de I'expression de cftr
jusqu’a la mise bas (McCarthy and Harris, 2005). Chez ’'Homme adulte, 'expression
de cftr au niveau pulmonaire semble étre réservée a une faible proportion des cellules

totales (1-10%) (Engelhardt et al., 1994).

L’analyse d’'une séquence d’environ 4kb en amont de '’exon 1 du gene révele un
taux élevé de GC% avec une absence de boite TATA, une absence de site de régulation
tissu-spécifique mais la présence de multiples sites de début de transcription (TSS).
Les ARNm non maturés in vivo présentent en fonction du tissu et/ou du temps, un TSS
différent. Ainsi dans les poumons adultes de souris, l'initiation de la transcription
commence au site -82 tandis que dans une souris agée de 16j, la transcription
commence a -72. Pour les intestins, le +1 de transcription dépend de la localisation de
la cellule au sein de cet organe. Au niveau de I'iléum, 2 sites TSS sont utilisés avec le
meéme ratio (-72 et -75) tandis que dans le duodénum, les sites -60 et -19 sont utilisés
avec un ratio de 4 :1. Au niveau des testicules, le site utilisé se situe beaucoup plus loin,
a la position -549. La régulation tissus-spécifique ne s’effectue donc pas en présence de
site de régulation dans le promoteur mais s’effectuerait par la présence de ces TSS

multiples (McCarthy and Harris, 2005).
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L’analyse de cette méme séquence a permis de caractériser le promoteur du gene
cftr. Un geéne rapporteur sous la direction de cette région plus ou moins tronquée a
permis de révéler que le promoteur minimal se situe de -226 a +98 (McCarthy and
Harris, 2005). Des multiples sites de fixation de facteurs de transcription ont été
retrouvés : AP-1 (Activator Protein 1), SP1 (Specificity Protein 1), CRE (cAMP response
element), C/EBP (CCAAT-enhancer-binding-protein), GRE (Glucocorticoid Response
Element), HRE (Hypoxia Response Element), NF-kB (Nuclear Factor Kappa B)
(McCarthy and Harris, 2005). Le géne cftr est donc sous la régulation de signaux
environnementaux comme ’hypoxie (HRE), la concentration d’AMP cyclique (cAMP)
intracellulaire (CRE) ou de cytokines pro-inflammatoires (NF-kB). L’expression du
gene cftr est aussi régulée par le facteur HNF1 (hepatocyte nuclear factor 1). L’'inhibtion
de HNF1 dans une lignée cellulaire Capani (cellules adenocarcinome pancréatique)
montre une diminution de I'expression de cftr (McCarthy and Harris, 2005). De plus,
des souris knock-out HNF1 montre une diminution de CFTR au niveau de l'intestin et
les souris males présentent une absence congénitale bilatérale des canaux déférents,
semblable aux patients CF (McCarthy and Harris, 2005). Des séquences appelées
« insulator » bornent le géne en 5’ et 3’ pour empécher une dysrégulation de son
expression par effets polaires des autres génes proches (moins de 50kb seulement)
(McCarthy and Harris, 2005). Enfin, I'analyse de différentes lignées cellulaires
exprimant peu le gene cftr montrent aussi quune augmentation du niveau de
méthylation au niveau des ilots CpG du promoteur existe. Ainsi, en plus des différents
facteurs de transcription connus a ce jour, une régulation épigénétique par méthylation
existerait (Gillen and Harris, 2012; McCarthy and Harris, 2005; Tsui and Dorfman,

2013).

I1.1.2.2. Protéine CFTR et fonctionnement moléculaire

La protéine CFTR est partagée par tous les étres vertébrés. Elle mesure 1480
acides aminés pour un poids de 170kDa. Il s’agit d’un canal ionique ayant une affinité
pour le Br- > CI- > I- > F-. CFTR présente une structure symétrique typique des
membres de la famille des ABC transporters (ATP Binding Cassette) impliqués dans le
transport actif pour I'import et/ou I'export de molécules (Figure II-6). Ainsi, la
protéine CFTR possede 2 domaines transmembranaires (TMD1 et TMD2) enchassés

dans la membrane lipidique de la cellule. Ces TMD sont eux méme composés de 6
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hélices transmembranaires reliées entre elles par 3 boucles extracellulaires et 2 boucles
intracellulaires. On retrouve aussi les deux domaines NBD1 et NBD2 (Nucleotide
binding domain) qui controélent 'ouverture et la fermeture du canal formé par les TMD.
Les domaines NBD1 et NBD2 n’ont que 29% d’homologie de séquence en acides aminés
entre eux. Ces régions similaires regroupent les motifs spécifiques de liaison de 'ATP
et de son hydrolyse (motif walker A et B). NBD1 et NBD2 en s’associant, peuvent fixer
PATP au niveau de deux sites (Figure II-7) et le dégrader en ADP et pyrophosphate
(Vankeerberghen et al., 2002). De plus, cette région agirait aussi comme senseur
d’énergie disponible. En effet, NBD1 ne fonctionne uniquement lorsque la
concentration intracellulaire d’ATP est supérieure a smM (Vankeerberghen et al.,
2002). Si la disponibilité en ATP est trop faible, le canal ne s’active pas ce qui permet
d’économiser de I’énergie pour d’autres fonctions cellulaires. Cependant, la protéine
CFTR possede un domaine de régulation spécifique appelé « R domain »
(Vankeerberghen et al., 2002). Ce domaine se compose de 200 acides aminés et n’a
pas d’homologie de séquence avec d’autres protéines. Parmi tous les ABC transporters,

la protéine ABCA1 chez les plantes supérieures posseéde une région similaire en taille
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Figure II-6 : Structure en deux dimensions du canal CFTR dans la membrane
cytoplasmique dune cellule. Les fleches indiquent les acides aminés phosphorylables
par PKA. Les acides aminés surlignés montrent ceux phosphorylables par PKGII. Les
structures en Y sur la 44eéme boucle extracellulaire montrent les sites de N-
glycosylation de CFTR. TMD : Transmembrane Domain. NBD : Nucleotide Binding

Domain. Vankeerberghen et al 2002
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et en résidus de charges (Callebaut et al., 2018). Cette absence d’homologie du domaine
R de CFTR pose la question de son origine. Ce domaine posséde de nombreux sites de
phosphorylation permettant de réguler l'activité du canal. Ainsi, en absence de
phosphorylation, la structure en hélice alpha du domaine R permet de lier NBD1 et
NBD2 et de jouer le role de bloqueur stérique de ces deux domaines (Callebaut et al.,
2018). La phosphorylation du domaine R diminue le contenu en hélice alpha réduisant
la probabilité de liaison avec les NBDs. Une fois libre, ces régions peuvent se dimériser,
fixer 'ATP sur le premier site, I’hydrolyser et permettre une ouverture partielle du
canal. Le CFTR est pleinement opérationnel uniquement lorsque le second site de
fixation de ’ATP est occupé (Figure I1-7). Le canal se referme lorsque le domaine R est
déphosphorylé ou lorsque la concentration en ATP intracellulaire chute en dessous de
5mM (empéchant les kinases d’exercer leur activité) (Callebaut et al., 2018; Meng et
al., 2017; Vankeerberghen et al., 2002). La PKA dépendant de cAMP et la protéine
kinase G de type II (PKGII) dépendant de GMP cyclique (¢cGMP) sont impliqués dans
la phosphorylation du domaine R (Vankeerberghen et al., 2002). L’activité de sur le

« R domain » repose sur la présence d'une hormone, la guanyline, présent au niveau
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Figure II-7: Ouverture du canal CFTR. La phosphorylation du R domain (violet)
permet de libérer la zone de liaison entre NBD1 et NBD2. La premiere fixation de TATP
ouvre partiellement le canal (gauche). L’ouverture complete du canal se produit quand
I’ATP au niveau du second site est hydrolysée permettant le passage d’ions chlorures

(Cl- en vert). Meng et al., 2017

La mucoviscidose 38



Bibliographie

de l'intestin et du pancréas (Vankeerberghen et al., 2002). La régulation de I'activité
du CFTR sous-entend alors 'utilisation de kinase tissu-spécifique (Kulaksiz et al.,
2001). Une phosphorylation par la protéine kinase C dépendant de CMP cyclique a
aussi été trouvée in vitro mais son activité in vivo reste encore inconnue (Callebaut et

al., 2018; Meng et al., 2017; Vankeerberghen et al., 2002).

Le canal CFTR subit une modification post-traductionnelle de type N-
glycosylation sur sa 4¢me boucle extracellulaire (Chang et al., 2008). Au niveau du
réticulum endoplasmique, les protéines chaperonnes Hsc70 et calnexin aident au bon
repliement tridimensionnel du canal (Chang et al., 2008; Vankeerberghen et al., 2002)
qui, si le controle qualité est réussi, rejoint 'appareil de Golgi. On estime a environ 30%
la proportion de canal CFTR rejoignant cet organite. Une modification de sa
glycosylation dans le Golgi est finalement effectuée pour étre adressé a la membrane
lipidique. Une fois a la membrane, le canal subit des cycles d’endocytose via des
vésicules a clathrines, dépendantes de la concentration intracellulaire de cAMP. Ce
mécanisme permet de réguler la quantité de CFTR exprimée a la membrane cellulaire.
Plus la concentration intracellulaire de cAMP augmente, plus la quantité de CFTR a la

surface augmente (Vankeerberghen et al., 2002).

I1.1.2.3. Fonctions régulatrices du canal CFTR

Les fonctions de régulations du canal CFTR sur d’autres protéines font toujours
débat aujourd’hui. Méme si les preuves de l'interaction directe entre CFTR et d’autres
canaux sont nombreuses, les techniques employées utilisent des systemes
d’expressions hétérologues (transfection de cellules, systéme double hybride en
levure). Ces modeles reposent sur la surexpression des genes étudiés, loin des niveaux
d’expression que I'on peut retrouver in vivo et des interactions non spécifiques sont
alors probables. C’est pourquoi, les études mentionnées ci-dessous doivent étre

regardées avec prudence.

Un role de régulation du canal ENaC par CFTR a été suggéré par Stutts et al., en
1995. Quand des cellules sont co-transfectées par CFTR et ENaC, I'activité du canal
sodium est fortement diminuée (Stutts et al., 1995). L’hypothese la plus simple est une
interaction aspécifique entre ces deux protéines. En effet, dans le systeme de Stutts, la

surproduction de CFTR peut amener a un déséquilibre anionique intracellulaire
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entrainant une diminution de 'activité de ENaC. Lorsqu’un autre canal chlore, CLC-O,
est co-exprimé avec le canal sodium, une inhibition de ENaC est aussi constatée
(Bachhuber et al., 2005). Néanmoins, I'étude de la localisation de protéines taguées
CFTR et ENaC par immuno-fluorescence révele une co-localisation a la membrane
plasmique de ces deux protéines (Berdiev et al., 2007). Ces résultats ont été confirmés
par une analyse en FRET (Flourescence Resonance Energy Transfer) (Berdiev et al.,
2007; Ji et al., 2000). Ces études soutiennent ’hypothese d’une régulation négative de
Pactivité de ENaC par CFTR via une interaction entre les deux partenaires protéiques.
Le canal CFTR posséderait aussi des activités régulatrices sur d’autres canaux ioniques.
L’activité de ORCC est diminuée dans des cellules exprimant des protéines CFTR
mutées dans le domaine R et/ou NBD1. Les domaines NBD1 et R de CFTR seraient
impliqués dans l'activation du canal chlore ORCC par I'intermédiaire de PKA (Mickle

et al., 2000; Vankeerberghen et al., 2002).

I1.1.2.4. Roles physiologiques de CFTR

La fonction principale de CFTR est de participer a 'homéostasie ionique des
épithélia ou il est exprimé et plus particulierement, dans la sécrétion de sels (McCarthy
and Harris, 2005; Meng et al., 2017). Les épithélia possedent une structure polarisée
ou le podle apical est en contact avec I'environnement extérieur (lumiere) et le pole
basolatéral est dirigé vers la circulation sanguine. Ces poles posseédent des roles bien
définis. Le pdle apical a un réle de barriére physique et chimique empéchant les agents
déléteres (biotiques ou abiotiques) de pénétrer dans l'organisme. Le pole basolatéral
récupere les nutriments, 'oxygene, les ions et rejette les déchets cellulaires. Le
mécanisme général pour le transport d’électrolytes dépend principalement du tissu
ainsi que de 'expression des différents transporteurs, pompes et canaux présents a la
surface membranaire. Néanmoins, deux types de voies sont possibles pour le transport
de composés au travers des épithélia. Le premier est le transport transcellulaire, a
travers la cellule, qui requiert soit de I’énergie par hydrolyse de ’ATP (transport actif)
ou soit suit le gradient électrochimique (transport passif). Le transport paracellulaire
est le passage d’éléments entre les cellules et repose uniquement sur le gradient

électrochimique (Saint-Criq and Gray, 2017).

Généralement, 'absorption de sels au niveau d’'un épithélium repose sur le

transport actif transcellulaire d’ions Na+ par le canal ENaC. Ce mouvement de cations
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va engendrer une différence de potentiel, créant ainsi une force motrice pour le passage
passif paracellulaire d’ions CI-. Les ions Na+ et Cl- présent du c6té basal, une formation
spontanée de sels (NaCl) se produit et un déséquilibre osmotique apparait (Figure II-
8). Pour I'équilibrer, une entrée d’eau passive transcellulaire par les aquaporines ou
paracellulaire s’effectue. La sécrétion de sels dépend du transport actif d’ions CI- du
pole basal vers le pole apical qui produit une force motrice pour le mouvement de Na+
au travers de I’épithélium. Les ions Cl- accumulés au niveau basal péneétrent dans la
cellule grace au co-transporteur NKCC1 (Na+/K+/2Cl-). Le canal CFTR, localisé au
pole apical, peut alors prendre en charge les ions Cl- pour les libérer vers la lumiere.
La concentration en Cl- augmentant, une différence de potentiel se crée et le
mouvement paracellulaire de Na+ s’effectue, accompagné du mouvement d’eau pour
équilibrer la pression osmotique (Saint-Criq and Gray, 2017) (Figure II-8). Le
transport de CI- se limite quand la membrane apicale se dépolarise dii a la présence de
charges négatives trop importantes. Le canal CFTR, lors de la sécrétion d’ions Cl- peut
aussi prendre en charge les ions HCO3- (bicarbonate). Pourtant 5 fois moins
conductibles que les ions chlorures, les ions HCO3- possedent un role clef dans la
régulation du pH au niveau de la lumiére des épithélia (Saint-Criq and Gray, 2017). Au
niveau des glandes sudoripares, le canal CFTR est impliqué dans ’absorption de sels,
a la différence des autres épithélia. En effet la protéine, aussi bien exprimée au niveau
apical que basolatéral, permet le passage des ions chlorures depuis la lumiére vers le

cOté basal.

II.1.2.5. Poumon et CFTR : mucus et protection

En plus de son role général dans 'homéostasie ionique, le canal CFTR possede
un role propre a chaque tissu. Les cellules épithéliales pulmonaires (cellules ciliées et
cellules de Goblet) sont protégées par une fine couche liquide appelé le liquide de
surface respiratoire (ASL: Airway Surface Liquid). Elle est subdivisée en deux
composantes au niveau du pole apical cellulaire: le liquide périciliaire (PCL:
Periciliary Layer) et au-dessus, le mucus. Le PCL entoure et protege les cils présents au
pole apical des cellules épithéliales pulmonaires. Ces structures sont essentielles a la
clairance mucociliaire, phénomene de battements mécaniques des cils qui permettent
d’évacuer le mucus des voies respiratoires. Le mucus est composé de protéines

appelées mucine qui, par réticulation, forme un gel souple piégeant les particules inha-
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Figure I1-8 : Absorption et sécrétion de sels au travers un épithélium. L’absorption de sels

Pole basal

est principalement effectuée par le passage d’ions Na+ et Cl- de la lumiere vers le pdle basal
en deux étapes. Dune part, le transport actif de Na+ (fleche rouge) au pole apical via le canal
ENaC et au niveau basal par le co-transporteur Na+/K+ ATPase et d’autre part, le transport
passif (fleche jaune) paracellulaire d’ions Cl-. La sécrétion de sels est conduite par le
relargage de Cl- vers la lumiere, lui aussi en deux étapes. Au niveau basal, le canal NKCC1 et
des échangeurs d’anions (AE) accumulent les ions chlorures en intracellulaire. Le canal
CFTR sécrete ces ions vers la lumiere (fleche verte). Enfin la force motrice créée par la
différence de potentiel permet le transport des ions Na+ passivement via la voie
paracellulaire. Pour 'absorption ou la sécrétion, I'eau suit le mouvement des ions Na+ de
facon transcellulaire via les aquaporines (AQP) ou de facon paracellulaire. D’apres Saint-

Criq and Gray, 2017.
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lées et les pathogenes potentiellement présents dans les voies respiratoires.

Pour assurer une bonne fonction de protection et de clairance mucociliaire, la
composition chimique de ASL, et plus particulierement du mucus, est finement
régulée. La réticulation des mucines est controlée par la concentration en Ca2* et le pH.
ATintérieur des cellules de Goblet (productrices de mucus), la réticulation des mucines
doit étre inhibée. Les mucines sont contenues dans des granules ou la concentration
élevée en Ca2* et le pH acide empéche la formation de mucus. Dans la lumiere de
I’épithélium, les ions calcium et H* doivent donc étre séquestrés. Le canal CFTR
controle la sécrétion des ions HCo03- qui se complexeront au Ca2* (formation du
bicarbonate de calcium) et aux ions H+ (H2CO3) induisant ainsi la réticulation des

mucines (Figure I1-9) (Chen et al., 2010).

L’hydratation de ASL est un parameétre important pour permettre une bonne
clairance mucociliaire. En effet, le mucus doit rester hydraté pour que son élimination
soit efficace. Le canal CFTR est responsable de la sortie d’eau vers la lumiére de
I’épithélium par l'intermédiaire du mouvement des ions chlorures. En effet, la sortie
des ions chlorures est accompagnée par la sortie des ions sodium et d’eau par voie

paracellulaire (cf I1.1.2.4 et Figure II-8). (Saint-Criq and Gray, 2017).

La protéine CFTR possede aussi un role important dans la régulation de
I'immunité innée au niveau des voies aériennes. Au niveau des épithélia, la sécrétion
de peptides antimicrobiens (PAM) et d’anticorps est une des premieres barrieres
immunologiques employées par notre organisme pour contenir les micro-organismes
pathogenes. La régulation du pH par la sécrétion de HCo3- via CFTR empéche
l'acidification de ASL et permet aux PAMs et anticorps d’étre pleinement fonctionnels.
Par exemple, la protéase pléiotropique SPLUNC1 abondamment sécrétée possede une
activité bactériostatique, antibiofilm et peut se lier aux lipopolysaccharides (LPS) des
bactéries a coloration de Gram négatives. Cette protéine possede aussi une fonction de
surfactant et favorise ’hydratation du mucus en inhibant le canal ENaC empéchant la

réabsorption des ions Na+ (Figure I1-9) (Pezzulo et al., 2012; Walton et al., 2016).

Enfin, le canal CFTR régule directement le terrain inflammatoire pulmonaire en
controlant la concentration des especes réactives de I'oxygene (ROS : Reactive Oxygen

Species). Ces especes possedent un haut pouvoir oxydatif et peuvent endommager les
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Figure II-9 : Homéostasie pulmonaire médiée par CFTR. Le canal CFTR sécreéte les
ions Cl- intracellulaires vers la lumiere. Le transport d’eau via les aquaporines qui
accompagne la sécrétion Cl- hydrate le mucus (violet) et le liquide périciliaire (PCL,
beige). Le canal CFTR est aussi responsable du transport des ions bicarbonates (bleu
clair). Ces ions se complexent avec les ions Ca2+ et H+ présent dans le mucus. La
complexation de ces ions par le bicarbonate permet une diminution de leur
concentration entrainant la réticulation des mucines issues des cellules de Globet. De
plus, la capture des ions H+ par le bicarbonate évite I'acidification du mucus et permet
aux peptides antimicrobiens (PAM) sécrétés par les cellules épithéliales, aux anticorps
IgA résidents et a la protéine SPLUNC1 de fonctionner de facon optimale et d’assurer
leur réle de protection face aux différents agents microbiens. SPLUNC1 empéche aussi
la réabsoprtion des ions Na+. Le Glutathion (GSH) et le thiocyanate (SCN-) exportés
par CFTR réagissent avec les especes oxydatives dérivées de l'oxygene (ROS)
diminuant leur concentration et leur pouvoir oxydant sur les cellules. De plus la
formation d’hypothiocyanite (OSCN-) par fixation des ROS avec SCN- permet aussi de

combattre les différents pathogénes.
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structures cellulaires si leurs concentrations ne sont pas régulées. Les ROS peuvent
étre produites soit de facon endogene témoignant de 'activité cellulaire (respiration,
réponse a une infection) ou de fagcon exogene di a des facteurs environnementaux pro-
inflammatoires (cigarettes, UV...). La protéine CFTR transporte le glutathion (GSH) et
le thiocyanate (SCN-), qui ont la capacité de se complexer aux ROS et d’inhiber leur
activité oxydative sur les structures cellulaires (Roum et al.,, 1993). De plus, le
thiocyanate en réagissant avec le peroxyde d’hydrogene produit de I’hypothiocyanite
(OSCN-) possédant une activité antimicrobienne (Figure II-9) (Pedemonte et al.,
2007).

En conclusion, de part I'export de plusieurs composés différents, le canal CFTR
régule la composition chimique de ASL, favorise la clairance mucociliaire et participe

a la régulation de 'immunité innée et la production de ROS.

I1.1.2.6. Conséquences physiopathologiques de I’absence de
CFTR

L’absence de CFTR fonctionnelle chez les patients CF entraine I'apparition d'un
déséquilibre ionique au niveau des épithélia exprimant la protéine. Au niveau des
canaux des glandes sudoripares, la perte de 'expression singuliere de CFTR au pole
apical entraine une accumulation des ions Cl- a la lumiére, un transport des ions Na+
et par conséquent une accumulation de sels dans la sueur (Saint-Criq and Gray, 2017).
Au niveau des poumons, du pancréas et de l'intestin, 'absence de mouvement des ions
entraine des conséquences majeures sur la rhéologie du mucus a la lumiere des organes
impactés. La sécrétion des ions chlorures n’est plus effectuée et ils s’accumulent alors
au pole basolatéral des cellules épithéliales. Par gradient électrochimique, les ions Na+
transitent de facon transcellulaire ou paracellulaire. Les molécules d’eau, présentes au
niveau du mucus, suivent les ions sodium pour diminuer la concentration en sels
formés. Le mucus se déshydrate, stagne a la lumiere des organes et devient
difficilement mobilisable (Figure II-10). Ce phénomeéne est accentué par I'absence de
la sécrétion des ions bicarbonates, qui ne peuvent plus chélater les ions Ca2+ et H+. La
réticulation du mucus devient alors difficile le rendant visqueux. L’absence de pouvoir
tampon du pH par le bicarbonate acidifie aussi la lumiere. Toutes les protéines
sécrétées, qu’elles soient immunitaires (PAMs, IgA) ou participant a la digestion (sucs

pancréatiques) ne fonctionnent plus de facon optimale. La conséquence majeure est
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Papparition d’occlusions intestinales, de malnutrition et d'un terrain infectieux
pulmonaire favorisé (Figure II-10). C’est niveau des poumons ou la conséquence de
l’absence de CFTR est la plus sévere (Ratjen and Doring, 2003). Le défaut de clairance
mucociliaire di a la présence de cet ASL visqueux et épais, favorise la colonisation
pulmonaire par des microrganismes normalement non présentes chez des personnes

saines.

L’absence de CFTR fonctionnel serait aussi a lorigine dune réponse
inflammatoire exacerbée. Cette hypothese est étayée par des observations sur des
souris gnotobiotiques cftr-/- (sans microbiote commensal) qui présentent une
inflammation des voies pulmonaires en absence de toute infection bactérienne. Dans
de telles conditions, les souris présentent des marqueurs anti-inflammatoires (IL-10)
plus faible que le groupe controle (Ratjen and Doring, 2003). De plus, une étude sur
des prélevements (sputum) par bronchoscopie chez des patients CF tres jeunes révele
une inflammation neutrophilique importante, qu’ils soient colonisés ou non par des
bactéries pathogenes (Nichols and Chmiel, 2015). L’absence de glutathion et de
thiocyanate empéchant la neutralisation des ROS et induisant une destruction du tissu
pulmonaire, pourrait en partie expliquer un phénomene inflammatoire précoce
(Figure II-10). Malheureusement aucune étude n’a encore montré a ce jour le role
direct entre CFTR et inflammation primaire sans infection bactérienne (Nichols and
Chmiel, 2015). Par ailleurs, l'acidification des organelles des cellules épithéliales
pulmonaires impacte la sialysation des glycoconjugués a la surface des membranes
cellulaires et augmente la proportion des molécules asialoGM1, récepteur d’adhésion
de nombreux pathogenes bactériens pulmonaires (Ratjen and Doring, 2003). De plus,
le canal CFTR a été montré comme étant un des récepteurs d’entrée de Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus dans les cellules épithéliales pulmonaires. Une
protéine fonctionnelle permet d’internaliser la bactérie pour ensuite la dégrader. Une
protéine non-fonctionnelle ou absente permet a cette bactérie de rester libre et de
coloniser le mucus (Imundo et al.,, 1995). Le poumon, en plus des troubles
physiopathologiques engendrés par 1'absence de CFTR fonctionnel, est le terrain
d’infections polymicrobiennes chroniques qui accentuent la sévérité de la maladie des

patients CF (Figure II-10).
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Figure II-10 : Déséquilibre ionique au niveau de I'épithélium pulmonaire chez les
patients CF. L’absence de protéine CFTR fonctionnelle empéche la sécrétion d’ions
chlorures (Cl-) et favorise I'absorption d’eau provenant de ASL, conduisant a un mucus
(vert) et un liquide périciliaire (PCL) (rose) déshydratés. Cette déshydratation
augmente la viscosité de ASL impactant l'efficacité de la clairance mucociliaire. Les
micro-organismes ne sont plus évacués et une colonisation poly-microbienne
commence. De plus, I'absence de CFTR annule I'export de bicarbonate (HCO3-) et le
calcium (Ca2+) résidents est non chélaté. La concentration élevée de Ca2+ inhibe la
réticulation des mucines sécrétées par les cellules de Goblet rendant le mucus d’autant
plus visqueux. La non-complexation des ions H+ par HCO3- augmente I’acidification
de ASL et diminue l’efficacité des peptides antimicrobiens (PAMS) et anticorps IgA
(symboles noirs). La diminution de I'éfficacité de 'immunité innée favorise aussi une
colonisation poly-bactérienne chronique. Les espéces réactives dérivées de 'oxygene
(ROS) sont a l’état libre dans la lumiere di a I'absence du glutathion (GSH) et
thyocyanate (SCN-), normalement exportés par CFTR. Une détérioration de
I'épithélium pulmonaire se produit par I'action de ces ROS (éclair jaune). Enfin, la
modification des asialoGM1 membranaires d’origine cellulaire par une augmentation
de lacidification des organelles offre de nouveaux récepteurs d’adhésion a des
bactéries telles que Staphylococcus aureus (coques jaunes) et Pseudomonas
aeruginosa (bacilles marrons).
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I1.2.Les infections polymicrobiennes chez les patients
CF

Les infections pulmonaires chroniques sont responsables de pres de 80% de la
mortalité et de la morbidité des patients atteints de mucoviscidose (Winstanley and
Fothergill, 2009). Les voies aériennes supérieures (cavité nasale, pharynx et larynx)
possédent I'un des microbiomes les plus divers du corps tandis que les voies aériennes
inférieures (trachée, bronches et poumons) ont été considérées pendant longtemps
comme étant stériles ou colonisées par un microbiote transitoire environnemental
rapidement éliminé par le systéme immunitaire et la clairance mucociliaire (Dickson
et al., 2013). Néanmoins, les voies inférieures se révelent étre composé d’un
écosystéme complexe, dynamique et structuré (Michon and Marchandin, 2015). Chez
les patients CF, I'ASL acide, visqueux et épais réduit lefficacité du systéme
immunitaire et celle de la clairance mucociliaire et une colonisation polymicrobienne

survient des le plus jeune age.

I1.2.1. Le microbiome respiratoire des patients CF

Le microbiome des voies aériennes inférieures est composé de bactéries, de
virus et d’especes fongiques, majoritairement anaérobies ayant parfois un réle mal
défini (Dickson et al., 2013; Willner et al., 2012). A la naissance, les voies respiratoires
sont colonisées rapidement par les micro-organismes environnementaux et a partir du
microbiome de la mere (Dominguez-Bello et al., 2010). De plus, un passage du
microbiote oropharyngé vers les voies inférieures n’est pas non plus a exclure, di a la
proximité anatomique et a la connectivité de ces deux zones (Muhlebach et al., 2018;

Venkataraman et al., 2015; Whiteson et al., 2014).

Chez les personnes saines et patients CF, la diversité du microbiome des voies
aériennes inférieures est plus faible que le microbiome des voies aériennes supérieures
(Carmody et al., 2013; Marsland and Gollwitzer, 2014; Michon and Marchandin, 2015;
Ploton et al., 2017). Les bactéries anaérobies sont majoritairement retrouvés réparti en
six phyla différents représentant plus d'une 60aine d’espéeces chez les personnes saines
et, jusqu’a 75 genres chez les patients CF (Marsland and Gollwitzer, 2014; Ploton et al.,
2017; Zemanick et al., 2013). On retrouve notamment les bactéries du genre Prevotella,

Veillonella, Neisseria, Fusobacterium, Proprionibacterium et Actiomyces (Boutin et
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al., 2015; Caverly and LiPuma, 2018; Lamoureux et al., 2019). Néanmoins chez les
patients CF, le microbiote pulmonaire est dynamique et évolue en fonction de I’dge. On
observe notamment une diminution de la diversité du microbiote corrélée avec une
augmentation des exacerbations plus le patient veillit (Caverly and LiPuma, 2018;
Lamoureux et al., 2019; Zemanick et al., 2017). La proportion des bactéries d’intérét
clinique dans les poumons des patients CF évolue en fonction de leur age.
Classiquement, une colonisation par Haemophilus influenzae est observée tres t6t
suivie d’'une colonisation par Staphylococcus aureus, devenant la bactérie pathogene
respiratoire (PRP : Potential Respiratory Pathogen) la plus communément retrouvée
jusqu’a l'age de 20 ans (Figure II-11). Ensuite, P. aeruginosa devient la PRP la plus
détectée chez les adultes, détronant S. aureus, et est responsable du déclin de la
fonction respiratoire. Néanmoins, une forte proportion de personnes co-colonisées par
ces deux bactéries perdure (35% selon la tranche d’age) (Hubert et al., 2013). Ces PRPs
sont acquis dans 'environnement du patient et seraient déja présentes dans les voies
aériennes supérieures. Ces bactéries pourraient diffuser quand les mécanismes de
défenses locales sont défaillants et participeraient a la chronicité de la colonisation
pulmonaire (Boutin et al., 2015). Des colonisations par des souches appartenant au
complexe Burkholderia cepacia restent rares (1-5% des patients suivant leur classe
d’age) mais sont tres redoutées (Figure II-11). Cette bactérie est responsable du
« cepacia syndrome » caractérisé par un déclin des fonctions respiratoires rapides et
sévere avec une évolution en infection systémique. La résistance naturelle de B.
cenocepacia aux antibiotiques la rend difficile a traiter. Cette bactérie possede aussi de
nombreux facteurs de virulence, de résistance aux antimicrobiens et d’échappement

au systeme immunitaire (Scoffone et al., 2017; Sousa et al., 2011).

De nouvelles bactéries atypiques dites émergentes sont aussi isolées chez les
patients CF comme par exemple Achromobacter spp, Pandoraea spp, Ralstonia spp
ou Stenotrophomonas maltophilia. Cette derniere est une bactérie a coloration de
Gram négative trouvée dans les environnements aquatiques qui colonisent pres de 15%
des personnes CF aux Etats-Unis et en Europe (Figure II-11). Cette bactérie est
naturellement multi-résistante a de nombreux antibiotiques (Brooke, 2012).
L’infection chronique par cette bactérie est corrélée a une augmentation de la mortalité
et de la nécessité d’'une transplantation pulmonaire (Waters and Amin, 2016) Une
séroconversion a cette bactérie est aussi observée lors de son arrivée dans les poumons

indiquant quand méme une réponse immunitaire dirigé contre S. maltophilia (Waters
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and Amin, 2016). Il est aussi a noter que des fungi (Aspergillus/Candida) et des virus
(virus respiratoire syncitial) sont aussi retrouvés méme s’ils ne représentent que 1%

du microbiome des voies inférieures (Moran Losada et al., 2016; Ploton et al., 2017).

L’impact de la variation du microbiome pulmonaire des patients CF sur I’état
clinique est encore mal connu. Il a été montré que la densité bactérienne lors
d’exacerbations n’est pas modifiée (Carmody et al., 2015) mais qu'un possibile
déséquilibre du microbiome, appelé dysbiose est possible. La dysbiose peut étre due
soit a des agents extérieurs (traitement antibiotique, alimentation) ou liée
intrinséquement a un état physiologique de I'individu. En période d’exacerbation, les
poumons présenteraient un microbiome moins divers avec une sur-représentation de
certaines bactéries fermentaires (Quinn et al., 2015). Inversement, en période calme,
les poumons montreraient un microbiote commensal plus classique (Boutin et al.,

2015).
80

70 L -
60
50
40
30 A

20

Pourcentage de patients

:

109 _ - = —————

Ha

0 fT\ lrl\ T T TIT T T
00-04 05-09 10-14 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40+
Classes d'age (annees)

&——5 Burkholderia cepacia +——+ Haemophilus influenzae
Pseudomonas aeruginosa <——= Staphylococcus meti R
#—4 Staphylococcus meti S B Stenotrophomonas maltophilia

Figure I1-11 : Pourcentage de patients CF colonisés par des PRPs selon leur classe d’age.

Registre francais de la mucoviscidose 2017.
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I1.2.2.  Staphylococcus aureus dans la mucoviscidose

Staphylococcus aureus est la bactérie la plus fréquemment retrouvée chez les
patients CF en dessous de I’dge de 20 ans (jusqu'a 80% suivant la classe d’age) (Gil
Bellis et al., 2019). A l'ere pré-antibiotique, cette bactérie était reconnue comme le
pathogéne majeur des patients CF. Méme avec 'avancée de la prise en charge des
patients, 'impact de S. aureus sur leur état de santé a été démontré de nombreuses
fois. Les enfants de moins de 7 ans colonisés par S. aureus montrent des marqueurs
inflammatoires beaucoup plus prononcés que des enfants CF dont les prélevements ne
montrent aucune présence de la bactérie. En effet, le taux d’IL-8, cytokine pro-
inflammatoire classiquement dosée comme un biomarqueur de 'inflammation, est 3
fois plus élevé comparé a des enfants CF non-colonisés par S. aureus, le nombre de
neutrophiles est 5 fois plus élevé et le taux d’élastase issue des neutrophiles
(témoignant de son activité antibactérienne) est 7 fois plus élevé (Gangell et al., 2011).
Les enfants CF colonisés par S. aureus dans les 2 premieres années de leur vie
montrent une diminution significative de leur fonction respiratoire comparé a un
groupe controle (Hudson et al., 1993). De plus chez les patients de plus de 7 ans, la
méme tendance est retrouvée au niveau des marqueurs inflammatoires avec des
fonctions respiratoires déclinantes (Hubert et al., 2013). Une différence de sévérité
existe au sein méme des clones de S. aureus. Une étude sur une cohorte d’environ
20,000 patients CF aux Etats-Unis a montré qu'une colonisation dans les voies
respiratoires par des clones de S. aureus résistant a la méthiciline (MRSA : methicilin
resistant S. aureus) était associée a un taux de mortalité plus élevé comparé aux
patients jamais colonisés par MRSA. Cette mortalité peut étre expliquée par une
inflammation et un bilan clinique général plus séveres chez les patients CF MRSA+
(Dasenbrook, 2011; Hubert et al., 2013). Cette différence n’a a ce jour pas d’explication.
En plus de la résistance aux antibiotiques, 'expression de certains facteurs de virulence
pourraient étre a lorigine des différences de sévérité des souches MRSA+

(Dasenbrook, 2011).

La facon dont S. aureus colonise les poumons CF et les facteurs de virulence
mises en jeu sont paradoxalement trés peu décrits. S. aureus s’attacherait plus
efficacement au mucus produit par les cellules épithéliales cftr-/- qu’au mucus des
cellules cftr +/+ ou issu d’autres pathologies respiratoires (Ulrich et al., 1998). Les

facteurs de virulence de S. aureus lui permettant de s'implanter dans les poumons
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n’ont malheureusement pas été étudiés mais ces facteurs mis en jeu lors d’une
colonisation nasale ont été décryptés (Burian et al., 2010). Le systeme a deux
composants WalK/WalR est important pour la colonisation de ’épithélium nasal en
permettant I'expression du gene sak (staphylokinase) impliqué dans la dégradation des
o-défensines (échappement au systeme immunitaire) et de sceD, essentiel dans la
dynamique du renouvellement de la paroi bactérienne. De plus, la colonisation
chronique de S. aureus nécessite la surexpression des adhésines clfB (Clumping factor
B) et isdA tandis que la colonisation précoce de S. aureus semblerait faire intervenir
les acides téichoiques de la paroi bactérienne (Burian et al., 2010). Ces données ont été
en partie confirmées par une analyse transcriptionnelle (RNAseq) d’'un méme isolat
clinique de S. aureus isolé a deux temps différents espacés de 13,2 ans dans les
poumons d’un patient CF. Ainsi la souche de colonisation tardive surexprime le géne
sak ainsi que le géne spa impliqué dans I’évasion au systeme immunitaire en se liant

au fragment Fc des anticorps IgG (Windmiiller et al., 2015).

Le caractere chronique de la colonisation a S. aureus est un autre facteur
important dans la pathogénie de cette bactérie et fait intervenir la formation de small
colony variants (SCV) (Proctor et al., 2006). Une étude cherchant a mettre en évidence
la prévalence des SCVs chez des patients atteints de mucoviscidose a montré leur
présence chez 20 patients sur 120 (16,6%) colonisés par S. aureus (Besier et al.,
2007a). Les patients présentant des SCVs sont plus agés, posseédent une FEV1 plus
faible et nécessitent des traitements antibiotiques par voie intraveineuse plus souvent
que des patients colonisés uniquement par un phénotype de S. aureus classique (Besier
et al., 2007a). Les SCVs présentent un défaut au niveau de leurs processus de
respiration et une croissance lente (Melter and Radojevi¢, 2010). Des phénotypes
pathogéniques sont constatés tels qu'une augmentation de la résistance a certains
antibiotiques de la famille des aminoglycosides (Melter and Radojevi¢, 2010) et
antimicrobiens et une augmentation de la persistance de S. aureus dans les cellules
phagocytaires non professionnelles (Loffler et al.,, 2014). La caractérisation
moléculaire des SCVs montre une inhibition de leur systéme de quorum-sensing agr
et des facteurs de virulences associés (hémolysine, pigment) et une surexpression des
geénes appartenant au régulon du facteur sigma B (sigB) (Melter and Radojevic, 2010).
SigB controéle I'expression d’autres facteurs de virulence, indépendants de agr, offrant
a S. aureus une plus grande capacité d’adhésion, de pénétration et de persistance non

seulement dans les poumons (Tuchscherr et al., 2015), mais aussi dans les cellules
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(Mitchell et al., 2010) et joue un role crucial dans la formation de biofilm (Mitchell et
al., 2010, 2013). Chez les patients CF, la plupart des SCV retrouvés sont auxotrophes
pour la thymidine (TD-SCV) et montrent une persistance plus longue dans les
poumons CF que les S. aureus non SCVs (Besier et al., 2007b; Chatterjee et al., 2008).
De plus, les TD-SCVs sont plus fréquemment retrouvés chez les patients adultes ayant
recu de long traitement d’antibiotique (triméthoprime-sulphaméthoxazol ;
TMP/SMX) (Besier et al., 2007a; Schneider et al., 2008). Le mode d’apparition des
SCVs est en effet fortement corrélé aux nombres de traitements antibiotiques. Le
TMP/SMX inhibe deux enzymes catalisant des réactions sucessives dans la chaine de
production de Tacide tétrahydrofolinique, essentielle dans la physiologie de
nombreuses bactéries. Au cours des traitements répétés, des mutations sur le géne
thyA, gene codant une enzyme catalisant 'acide tétrahydrofolinique, sont observées et
le phénotype TD-SCV apparait le rendant résistant au SXT (Besier et al., 2007b). En
plus des traitements antibiotiques, d’autres composés sont aussi impliqués dans
Papparition des SCVs. En cas de coculture, la présence de P. aeruginosa induit la
sélection de population SCVs chez S. aureus (Hoffman et al., 2006; Mitchell et al.,
2010). Les mutations responsables du défaut de respiration n’ont pas été clairement
identifiées dans des isolats cliniques, mais il a été montré que des SCVs sélectionnés
consécutivement a une coculture avec P. aeruginosa montraient une inhibition de la
respiration de 40% par rapport a des bactéries sauvages (Hoffman et al., 2006). La
production de 4-hydroxy-2-heptylquinoline-N-oxide (HQNO) par P. aeruginosa
permet de sélectionner cette sous-population (Hoffman et al., 2006). HQNO est le
produit majeur d’'un des systemes de quorum sensing de P. aeruginosa, le systeme pgs.
Cette molécule permet d’'une part d’inhiber la respiration oxydative de S. aureus,
ralentissant sa croissance et d’autre part, permet de stimuler I'expression des genes du
régulon SigB et d’inhiber l'expression du systeme agr (Hotterbeekx et al., 2017).
L’action pléiotropique de cette molécule permet I’émergence de SCVs chez S. aureus et
I’établissement de la chronicité (Hotterbeekx et al., 2017). Finalement, dans un modele
souris d’infection pulmonaire chronique, la pré-colonisation par S. aureus augmente
la capacité a P. aeruginosa a coloniser le poumons (Cigana et al., 2017). La facon par
laquelle cette colonisation est facilitée reste a étre caractérisée mais I'inflammation et
la 1ésion des tissus occasionnés par I'implantation initiale de S. aureus pourrait en étre
la cause. Ces résultats ont été observés lors d’'une étude clinique recherchant les

facteurs de risques facilitant la colonisation par P. aeruginosa chez les enfants CF. Les
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patients dont 'analyse bactériologique montre la présence de S. aureus présente plus
de risque d’étre colonisés par P. aeruginosa (risque ratio (RR) 1.30; 95% IC 1.11, 1.52))

(Cigana et al., 2017; Maselli et al., 2003).

I1.2.3. Pseudomonas aeruginosa dans la

mucoviscidose

P. aeruginosa est la bactérie majoritaire des patients adultes (34% pour la
tranche d'age 20-24ans et 47,6% pour les 35-39 ans) (Gil Bellis et al., 2019).
L’acquisition de P. aeruginosa est I'un des prédicteurs majeurs de la sévérité de la
mucoviscidose. La force expiratoire maximale par seconde (FEV1), témoin de I'état
mécanique du poumon, est deux fois moins grande chez les patients colonisés par P.
aeruginosa, comparé a un groupe contréle. De plus, le nombre et le temps des
traitements antibiotiques sont beaucoup plus importants (Hubert et al., 2013). La
quantité d’TL-8 dosée est 8 fois plus grande, et le nombre de neutrophiles ainsi que leur
activité élastase atteignent jusqu’a 10 fois le taux contréle (Gangell et al., 2011). Cette
inflammation importante peut étre expliquée par le role de ’'antigene O sur le lipide A
de P. aeruginosa. Ce composé fait partie intégrante du lipopolysaccharide (LPS),
présent sur la membrane externe de la bactérie. Il reconnait le récepteur cellulaire
TLR4, qui par activation de la voie NFkB, est responsable de la production d’IL-8 et de

la migration des neutrophiles vers le site inflammatoire (SenGupta et al., 2016).

Le mode de contamination par P. aeruginosa reste inconnu et des analyses
génétiques montrent que les souches colonisant précocemment les poumons
proviendraient d’'un réservoir environnemental (FitzSimmons, 1993), méme si des
infections inter-individus sont possibles. Trois variables favorisent la colonisation de
cette bactérie: la pré-acquisition de S. aureus (RR, 1.30; 95% IC, 1.11, 1.52),
I'homozygotie AF508 (RR, 2.23; 95% IC, 1.30, 3.80) et étre de sexe féminin (RR, 1.85;
95% 1C, 1.14, 3.01) (Maselli et al., 2003). D’apres une étude sur la cohorte CF irlandaise,
les femmes ont un taux de colonisation chronique a P. aerguniosa plus élevé que celui
des hommes (43,7 femmes VS 31,8% hommes), ont une acquisition de P. aeruginosa
plus jeune (19,7 ans VS 22 ans) et une proportion de P. aeruginosa de phénotype
mucoide plus élevée (60.8% VS 49.4%) (Chotirmall et al., 2012). Cette méme étude a

montré que les cestrogenes augmentaient la production des alginates via une mutation
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non-sens (p.E20D) sur le gene mucA. Les alginates sont responsables du phénotype
mucoide de P. aeruginosa, observé en clinique (Chotirmall et al., 2012). Le meilleur
taux de chronicté de P. aeruginosa chez les femmes reste néanmoins a étre expliqué,
méme si des preuves montrent que le phénotype mucoide de P. aeruginosa augmente

le risque de passage a la chronicité (RR, 2.50; 95% IC, 2.11, 3.19) (Heltshe et al., 2018)

Chez plus de 60% des adultes, des infections a P. aeruginosa persistent et
deviennent chroniques conduisant alors a une sévérité pulmonaire plus grande (Lund-
Palau et al., 2016). La chronicité de I'infection est le plus souvent précédée par une
période de colonisation intermittente de souches identiques et/ou différentes (Bouvier,
2016) (Figure II-12). Il semblerait que les facteurs de virulence mis en jeu par P.
aeruginosa évoluent suivant le stade de I'infection. En effet, il a été montré que des
souches d’infections précoces de patients adhérent plus et sont plus internalisées sur
un modele de cellules épithéliales pulmonaires A549 que ces mémes souches isolées
des années plus tard lors d’infection chronique (Hawdon et al., 2010). Les souches
d’infections tardives se montrent moins virulentes (moins d’apoptose) vis a vis des
cellules A549, ont une capacité plus faible a causer la production de ROS par les cellules
mais induisent une plus forte réponse inflammatoire (TNF-a, IL-1b, IL-6) (Hawdon et
al., 2010). Pendant la phase chronique, la majorité des souches de P. aeruginosa
acquiert des mutations entrainant une diminution de sa motilité et des adhésines
(Hawdon et al., 2010), une augmentation du phénotype mucoide et de son
antibiorésistance (Hawdon et al., 2010; Saiman et al., 1996; Smith et al., 2006). Ces
différences de réponse peuvent s’expliquer par 'adaptation génétique et phénotypique
des souches d’infections tardives a 'environnement pulmonaire hostile. En effet, P.
aeruginosa mais aussi toutes les autres bactéries présentes chez les patients CF,
doivent faire face a de fortes pressions de sélection. Par exemple, la colonisation des
voies pulmonaires amene P. aeruginosa a s'implanter dans des zones hypoxiques au
niveau du mucus proches des conditions microaérobiques et anaérobiques (Worlitzsch
et al., 2002). P. aeruginosa adapte son métabolisme en surexprimant les genes cbb3-
2 et cioA pour améliorer sa chaine respiratoire oxydative ou encore utiliser des substats
alternatifs (dénitrification et fermentation de I’'arginine par les systéemes nap, nor, nos
et arcABC) (Alvarez-Ortega and Harwood, 2007; Marvig et al., 2015). La présence du

systeme immunitaire participe aussi a la sélection de souches adaptées. Ansi, les
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souches d’infection chronique présentent un défaut d’antigene O des
lipopolysaccharides de type A (Hancock et al., 1983) ainsi qu'une sous-expression des
geénes codant la biogenese du fimbriae de type 4 (Huse et al., 2010) et du flagelle
(Marvig et al., 2015). La diminution de ces facteurs de virulence immunostimulateurs
appelés PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) permet notamment d’étre
moins détecté par le systeme immunitaire (Kelly et al., 1989). Il est aussi a noter que
ce camouflage vis-a-vis du systéme immunitaire est augmenté par deux mécanismes
différents : (i) une meilleure production de biofilm, grace notamment a la sur-
expression de 4 genes impliqués dans la production (PA5139, PA1592, PA2779,
PA4876) (Huse et al., 2010); (ii) Paugmentation de la production d’alginate

responsable de l'apparition du phénotype mucoide par inactivation du géne mucA

Phases of P. aeruginosa infection in CF
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Figure II-12 : Les différentes phases de I'acquisition de P. aeruginosa dans les poumons des

patients CF. Apres une phase d’acquisition initiale, des infections intermittentes se

produisent au cours de 'adolescence le plus souvent traitées par antibiotiques. Néanmoins,

p.

aeruginosa parvient a s'implanter durablement dans les poumons et devient alors

chronique malgré les traitements. Des adaptations génotypiques et phénotypiques ainsi

qu’'une sélection clonale se produisent lors de la chronicité (Bouvier, 2016).
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(D’Argenio et al., 2007). Une grande partie de ces mutations et de ces différences
d’expression entre souches d’infections précoces et chroniques peuvent étre attribuées
a l'altération du quorum-sensing de P. aeruginosa, lasR et rhlR. L’inactivation de ces
systémes diminue I’expression de nombreux facteurs de virulence et parallelement
augmente la production de B-lactamase permettant une résistance aux antibiotiques
de types B-lactamines (D’Argenio et al., 2007; Smith et al., 2006). L’acquisition de ces
mutations s’effectue rapidement apres la premiére colonisation. En utilisant une
collection longitudinale d’isolats cliniques de P. aeruginosa DK2, la dynamique
d’apparition des mutations lors de la dissémination de ce clone a été étudiée sur 35
années. Les 6 premieres années correspondent a une période initiale d’adaptation
rapide avec l'acquisition des mutations sur mucA, lasR/rhlIR et rpoN et les
changements phénotypiques associés. Mais pendant les 29 années suivantes (environ
150,000 générations), les changements génétiques sont limités. Ces mutations sur ces
grands régulateurs permettent donc a P. aeruginosa d’'une part, de diminuer sa
virulence et ainsi d’échapper au systeme immunitaire et d’autre part, de modifier son
métabolisme pour s’adapter a l'environnement pulmonaire (Yang et al., 2011a).
Cependant, la présence d’autres bactéries colonisant les poumons représente aussi une
pression de sélection non-négligeable. Ainsi l'interaction entre deux ou plusieurs
partenaires bactériens impact leur mode de vie et doit étre prise en compte pour
comprendre les infections polymicrobiennes chez les personnes atteintes de

mucoviscidose.

I1.2.4. L’impact de la co-infection Staphylococcus
aureus/Pseudomonas aeruginosa sur I’état de santé

des patients CF

L’ensemble des bactéries formant la communauté poly-microbienne colonisant
les poumons CF intéragit entres elles et peut modifier leur comportement vis a vis de
I’héte (Sibley et al., 2008). Etant donné qu’environ 35% des patients CF sont co-
colonisés par nos deux pathogenes d’intérét (Hubert et al., 2013), plusieurs études
cliniques ont tenté d’évaluer I'impact de la co-infection S. aureus et P. aeruginosa sur
I’état de santé des patients CF. Le suivi longitudinal d’enfants <2ans sur une période

allant jusqu’a 13,2 ans apres leur inclusion a montré que les enfants co-infectés par S.
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aureus et P. aeruginosa possédaient un plus haut taux de IgG sérique et un plus faible
score de Basfield (indiquant I’état pulmonaire général par radiographie) comparés aux
groupes mono-infectés par S. aureus ou P. aeruginosa. De plus, 5 années apres leur
inclusion, ces enfants co-infectés présentaient une spyrométrie (FEV1) plus faible et
un score de Basfield toujours plus bas comparé au groupe mono-infecté par S. aureus.
Aussi, leur taux de surive a 10 ans est quasiment deux fois plus faible que les groupes
mono-infectés (Hudson et al., 1993). D’autres études montrent que les personnes CF
co-infectées présentent une plus grande inflammation pulmonaire (taux IL-8,
comptage des neutrophiles) comparées aux personnes non-infectées et/ou mono-
infectées (Gangell et al., 2011; Sagel et al., 2009). L’ensemble de ces études montrent
un caractere inflammatoire plus prononcé lors d’'une co-infection par S. aureus et P.

aeruginosa comparé a des infections uniques.

Cette augmentation peut étre expliquée par une modification de la virulence de
P. aeruginosa en présence de S. aureus. Il a été montré qu’en présence d’autres
bactéries a coloration de Gram positives telles que S. aureus, 4 facteurs de virulence
majeurs de P. aeruginosa sont surexprimés (Duan et al., 2003; Sibley et al., 2008) :
LasB, les rhamnolipides, les exotoxines de la famille Exo et les phénazines. LasB est
une protéase capable de digérer le surfactant pulmonaire, de dégrader des enzymes
antimicrobiennes telles que le lyzozyme et la transférine et d’impacter la clairance
muco-ciliaire en diminuant le mouvement des cils. De plus, LasB prévient la
phagocytose par les macrophages et son activité protéase conduit a des dommages au
niveau des tissus, entretenant I'inflammation pulmonaire (Figure I1-13 ) (Strateva and
Mitov, 2011). Les rhamnolipides sont des glycolipides qui interagissent avec l'activité
de surfactant du poumon et avec la réponse immunitaire en perturbant le
chimiotactisme des leucocytes, la fonction des macrophages et aussi le battement des
cils. Les rhamnolipides augmentent aussi I'inflammation en stimulant la production de
cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8) (Figure II-13) (Jensen et al., 2007;
Soberon-Chavez et al., 2005). Une réponse inflammatoire excessive est aussi induite
ar les exotoxines ExoT, ExoS et ExoY par I'intermédiaire du systeme de sécrétion de
type III (T3SS) (Figure 11-13 ) (Hauser, 2009). Enfin le 4¢me type de molécule sont les
phénazines dont la pyocyanine, responsable de I'’hyperplasie des cellules de Goblet
(Hao et al., 2012). Ce pigment crée aussi un déséquilibre entre la balance des

lymphocytes T helper TH1 et TH2, aboutissant a une surproduction de cytokines TH2
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IL-4 et IL-13 et une augmentation de l'infiltration des macrophages dans I’épithélium

pulmonaire (Figure I1-13 ) (Caldwell et al., 2009).

L’activation des systemes de quorum-sensing PQS et LasR de P. aeruginosa par
la détection d’autoinducer -2 (AI-2) et du N-acetyl glucosamine (GlcNAc) présent a la
paroi de toutes les bactéries a coloration de Gram positives serait en grande majorité
responsable de l'activation de ces facteurs de virulence (Korgaonkar et al., 2013;
Whiley et al., 2014). Ainsi cette modification de la virulence de P. aeruginosa en
présence d’autres bactéries pourrait expliquer le tableau clinique plus dramatique chez

les personnes co-infectées. Néanmoins, plusieurs études ne montrent pas d’effet de la
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Figure II-13 : Impact de la communauté bactérienne sur la virulence de P. aeruginosa chez
les patients CF. La présence de bactéries a coloration de Gram positives (e.g S. aureus)
augmente la production de 4 facteurs de virulence majeurs de P. aeruginosa : LasB,
rhamnolipides, phénazines (pyocycanine) et exotoxines (i.e T3SS). Cette induction est
possible par la production AI-2 pouvant provenir de différentes especes bactériennes ainsi
que la détection de GlcNAc, constituant du peptidoglycane des bactéries a coloration de
Gram positives. Une augmentation de l'inflammation et un échappement au systeme

immunitaire est la principale conséquence (Hotterbeekx et al., 2017).
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co-infection sur la sévérité de la maladie. Ahlgren et al montrent que la co-infection ne
détériore pas plus les caractéristiques cliniques (FEV1%, Indice de Masse Corporelle
(IMC), nombre d’exacerbation) qu’'une mono-infection par P. aeruginosa (Ahlgren et
al.,, 2015). Chez des patients CF de plus de 7 ans, la corrélation entre un déclin
respiratoire et la co-infection n’est pas non plus retrouvée. En effet, I'étude menée sur
419 patients CF indique que la co-infection reste plus sévere qu'une mono-infection
par S. aureus mais moins quune mono-infection par P. aeruginosa (Hubert et al.,
2013). Cependant, en distinguant les clones sensibles a la méthiciline (MSSA :
methiciline sensible S. aureus) et MRSA, on retrouve que la co-infection par MRSA/P.
aeruginsa est responsable d'un plus grand déclin dans la FEV1. Ainsi, la co-infection
MSSA/P. aeruginosa montre un tableau clinique général meilleur qu’'une mono-
infection par P. aeruginosa. Les résultats de Cios et al confirme que les personnes
mono-infectées par P. aeruginosa ont un plus haut taux d’hospitalisation annuel (1,09)
comparé aux personnes co-infectées (1,02), aux personnes MRSA+ (0,62) et personnes
MSSA+ (0,40), méme si ces différences restent faibles (Cios et al., 2019a).

Par conséquent, des données controversées existent sur 'impact de la co-
infection S. aureus/P. aeruginosa et I'état de santé des patients. D’autres études
doivent étre menées pour pouvoir au mieux caractériser les patients CF suivant leur

bilan microbiologique et ainsi améliorer 'efficacité de la prise en charge.

I1.3.Les interactions entre Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa dans les poumons des

patients CF

Dans le contexte de co-infection entre nos deux bactéries d’intérét chez les
personnes CF, un modele, basé sur les observations cliniques et les données in vitro,
explique que les souches d’infections précoces de P. aeruginosa sont en compétition
avec S. aureus tandis que les souches d’infections tardives perdent cette faculté de
virulence vis-a-vis de S. aureus (Hotterbeekx et al., 2017; Limoli and Hoffman, 2019;
Michelsen et al., 2016). L’état de compétition a bien été caractérisé tandis que I'état de
coexistence, succédant a la compétition dans ce modele, reste a ce jour mal décrit

(Baldan et al., 2014; Limoli et al., 2017; Michelsen et al., 2016).
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I1.3.1. L’état de compétition

L’étude de la prévalence des infections a S. aureus et a P. aeruginosa dans les
poumons des patients CF montre une disparition concomittante de S. aureus lors de
lapparition de P. aeruginosa (Figure II-14). Cette dynamique particuliere suggérerait
l'effet antagoniste de P. aeruginosa possedant tout un arsenal de molécules pouvant
amener a I’éradication de S. aureus. On distingue 4 types d’action différents : I'action
directe ou les molécules de P. aeruginosa vont déréguler la physiologie de S. aureus,
Paction anti-biofilm mediée par les rhamnolipides, une compétition nutrionnelle qui
prive S. aureus de composés essentiels a sa croissance et enfin, P. aeruginona peut

manipuler le systeme immunitaire de I’hote pour éradiquer S. aureus.

I1.3.1.1. Action directe

Plusieurs molécules produites par le bacille ont déja été décrites in vitro comme
étant anti-bactériennes (Brito et al., 1989; Young, 1947). En 1956 Lightbown and
Jackson, isolent pour la premiére fois a partir de surnageant de P. aeruginosa un
composé fortement anti-staphylococcique (Lightbown and Jackson, 1956). Ce
composé, HQNO, a ensuite été détecté plus tard chez des souches cliniques CF de P.
aeruginosa et dans le sputum des patients infectés, montrant que cet effet anti-
staphylococcique pouvait se produire in vivo (Hoffman et al., 2006; Machan et al.,
1991, 1992). HQNO est un composé intermédiaire du quorum-sensing PQS de P.
aeruginosa (Williams and Camara, 2009). Il ne possede pas d’activité anti-
staphylococcique a proprement parler mais ralentit la croissance de S. aureus en
inhibant le systeme du cytochrome nécessaire a sa respiration oxydative (Hotterbeekx
et al., 2017). Une autre molécule possede le méme effet : la pyocyanine inhibe cytB,
une protéine impliquée dans la chaine du cytochrome (Voggu et al.,, 2006). La
pyocyanine est détectable dans le sputum des patients CF a des concentrations
suffisantes pour impacter la respiration de S. aureus (Figure II-14) (Wilson et al.,
1988).

Les quorum-sensing Las/Rhl de P. aeruginosa produisent des N-acyl-
homoserine lactones (AHLSs). De taille variable, ces molécules consistent en un anneau
homoserine lactone N-acylé par un lipide acylé et d'une chaine carbonnée composée

de 4 a 18 atomes de carbone. La croissance de S. aureus est inhibée par ces AHLs de
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L-form like bacteria

Figure II-14 : Etat de compétition entre P. aeruginosa et S. aureus. Par I'intermédiaire
de ses quorum-sensing (PQS, Las et Rhl), P. aeruginosa est capable de produire un
large spectre de molécules inhibant la croissance de S. aureus. HQNO et les
pyocyanines sont responsables de I'inhibition de la chaine de transport d’électrons au
niveau des cytochromes, ralentissant la croissance de S. aureus. Les AHLs (N-Acyl
homoserine lactones) sont produites par les quorums sensing Las/Rhl et impactent
négativement la croissance de S. aureus de facon dose-dépendante et alterent sa
virulence en inhibant son quorum-sensing agr. La protéase LasA lyse directement S.
aureus et les rhamnolipides promeuvent la dispersion du biofilm en concert avec

I’acide cis-2-decanoique (Hotterbeekx et al., 2017).
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maniere dose dépendante mais le mécanisme d’action reste a étre découvert (Qazi et
al., 2006). A concentration sub-inhibitrice, ces AHLs inhibent le quorum-sensing de S.
aureus diminuant la production de ses facteurs de virulence (Figure 11-14) (Qazi et al.,

2006).

L’action inhibitrice de P. aeruginosa peut aussi faire intervenir des protéases
lysant directement la paroi de S. aureus. LasA, ou staphylolysine, est une protéase
extracellulaire capable de tuer S. aureus en clivant les liaisons pentapeptidiques de sa
paroi bactérienne (Kessler et al., 1993). Finalement, P. aeruginosa produit des
rhamnolipides dont la nature hydrophobe de ces molécules leur permette de
s’enchasser a l'intérieur des membranes de S. aureus, la perméabilisant et causant la
fuite du contenu intracellulaire. Les bactéries a coloration de Gram négatives sont
moins sensibles aux rhamnolipides dia a la présence du LPS, chargé négativement et
hydrophobe, dans la membrane externe (Figure 1I-14) (Sober6n-Chavez et al., 2005;

Sotirova et al., 2008).

Une grande partie de ces facteurs de virulence est controlée par les quorum-
sensing de P. aeruginosa (notamment les systemes PQS et Las/Rhl) qui eux-méme
peuvent étre activés par la présence d’autres bactéries telle que S. aureus (Korgaonkar
et al., 2013). Indirectement la présence de S. aureus est responsable de sa propre

disparition (Hotterbeekx et al., 2017)

I1.3.1.2. Action anti-biofilm

S. aureus et P. aeruginosa ne sont pas uniquement retrouvés en forme
libre. Bien au contraire, les bactéries forment des matrices de polymeres appelées
biofilm. Les biofilms ont été reconnus comme étant important dans I’établissement des
infections chroniques comme dans la mucoviscidose (Bjarnsholt, 2013). Sous forme de
biofilm, les bactéries possedent ainsi plusieurs avantages dont 1’échappement au
systéeme immunitaire et 'augmentation de leur antibiorésistance (di a une pénétration
moindre des antibiotiques ainsi qu’a un métabolisme ralenti des bactéries) (Limoli et
al., 2015). P. aeruginosa peut déstabiliser les biofilms établis par d’autres bactéries et
notamment par S. aureus, par la production de I’acide cis-2-decanoique, méme si le
mécanisme exact reste encore inconnu. De plus, les rhamnolipides ont aussi la capacité

de promouvoir la dispersion du biofilm et d’inhiber I'adhésion de S. aureus a des
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microplaques de polystyrene in vitro de fagcon dose dépendante (Figure 11-14) (Zezzi
do Valle Gomes and Nitschke, 2012). En forme planctonique, S. aureus deviendrait
plus facilement détectable par le systéme immunitaire et plus facilement accessible aux
différents antibiotiques (Davies and Marques, 2009) la rendant alors plus vulnérable

(Figure II-14).

I1.3.1.3. Compétition nutritionnelle

La disponibilité en nutriments est un des facteurs important pour la croissance
des pathogénes lorsque des infections et des compétitions nutritionnelles ont lieu. Le
fer est une ressource critique pour le métabolisme bactérien puisqu’il intervient
comme cofacteur de tres nombreuses enzymes. Il est généralement tres limité dans les
niches infectieuses ot une immunité nutritionnelle est mise en place pour réduire la
disponibilité de ce nutriment (Ward et al., 2011). Les bactéries possedent différents
facteurs pour récupérer le fer exogeéne par la production de sidérophores ou en
capturant ’heme extracellulaire (Beasley et al., 2009; Grigg et al., 2007; Ochsner et al.,
2000; Poole et al., 1991). La récupération directe des ions Fe2+ est un autre moyen de
récupérer cet ion. Généralement présent en tres petite quantité, les ions Fe2+ sont en
plus grande concentration dans le mucus des patients CF (Hunter et al., 2013). P.
aeruginosa produit des sidéropores (pyoverdine/pyocheline) pour récupérer les ions
Fe2+ et le systeme Feo les transporte dans la bactérie. Un mécanisme similaire serait
mis en place chez S. aureus avec les protéines FeoA et FeoB (Cartron et al., 2006). Dans
un modele de dialyse péritonéale de rat qui est normalement déplété en fer, le
transcriptome de P. aeruginosa révele qu'en présence de S. aureus, une sous-
expression de tous les systemes d’acquisition du fer est observée. Cette sous-expression
est contradictoire avec un environnement pauvre en fer ou une surexpression des
systemes d’acquisition du fer est normalement attendue. Dans ce modéle, le gene LasA
et les phénazines sont aussi surexprimés. Les phénazines peuvent récupérer les ions
Fe2+ libérés par la lyse de S. aureus mediée par LasA (Figure 1I-14) (Mashburn et al.,
2005).
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11.3.1.4. Manipulation du systéme immunitaire

La phospholipase A2 de type II sécrétée (sPLA2-1TA) est une molécule produite
par les cellules eucaryotes appartenant a la superfamille des enzymes ayant une activité
d’hydrolyse des membranes phospholipidiques (Pernet et al., 2014). Elle participe a
une variété de processus inflammatoire et a 'immunité anti-bactérienne (Pernet et al.,
2014) notamment avec une activité bactéricide sur les bactéries a coloration de Gram
positives. Chez les patients CF, la concentration de sPLA2-IIA dans le sputum de
patients CF augmente avec I'dge et atteint un plateau vers 15-20ans, correspondant a
I’age de I'inversion de tendance de la présence de S. aureus et P. aeruginosa (Pernet et
al., 2014). A cet age, une concentration de 40ng/mL est retrouvée, correspondant a la
concentration minimale inhibitrice chez des souches cliniques CF de S. aureus. ATaide
de son T3SS, P. aeruginosa injecte la toxine ExoS dans la cellule héte. En réponse, une
activation du facteur de transcription cellulaire KLF-2 se produit qui augmente la
transcription de sPLA2-ITA qui cible S. aureus. De plus, la présence de S. aureus
augmente la transcription du T3SS de P. aeruginosa augmentant alors in fine, la
production de cette phopholipase (Tognon et al., 2019). Par conséquent S. aureus est

responsable de 'augmentation de la prodution de sPLA2-IIA provoquant sa lyse.

I1.3.2. L’état de coexistence

I1.3.2.1. Passage de la compétition a la coexistence

Le passage de I’état de compétition a I’état de coexistence reste énigmatique. Les
données recueillies indiquent qu’une évolution des deux partenaires bactériens, de
souches d’infections précoces antagonistiques a des souches d’infections tardives
coexistentes, se produit dans les poumons des patients CF (Michelsen et al., 2014,
2016). L’environnement pulmonaire ainsi que la composition en bactéries favoriserait
I’évolution de ces souches vers la coexistence. Méme si S. aureus évolue et s’adapte
dans les poumons, 1’état d’interaction semble étre gouverné essentiellement par P.
aeruginosa : une souche compétitrice restera antagoniste peu importe la souche de S.
aureus testée (Baldan et al., 2014; Limoli et al., 2017; Michelsen et al., 2014). Cette
partie présentera les différentes évolutions de nos bactéries d’'intérét pouvant conduire

a la coexistence ainsi que les facteurs de ’h6te pouvant aider a cette transition.
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I1.3.2.2.  Evolution de Staphylococcus aureus

L’analyse transcriptomique (RNA-seq et RT-qPCR) d’une paire isogénique de S.
aureus d’infections précoces et tardives, montre une surexpression des genes spa, sak,
aur et sodM dans les souches d’infections tardives (Treffon et al., 2018; Windmiiller et
al., 2015). Le géne spa code pour la protéine A (Spa) dont le réle est de se lier au
fragment Fc des IgG bloquant la reconnaissance au Fc recépteur présent a la surface
de cellules phagocytaires professionnelles et d’inhiber la voie classique du complément
(Windmiiller et al., 2015). Les genes sak et aur codent respectivement pour la
staphylokinase et 'auréolysine. Leur fonction est de faciliter la diffusion de S. aureus
dans la matrice extracellulaire en détruisant les protéines la composant et participe a
I’évasion du systeme immunitaire en inactivant les peptides anti-microbiens et la
protéine C3 du complément (Bokarewa et al., 2006; Laarman et al., 2011). Le geéne
sodM code pour une superoxide dismutase secondaire détoxifiant les especes réactives
de l'oxygene (Treffon et al., 2018) et participant a la protection face a la calprotectine,
peptides chélatant les ions Fe2+ (Garcia et al., 2017). Les poumons CF sont caractérisés
par leur recrutement massif de neutrophiles (Conese et al., 2003) qui augmentent le
stress oxydatif médié par les ROS (cf I1.1.2.6). La surexpression de SodM permettrait

de résister a I'infiltration massive de ces neutrophiles.

Des déletions de 5pb au niveau de la région intergénique icaR/icaA de 'opéron
ica apparaissent chez les souches de S. aureus (Schwartbeck et al., 2016). Cette
délétion conduit a la surproduction d’adhésine polysaccharidique, responsable du
phénotype mucoide de S. aureus. Ce phénotype mucoide apporte plusieurs avantages
a la bactérie notamment la croissance dans un milieu pauvre en nutiment (comme le
mucus des patients CF) et une meilleure résistance a l'opsonophagocytose
(Schwartbeck et al., 2016). Ainsi par l'apparition de mutation dans la région
intergénique de ica et ces dysrégulations dans 'expression des facteurs spa, sak, aur
et sodM, les souches tardives de S. aureus semblent donc plus a méme a échapper au

systeme immunitaire et a résister davantage au milieu pulmonaire mucoviscidosique.

En plus de 'environnement pulmonaire, S. aureus doit se défendre face aux
agressions menées par P. aeruginosa, et I'un de ces mécanismes est 'apparition de
SCVs. Ces SCVs résistent a 'action du HQNO car possédant un mode de respiration
fermentaire, I'inhibition du cytochrome n’a plus d’effet. Les SCVs possédent un

phénotype de croissance ralenti comparé a des souches sauvages. Le mode fermentaire
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ainsi que cette croissance ralentie permettent a S. aureus d’augmenter sa résistance a
la vancomycine, a 'oxacilline et plus généralement, aux antibiotiques dont la cible est
la paroi bactérienne (Orazi and O’Toole, 2017). De plus, une surexpression de sigB,
sarA et une répression de agr sont observées chez les SCVs. La conséquence majeure
est une augmentation de la production du biofilm, des protéines des surfaces telles que
des adhésines et une diminution des facteurs de virulence (Mitchell et al., 2010).
L’environnement pulmonaire ainsi que la présence de P. aeruginosa permettent a S.
aureus de s’adapter a 'environnement mucoviscidosique hostile. La diminution de la
production de ces facteurs de virulence, 'augmentation de 'expression des facteurs
d’échappement au systeme immunitaire et le passage en mode SCV favorisent la

persistence de S. aureus dans les poumons.

11.3.2.3. Evolution de Pseudomonas aeruginosa

La comparaison de données de séquencages et/ou d’analyses transcriptomiques
de souches de P. aeruginosa d’infections précoces et d’'infections tardives montrent des
mutations dans les quorums sensing de P. aeruginosa las/rhl. Ces mutations
inactivent les régulateurs lasR et RhIR diminuant la production des facteurs de
virulence telles que LasA, les phénazines et HQNO (Michelsen et al., 2014; Yang et al.,
2011a). De plus, une expérience de co-évolution in vitro en coculture avec S. aureus
réalisés sur 21j a montré une sous-expression des genes lasR/rhlR et des facteurs de
virulence associés (lasA, lasB, rhlA, rhiB) (Zhao et al., 2018). L’environnement
pulmonaire ainsi que la présence de S. aureus seraient des pressions de sélection
nécessaires a la diminution de la virulence de P. aeruginosa par inactivation de ses

quorum-sensing.

Un des genes les plus fréquemment mutés dans les souches d’infections tardives
est mexZ, répresseur transcriptionnel des genes MexXY. Ces genes codent pour des
composants de la pompe a efflux multi-drogues MexXY-OprM. L’inactivation de mexZ
permet de surexprimer cette pompe multi-drogue. Les patients CF sont souvent traités
par antibiotiques comme la tobramycine. Ces traitements peuvent sélectionner des

mutations dans les pompes a efflux et leur régulateurs (Smith et al., 2006)

Des mutations dans le gene mucA sont souvent retrouvés dans les souches

d’infections tardives (Limoli et al., 2017; Yang et al., 2011b). Ce gene est un facteur anti-
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sigma dont le but est de séquestrer le facteur 522. L’inactivation de mucA permet de
libérer 22 et d’activer ’expression de I'opéron de biosynthese d’alginate (algT/algD),
polysacharride sécrété et responsable du phénotype mucoiode chez P. aeruginosa. De
plus, en analysant le transcriptome de souches AmucA, une down-régulation des
rhamnolipides, des sidérophores (pyoverdine et pyocheline) et de HQNO, facteurs
antistaphylococciques, est retrouvée. (Limoli et al., 2017). Ces phénotypes sont
reproductibles. En utilisant la souche de référence PAO1 non-mucoide et compétitrice
avec S. aureus, 'acquistion de mutations dans mucA apporte la mucoidie et sa

compétition avec S. aureus est réduite (Limoli et al., 2017).

I11.3.2.4. Role de I’hote

Peu de données sont disponibles quant au role direct de I’hote dans 1’évolution
des souches de S. aureus et P. aeruginosa. Néanmoins, une protéine a montré une
fonction interessante qui dirigerait le comportement de nos deux bactéries. La
calprotectine est une protéine du systéme immunitaire innée ayant une fonction
antibactérienne par séquestration des ions métaliques au sein des niches infectieuses
et participe donc a I'immunité nutrionnelle. Des expositions de cultures de P.
aeruginosa a la calprotectine montre une diminution de I'expression de facteurs anti-
staphylococcique (HQNO) (Wakeman et al., 2016). En rajoutant cette protéine en
coculture planctonique, le nombre de S. aureus en présence de P. aeruginosa est
fortement augmenté. Ces résultats sont reproductibles dans un modéle in vivo de co-
infection pulmonaire chez la souris (Wakeman et al., 2016). De plus, les souches
d’infections tardives de S. aureus (cf 11.3.2.2) montrent une meilleure résistance a la
calprotectine, par l'intermédiaire de la surexpression de sodM. Cette adaptation
montre que S. aureus s’adapte a la présence de calprotectine qui favorise la coexistence

en diminuant la production des facteurs de virulence de P. aeruginosa.

La diminution de la production des facteurs de virulence chez nos deux bactéries
d’intéret indiquent une adapatation a l’environnement pulmonaire et a leurs
congéneres bactériens. L’évolution de S. aureus et P. aeruginosa conduit a

lapparation, dans le modele actuel, de la coexistence.
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I1.3.2.5. La coexistence entre Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa

Apres avoir évolué dans les poumons, les souches dites « tardives » de P.
aeruginosa ne sont plus virulentes vis-a-vis de S. aureus. La notion de souche tardive
est mal définie dans la littérature. D’apres 1'équipe de Baldan R, la durée de
colonisation définit la notion de souches tardives (4,5 a 13ans apres une primo-
colonisation) (Baldan et al., 2014). La coexistence, terme donné pour caractériser une
absence de compétition, s’établit et 'impact de cette interaction entre nos deux
pathogénes n’a été que peu décrit. Cependant quelques données semblent indiquer que

la coexistence bactérienne pourrait étre bénéfique aux deux protagonistes.

Dans un autre contexte de co-infection, S. aureus et P. aeruginosa coexistent,
indépendamment du statut précoce ou tardif de la souche (Alves et al., 2018; DeLeon
et al., 2014; Pastar et al., 2013). Lors de cocultures réalisées avec P. aeruginosa dans
un modele de plaie in vitro, la tolérance de S. aureus a la gentamicine et a la
tétracycline est augmentée (DeLeon et al., 2014). Le mécanisme sous-jacent lié a cette
augmentation n’est pas connu mais la délétion des genes chez S. aureus et P.
aeruginosa impliqués dans la formation du biofilm (respectivement ica et alg) annule
ce phénotype (DeLeon et al., 2014). De plus, lors d’'une co-infection de kératyoncytes
humain, ’adhésion de P. aeruginosa est améliorée ainsi que le nombre de S. aureus
internalisés (Alves et al., 2018). Du point de vue de I'h6te eucaryote, la co-infection
diminue I’expression du facteur KGF1 conduisant a un retard de I’épithélialisation (la
vitesse de cicatrisation). Ensemble, ces données montrent que lors d’une co-infection
S. aureus/P. aeruginosa en coexistence, les deux bactéries sont capables de montrer

un effet synergique déletere pour I’héte.

De retour dans le modeéle de la mucoviscidose, Michelsen et al., ont étudié
I'interaction entre une souche adaptée coexistente de P. aeruginosa (DK2-P2M24-
2003) issue d'un patient CF avec une souche de laboratoire de S. aureus JE2
(Michelsen et al., 2016). En présence de JE2, la morphologie de la colonie de DK2 est
plus épaisse, sans pigment comparé a la souche compétitrice PAO1. Cette morphologie
particuliere a été attrribuée a une augmentation de la densité de P. aeruginosa ainsi
qu’a une diminution de sa mortalité (autolyse) (Michelsen et al., 2014). En utilisant
une banque de mutants construite dans la souche DK2, le mutant pgsB (quorum-

sensing PQS) montre une absence de ces phénotypes en coculture avec JE2. Avec une
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utilisation cette fois-ci d’'une banque de mutants chez S. aureus (banque Nebraska), le
mutant agrC (gene du quorum-sensing agr) n’est plus capable d’induire
Paugmentation de la densité de P. aeruginosa et la diminution de son auto-lyse. Ces
résultats indiquent qu’en coexistence, P. aeruginosa diminue son auto-lyse et améliore
sa croissance en présence de S. aureus. Ces phénotypes sont dépendants des quorum-
sensing de nos bactéries. Une comparaison de métabolites issus de P. aeruginosa DK2
(coexistant) et PAo1 (compétiteur) en présence de S. aureus a été conduite. Les
résultats du MALDI-TOF-IMS montrent que, tandis que pour la souche PAo1, une
production de pyocyanine, rhamnolipides, HQNO et PQS, facteurs de virulence connus
lysant S. aureus, est observée, une absence de production de ces facteurs et une
augmentation de la synthese de HHQ (2-heptyl-4-hydroxyquinoline) sont constatées.
Cette molécule est relarguée dans le surnageant de P. aeruginosa et permet a S. aureus
d’augmenter sa résistance a la tobramycine (Michelsen et al., 2016). Ainsi, en
coexistence la production spécifique de ce métabolite octroie un effet bénéfique a S.
aureus. Le mécanisme sous-jacent amenant a cette surproduction a été étudié. HHQ
est un métabolite intermédiaire du quorum-sensing PQS. Il est normalement
métabolisé a partir de tryptophane par 'opéron pgsABCD et est transformé en PQS,
molécule signale finale, par l'intérmédiaire de la protéine PqsH. Une expérience de
bioluminescence a I'aide du promoteur pgsH cloné en amont du gene lux indique une
activation de ce promoteur beaucoup plus faible dans la souche coexistente DK2
comparée a la souche PAO1 (Michelsen et al., 2016). Dans le méme principe, le
promoteur du géne pgsA, responsable de la synthese de HHQ, est davantage activé
dans la souche DK2 que dans la souche PAO1. Une accumulation de HHQ est donc
observée dans cette souche de coexistence par augmentation de sa synthese et
diminution de sa dégradation. De facon intéressante, DK2 en coculture avec le mutant
S. aureus dans le gene agrC possede une production de HHQ réduite comparé a une
coculture avec une souche JE2 sauvage. Ces résultats indiquent que la production de

HHQ est dépendante du quorum-sensing de S. aureus.

Le peu de données disponibles a ce jour révele qu'en dehors de la mucoviscidose,
des interactions bénéfiques non antagonistiques existent et conduisent a
Paugmentation de la résistance aux antibiotiques ainsi qu’a une adhésion et
internalisation augmentées pour P. aeruginosa et S. aureus. Dans le contexte
mucoviscidosique la coexistence permet d’améliorer la résistance aux antibiotiques de

S. aureus ainsi qu'une amélioration de la croissance de P. aeruginosa. Une implication
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des quorums-sensing de nos deux bactéries suggere une communication

interbactérienne lors de la coexistence.
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Dans le modele actuel, les souches tardives de P. aeruginosa coexisteraient avec
S. aureus. L’adaptation a l'arbre respiratoire mucoviscidosique et aux partenaires
bactériens conduit a une abolition de la production de facteurs de virulence majeurs
dépendant du quorum-sensing de P. aeruginosa. Néanmoins, nous ne savons que peu
de choses sur I'impact réel que P. aeruginosa possede sur S. aureus dans ce contexte
de coexistence. Quelques études nous suggerent que P. aeruginosa pourrait modifier
la sensibilité aux antibiotiques de S. aureus et la coexistence pourrait impacter plus
sévérement la santé des patients (Alves et al., 2018; DeLeon et al., 2014; Michelsen et
al.,, 2016). Dans notre contexte, les études cliniques nous dévoilent des résultats
contradictoires quant a 'impact de la co-infection par S. aureus et P. aeruginosa sur
I’état de santé des patients et ne prennent pas en compte le statut d’interaction entre

les deux agents pathogénes.

Mon travail de theése s’inscrit dans cet objectif de caractérisation de I'état de
coexistence entre S. aureus et P. aeruginosa. Dans un premier axe, une approche
transcriptomique sans apriori utilisant des souches cliniques en coexistence issues de
patients CF a été effectuée pour décrypter moléculairement I'impact de P. aeruginosa
sur S. aureus. Ce travail constitue la partie 1 des résultats expériementaux et a fait

l'objet d’'une publication dans Scientifc Reports.

Dans un second axe et en collaboration avec Anne Doléans-Jordheim de
I'Institut des Agents Infectieux (IAI - Lyon), une étude rétrospective sur un an a été
conduite sur les données cliniques et microbiologiques des patients CF de la cohorte
lyonnaise pour étudier I'impact de la co-infection et de I’état d’interaction entre S.
aureus et P. aeruginosa sur I'état de santé des patients CF. Ce travail présenté dans la
partie 2 fait objet d’un article soumis dans European Journal of Clinical Microbiology

& Infectious Diseases.

Toujours dans le but d’approfondir nos connaissances sur cet état d’interaction,
une approche par TN-seq a été adoptée pour caractériser les genes essentiels de S.
aureus nécessaires a la coexistence avec P. aeruginosa. Les données de Michelsen

suggerent un potentiel role du quorum-sensing dans la coexistence (Michelsen et al.,
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2016). Une utilisation de banques saturées de mutants nous permet de confirmer ces

résultats et d’identifier de nouveaux genes essentiels.

Enfin, 'analyse des données de RNA-seq de la partie 1 a révélé 1 géne inconnu
potentiellement impliqué dans la résistance aux antibiotiques chez S. aureus. La
caractérisation de ce nouveau gene est primoridale pour acquérir de nouvelles
connaissances dans la lutte contre 'antibiorésistance bactérienne. La derniere partie
de ma these a été de décrire et de caractériser ce gene et fait 'objet d'un short article

soumis a Antimicrobial Agents and Chemotherapy.
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Résultats expérimentaux

Introduction

Afin d’évaluer I'impact de P. aeruginosa sur S. aureus, nous avons décidé de
choisir une approche transcriptomique par RNA-seq. A 'aide des Hospices Civils de
Lyon (HCL), nous avons pu collecter les souches SA et PA issues de co-infection
pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose. Les paires de souche, S.
aureus et P. aeruginosa provenant du méme patient co-infecté, ont été évaluées par
un test de compétition sur gélose afin de définir leur phénotype d’interaction. Environ
60% des paires testées (50) présentent un phénotype de coexistence. Deux paires en
coexistence et deux paires en compétition ont été cultivées et un séquencage total des
ARNs (RNA-seq) a été réalisé. Les listes des transcrits différentiellement exprimés ont
été dressées en comparant les monocultures de S. aureus aux cocultures de S. aureus
et P. aeruginosa. Deux profils transcriptomiques différents apparaissent entre les 2
états d’interaction. Nous confirmons ce qui a déja été montré en compétition avec une
diminution de l'expression des genes impliqués dans la respiration oxydative et une
surexpression des genes nécessaires a la voie fermentaire (Filkins et al., 2015; Tognon
et al., 2017). Pour la coexistence, de nombreux facteurs de virulence de S. aureus se
retrouvent surexprimés ainsi que de nombreux geénes codant pour des transporteurs.
Des RT-qPCR sur 12 paires issues de 12 patients différents ont confirmé la
surexpression des génes impliqués dans la résistance aux antibiotiques tet38, norA et
norC. L'exposition en coculture de S. aureus a la tétracycline et a la ciprofloxacine,
antibiotiques exportés par ces pompes, montre une amélioration de sa survie. De plus,
une augmentation de l'internalisation en cellules épithéliales pulmonaires A549 en
coculture suggere une amélioration de la persistance de S. aureus, en lien possible avec
la surexpression de tet38. L’augmentation de I'expression de ces pompes n’est possible
uniquement lorsqu’un contact rapproché est permis entre les deux bactéries, comme
le montre I'expérience de transwell et I'exposition du surnageant de P. aeruginosa sur
des cultures de S. aureus. Enfin la voie de signalisation chez S. aureus par laquelle ces

surexpressions sont permises fait intervenir le régulateur majeur MgrA.

Ces résultats montrent qu'en coexistence, S. aureus possede une signature
transcriptomique différente de 1'état de compétition avec une amélioration de sa
résistance aux antibiotiques et de sa persistance en cellules épithéliales pulmonaires.
Ainsi, S. aureus possede un avantage a €tre en coexistence avec P. aeruginosa, lui

permettant potentiellement d’améliorer la survie dans les poumons face au systeme
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immunitaire et face aux traitements antibiotiques. Ainsi, la coexistence entre S. aureus
et P. aeruginosa pourrait favoriser la persitance de l'infection et impacter I'état de

santé des patients.
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Coexistence with Pseudomonas
aeruginosa alters Staphylococcus
aureus transcriptome, antibiotic
resistance and internalization into
epithelial cells

Paul Briaud?, Laura Camus?, Sylvére Bastien?, Anne Doléans-Jordheim3*,
Francois Vandenesch®?3 & Karen Moreau®?"

Cystic fibrosis (CF) is the most common life-threatening genetic disease among Caucasians. CF
patients suffer from chronic lung infections due to the presence of thick mucus, caused by cftr gene
dysfunction. The two most commonly found bacteria in the mucus of CF patients are Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa. It is well known that early-infecting P. aeruginosa strains produce
anti-staphylococcal compounds and inhibit S. aureus growth. More recently, it has been shown that
late-infecting P. aeruginosa strains develop commensal-like/coexistence interaction with S. aureus.
The aim of this study was to decipher the impact of P. aeruginosa strains on S. aureus. RNA sequencing
analysis showed 77 genes were specifically dysregulated in the context of competition and 140 genes
in the context of coexistence in the presence of P. aeruginosa. In coexistence, genes encoding virulence
factors and proteins involved in carbohydrates, lipids, nucleotides and amino acids metabolism were
downregulated. On the contrary, several transporter family encoding genes were upregulated. In
particular, several antibiotic pumps belonging to the Nor family were upregulated: tet38, norA and
norC, leading to an increase in antibiotic resistance of S. aureus when exposed to tetracycline and
ciprofloxacin and an enhanced internalization rate within epithelial pulmonary cells. This study shows
that coexistence with P. aeruginosa affects the S. aureus transcriptome and virulence.

Most microorganisms are frequently embedded within communities of mixed species where different microbial
interactions can occur between individual species. In the case of infection, these interactions between species can
influence pathogenic behavior such as virulence, biofilm formation and antibiotic tolerance'*.

One of the most well-known examples of pathologies in which many bacterial interactions are described
are lung diseases occurring during Cystic Fibrosis (CF). The airways of CF patients are colonized by multiple
microorganisms whose prevalence varies with the age of the patients. Among them, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa are the most prevalent pathogens and are acquired in subsequent order. The typical
pattern of chronic infection establishment begins with the early acquisition of S. aureus, (60% prevalence among
children aged <2 years and the highest prevalence in children of 11-17 years (80%)), while prevalence slowly
declines in adults (50%)°. In contrast, infections by P. aeruginosa occur later with the highest prevalence in adults
(70% among 35-44 year-old patients). Although these bacteria seem to succeed one another, they are not mutu-
ally exclusive since patients are frequently diagnosed as being co-infected by S. aureus and P. aeruginosa (from
35% to 50%)°”.

While P. aeruginosa is recognized as the leading cause of lung function decline, the significance of S. aureus in
the course of CF disease is still being debated. It has been shown that one of the risk factors for initial P. aeruginosa
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de Lyon, CNRS UMR5308, Lyon, France. 2Centre National de Référence des Staphylocoques, Hospices Civils de
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Opportunistes et Environnement, UMR CNRS 5557 Ecologie Microbienne, Université Lyon 1 & VetAgro Sup,
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airway infection includes S. aureus pre-colonization® '°. However, the impact of coinfection by the two pathogens
on the evolution of the disease remains unclear''".

S. aureus and P. aeruginosa have been identified in the same lobe of CF lungs'*'>, suggesting that both patho-
gens are present in the same niche and can in fact interact in vivo. Interactions have been widely studied and it is
commonly admitted that P. aeruginosa outcompetes S. aureus. Different mechanisms have been described'®: for
example, P. aeruginosa secreted products can inhibit the growth or lyse S. aureus as well as induce epithelial cells
to kill S. aureus and other Gram-positive bacteria®!”'%,

However, these interactions can evolve during chronic colonization. Indeed, P. aeruginosa strains isolated
from early infection outcompete S. aureus, as previously described, while strains isolated from chronic infec-
tion are less aggressive and can be co-cultivated with S. aureus'>*". Furthermore, P. aeruginosa isolates from
mono-infected patients are more competitive towards S. aureus than isolates from coinfected patients?..

In contrast to antagonistic interactions, nothing is known about the effects of P. aeruginosa and S. aureus inter-
actions in this context of coexisting bacteria within the same infectious niche. Using a transcriptomic approach,
we analyzed how co-cultivation with non-competitive P. aeruginosa altered S. aureus gene expression, espe-
cially genes encoding Nor family efflux pumps. In the presence of P. aeruginosa, over-expression of these genes
increased S. aureus antibiotic tolerance and the rate of internalization into epithelial cells, two key determinants
of chronic infection.

14,15

Results

Coexistence interaction involves more than half of the S. aureus and P. aeruginosa isolates
from co-infected CF patients. Two types of interactions between S. aureus and P. aeruginosa could be
observed with CF patient isolates: the well-described competitive phenotype, where P. aeruginosa inhibits S.
aureus growth'®, and the newly described phenotype of coexistence, where P. aeruginosa is unable to outcom-
pete S. aureus'=!. In order to quantify the importance of this last phenotype, we collected 50 pairs of S. aureus
and P. aeruginosa from 36 co-infected CF patients. The interaction between the two pathogens was analyzed by
a competitive test on trypticase soy agar (TSA) plates (Table 1 - Fig. 1A). We observed that 61% of strain pairs
presented a coexistence phenotype whereas 39% were in competitive interaction. To determine whether the pairs
of coexisting strains and competitive strains were phenotypically different, we measured colony size, analyzed the
hemolytic properties of each strain, and searched for pigmentation and mucoid phenotype for all P. aeruginosa
strains. No significant differences were observed between coexisting and competitive strains with respect to pig-
ment production, mucoid phenotype and hemolysis (Fig. S1). We observed a significant difference in the size of S.
aureus colonies in which those of coexisting strains were larger than those of competition strains after 24 h of TSA
plate culture. The significance of such a difference and its impact on interaction with P. aeruginosa remain to be
explored. As others have already described that early infectious strains of P. aeruginosa are more aggressive for S.
aureus than the late infectious strains'*?, we wondered if the type of interaction could be related to the duration
of colonization. To answer this question, we determined the duration of co-colonization of S. aureus and P. aerug-
inosa for each patient. The average duration of colonization for coexisting strains was 744.8 £ 97.64 days and for
competing strains 941.2 £ 137 days. The difference was statistically non-significant (Fig. S1).

Planktonic cultures were conducted on two pairs of strains: one competitive pair (SA2597/PA2596) and one
coexisting pair (SA2599/PA2600). In both cases, we observed that P. aeruginosa growth was not altered by S.
aureus. On the other hand, in the case of the competitive pair, P. aeruginosa had a negative effect on S. aureus
growth after 4 hours of coculture (Fig. 1B).

Agar plate competition assays mixing respectively PA2600 (from coexisting pair) and PA2596 (from competi-
tive pair) with both SA2597 and SA2599 were performed (Fig. 1A). PA2596 outcompeted both SA strains whereas
PA2600 was unable to inhibit any of the S. aureus strains, suggesting that the interaction phenotype is dependent
on the P, aeruginosa strains. These results were confirmed with other combinations of strains (Fig. S2).

P. aeruginosa differentially dysregulates S. aureus transcriptome according to coexistence/
competition. To obtain an overview of the impact of P. aeruginosa on the expression of S. aureus genes, a
comparative transcriptomic study was conducted between SA2597 and SA2599 in monocultures, and the same
strains in coculture with a competition PA strain (PA2596) and a coexisting PA strain (PA2600). Thus, for each
interaction state, we tested two pairs of strains, namely SA2597/PA2596 and SA2599/PA2596 for the competition
and the SA2597/PA2600 and SA2599/PA2600 pairs for coexistence. Gene expression was considered dysregulated
when dysregulation was common to both pairs of strains. Therefore, seventy-seven S. aureus genes were specifi-
cally dysregulated in the context of competition and 140 genes in the context of coexistence while only 16 genes
were dysregulated both in competition and in co-existence (Table S4).

KEGG analyses were performed on dysregulated genes to associate each gene with a functional class (Fig. 2).
In competition state, the main dysregulated class of genes belongs to genetic information and processing, with
an increase of tRNA and ribosomal RNA (Fig. 2A). We also observed the dysregulation of genes involved in
major metabolism pathways of carbohydrates and amino acids. The down-regulation of the Acetyl-coenzyme A
synthetase encoding gene (acsA) was noted. Other genes involved in energetic metabolism were up-regulated in
the presence of P. aeruginosa, especially dehydrogenase enzymes such as the lactate dehydrogenase (IdhA), the
alanine dehydrogenase (ald1), the glutamate dehydrogenase (gluD), the 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase
(rocA), the 2-oxoglutarate dehydrogenase (0dhA) and the aldehyde-alcohol dehydrogenase (adhE). The upregu-
lation of the Idh gene is consistent with the up regulation of the L-lactate permease (IctP) encoding gene. All these
factors, as well as acetyl-coA, are involved in energetic metabolism and redox reactions conducted to feed the
Krebs cycle and ensure the production of ATP.

In the context of coexistence, although P. aeruginosa does not appear to impact major metabolic pathways
of S. aureus as it does not alter growth, the expression of 140 S. aureus genes was affected by the presence of P
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S. aureus P. aeruginosa
strain hemolyse | Colony strain hemolyse | Colony co-colonisation | type of
Patients | number | type size (mm) | pigmentation | MLST | number | type size (mm) | pigmentation | mucoidy | length (days) | interaction
1 SA2597 |~ 1 none PA2596 |3 4 Yellow yes 1544 competition
2 SA2599 |3 3 none CC188 | PA2600 |~ 5 Yellow yes 1902 coexistence
3 SA27 B 2 none CC398 | PA27 ~ 3 none no 295 coexistence
4 SA30 B 2 none CC188 | PA30 ~ 1,2 none no 133 coexistence
5 SA31 B 3 none CC15 | PA31 ~ 1,1 none yes 921 coexistence
6 SA42 ~ 2 none CC30 | PA42 ~ 20 Yellow yes ? coexistence
7 SA69 B 3 none CC25 | PA69 B8 2,1 none yes 92 coexistence
none PASOA [e1 2,2 Green yes 623 coexistence
8 SA80 €] 2 CC15
none PA80OB o 6 none yes 623 coexistence
9 SA82 S 4 none CC45 | PA82 ~ 4 none yes ? coexistence
10 SA146 ~ 2 none CC88 | PA146 ~ 4,5 Green yes 928 coexistence
none PAI47A |~ 2 Green no competition
11 SA147 B 2 ?
none PA147B ol 1,4 none no competition
none PA148A | 7 none yes competition
12 SA148 o' 1a2 839
none PA148B | 14 Green yes coexistence
13 SA150 §] 2 none PA150 ~ 1 none no 380 coexistence
none PAI5SIA |« 4,5 Brown yes coexistence
14 SA151 ] 2 - 538
none PAI51B | 4 Yellow yes coexistence
15 SA152 ) 3 none CC8 PA152 ~ 13 none yes 991 coexistence
PA153A | 3 none no coexistence
16 SA153 S 3 none CC398 - 967
PAI53B |3 2,5 Green yes coexistence
none PA154A |~ 35 none yes coexistence
17 SA154 N 2 595
none PA154B |~ 5 Green yes coexistence
18 SA155 §] 2 none PA155 [ 11 Green yes 1256 competition
19 SA156 B8 2 none CC398 | PA156 [e% 2,1 none yes 49 coexistence
20 SA157 8 2 none PA157 8 5 Green yes ? competition
21 SA158 N 1a2 none PA158 §] 6 Green yes ? competition
none PAI59A |3 5 none es competition
2 SA159 | <15CV Y 1353 P
(1.5) none PAI59B | 18 Green yes competition
none PA160A |8 5 Green es competition
23 SAL60 |~ <1SCV b 1332 P
LD none PA160B | (3 10 Yellow yes competition
24 SA161 3 2 none PA161 ) 2 none no 1043 coexistence
none PA165A |3 3,9 none yes coexistence
25 SA165 B 3 343
none PA165B | (3 4,1 none yes coexistence
none PAI66A | o 4 Green yes coexistence
26 SA166 N 2 1355
none PA166B | « 4,5 Green yes coexistence
27 SA167 B 3 none PA167 a 13 Green yes 938 competition
SAI68A |3 2 none competition
28 PA168 N 4 none yes 294
SA168B |3 2 none competition
29 SA169 [§} 4 none PA169 N 3,5 none no 904 coexistence
30 SA171 [§} la2 none PA171 [§} 1,1 none yes 601 coexistence
31 SA177 [§} 3 none PA177 ~N 2 none yes 1380 coexistence
32 SA178 § 3 none PA178 § 2,5 none yes 519 coexistence
33 SA179 § 1a2 none PA179 § 3 none yes 91 competition
34 SA181 [§} 4 none PA181 §} 6 none yes 1096 competition
none PA182A | 5 Yellow yes competition
35 SA182 N 2 none PAI82B |« 7 none yes 987 competition
none PA182C | 4,2 none yes coexistence
36 SA186 § 2 none PA186 § 3 none yes 623 competition

Table 1. S. aureus and P. aeruginosa clinical strains used in this study. 50 couples of S. aureus and P. aeruginosa
were collected from 36 patient sputum samples. Some patients presented several P. aeruginosa isolates, and one
patient presented two S. aureus isolates. Colony size, pigmentation and mucoid phenotype were determined

on TSA. Hemolysis type was determined on COS. Interaction type was determined by agar plate competition
assay as described in the materials and methods section. The isolates in bold correspond to those used for the
RNAseq and RT-qPCR analyses. MLST type were determined only for these isolates. *Colony size after 48 h
incubation - ? colonization time before sampling could not be determined for these patients.
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Figure 1. Competition assay between S. aureus and P. aeruginosa. (A) Competition test on agar plate. S. aureus
and P, aeruginosa were grown on BHI for 8 hours at 37 °C. A layer of S. aureus was added on a TSA. After
drying, a drop of P. aeruginosa was spotted. The inhibition halo indicates a competition state (SA2597 4+ PA2596
and SA2599 4 PA2596). (B) Competition assay in planktonic culture. S. aureus and P. aeruginosa were mono-
cultivated and co-cultivated for 8 hours. Every two hours, bacteria were plated on mannitol salt agar (MSA) and
cetrimide to count S. aureus and P. aeruginosa, respectively. The results show one representative experiment
from a triplicate. Upper panels, pairs in coexistence. Lower panels, pairs in competition.

aeruginosa (Fig. 2B). Nine known and predicted virulence factor encoding genes were upregulated, including
alpha-hemolysin (hla), staphylokinase (sak), aureolysin (aur), the immunoglobulin-binding protein (sbi) and
staphylococcal complement inhibitor (scn) genes. We also observed the overexpression of saeRS genes, coding a
two component system that has been described as playing a major role in controlling the production of virulence
factors such as those mentioned above?.

Other genes whose expression was affected by the presence of P. aeruginosa in a coexistence situation are
involved in carbohydrates, lipids, nucleotides and amino acids metabolism. Most of them were down-regulated
as several genes (pgi, fbp, fda) involved in glycolysis and the pentose phosphate pathway. Moreover, two operons
(nrdE, nrdl, nrdF and nrdG, nrdD) belonging to ribonucleotide reductase (RNR) systems and converting nucleo-
side phosphate into deoxynucleotide phosphate, were both down-regulated (Table S4). RNRs are involved in the
de novo production of deoxyribonucleotide di- or triphosphates, an essential process for the biosynthesis of DNA
and its repair. They catalyze the limiting step of the synthesis of deoxyribonucleotide phosphates and thus control
cell concentration?.

Finally, several genes belonging to a transporter family were also over-expressed (polyamines, methionine,
iron uptake and antibiotic resistance) in the coexistence state. Notably, all genes from the polyamine operon
were over-expressed (potABCD) including potR, the regulator of polyamine genes. Polyamines control the phys-
iology of S. aureus by acting as regulators of several genes involved in metabolism, transport and virulence**.
In addition, the same pattern was observed for the metQPN operon involved in methionine transport and sir-
A/B and sstA/BC genes for iron uptake, which may also reflect nutrient competition in coculture. Finally, trans-
porter norb_3 predicted as belonging to the nor family was over-expressed. Pumps from this family export a
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Figure 2. Number and functions of differentially expressed staphylococcal genes in the presence of P. aeruginosa
when both species are: (A) in competition (SA2596 and SA2599 were co-cultivated with PA2597) or (B) in
coexistence (SA2596 and SA2599 were co-cultivated with PA2600). RNAs were extracted at 4 hours and a
RNAseq was performed in triplicates. KEGG mapper analysis was conducted on common significantly over-
expressed (black) and under-expressed genes (grey) to address a functional classification. A gene was considered
as differentially expressed when the fold change was strictly higher than 4 with P_adj < 0.05.

wide range of antibiotics such as erythromycin, tetracycline and quinolones. Indeed, norb_3 corresponds to the
well-described tet38 gene involved in tetracycline resistance and internalization in pulmonary epithelial cells®*?’.

To confirm these results, we performed co-cultivations with 12 different co-existence P. aeruginosa-S. aureus
strain pairs from CF patients. The 12 strain pairs came from 12 different patients and presented phenotypic diver-
sity. S. aureus isolates belong to 8 different multilocus sequence typing (MLST) types (Table 1). Ten isolates of
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Figure 3. Confirmation of S. aureus gene expression dysregulation by P. aeruginosa. Twelve clinical SA-PA
strain pairs were co-cultivated for 4 hours. RNAs were extracted and RT-qPCR were performed on 15 genes.
The results are represented as fold change of expression (gene relative expression in coculture/gene relative
expression in monoculture) on a heatmap. Under-expressed genes are indicated in green whereas over-
expressed genes are indicated in red. No RNA detection is shown in grey. Pairs were hierarchically clustered by
the Euclidean method.
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Figure 4. The S. aureus MgrA regulator is important for nor gene over-expression. Cocultures of S. aureus
Newman wild type (WT) and AmgrA mutant with PA30 were performed. RNAs were extracted at 8 hours and
nor gene expression was monitored by RT-qPCR. The results are shown as the mean + standard deviation of
three independent experiments. Dotted lines indicate fold change = 2. Statistical analysis was performed by
unpaired t-test (*P < 0.05).

P. aeruginosa were mucoid and four secreted pigmentation, which was representative of the collection of all the
isolates. Gene expression was assessed by RT-qPCR for the two categories most impacted: virulence factors and
transporters (Fig. 3). Regarding virulence factors, we confirmed the over-expression of the aureolysin encoding
gene in 6 of the 7 strains that expressed the gene. For sbi, 5 out of 12 strains presented over-expression and 5 out
12 presented decreased expression, meaning that there was no clear profile of P. aeruginosa’s impact on this gene
expression. For the other virulence genes tested, we observed reduced expression in the majority of the strains
(10/12 for hla, 5/7 for sak, 7/12 for saeRS and 8/12 for scn) (Fig. 3).

For transporter encoding genes, we confirmed the over-expression of pot genes and the sstA gene in 6/12 and
7/10 strains, respectively. Noticeably, we confirmed the up-regulation of tet38 genes in 11/12 strains with a fold
change ranging from 3 to 200. In addition, deoD gene upregulation was also confirmed in 9/12 strains, consistent
with its operon structure with tet38 gene®.

The over-expression of the tet38 gene is the most predominant transcriptomic alteration in our study and may
be of great importance as it can affect the antibiotic susceptibility of S. aureus, an important element in the context
of CF disease. Therefore, we aimed to better characterize this transcriptomic alteration.

Over-expression of the tet38 gene is due to the dysregulation of the MgrA regulatory pathway
that impacts other nor family genes.  To decipher the molecular pathway involved in the over-expression
of the tet38 gene, we analyzed the expression of known regulators in the presence or absence of P. aeruginosa.
Three transcriptional negative regulators of tet38 have already been described: TetR21%¢, SarZ*® and MgrA?’. The
expression of these regulators was quantified by RT-qPCR in coculture and compared to expression in monocul-
ture. None of the tetR21, sarZ and mgrA RNA levels was affected by the presence of P. aeruginosa (Fig. S3).
However, it has been described that regulation by MgrA is dependent on its phosphorylation state?” and that
the deletion of mgrA induces increased expression of tet38”. Therefore, we analyzed the impact of P. aeruginosa
on tet38 expression using a Newman AmgrA mutant (Fig. 4). The wild type Newman strain presented a 20-fold
change over-expression of the tet38 gene in the presence of P. aeruginosa, as we previously observed in clinical
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Figure 5. The over-expression of S. aureus nor family genes induced by P. aeruginosa. Mono- and cocultures
with twelve clinical strain pairs were performed. RNAs were extracted and gene expression was monitored by
RT-qPCR at 4, 6 and 8 hours. The results are represented as fold change expression. Dotted lines indicate fold
change =2. Numbers above each hour indicate the number of pairs with a fold change strictly higher than 2.

strains. This fold change was reduced to 6 for the AmgrA mutant. Therefore, it appears that the over-expression
of the tet38 gene is induced by an alteration of the MgrA regulatory pathway. These results were confirmed in S.
aureus Lac isogenic strains (Fig. S4).

MgrA is also a transcriptional regulator of other nor family protein genes such as norA, norB and norC>”***.
Hence, the expression of nor genes in S. aureus was monitored throughout cocultures of the 12 S. aureus strains
with P. aeruginosa (Fig. 5). The tet38 gene was significantly overexpressed in the presence of P. aeruginosa
throughout the 8 hours of the culture. The norA gene was over-expressed in at least 50% of cocultures (6/12 and
7/12) after 4 and 6 hours of culture and norC expression was increased at 4 and 8 hours in 6/11 and 7/11 strains,
respectively (Fig. 5). norB was overexpressed only at 8 hours of culture in 50% of the strains tested.

From the analysis of expression in the AmgrA mutant in the S. aureus Newman strain, we concluded that
over-expression of norC was dependent on MgrA integrity (Fig. 4). A milder effect was observed on norA
over-expression. No overexpression of norB gene was observed with the S. aureus Newman strain. In the S. aureus
Lac strain, we observed a diminution of norA and norC overexpression in the AmgrA mutant but the effect was
less significant than on tet38 gene expression (Fig. S4). Therefore, we concluded that the overexpression of norA
and norC genes in the presence of P. aeruginosa was partially due to mgrA dysregulation.

The presence of P. aeruginosa induces over-expression of nor genes by specific and direct inter-
action. To determine if a secreted product of P. aeruginosa induced the over-expression of nor genes, a tran-
swell experiment was conducted in which cultures of P. aeruginosa and S. aureus were separated by a 0.4pum filter.
In these conditions, nor genes were not overexpressed (Fig. 6). The same results were obtained when S. aureus
culture was exposed to supernatant of P. aeruginosa (Fig. S5), suggesting that at least a close interaction between
the two species was necessary. Finally, to determine if the over-expression was specific to the interaction with P
aeruginosa, cocultures were conducted with other bacteria frequently associated with S. aureus in CF patients,
such as Burkholderia cenocepacia and Stenotrophomonas maltophilia (Fig. 7). No over-expression was observed,
suggesting that the effect was specific to the presence of P. aeruginosa. These results were confirmed with other
clinical S. aureus strains (Fig. S6).
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Figure 6. S. aureus nor gene over-expression requires close contact with P. aeruginosa. S. aureus was deposited
onto the bottom of wells. P. aeruginosa was added either with S. aureus (black) or into the insert of transwells
(gray). RNAs were extracted and nor gene expression was monitored by RT-qPCR. Dotted lines represent fold
change = 2. The results are shown as the mean + standard deviation of three independent experiments on
SA30-PA30 pair. Statistical analysis was performed by unpaired t-test (¥*P < 0.05, **P < 0.01).
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Figure 7. The overexpression of S. aureus nor genes is specifically induced by P. aeruginosa. S. aureus was
mono- and cocultivated with P. aeruginosa, B. cenocepacia or S. maltophilia. RNAs were extracted and gene
expression was monitored by RT-qPCR. Dotted lines indicate fold change = 2. The results represent the
mean + standard deviation of three independent experiments on SA30-PA30 pair. Statistical analysis was
performed by One-way Anova with Dunnett’s multiple test correction (*P_adj < 0.05, **P_adj < 0.01).

Over-expression of nor genes induces an increase of antibiotic resistance and internalization
of S. aureus into epithelial cells.  As Tet38 is involved in tetracycline resistance?” and NorA and NorC are
also implicated in quinolones (such as ciprofloxacin) uptake®*?!, the impact of coculture with P. aeruginosa on
S. aureus antibiotic susceptibility was tested. Firstly, the MIC was determined for each of the 12. aureus strains
used (Table S3). Monocultures and cocultures were then exposed to tetracycline and ciprofloxacin at MIC or
2xMIC. After plating on selective agar and numeration, the survival rate was determined by dividing the number
of S. aureus after antibiotic treatment by the number of S. aureus without antibiotic treatment. A 3-fold increase
in survival rate was observed at MIC and 2xMIC in the presence of P. aeruginosa (Fig. 8A,B).

In order to demonstrate that the over-expression of the tet38 gene was responsible for tetracycline resistance,
the impact of P. aeruginosa was tested on the RN6390 wild type strain and its isogenic Atet38 mutant upon expo-
sure to tetracycline. As expected, P. aeruginosa induced a higher survival rate of the RN6390 wild type strain after
tetracycline exposure. On the contrary, it had no impact on the bacterial survival of the Atet38 mutant after tet-
racycline exposure (Fig. 8C), confirming the role of the tet38 gene in the enhancement of tetracycline resistance
in the presence of P. aeruginosa.

Tet38 has also been described as being involved in pulmonary epithelial cell internalization®, so the impact of
the presence of P. aeruginosa on S. aureus cell internalization was tested using the Gentamicin protection assay.
When A549 epithelial cells were infected with a monoculture of S. aureus, five percent of adherent bacteria were
internalized into cells. When S. aureus was co-cultivated with P. aeruginosa before cell infection, 15% of S. aureus
were internalized, meaning a 3-fold increase of the S. aureus internalization rate in the presence of P. aeruginosa
(Fig. 9). No difference was observed in terms of bacterial adhesion onto A549 cells. To ensure that the effect we
observed was not due to an alteration of the A549 cell layer by P. aeruginosa that could have facilitated S. aureus
internalization, we performed an LDH measurement on the cell supernatant as an indicator of A549 cell viability
(Fig. S7B). Although the LDH level was slightly higher for cells infected only with P. aeruginosa, we found no
significant difference between the S. aureus infected and S. aureus plus P. aeruginosa co-infected cells. Indeed,
the A549 co-infected cells had the lowest level of LDH. Moreover, microscopic observation of the cells revealed
no difference between the mono- and co-infected cells (Fig. S7A). Therefore, it appeared that the presence of P
aeruginosa did not alter the A549 cells and the highest rate of S. aureus internalization was due to its direct impact
on S. aureus. However, we could not be sure that the increase in the internalization rate was directly related to
tet38 overexpression. It could be the result of a modification of different factors involved in the internalization
process, although we did not identify such factors in our transcriptomic analysis apart from the tet38 gene.
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Figure 8. S. aureus antibiotic resistance increases when co-cultivated with P. aeruginosa. Twelve clinical S.
aureus strains were mono- and cocultivated with coexisting P. aeruginosa strains and exposed to tetracycline
(A) and ciprofloxacin (B) at MIC and 2xMIC. After 5hours, cultures were plated on MSA to count remaining

S. aureus. Bars represent the median and dotted lines bacterial survival equal to 1. Statistical significance

was determined by One-way Anova with Dunnett’s multiple test correction (**P_adj < 0.01, and ****P_

adj <0.0001). (C) Tet38 is responsible for the increase of tetracycline resistance induced by P. aeruginosa.
RN6390 and isogenic Atet38 derivative were cultivated with and without P. aeruginosa and susceptibility to
tetracycline was monitored. Statistical significance was determined by unpaired t-test (*P < 0.05) from three
independent experiments. All the results are expressed as the number of surviving bacteria in coculture divided
by the number of surviving bacteria in monoculture.

Discussion
The goal of this study was to investigate the impact of the interaction of coexisting S. aureus and P. aeruginosa on
S. aureus at the transcriptional and phenotypical levels.

Firstly, we collected isolates from co-colonized CF patients and demonstrated that in 61% of cases, S. aureus
was able to coexist with P. aeruginosa with no alteration of its growth. So far, it appears that coexistence of the two
pathogens may be a frequent situation in the context of CF patients’ lung infection. Previous studies described
that early infectious strains of P. aeruginosa are more aggressive for S. aureus than the late infectious strains'**’. In
the present study, we did not find any correlation between the interaction type and the duration of S. aureus and
P. aeruginosa co-colonization. In the first studies, limited numbers of patients were studied (1 in Michelsen et al.,
2014 and 8 in Baldan et al., 2014). Even in our present study, only 11 patients had competitive strain pairs, which
might be not be enough to reach a conclusion. Up to now, it has been difficult to conclude whether the interaction
type between the two species is linked to the evolution of the P. aeruginosa strain over the time of co-colonization.
A larger cohort of patients would be needed to answer this question. Also, longitudinal clinical studies would be
appropriate to analyze the kinetics of interaction evolution over time and determine how it could affect patients’
health. Furthermore, the conditions and environmental factors leading to co-existence instead of competition
require clarification, particularly through studies such one conducted recently that demonstrated the positive
impact of hypoxia found in static mucus within CF airways on a coexisting interaction®.

The type of interaction may have an impact on the physiology of the two pathogens involved. In order to
answer this question, we conducted a transcriptional study of the impact of P. aeruginosa on S. aureus.

In the context where P, aeruginosa inhibits S. aureus growth, transcriptomic modifications affect major metab-
olism pathways such as translation, Krebs cycle and genes involved in oxidative stress. The increase in the amount
of tRNAs and ribosomal RNAs observed could be attributed to a decrease in translation efficiency. Regarding
energetic metabolic pathways, we observed a down-expression of Acetyl-coA synthetase, a key factor metabolized
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Figure 9. S. aureus internalization is increased within A549 epithelial pulmonary cells in the presence of P
aeruginosa. (A) Adhesion of S. aureus onto epithelial cells. A549 cells were infected at MOI 10:1 for S. aureus
monoculture and 20:1 for S. aureus/P. aeruginosa coculture. After 2 hours of contact, cells were washed with
phosphate buffer saline (PBS) to remove unattached bacteria and lysed with sterile water. Supernatants were
plated on MSA to count S. aureus. The results are represented as the percentage of inoculum that adhered. (B)
Internalization of S. aureus within epithelial cells. After 2 hours of contact, cells were treated with antibiotics and
lysostaphine for one hour, lysed with sterile water and bacteria plated on MSA. The results are represented as
the percentage of adhered cells that have internalized. All values represent the mean + standard deviation from
three independent experiments with three strain pairs (SA27-PA27, SA31-PA31 and SA69-PA69). Statistical
significance was determined by unpaired t-test (**P < 0.01).

into pyruvate to feed the Krebs cycle and produce energy. The down-regulation of expression observed may
certainly lead to a defect in ATP production. Conversely, we observed the increased expression of several dehy-
drogenase enzymes, suggesting a shift from aerobic respiration to lactic acid fermentation to feed the Krebs cycle,
as shown previously in laboratory strains*>**. Some dehydrogenases, such as adhE and gluD genes, are also impli-
cated in oxidative stress responses®. All these major dysregulations observed are consistent with the lethal effect
of P aeruginosa on S. aureus in competitive interaction.

More genes were dysregulated when S. aureus and P. aeruginosa were coexisting. We observed a drastic modi-
fication in the nucleotide synthesis pathway with a down-regulation of genes involved in the de novo pathway (nrd
operon) and upregulation of the deoD gene encoding a purine nucleoside phosphorylase involved in an alterna-
tive metabolic pathway for nucleotides when the de novo pathway is altered. We also observed a down-expression
of genes involved in the classical energetic metabolism pathways: glycolysis and pentose phosphate pathways
(pgi, fbp, fda). These results suggest nutritional competition between the two pathogens and indicate that in our
conditions, S. aureus preferentially produced energy and nucleotides from sources other than glucose.

Finally, we observed the increased expression of several transporters, especially tet38, norA and norC genes.
Curiously, the tet38 gene belongs to the same transcription unit as the deoD gene. It is tempting to speculate that
the overexpression of tet38-deoD operon may be linked to the down regulation of the nrd genes to compensate for
the alteration of the de novo nucleotide synthesis pathway.

These genes are members of the Nor family and encode efflux pumps involved in antibiotic resistance. Tet38
was the most impacted gene with 11 pairs of 12 for which we observed an increased expression throughout the
coculture kinetic, whereas the over-expression of other norA and norC genes appeared on 7 pairs of 12 and 11 of
12 at 6 and 8 hours, respectively. Given that the pair 2599/2600 used for the RNA sequencing (RNAseq) was
unable to upregulate norA and norC at 4 hours of coculture, it was expected that norA and norC genes would not
appear in the RNAseq results. The over-expression of tet38, norA and norC genes appeared to be at least due to a
dysregulation of the MgrA pathway. Indeed, the AmgrA mutant provoked a strong effect on tet38 over-expression
but only a slight effect on norA and norC. Thus, mgrA seems to be essential for tet38 over-expression and other
regulators must be implicated for the norA and norC genes. In addition, we were unable to observe clear norB
up-regulation in the presence of P. aeruginosa. Indeed, MgrA acts as a repressor of tet38, norA and norC and an
activator of norB in an rsbU positive background strain®®*’. This discrepancy may explain our results. Despite
its role in tet38 induction during coculture, mgrA expression was not affected by the presence of P. aeruginosa.
However, it has been shown that the phosphorylation state of MgrA, regulated by RsbU and PknB factors, was
a key mechanism for regulation of nor family gene expression®. Thus, P. aeruginosa may induce a variation of
MgrA phosphorylation leading to a modification of nor gene expression.

Nor proteins are responsible for antibiotic efflux (tetracycline and fluoroquinolone), and we demonstrated
that P. aeruginosa increased the survival rate of S. aureus after exposure to tetracycline and ciprofloxacin. For
tetracycline, the effect appears to be mainly due to tet38, as antibiotic resistance in presence of P. aeruginosa was
eliminated in a tet38 mutant. The same analysis could not be performed for nor genes due to the functional redun-
dancy of the norA, norB and norC genes and the difficulty in obtaining triple mutants. Tet38 is also able to interact
with the CD36 receptor on pulmonary epithelial cells to favor S. aureus internalization®®. Indeed, in the presence
of P. aeruginosa, we observed a higher rate of S. aureus internalization into epithelial cells. Internalized bacteria
are more resistant to antibiotics and less detectable by the immune system®. Our results suggest that by coexisting
with P. aeruginosa, S. aureus could hide from the host immune system and be more resistant to antibiotics.
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We did not identify the P. aeruginosa specific signal responsible for S. aureus gene expression dysregulation.
However, we demonstrated that it seems to be specific to P. aeruginosa (no other species tested had the same
effect) and requires very close proximity between S. aureus and P. aeruginosa to be effective. Transcriptomic
analysis revealed that the S. aureus potRABCD operon for polyamine uptake and regulation exhibited significant
fold change expression upon exposure to P. aeruginosa. The same effects were observed by Yoa and Lu** when
exposing S. aureus to polyamines. Moreover, the exposure of S. aureus to spermine induces transcriptional mod-
ifications including over-expression of antibiotic efflux pumps such as norA and tetM genes and the decreased
expression of many genes involved in carbohydrate metabolism and transport**. These results are consistent with
the reduced expression of genes involved in glycolysis and the pentose phosphate cycle described previously”*?°.
Indeed, we observed the same profile after exposure to P. aeruginosa as other authors observed after exposure to
spermine. Finally, P. aeruginosa presents polyamines at the outer surface of its membrane, more precisely putres-
cine and spermidine*’. Therefore, we suggest that the P. aeruginosa polyamines present at the outer surface may
be a signal for S. aureus transcriptional modifications. Further investigation will be necessary to confirm this
hypothesis.

To the best of our knowledge, this study is the first to characterize the transcriptomic profile of coexisting S.
aureus and P, aeruginosa pairs in a clinical context. We demonstrate that this commensal-like interaction induces
phenotypical changes in S. aureus such as increased antibiotic resistance and host cell internalization. These phe-
notypes may favor the persistence of S. aureus in the context of chronic infection. Since this state of coexistence is
apparently solely attributable to P. aeruginosa, the selective advantage for P. aeruginosa leads to questions. Indeed,
previous studies showed that cocultivation with S. aureus induces LPS mutation in P. aeruginosa associated with
fitness gain and antibiotic resistance*, and that S. aureus exoproducts restore and enhance P. aeruginosa motil-
ity*2. The state of coexistence could thus represent a trade-off allowing both pathogens to benefit mutually and
maintain equilibrium. However, the impact of S. aureus on P. aeruginosa in this state of coexistence warrants
further investigation.

Materials and Methods

Bacterial strains and culture growth. The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in
Tables 1 and S1. The clinical strains were originally isolated by the Institute for Infectious Agents from sputum
samples of patients followed-up in the two CF Centers of Lyon (Hospices civils de Lyon, France). The strains were
collected between May 2016 and June 2017 from 36 different patients. The size of the colonies, pigmentation and
mucoid phenotype were determined after 24 h of culture on TSA. Hemolysis type was determined after 24 h of
culture on Columbia agar (COS). MLST clonal complex assignment was inferred from microarray analysis*.

The Atet38 mutant of S. aureus RN6390 strain was obtained using the pMAD vector®’. The two DNA frag-
ments corresponding to the chromosomal regions upstream and downstream of the tet38 coding sequence were
amplified by PCR using primers listed in Table S2. They were subsequently cloned into the pMAD vector using
the In-Fusion® HD Cloning Kit (Clonetech). The resulting plasmid was electroporated into the RN4220 recipient
strain and then transferred to RN6390. Growth at non-permissive temperature (44 °C) was followed by several
subcultures at 30 °C and 37 °C to promote double crossing over as previously described*.

All the strains were grown in Brain Heart Infusion (BHI, BBL™ Difco) with shaking at 200 rpm at 37°C
overnight. Cultures were diluted to 0.1 ODgg,,, and incubated for 2.5 hours (37 °C, 200 rpm). Bacteria were spun
down at 4000 rpm for 10 min and re-suspended in fresh BHI medium to 2 ODggp,. Ten ml of S. aureus, P. aerug-
inosa, B. cenocepacia and S. maltophilia suspension were added to 10 ml of BHI for monocultures. Ten ml of S.
aureus suspension were mixed with respectively 10 ml of P. aeruginosa, B. cenocepacia or S. maltophilia for cocul-
tures. Cultures were grown for 8 h. Every two hours, cultures were plated on mannitol salt agar (MSA, BBL™
Difco) and cetrimide (Difco™) for S. aureus or P. aeruginosa counts, respectively.

For supernatant exposure, 10 mL of S. aureus culture were added to 10 ml of supernatant from 8 hours culture
of P. aeruginosa.

Transwell® (Corning) preliminary experiment demonstrated that bacteria were not able to cross the 0.4 pm
filter of the insert. S. aureus and P. aeruginosa suspensions from 2.5h culture were pelleted and re-suspended to
ODggonm = 1 for P. aeruginosa and ODggpn, = 0.33-0.5 for S. aureus. The Transwell® experiment was carried out
as previously described*>*® with a few modifications. For wells without insert, 400 uL of S. aureus ODgjppm = 0.5
suspension and 200 uL of either BHI or P. aeruginosa were added. For wells with insert, 600 uL of S. aureus 0.33
ODygonm Were deposed into the wells while 200 uL of either BHI or P. aeruginosa were placed onto the insert. The
Transwell® system was incubated at 37 °C for 8 hours.

Staphylococcus aureus growth inhibition on TSA.  From overnight cultures, S. aureus and P. aerugi-
nosa suspensions were diluted to ODyy, = 0.5 and 100 ul of S. aureus suspension were spread uniformly onto TSA
plates. Then, 5l of P. aeruginosa were added at the center of the plates. The plates were incubated at 37 °C. The
competitive phenotype was characterized by an inhibition halo of S. aureus growth, which was measured. The
strains were considered as coexisting in the absence of inhibition halo.

Genome sequencing and annotation. Sequencing libraries were prepared from 1 ng of SA2597 and
SA2599 DNA extracted using the DNA Isolation Kit (MO BIO). Library preparation was performed with the
Nextera XT DNA sample preparation kit (Illumina) and index kit (Illumina). Library validation was performed
on a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) to control the distribution of fragmented DNA. WGS was per-
formed with an Illumina HiSeq (Illumina) to generate 150-bp paired end reads. Genomes were sequenced with
an average coverage of 130x. Adapters and other illumina-specific sequences were cut from the reads for each set
of raw data. Furthermore, Trimmomatic v0.36*” was used to perform an additional trimming step using a sliding
window with an average quality threshold of 20. Data were checked for quality by FastQC v0.11.6 (S. Andrews,
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2010. FastQC: a quality control tool for high throughput sequence data; available online at: http://www.bioin-
formatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Assemblies were performed using SPAdes v3.11.1*. Contigs smaller
than 200 bp or with a coverage threshold smaller than 2 were removed manually. Assembly quality control was
performed using Quast v4.6.1*. Genome annotation was processed through Prokka v1.13 including ncRNA
prediction®.

To compare CDS and ncRNA from SA2597 and SA2599, the N315 strain (NC_002745.2) was used as a refer-
ence. Refseq numbers were gathered from N315 and used as ID tags for common genes. For non-common genes,
CDS and ncRNA from SA2597 and SA2599 were blasted with each other with a coverage and identity of 90%.
Finally, refseq numbers were also used to gather KEGG numbers and perform functional classification with the
Kyoto database. The complete genome sequences for the SA2597 and SA2599 strains were deposited in GenBank
under the accession numbers GCA_005280135.1 and GCA_005280145.1.

Transcriptomic analysis. Cultures and transcriptome sequencing were performed in duplicates or tripli-
cates. The ODy, of each culture was normalized to 1.0 at a time of 4 hours for the mono and cocultures. One mL
was centrifuged for 5 minutes at 13,000 rpm. Bacteria were treated with lysostaphin (2.5 mg/mL) and lysozyme
(50 mg/mL) prior to RNA extraction using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). RNAs were treated with TURBO
DNA-free™ (Invitrogen). rRNAs were depleted using the Ribo-Zero rRNA Removal Kit (Illumina). The cDNA
libraries were compiled using the TruSeq Stranded Total RNA Library Preparation Kit (Illumina). The quan-
tification and quality of the DNA libraries was evaluated by Bioanalyzer. The libraries were sequenced using
Ilumina Hi-Seq 2500 with High-Output (HO) mode, using a V4 chemistry sequencing kit (Illumina). Reads
were then processed to remove adapter sequences. Poor quality reads were excluded by Trimmomatic*’, using
a sliding window with an average quality threshold of 20. Each RNAseq read sample was mapped against its
own genome through Bowtie2 v2.3.0 with a sensitive local alignment method®'. Output files were sorted by read
names and converted into BAM format using Samtools v1.3.1. Reads were counted on all feature types (CDS,
nc/t/tm/rRNA) using a union mode on Htseq-count v0.6.1 software™. To estimate the enrichment values for the
differential expression analysis, statistical analysis was done using R v3.3.3 and DEseq2 v1.14.1°°. Gene expression
was considered as dysregulated when: (i) the fold change between co-culture and monoculture was at least 4-fold,
(ii) the dysregulation was observed in the two pairs of strains, (iii) the dysregulation was specific to coexistence
or competition state. The RNAseq data that support our findings are available in the SRAdatabase under the
BioprojectID PRJNA552713, PRINA552715, PRINA552786, PRINA554237, PRINA554233, PRINA554237.

RT-qPCR. RNA extractions were performed using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). A DNAse treatment
was performed on 10 pg of RNAs using TURBO DNA-free™ (Invitrogen). The absence of contaminating gDNA
was controlled by PCR. cDNA was synthetized from 1 ug RNA using the Reverse Transcription system kit
(Promega). The qPCR reactions were performed with PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Thermofisher)
following the manufacturer’s instructions. The target genes and primers used are listed in Table S2. The house-
keeping genes gyrB and hu were used as endogenous control. Gene expression analyses were performed using the
ACt method.

Antibiotic resistance assay. MICs of tetracycline and ciprofloxacin (Sigma) were determined by BHI
micro-dilution (Table S3). For the antibiotic resistance assay, 4 hour mono-cultures of S. aureus and cocultures of
S. aureus/P. aeruginosa were diluted to OD,,,,, = 0.002 or 0.004, respectively, and exposed to antibiotics at MIC
and 2xMIC for 5hours at 37°C at 200 rpm in 1 mL of BHI. Cultures were plated on MSA agar plates for S. aureus
counts. The percentage of bacterial survival after antibiotic treatment was determined by dividing the number of
S. aureus after antibiotic treatment by the number of S. aureus without antibiotic treatment.

Internalization within A549 cells. S. aureus monocultures and S. aureus/P. aeruginosa cocultures were
performed for 4 hours as previously described*’. A549 cells were grown in DMEM GlutaMAX™ medium (Gibco)
supplemented with 10% of Fetal Bovine Serum (37 °C, 5% CO,). 24-well tissue culture plates were seeded at 80
000 cells per well. After 24 hours, the cells were washed twice with 1 ml of Phosphate Buffered Saline (PBS, Gibco)
and infected at a multiplicity of infection (MOI) of 10:1 for mono-culture and 20:1 for coculture. Cells were incu-
bated for 2 hours, then washed once in PBS to remove non-adherent bacteria and incubated for 1 hour in DMEM
GlutaMAX™ supplemented with 400 pg/mL gentamicin (Sigma), 100 ug/mL polymyxin B (Sigma) and 10 pg/mL
lysostaphin to kill extra-cellular bacteria. Cells were washed again with PBS once and lysed with deionized water.
Cell lysates were plated on MSA to quantify the intracellular bacteria.

Ethical statement.  All the methods were carried out in accordance with relevant guidelines and regulations.

Data availability
The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.

The complete genome sequences for the SA2597 and SA2599 strains have been deposited in GenBank under
the accession number GCA_005280135.1 and GCA_005280145.1.

The RNAseq data that support our findings are available in the SRAdatabase under the BioprojectID
PRJNA552713, PRINA552715, PRINA552786, PRINA554237, PRINA554233, PRINA554237.
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Introduction

Les patients CF souffrent d’infections polybactériennes chroniques, conduisant
a une diminution de la fonction respiratoire et, dans la majorité des cas, entrainant la
mort du patient. La relation entre colonisation bactérienne et sévérité de la maladie a
été étudiée et des corrélations ont pu étre établies. En effet, les infections par B. cepacia
causent un déclin rapide de la fonction respiratoire et sont associées a une mortalité
élevée des patients CF (Dentini et al.,, 2017). Ce phénomene, appelé « cepacia
syndrome », peut étre expliqué par les nombreux facteurs de virulence produits,
impliqués dans la la lyse cellulaire, a '’échappement au systeme immunitaire et a la
résistance aux composés anti-microbiens (anticorps, peptides, antibiotiques) (Loutet
and Valvano, 2010).

Concernant nos bactéries d’intéréts, plusieurs études ont été menées pour
identifier si les mono-infections par S. aureus ou P. aeruginosa ou les co-infections
par ces deux bactéries étaient associées a un avenir respiratoire plus sévere. Ces études
ont révélé des effets contradictoires sur la colonisation par ces deux bactéries sur les
fonctions pulmonaires. La co-colonisation précoce par S. aureus et P. aeruginosa chez
les enfants CF est responsable d'une plus grande augmentation des marqueurs pro-
inflammatoires ainsi qu'une survie a 10 ans beaucoup plus faible (Hudson et al., 1993;
Sagel et al., 2009). Les enfants, colonisés par P. aeruginosa seul, présentent
néanmoins des marqueurs inflammatoires plus élevés que les mono-infections par S.
aureus (Hudson et al., 1993; Sagel et al., 2009). Néanmoins, Ahlgren et al (Ahlgren et
al., 2015) montre que les patients colonisés par S. aureus présentent moins
d’exacerbations que les patients uniquement colonisés par P. aeruginosa. Ces résultats
ont été confirmés plus tard en montrant que les patients co-infectés possédaient un
bilan clinique général moins sévere que les patients mono-infectés par P. aeruginosa
(Cios et al., 2019a). En séparant S. aureus suivant sa susceptibilité a la méthiciline, les
patients colonisés par des souches MRSA présentent un niveau de détérioration
clinique (nombre d’exacerbation, nombre de traitement par intra-veineuse (IV) et
hospitalisation) plus élevé que les patients MSSA. Ce degré de sévérité est conservé en
co-infection (MRSA+P. aeruginosa > MSSA+P. aeruginosa) mais la mono-infection
par P. aeruginosa reste la plus sévere (Hubert et al., 2013). Enfin, une étude

s'intéressant sur le lien entre CFRD et infection montre que les patients CF diabétiques
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ont plus de risque d’étre co-colonisés par S. aureus et P. aeruginosa. Il semble s’établir
que les patients mono-infectés par P. aeruginosa ont un bilan clinique plus sévere que
les patients mono-infectées par S. aureus mais, que le statut de co-infection reste flou.
De plus, aucune de ces études n’a pris en compte I’état d’'interaction entre S. aureus et
P. aeruginosa chez les personnes co-infectées. En effet notre étude 1 montre que le
phénotype de co-existence engendre des modifications transcriptomiques et
phénotypiques qui pourrait aggraver le tableau clinique (augmentation résistance aux
antibiotiques et de I'internalisation).

Notre étude a été menée pour mieux caractériser I’état clinique des patients
mono- et co-infectés par S. aureus et P. aeruginosa tout en regardant, chez ces
derniers, si 'état d’interaction entre ces deux bacéries a un impact sur la sévérité de la
maladie. Les données cliniques de 212 patients de la cohorte lyonnaise ont été
récupérées (données démographiques e.g IMC, age, sexe, génotype CFTR, CFRD;
données de sévérité de la maladie e.g nombre d’exacerbation, d’hospitalisation,
traitement IV, malnutrition ; statut infection S. aureus/P. aeruginosa). De plus, pour
les patients co-infectés, des tests de compétition sur gélose TSA ont été effectués pour
connaitre le statut d’interaction. Les patients ont ensuite été séparés en 3 groupes
différents suivant leur statut infectieux : S. aureus seul, P. aeruginosa seul ou co-
infection. Une analyse par FAMD (Factor Analysis of Mixed Data) a été effectuée pour
détecter les similarités et I'hétérogénéité entre les patients en utilisant les variables
qualitatives (sexe, génotype CFTR, CFRD, malnutrition) et quantitatives (IMC, age,
nombre d’exacerbations, nombre de jours et durée d’hospitalisation, FEV1 et nombre
de traitement IV). Ensuite, des analyses statistiques en utilisant des tests de Kruskal-
Wallis/Mann-Whitney ou exacte de Fisher ont été réalisés suivant si les données sont
quantitatives ou qualitatives.

Les résultats montrent que les patients mono-infectés par S. aureus présentent
un bilan clinique meilleur que les autres groupes (P. aeruginosa seul ou co-infection).
De plus les personnes co-infectées (sans distinction du type d’interaction) ne
présentent pas de tableau clinique différent avec les patients mono-infectés par P.
aeurigonsa. Enfin, I’état de coexistence représente une tres grande proportion (65,3%)

de souches isolées de patients co-infectées. Comparé a une mono-infection par S.
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aureus, les couples d’isolats en compétition aggravent plus les fonctions pulmonaires

que les couples d’isolats en coexistence.
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Abstract:

Staphylococcus aureus (SA) is the major colonizer of the lung of cystic fibrosis (CF) patient
during childhood and adolescence. As patient aged, the prevalence of SA decreases and
Pseudomonas aeruginosa (PA) becomes the major pathogen infecting adult lungs. Nonetheless,
SA remains significant and patients harbouring both SA and PA are frequently found in
worldwide cohort. Impact of coinfection remains controversial. Furthermore, co-infecting
isolates may compete or coexist. The aim of this study was to analyse if co-infection and
coexistence of SA and PA could lead to worse clinical outcomes. The clinical and
bacteriological data of 212 Lyon CF patients were collected retrospectively, and patients were
ranked into three groups, SA only (n=112), PA only (n=48) or SA plus PA (n=52). In addition,
SA and PA isolates from co-infecting patients were tested in vitro to define their interaction
profile. Sixty five percent (n=34) of SA/PA pairs coexist. Using univariate and multivariate
analysis, we confirm that SA patients have a clinical condition less severe than others, and PA
induce a poor outcome independently of the presence of SA. FEV1 is lower in patients infected
by competition strain pairs than in those infected by coexisting strain pairs compared to SA
mono-infection. Coexistence between SA and PA may be an important step in the natural

history of lung bacterial colonization within CF patients.

Keywords: Cystic Fibrosis, infection, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

clinical outcome.
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Introduction:

Cystic fibrosis (CF) is the most common genetic disease among Caucasian population that
affects multiple organs and causes various complications associated with patient death such as
cystic fibrosis liver disease (1) (CFLD) or cystic fibrosis related diabetes (2) (CFRD) (1, 2).
However, the first cause of morbidity and mortality in CF remains the progressive decrease in
pulmonary function leading to an obstructive syndrome (3). This decline is generally due to the
continuous inflammation provoked by polymicrobial infections (3).

The main clinically significant bacteria are Staphylococcus aureus (SA) and Pseudomonas
aeruginosa (PA). SA infection occurs early in children and affects up to 80% of patients aged
5-19 years [4]. In early childhood, SA infection is responsible for increasing inflammatory
markers [5,6] and in adolescence, patients with high SA density in throat swabs present
deterioration of lung function [7]. However, despite the implication of SA in worse clinical
statue, PA, which becomes the dominant pathogen of the respiratory tract in adulthood [4] (up
to 60% of patients > 18 years), remains traditionally the most feared pathogen due to its strong
association with most severe clinical outcomes, such as a more robust inflammation, an increase
in the number of exacerbations and a decrease in forced expiratory volume in one second
(FEV1) [8-11].

Even if SA colonization decreases as patients aging, SA infection concerns more than 30% of
CF adults (4). Among these cases, co-infection by PA and SA remains significant (5). However,
it is difficult to determine whether this co-infection is a transitional stage between SA alone and
PA alone or whether permanent co-infections with these two bacteria exist. Several in vitro
studies deciphered the relationships between SA and PA in a context of pulmonary co-infection
(6-10). According to recent studies, an evolution occurs regarding SA and PA clinical isolates

interaction. PA early-colonizing isolates show a strong antagonism towards SA strains (7, 8)
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especially by producing anti-staphylococcal compounds, leading to a competition state (10).
However, PA isolated from chronic lung infection lack this competitiveness and SA succeeds
to coexist durably with PA (6, 9, 11). In this way, we previously demonstrated that in this
context of coexistence without antagonism, the two bacteria may cooperate to persist more
easily in lungs (Briaud et al., 2019).

Only few studies investigated the impact of SA-PA co-infection and clinical outcomes. In
addition, none of them considered the interaction state (competition vs coexistence) between
SA-PA. So far, available data have shown conflicting results on the link between SA-PA co-
colonization and clinical outcomes. Ahlgren et al., did not find a significant clinical difference
in adult patients co-colonized with SA plus PA compared to patient colonized solely by PA
(12). Two studies highlighted a higher respiratory decline and rate of hospital admission for
patients infected by PA alone in comparison with patients co-infected by SA-PA or by SA alone
(5, 13). Finally, other studies reported that SA-PA co-infection is associated with a worse
clinical outcome (14—17).

The aim of the study was to better characterize (i) co-infected patients with demographic data
(age, BMI, gender) and (ii) the interaction state (competition or coexistence) between the two
bacterial species. We also examined the consequence of SA-PA co-infection and SA-PA
interaction state (competition vs coexistence) on pulmonary functions (FEV1%) and clinical
outcomes (e.g. number of exacerbations, number of hospitalization). By computing
demographic and clinical data with pulmonary infectious status, we gain more information

about the impact of SA and PA infections and interactions in CF patient’s health.

Materials and Methods:

Patients:



medRXxiv preprint first posted online Jan. 18, 2020 ; doi: http://dx.doi.org/10.1101/2020.01.17.20017863 . The copyright holder for this
preprint (which was not peer-reviewed) is the author/funder, who has granted medRxiv a license to display the preprint in perpetuity.
All rights reserved. No reuse allowed without permission.

96  The clinical and bacteriological data of CF patients supervised at the two CF Centers in Lyon,
97  France, (CRCM: Centre de Ressources et de Compétences de la Mucoviscidose) were collected
98  from February 2017 to August 2018.

99  The inclusion criterion was a stable microbiological status for SA and /or PA colonization,
100  defined by the following criteria: 1) at least three respiratory samples collected for each patient
101 throughout the period considered (ii) at least two months between two successive samples (iii)
102 all samples collected during the study for a patient had the same status with respect to the
103 presence of SA and / or PA. The patients who did not match the criteria, or who were not co-
104  colonized by SA or PA were excluded.

105  This study was submitted to the Ethics Committee of the Hospice Civil de Lyon (HCL) and
106  registered under CNIL No 17-216. All patients were informed of the study and did not oppose
107  to the use of their data.

108

109  Clinical data gathering:

110  Clinical data were extracted from computerized medical files (Easily®). Data collected were:
111  gender, age at the time of the last sampling, CFTR genotype classified between severe and
112 moderate genotype regardless of clinical severity (5, 18), pancreatic insufficiency defined by a
113 faecal elastase <200pg/g, CF-related diabetes (CFRD) or a carbohydrate intolerance, cirrhosis,
114  an oral or enteral supplementation and/or an undernourishment (defined as a body mass index
115  (BMI) (weight/height?) lower than 17kg/m2 in an adult and -2 standard deviations (SD) in a
116  child according to the gender and age). The pulmonary function was defined by the FEV1
117  expressed as a percentage of the predicted value (%pred). We also gathered the number of
118  hospitalizations, the length of hospital stays and the number of exacerbations during the 9
119  months preceding the last sample.

120
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121  Microbiology:

122 The microbiological composition of each respiratory sample was determined by the Institute
123 for Infectious Agent, HCL. The interaction state (coexistence or competition) of SA-PA pairs
124  was defined by agar competition assay as previously described (Briaud et al., 2019). Briefly,
125  SA and PA isolates recovered from co-infected patient’s expectorations were cultured in 10ml
126 of BHI, at 37°C, 200 rpm. From overnight cultures, SA and PA suspensions were diluted to
127 ODgoonm =0.5. Then, 100uL of SA suspension was spread uniformly onto trypticase soy agar
128  (TSA) plates. After a drying time, Sul of PA suspension were spotted at the centre of the plates.
129  The plates were incubated at 37°C for 24 hours. The competitive phenotype was characterized
130 by an inhibition halo of SA growth. In absence of inhibition halo, isolates were defined in
131  coexistence.

132

133 Based on these microbiological analyses, the patients were categorized into four groups: (i) SA
134 alone, (ii) PA alone, (iii) or SA-PA in competition, and (iv) SA-PA in coexistence.

135

136  Statistical analysis:

137  Two different analyses were performed using the same process: (i) SA vs PA vs SA+PA, and
138  (ii) SA vs PA vs SA+PA in coexistence vs SA+PA in competition.

139  Factor Analysis of Mixed Data (FAMD) was used for initial data screen. Then, univariate
140  analysis was done to determine significant differences between groups. For continuous
141  variables (age, BMI, FEV1, number of hospitalizations, length of hospitalization and number
142 of exacerbation), Kruskal-Wallis tests were used to identify whether a population was different
143 from the others. Afterward, to individually test each pair of populations from significant
144 Kruskal-Wallis tests, a Mann-Whitney Wilcoxon tests was used. Fisher’s exact tests were

145  performed to compare categorical variables (CFTR genotype, gender, Denutrition, pancreatic
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146  insufficiency, CFRD, liver cirrhosis, enteral nutrition and food supply). For multiple
147  comparisons, tests were corrected by a Bonferroni method and statistical significance was set
148  with a g-value threshold at 0.05. Finally, a multinomial log-linear model (nnet package (19))
149  was used to determine significant associations between infectious status groups and variables
150  retained by Akaike information criterion (AIC) (20). The AIC analysis was performed in order
151  to identify the smallest and fittest set of variables describing our data. An adjusted odds-ratio
152 with 95% confidence interval was reported for each final variable. All analyses were performed
153  using R v3.5.3 (21).

154

155 Results:

156

157  Clinical characteristics of patients

158  Of the 655 CF patients monitored in Lyon hospitals, we selected patients with at least three
159  respiratory specimens with SA and / or PA during the study period. 276 patients were excluded
160  because of the absence of the three required samples. Sixty-five patients had neither SA nor PA
161  infection. Finally, 48 and 54 patients were excluded because of unstable SA-PA co-colonization
162  during the period or the inability to assess their pulmonary function (age <4 years). Finally, 212
163  patients with CF were included in this study.

164  The cohort consisted of 124 adults and 88 children with a mean age of 21.70 years (range 4-
165  69). The male-female ratio was homogeneous with approximately 51.42% (n=109) of men.
166  About 80.66% (n=171) had a severe CFTR genotype and 41 patients had a moderate one.
167  During this period, 39.62% (n=84) had an exacerbation and 25.94% (n=55) of the patients were
168  hospitalized (Table S1).

169  The 212 patients were classified following their chronic bronchial colonization in 3 different

170  groups: SA alone, PA alone and SA+PA. Co-infected patients were split into 2 subclasses
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171  (competition and coexistence) regarding the SA-PA interaction state determined by agar
172 competition assay (Table 1). Among the 212 patients, 52.83% (n=112) had chronic bronchial
173 colonization with SA, 22.64% (n=48) with PA and 24.53% (n=52) with SA+PA. Within the 52
174  co-infected patients, 65.38% (n=34) of SA and PA isolates presented a coexistence interaction
175  and 34.62% (n=18) presented a competition phenotype. Patients solely colonized with PA were
176  older (average of 32.02y) than co-infected patients (average of 23.38y) and themselves older
177  than patients colonized by SA (average of 16.49y) (Table 1). This is consistent with the natural
178  history of infections and international values (4).

179

180  We proceeded to a FAMD analysis to decipher the similarity and heterogeneity between patient
181  groups using both continuous and categorical variables. The two first retained axes accounted
182  for 39.47% of the total variance of the data (Fig. S1). Four variables contributed to the first axe:
183  number of exacerbations, number and days of hospitalization and FEV1. Age, BMI and not
184  having pancreatic insufficiency contributed to the second axe. The repartition of the 212
185  patients based on the two first dimensions overlaped between the 4 groups (Fig. S1). Patients
186 infected by SA were the most represented group and appeared to have clinical variable values
187  more homogeneous than other patients. On the contrary, patients co-infected in a coexistence
188  state seemed to have values with a greater heterogeneity (Fig. S1).

189

190  Impact of the co-infection on CF patient clinical outcome

191 In order to define whether co-infection was associated with poorer clinical outcome, we
192 compared three groups: patients infected with SA, patients infected with PA and patients co-
193  infected with SA-PA. Continuous variable analysis differentiated the 3 patient groups (Table
194 2). SA patients seemed to be younger than co-infected patients, themselves younger than PA

195  patients (p<0.0001). SA group stood out from others by lower BMI values (PA vs SA:
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196 p<0.0001, SA+PA vs SA: p=0.0074), a smaller number of hospitalizations (PA vs SA:
197  p=0.0017, SA+PA vs SA: p=0.0013), a reduced length of hospitalizations (PA vs SA:
198  p=0.0011, SA+PA vs SA: p=0.0010), a lower number of exacerbations (p<0.0001) and an
199  higher FEV1 (p<0.0001). Co-infected and PA groups were not statistically different for number
200  of hospitalizations, length of hospitalizations, number of exacerbations and FEV1. Only age
201 (p=0,0012) and BMI (p=0,029) values were significantly different. For the analysis of
202  categorical variables, CFRD was only statistically significant between PA versus SA mono-
203  infected group (p=0.0031) and co-infected patients versus SA (p=0.0169) (Table S2).

204  To further investigate these results and to consider potential association between variables,
205  multinomial analysis with infection type as outcome was performed using age, BMI, FEV1,
206  number of exacerbations, number of hospitalizations, length of hospitalizations and CFRD
207  (Table 3). Analyse through AIC criteria removed the three last characteristics suggesting that
208  number and length of hospitalizations and CFRD could not be associated with infection type.
209  The final model demonstrated that patients infected with PA were more likely to have a high
210  BMI [OR (95% CI): 1.2662 (1.0313, 1.5545)], a higher number of exacerbations; [OR (95%
211 CI):2.0282 (1.2559, 3.2755)] and lower FEV1 [OR (95% CI): 0.9612 (0.9355, 0.9877)] relative
212 to patients infected with SA (Table 3). The results were similar when the co-infected group was
213 compared to SA only [OR (95% CI)]: BMI: 1.2022 (1.0015, 1.4432); exacerbations: 2.1660
214 (1.3514,3.4078); FEV1:0.9701 (0.9478, 0.9930)]. Comparing SA-PA group versus PA group,
215  only age criteria was significant as co-infected patients were more likely to be younger than
216  PA-mono-infected patients [OR (95% CI): 0.9477 (0.9017, 0.9961)].

217

218  Impact of the bacterial coexistence and competition within co-infected CF patients

219  The second objective of this study was to determine whether the interaction profile between SA

220  and PA could affect patient clinical outcome. Thus, we compared the mono-infected groups
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221  (SA only and PA only) with two co-infected groups: SA plus PA in coexistence and SA plus
222 PA in competition.

223  Using continuous variables, the comparison between coexistence and competition groups
224 showed no significant difference (Fig. 1). No statistical differences were also found between
225  PA mono-infected and either SA plus PA in coexistence or in competition. Compared to SA
226  groups, both SA plus PA interaction groups seemed to infect older patients (Coex. vs SA.:
227  p=0.0057; Comp. vs SA: p=0.0243) with a higher number of exacerbations (Coex. vs SA:
228  p<0.0001; Comp. vs SA: p=0.0003) and lower values of FEV1 (Coex. vs SA: p<0.0001; Comp.
229  vs SA: p=0.0001). However, it is important to notice that, for BMI, number of hospitalization
230  and length of hospitalization criteria, only coexistence group is significantly different from SA
231  groups (Fig. 1). So, coexistence group presented higher values of BMI (p=0.0449), higher
232 number of hospitalizations (p=0.0043) and longer stay of hospitalizations (p=0.0026) compared
233 to SA groups.

234  Considering categorical variables, none characteristics were statically significant between the
235  two types of interaction (Table S3). However, comparing SA group, there was higher number
236  of CFRD patients in the coexistence group (p=0.0164); such criteria was not significant when
237  SA group was compared to competition group.

238  Finally, multinomial analysis was performed using all significant characteristics from
239  univariate tests. The final predictors retained after analyses of deviance through AIC criteria
240  were BMI, supply of food, number of exacerbations and FEV1. A significant difference was
241  found between the two types of interaction in co-infected patients. The coexistence state group
242 was more likely to need food supply than the competition group [OR (95% CI): 0.2262 (0.0536,
243 0.9541)] (Table 4). As univariate results, multivariate analyses confirmed that patients co-
244 infected by either a coexisting SA-PA pair, or a competition pair had higher odds of having

245  more exacerbations than those infected only by SA [OR (95% CI): 2.2896 (1.3982, 3.7494):

10
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246 1.9090 (1.0956, 3.3262) respectively]. Compared to SA group, the competition state group
247  seemed to have lower values of FEV1 [OR (95% CI): 0.9589 (0.9300, 0.9887)] whereas the
248  coexistence state group were more likely to have higher BMI [OR (95% CI): 1.2047 (1.0210,
249  1.4213)].

250

251  Diabetes outcome and infectious status are not associated

252  Additional multivariate analyses were performed concerning CFRD patients due to statistically
253  significant difference between groups when performing univariate analyses (Table S2 and
254  Table S3). First of all, a multinomial analysis was conducted with the entire variables (including
255  the infection status) and taking CFRD as outcome. Through the analyses of deviance conducted
256 by AIC criteria, the following variables were excluded from the multinomial analysis: sex, BMI,
257  undernourishment, enteral nutrition, cirrhosis, length of hospitalisation, number of
258  exacerbations, FEV1 and type of infection. Thus, all these variables were not associated to
259  CFRD and CFRD patients were not more likely to be infected by neither SA nor PA nor
260  coinfected by SA plus PA. Five characteristics were conserved in the final model where odds
261  ratios and associated adjusted p_values were reported (Table 5). CF-related diabetes patients
262  were more likely to be older [OR (95% CI): 1.1013 (1.0543, 1.1504)], to need more food supply
263  [OR (95% CI): 3.0259 (1.2297, 7.4459)] and were more hospitalized [OR (95% CI): 2.1662
264 (1.5254,3.0763)].

265

266  Discussion

267

268  Lungs of CF patients are colonized by multiple bacteria and several studies were conducted to
269  decipher the impact of these colonisations on the clinical outcomes. We focused our study on

270  the two major pathogens responsible for chronic colonization: Staphylococcus aureus and

11
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271  Pseudomonas aeruginosa. There is no gold standard to define chronic colonization especially
272  for SA. For PA infection, Leeds criteria (22) are sometimes used and define ‘chronic’ when
273 more than 50% of the preceding 12 months were PA culture positive. This definition requires
274  frequent expectoration sampling. Furthermore, these criteria may lack sensitivity and are not
275  always considered by clinicians (23). Alternatively, PA serology appears to be a sensitive
276  criterion to classify PA infection, especially in non-expectorating children but is not always
277  available (24). In order to clearly study the impact of SA and/or PA infection, we focused on
278  stabilized infections. Therefore, we considered chronic colonization when at least 3 samples
279  over a 9-month period had the same colonization pattern. These criteria are close to the
280  definition of European Consensus Criteria for PA colonisation. However, this stringent method
281  led to the exclusion of 33% of our cohort; 10% of patients were also excluded due to a change
282  in colonization status during the period studied. Finally, in our study, 52.83% of the remaining
283  patients had SA chronic colonization, 22.64% PA chronic colonization and 24.53% had chronic
284  co-colonization with both bacteria. These data are consistent with previous studies (5, 25).

285  The first point of our study was to compare the impact of chronic colonization by SA alone, PA
286  alone and SA plus PA on clinical outcome of CF patients. Indeed, being able to evaluate (or
287  even predict) the risks that a patient incurs depending on the type of bacterium and/or on
288  Dbacterial associations (in particular between PA and another pathogen) that colonize the lungs,
289  remains one of the major challenges in the management of patients. Thus, identifying patients
290  with harmful bacterial associations would be of clinical interest as they have increased risks of
291  worse clinical outcome. These bacterial association could become a therapeutic priority and
292 could be eradicated by targeting, for example, one of the pathogens. Conversely, we could
293 speculate that co-infection between PA and another bacterium represents a milder step in the

294  disease evolution, probably an intermediate stage between SA alone and PA alone.

12
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295  In our study, we did not observe any differences regarding clinical status between patients co-
296 infected by PA and SA and those infected by PA alone. This suggests that the SA plus PA
297  combination does not lead to over- or under morbidity compared to the presence of PA alone
298  in the lungs and that there is no addition of the effects of the two pathogens. As soon as PA
299  colonise the CF lungs, whether SA is present or not, the clinical condition of the patients appears
300  to deteriorate. This agrees with the study by Ahlgreen et al. [12] but disagree with others [5,14-
301  17,22]. Indeed, studies on large size cohort with no distinction concerning age, suggested that
302  PA mono-infected group was the most severe [5,22] unlike studies on smaller cohort focus on
303  childhood concluded that co-infected group had the worst clinical outcomes [14,15,17]. In our
304  study, we did not focus on specific age class due to the limited size of the cohort. The sizes of
305 the cohorts and the age class studied could explain these dissimilarities and should be
306  considered to analyse CF clinical outcome.

307  Our results showed that SA chronic colonization conducted to a higher FEV1 (85.87+ 22.39),
308 less exacerbations (0.25+0.69), a smaller number of hospitalizations (15.18% of SA patients)
309  and shorter stay (8.00 £+ 6.10) than SA plus PA co-infection or PA alone. This result confirms
310  previous studies (12) showing that SA infection alone is a marker of milder disease comparing
311  toPA, with less exacerbation rate and highest clinical score. Moreover, Hubert et al. (5) pointed
312 out that co-infection by methicillin-susceptible SA (MSSA) and PA was more severe (lower
313  FEVI1 and higher IV antibiotic courses in one year) than mono-infection by MSSA. In the same
314  way, Cios et al. (25) found that only MSSA group was milder comparing to co-infection group.
315  Notably, association between SA alone and milder disease was not observed with MRSA.
316 Indeed, MRSA was associated with higher hospitalization rate and re-hospitalization compared
317  to co-infection. The SA methicillin resistant status seems to be, at the opposite, a severity
318  marker of SA infection in CF patients. In our cohort, only 15 MRSA cases were reported. This

319  low case number was not enough to perform analyses and conclude about impact of methicillin-

13
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320  resistance status on clinical outcomes. Further studies are required to figure out why MRSA -
321  per se or as a surrogate marker of other genetic determinants- negatively impact the clinical
322 outcome of CF patients. Moreover, other features of SA strains, such as the toxins production,
323 could complement this analysis to more accurately describe the impact of SA in CF population.
324

325 CFRD is a severe complication of CF and association with bacterial infection could be used as
326  a predictive marker of severity. CFRD seemed to be overrepresented in mono-infected PA
327  (29.17%) and coinfected (25%) patients and under-represented in mono-infected SA patients
328  (8.04%). CFRD represented 16.98% of our total patients and was slightly higher to CFRD rate
329  in European population (26). Limoli et al. (16) showed that CFRD status was marginally
330  associated, with an higher odds ratio, with co-infection by both SA and PA [OR (95% CI): 1.90
331  in comparison to SA or PA mono-infection(0,99, 3,6)]. We did not confirm this result. Indeed,
332 our multivariate analysis demonstrate that CFDR was associated to the age of the patients [OR
333 (95% CI): 1.1013 (1.0543, 1.1504)]. As co-infected and PA infected patients are older than SA
334  patients, CFDR could be more represented in the two first groups. However, we cannot exclude
335 that the difference between the two studies can be explained by a lower number of patients in
336  our study.

337

338  The second objective of the present study was to evaluate the impact of the type of interaction
339  between SA and PA (competition or coexistence) on clinical outcomes. Among the 52 patients
340  co-colonized with SA and PA, 65.38% of strain pairs were in coexistent interaction and 34.61%
341  in competition. These competitive and coexistence status were already described (6-8, 11, 27,
342 28). However, this is the first time that the type of interaction was evaluated in a large number
343 of clinical isolates and we described that coexistence is the predominant interaction type in

344  chronically co-colonized patients.

14
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345  Ithas been accepted and described for a long time that PA could suppress SA growth by several
346  mechanisms (10). These data led to the theory that PA colonization causes SA elimination into
347  lungs patients. In fact, in our cohort, 24% of patients are co-colonized, which is consistent with
348  other studies (5, 16). Moreover, SA-PA pairs from co-infected patients were mostly coexisting.
349  Thus, our study shows that in 34 patients, chronical co-colonization may be due, at least in part,
350  to the inability of PA to suppress SA. It has been well described that, in CF lungs, PA strains
351  evolve and adapt from virulent early-infecting strains to less-virulent late-infecting strains (6,
352 8). Stresses induced by the pulmonary environment (oxidative and osmotic), antibiotic
353  treatments, immune system and other bacteria species, constitutes selective pressure forces for
354  adaptive mutations selection (8, 11, 17). Virulence changes could also reduce the antagonistic
355 action of the PA isolates on SA (7, 8). However, of all the factors affecting PA's evolution to
356  the pulmonary environment, the role of SA on PA evolution remains to be explored.

357  Nonetheless, in the present study, we did not observe a different age between patients colonized
358  with coexisting isolates (23.24 + 10.52) and patients colonized with competitive pairs (23.67 =
359  8.98). This suggests that there would be no link between adapted late-infecting strains and
360  coexistence. In order to clarify this point, longitudinal studies will be necessary to evaluate the
361  link between bacteria interaction status and isolates evolution.

362 How PA tolerance towards SA may contribute to worst clinical outcome is a point that has not
363  been explored before. Except for food supply through multinomial analyses, no significant
364  difference in clinical outcomes between patient with coexisting pairs and patients with
365 competitive pairs was observed. Nevertheless, compared to SA group, patients infected by
366  competition pair were more likely to have lower FEV1 than those infected by coexisting pair.
367  These results may suggest that competition isolates may induce a more severe disease. Several
368 quorum sensing dependent virulence factors are produced by competition PA strains such as

369 rhamnolipids and phenazines (10), that could trigger an higher inflammatory response and a
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370  lower FEV1. On the contrary, coexisting PA strains lacking the production of virulence factors
371  could less damage the lung environment. The clinical outcome is therefore mainly due to the
372  genotype/phenotype of PA. However, as described previously, the PA adaptation is related to
373  many environmental factors, including the surrounding bacteria. Thus, in the coexistence
374  context, a current analysis of SA impact on PA transcriptome and growth phenotype suggests
375  that SA could favour PA persistence (Camus et al., in preparation), and then influence the
376  clinical evolution. A larger patient cohort would be necessary to evaluate the real impact of
377  coexistence state on clinical outcomes. Coexistence between SA and PA may be an important
378  step of lung bacterial colonization in CF patient, and preventing this phenomenon could
379  participate in an adapted or even personalized management of CF patients.

380
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Table 1: Clinical characteristics of CF patients according to their bacteriological status

medRXxiv preprint first posted online Jan. 18, 2020 ; doi: http://dx.doi.org/10.1101/2020.01.17.20017863 . The copyright holder for this
preprint (which was not peer-reviewed) is the author/funder, who has granted medRxiv a license to display the preprint in perpetuity.

SA alone PA alone SA and PA
(%) (%) competition coexistence merge p_value*
Number 112/212 48/212 18/52 (34.61)  34/52 (65.38) 52/212
Age (years) 16.49+£8.77 32.02+ 23.67 +8.98 23.24£10.52 2338+ <0.0001*
>18 years 45/112 42/48 14/18 23/34 37/52
Sex, male 63/112 23/48 10/18 13/34 23/52 ns
Genotype
Moderate 26/112 9/48 3/18 3/34 6/52 ns
Severe 86/112 39/48 15/18 31/34 46/52
BMI (kg/m?) 18.06 £2.68 20.74+2.42 19.25+2.56 19.71 £3.56 19.55+ <0.0001*
Undernourishment 11/112 1/48 1/18 3/34 4/52 ns
Food supply 23/112 13/48 3/18 15/34 18/52 ns
Enteral nutrition 4/112 0/48 0/18 4/34 4/52 ns
Pancreatic 101/112 45/48 17/18 33/34 50/52 ns
CF-related diabetes 9/112 14/48 3/18 10/34 13/52 0.0007°
Cirrhosis 6/112 2/48 0/18 1/34 1/52 ns
Hospitalizations during
Number 17/112 18/48 6/18 14/34 20/52 0.0003*
Length 8.00 +£6.10 1739+ 7.33+£6.12 29.14 £27.39 22.60 + 0.0002*
Number of 0.25+0.69 1.44+1.37 1.28 + 135+ 133+ <0.0001*
FEV1(% predicted) 85.87 55.09 £ 59.72+£18.73  64.59+21.79 62.90 + <0.0001*

BMI: Body Mass Index

FEV1: Forced Expiratory Volume in one second

* P values from comparison between three groups: SA vs PA vs SA+PA (merge).

2 P values from Kruskal-Wallis non-parametric test for comparison of the three groups (continuous

variables)

® P values from Fisher’s exact test for comparison of the three groups (categorical variables)
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495  Table 2: P-values for continuous variables comparisons between SA mono-infected (SA), PA
496  mono-infected (PA) and co-infected groups (SA+PA). Mann-Whitney Wilcoxon non-

497  parametric test corrected by a Bonferroni method was used.

498
SA+ PA vs SA+PA vs
PA vs SA
SA PA
Age <0.0001 <0.0001 0.0012
BMI <0.0001 0.0074 0.029
Number of hospitalizations 0.0017 0.0013 ns
Length of hospitalization 0.0011 0.0010 ns
Number of exacerbations <0.0001 <0.0001 ns
FEVI <0.0001 <0.0001 ns
499
500
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501 Table 3: Adjusted odds ratios of cystic fibrosis patients’ infection status. Multinomial

502  regression analyses were performed to study associations between the type of infection (SA

503  mono-infected (SA), PA mono-infected (PA) and co-infected groups (SA+PA)) and clinical

504  outcomes. Adjusted odds ratios with 95% confidence intervals (CI) are mentioned.

505
PA vs SA SA+ PA vs SA SA+PA vs PA
OR(95%CI) p value OR (95% CI) OR (95 % CI)  p_value
0.9477
Age - 0.1354 0.0345
(0.9017, 0.9961)
1.2662 1.2022
BMI 0.0242 - 0.5913
(1.0313, 1.5545) (1.0015, 1.4432)
Number of 2.0282 2.1460
0.0038 - 0.7298
exacerbations  (1.2559, 3.2755) (1.3514, 3.4078)
0.9612 0.9701
FEV1 0.0043 - 0.4947
(0.9355, 0.9877) (0.9478, 0.9930)

506

507

508
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509 Table 4: Adjusted odds ratios of cystic fibrosis patients’ infection status. Multinomial
510  regression analyses were performed to study associations between the type of infection (SA
511  mono-infected (SA), PA mono-infected (PA) and co-infected groups in coexistence state
512 (Coex.), or in competition state (Comp.)) and clinical outcomes. Adjusted odds ratios with 95%

513  confidence intervals (CI) are mentioned.

514
Coex vs SA Comp vs SA Comp Vs Coex
OR (95 % CI) p value  OR (95 % CI) p_value OR (95 % CI) p_value
1.2047
BMI 0.0273 - 0.3199 - 0.4872
(1.0210, 1.4213)
0.2262
Food supply - 0.0801 - 0.3609 0.0430
(0.0536, 0.9541)
1.9090
Number of 2.2896
0.0010 (1.0956, 0.0228 - 0.4472
exacerbations  (1.3982, 3.7494)
3.3262)
0.9589
FEV1 - 0.0861 (0.9300, 0.0072 - 0.1885
0.9887)
515
516
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Table 5: Adjusted odds ratios of cystic fibrosis-related diabetes (CFRD) patients’ infection
status. Multinomial regression analyses were performed to study associations between cystic
fibrosis-related diabetes (CFRD) and other clinical outcomes including infection type. Adjusted

odds ratios with 95% confidence intervals (CI) are mentioned.

OR (95 % CI) p_value

1.1013
Age <0.0001
(1.0543, 1.1504)

Genotype - 0.1022
3.0259
Food supply 0.0160
(1.2297, 7.4459)
Pancreatic
- 0.8192
insufficiency
Number of 2.1662
<0.0001

hospitalizations (1.5254, 3.0763)

26



539

540

541

542

543

medRXxiv preprint first posted online Jan. 18, 2020 ; doi: http://dx.doi.org/10.1101/2020.01.17.20017863 . The copyright holder for this
preprint (which was not peer-reviewed) is the author/funder, who has granted medRxiv a license to display the preprint in perpetuity.

All rights reserved. No reuse allowed without permission.

P=0.0243
P=0.0057
80 P<0.0001
60
®
g
= 40_
©
[®)]
<
20
0 T T T T
SA PA Coex. Comp.
P=0.0043
2.0 P=0.0098
(2]
c
kel
© 1.54
N
S
2 1.0+
e
G
@ 0.5
Q
€
2
0.0-

SA

PA  Coex. Comp.

BMI (weight/height’)

Length of hospitalization (days)

407

30

204

104

259

20

15

104

P=0.0449
P<0.0001
1 I I 1
SA PA Coex. Comp.
P=0.0026
P=0.0077
SA  PA Coex. Comp.

FEV1 (%prediction)

Number of exacerbations

1509

100

(94
(=)
1

P<0.0001

e H

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0-

SA  PA Coex. Comp.
P=0.0003
P<0.0001
P<0.0001
SA PA Coex. Comp.

Fig 1: Comparison between SA mono-infected (SA), PA mono-infected (PA) and co-infected

groups in competition (Comp) or in coexistence (Coex). Mann-Whitney Wilcoxon non-

parametric test corrected by a Bonferroni method was used
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548  Fig. S1: Individual factor map from FAMD based on 212 patients using the two first principal
549  components. Patients are colored according to their infection type, SA mono-infected (red), PA
550  mono-infected (yellow), SA+PAcoinfection in a competition state (blue), SA+PA coinfection
551  in a coexistence state (cyan). Associated eigenvalue plot is shown at the top right.
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553  Table SI: Patients characteristics at the time of the study

Numbers of Mean + SD or
Baseline characteristics patients Percentage
Age (years) 212 21.70 £12.09
>18 years 124/212 58.49%
Sex, male 109/212 51.42%
Genotype
Moderate 41/212 19.34%
Severe 171/212 80.66%
BMI (kg/m?) 212 19.03 £2.97
Undernourishment 16/212 7.55%
Food supply 54/212 25.47%
Enteral nutrition 8/212 3.77%
Pancreatic sufficiency 16/212 7.55%
CF-related diabetes 36/212 16.98%
Cirrhosis 9/212 4.25%
Hospitalizations during
study period 55/212 25.94%
Number 1.96 +1.17
Length (days) 16.38 + 18.28
Exacerbations* 84 0.78+1.24
FEV1 (% predicted) 212 73.27 £25.12

554  BMI: body mass index
555  FEVI: forced expiratory volume in one second

556  * Corresponding to total number of exacerbations
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557  Table S2: P-values for categorical variables comparisons between S. aureus mono-infected
558  (SA), P. aeruginosa mono-infected (PA) and co-infected groups (SA+PA). Fisher’s exact test

559  corrected with a Bonferroni method was used.

560
561
PA vs SA SA+PAvsSA  SA+PA vs PA
Sex - - -
Genotype - - -
Undernourishment - - -
Food supply - - -
Enteral nutrition - - -
Pancreatic
sufficiency _ ) _
CF-related
0.0031 0.0169 ns

diabetes
Liver cirrhosis - - -

562

563

564
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Table S3: P-values for categorical variables comparisons between S. aureus mono-infected

(SA), P. aeruginosa mono-infected (PA), co-infected in a coexistence (Coex) state and co-

infected in a competition (Comp) state group.

Comp.
Coex vs Compvs Coex Comp
VS
SA SA vs PA  vsPA
Coex
Sex - - - - R
Genotype - - - - -
Undernourishment - - - - R
Food supply ns ns ns ns ns
Enteral nutrition - - - - R
Pancreatic
insufficiency
CF-related
0.0164 ns ns ns ns
diabetes

Liver cirrhosis

31
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Introduction

L’identification des génes essentiels dans la relation de coexistence permet de
montrer les déterminants génétiques chez S. aureus importants pour son maintien en
présence de P. aeruginosa. Méme s’il est vrai que les interactions semblent gouvernées
par P. aeruginosa, S. aureus doit répondre a son partenaire en adaptant son
métabolisme, sa virulence et son fitness. Les banques de transposons sont des outils
puissants pour sonder la physiologie bactérienne. Associées au séquencage a haut débit
(NGS), des banques de transposon ont déja été utilisées pour caractériser les genes
essentiels, dans de nombreuses conditions et especes bactériennes différentes (van
Opijnen and Camilli, 2013). L’approche par transposon-sequencing utilisée ici a été
acquise lors d'un séjour de deux mois a I'Imperial College de Londres, au « Center for
Molecular Bacteriology and Infection » dans le groupe du Pr. Angelika Griindling. Elle
reprend la méthode développée par I'équipe de Timothy C. Meredith a Harvard
(Santiago et al., 2015), se basant par 'apport du transposon HIMAR dans S. aureus
par transduction phagique. Des souches de S. aureus codant une transposase
plasmidique sont transduites a I’aide d’'une suspension phagique portant le transposon.
La transposase va reconnaitre le transposon au niveau de ces sites ITR situés aux
extrémités. L'insertion aléatoire de ce transposon dans le génome au niveau d’'un
dinucléotide TA peut inactiver le gene au niveau du site d’insertion. Chaque événement
ne se produisant qu'une fois, chaque individu de la population a une insertion unique
d’un transposon. L’ensemble de cette population hétérogeéne est appelé banque de
transposons et sera ensuite soumis a une pression de sélection (antibiotiques,
température...), qui éliminera les individus de la population impactés dans un gene
essentiel a cette pression de sélection (Figure III-1). L’identification des régions
d’insertion du transposon est possible grace a la présence d’un site enzymatique Mmel
a 'extrémité 5° du transposon. La digestion par cette enzyme permet de libérer une
portion de 16 nucléotides de 'ADNg bactérien. Apres séquencage a haut débit de
I’ensemble de ces portions d’ADN, un alignement sur un génome de référence permet
de révéler la position de l'insertion de chaque transposon au sein de la population
(Figure III-1). En comparant la densité d’insertion de transposon avant et apres la
pression de sélection, on en est mesure de révéler les genes essentiels a une pression
de sélection précise. Dans notre étude, la premiere étape a donc été de construire ces
banques de transposon. Deux souches ont été sélectionnées, la souche clinique isolée

de patient CF SA31 et la souche de référence HGoo03, et ont permis d’obtenir des
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banques avec un haut niveau de saturation des sites d’insertion du transposon. Des
cocultures avec P. aeruginosa PA69 et PA2600 ont été réalisées sur 36h avec des
dilutions dans du milieu riche (BHI; Brain Heart Infusion) toute les 12h pour
conserver une pression suffisante a la sélection des mutants. Apres préparation des
librairies de séquencage et le NGS, I'analyse informatique a été réalisée par Sylvere
Bastien, bio-informaticien de '’équipe. Les résultats montrent que les grands systemes
de régulation de gene de S. aureus sont nécessaires a la coexistence avec P. aeruginosa
(agr, sigB, AlrR, sarR) ainsi que les genes impliqués dans la répression catabolique

ccpA, métabolisme des acides aminés et des nucléotides a base purine (AMP/GMP).
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Matériels et méthodes
Souches bactériennes et plasmides.

Les souches bactériennes, la souche de phage et les plasmides utilisés pendant
cette étude sont listés dans le Tableau III-1. Les bactéries ont été cultivées dans du
milieu Tryptic-soy broth (TSB- BD®) ou BHI (BD®) a 37°C ou 30°C avec agitation a
200 rotations par minute (rpm).

Le plasmide pTM239 posséede :

(1) Une géne codant une protéine d’initiation de la réplication RepC inactive
permettant sa réplication uniquement dans des souches exprimant en trans
une protéine RepC.

(ii) Une région homologue a ’ADN du phage ®11 pour augmenter la probabilité
d’encapsider ce plasmide par le phage.

(iii) Le transposon HIMAR comportant un gene de résistance a I’érythromycine
avec un terminateur pour arréter sa transcription et empécher la
transcription de genes voisins lors de son insertion dans le génome (Wang
et al., 2011). Le transposon possede deux séquences de digestion Notl et
Mmel. La premiere permet de libérer en 3’ le transposon du génome
bactérien et le second, permet de récupérer apres digestion la jonction
transposon/ADN de 16nt important pour visualiser apres séquencage
I'insertion du transposon dans le génome. L'incorporation d'un adapter Py
Illumina a été effectuée pour permettre un séquencage (NGS) (Santiago et

al., 2015).

Les plasmides pTM231 et pTM232 codent respectivement pour une transposase
et une transposase tronquée. Ce dernier est utilisé pour estimer I'insertion spontanée
du transposon dans la bactérie n’exprimant pas la transposase. De plus, sur les deux
plasmides on retrouve : (i) le gene orf5 dont le produit inhibe la réplication du phage
®11 et par conséquent inhibe son cycle lytique, et (ii) un marqueur de résistance a la

kanamycine permettant la sélection des souches transformées.

Le phage ®11 :: FRT utilisé ici a été modifié a partir du phage ®11 sauvage en
remplacant le site d’intégration attP du phage par le site FRT d’une levure pour

empécher son intégration dans le génome bactérien (Santiago et al., 2015). Ainsi
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Tableau III-1 : Souches, plasmides et phage utilisés dans cette étude

Résultats expérimentaux

Bactéries Génotypes/Phénotypes Références
S. aureus subsp. aureus NCTC8325 MSSA; r- m+;
LUGS8 RN4220 partial agr defect Novick et al., 1983
TM239 RNg4220+pTM239 Santiago et al., 2015
TM19 RN4220 Orf5+, Aattb, tetR Wang et al., 2011
LUG2961
0 S. aureus subsp. aureus NCTC8325 MMSA; @11
HGoo3 012 @13, r+, m+, agr+, rsbu+, tcar+ Herbert et al., 2010
S. aureus clinique de patients CF, agrll, CCis,
SA31 MSSA Cette étude
T™231 HGoo03 @11::FRT + pTM231 Santiago et al., 2015
PA2600 P. aeruginosa issue de patient CF Briaud et al., 2019
PA69 P. aeruginosa issue de patient CF Briaud et al., 2019
T™232 HGoo03 011::FRT + pTM232 Santiago et al., 2015
LUG21 NCTC8325- | S. aureus subsp. aureus NCTC8325 MMSA; AQ11
4 AD12 AD13, T+, m+, agr+, rsbu-, tcar- Novick et al., 1967
Phages
@11::FRT @11 int-, attP- Santiago et al., 2015
Plasmides
pTM402 modified with NotI-P7 annealing site
ITR2::Mmel-NotI with DNA barcode (gGTAa) -
pTM239(blunt) ermR Santiago et al., 2015
pWVOits ori aphA-3 Gram+ RBS HMAR1 Co9
pTM231 transposase; KmR Santiago et al., 2015
pWVOits ori aphA-3 Gram+ RBS AHMAR1 Co9
pTM232 truncated transposase; KmR Santiago et al., 2015
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le phage @11 :: FRT est utilisé uniquement comme transporteur du plasmide pTM239

dans les souches codant les transposases.
Production de phage portant le plasmide pTM239 et titration.

La souche TM239, porteuse du plasmide pTM239, a été cultivée dans 5mL de
TSB (érythromycine s5ug/mL) jusqu’a une absorbance de DOgoonm = 0,1. Cent
microlitres de 104a 105 UFP/mL (Unité Formant de Plage de lyse) de phage ®11:: FRT
(donné par Pr. Angelika Griindling) ont été ajoutés a 500l de suspension bactérienne
TM239. Cette mixture a été mélangée dans smL de top agar (TSB 0,7% d’agar + de
7,5mM CaCl2) en surfusion et déposée sur le bottom agar (TSA + 10mM CaCl2). Apres
un temps d’incubation a 37°C sur la nuit, la présence de nombreuses plages de lyses
confirment la production de phages. Dix millilitres de TSB ont été déposés sur le top
agar et laissés a incuber jusqu’au lendemain sous agitation a 50rpm a température
ambiante. La suspension phagique a ensuite été récupérée, centrifugée a 4000rpm
pendant 15min, purifiée sur filtre de 0,22pm et conservée a 4°C.

Pour titrer la suspension phagique, les souches TM19 et LUGS8 (Tableau III-1)
sont utilisées. La titration s’effectue en deux étapes: (i) la concentration totale de
phages produits précédemment est estimée en infectant la souche LUGS8 et en
comptant le nombre de plage de lyse (Figure III-2) (ii) la concentration de phage ayant
encapisdé le plasmide pTM239 est estimée en comptant le nombre de colonie TM19
devenue résistance a I’érythromycine (Figure I1I-2). En effet, cette souche possede le
gene Orf5 cl-like et le gene attB délété qui empéche la réplication et l'intégration du
phage. L’infection par le phage ®11 :: FRT apporte uniquement le plasmide codant le
transposon (portant la résistance a I'érythromycine). En étalant la suspension
bactérienne TM19 infectée par @11 :: FRT sur gélose avec antibiotiques, le comptage
du nombre de colonie ermR indique la quantité de phage possédant le plasmide
pTM239. Les souches RN4220 et TM19 ont été cultivées en milieu TSB jusqu’a
DO¢oonm=0,1 a 37°C et 30°C respectivement en présence de tétracycline a 2,5ug/mL
pour TM19. La suspension phagique a été diluée jusqu’a 107 dans du TSB et chaque
dilution a été ajoutée (100ul) aux suspensions bactériennes précédentes (500uL).
Apres une incubation de 5 minutes a température ambiante, les mélanges réactionnels
ont été ajoutés dans smL de top agar (TSB 0,7% d’agar + de 7,5mM CaCl2) en surfusion
et déposés sur le bottom agar (TSA + 10mM CaCl2). Les géloses ont été
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LUGS + @11::FRT

TM19 + @11::FRT

Figure III-2 : Estimation du nombre de phage encapsidant le transposon. Les
souches LUGS8 et TM19 ont été infectées par le phage @11 :: FRT et ensuite étalées
sur géloses top et bottom agar additionnées d’érythromycine a 1oug/mL pour TM19.
Le nombre de plage de lyse de la souche LUG8 indique la concentration totale de
phage tandis que le nombre de colonie acquérant la résistance a I’érythromycine

indique le nombre de bactérie infecté par un phage ayant encapsidé le transposon.
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incubées a 37°C sur la nuit. Le pourcentage de phages ayant encapsidé le transposon
se calcule de la fagon suivante :

nombre UFC TM19
ES
Nombre UFC TM19 + Nombre UFP RN4220

% phages + Tn = 100

Le taux d’encapsidation est alors estimé a 25% (Figure I11-2).

Construction des banques de mutants

Les souches HG003 et SA31 (sensibles a la kanamycine et a I’érythromycine) ont
été sélectionnées pour construire les banques de mutants car possédant une tres bonne
sensibilité pour le phage ®11 :: FRT (testé préalablement). Elles ont été transformées
par électroporation avec les plasmides pTM231 codant pour la transposase et pTM232
codant pour la transposase tronquée (témoin négatif). Les souches obtenues ont été
cultivées dans 25mL de TSB + 50ug/mL de kanamycine a 30°C sous agitation a
200rpm jusqu’a atteindre une DOgoonm = 1. Ensuite, les cellules ont été centrifugées et
resuspendues dans 25mL de milieu SGMM (10mM D+ glucose (Sigma-Aldrich®),
2mM MgCl2 (Sigma-Aldrich®), 3,5mM CaCl2 (Sigma Life Science®), 0,1% CAS amino-
acids (Fisher®), 0,5% NaCl (Sigma-Aldrich®), 1omM MES (Amresco®), pH= 6,8). Cinq
millilitres de solution phagique ont été ajoutés et le mélange a été incubé pendant
15min sous agitation (50rpm) a température ambiante, puis 2h a 30°C sans agitation.
Le mélange réactionnel a été centrifugé et lavé 3 fois dans 3omL de TSB puis incubé
1h30 a 30°C avec agitation (200rpm). Apres avoir récolté les cellules dans 6mL de TSB
+ érythromycine 1opg/mL, 300uL de cette suspension ont été étalés de maniere
répétée sur des géloses TSA + érythromycine 1oug/mL de diametre 145mm puis
incubées pendant 2j a 30°C. En parallele, des dilutions successives ont été étalées sur

gélose TSA + érythromycine 10ug/mL pour pouvoir estimer la taille de la banque.

Apres s’étre assuré qu’aucune colonie n’ait poussée pour la construction
pTM232 (transposase tronquée), les colonies présentes sur toutes les géloses ont été
récoltées a 'aide d’un rateau en une seule fois et resuspendues dans 20o0mL de TSB +
érythromycine 1oug/mL. Trois étapes de lavages en milieu TSB ont suivi en
centrifugeant la suspension a 7000rpm pendant 25min a température ambiante. A la

fin, les bactéries ont été resuspendues dans 6omL TSB + 12,5% glycérol, aliquotées en
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cryotube et plongées dans de l'azote liquide pour les congeler instantanément. Les

aliquots ont été conservés a -80°C.

Coculture avec Pseudomonas aeruginosa.

Les souches PA2600 et PA69 ont été choisies pour réaliser les cocultures avec
les deux banques précédemment construites HG003 et SA31. Des cultures sur la nuit
des souches de P. aeruginosa ont été réalisées dans 10mL de BHI a 37°C sous agitation
puis diluées a DO600onm = 0,2 dans 50mL de BHI. Deux aliquots des deux banques
ont été décongelés et dilués au 1/1000 dans 50mL de BHI. Les dilutions ont été
incubées pendant 4h a 37°C, 200rpm pour permettre une croissance bactérienne. Les
monocultures ont été réalisées en ajoutant 10mL de suspension de S. aureus a
DO60onm= 0,1 a 1o0mL de BHI tandis que les cocultures ont été réalisées en ajoutant
1omL de ces suspensions de S. aureus a 10mL de suspension de P. aeruginosa a
DO600onm= 0,1.). Les suspensions ont été incubées a 37°C, 200rpm pendant 36h avec
une dilution dans du BHI frais a DO=0,1 toutes les 12h afin de maintenir la croissance
bactérienne. Les bactéries ont été étalées toutes les 12h sur géloses sélectives (MSA :
Mannitol Salt Agar, pour S. aureus et cétrimide pour P. aeruginosa) afin de vérifier la
concentration bactérienne. Trois millilitres de chaque culture ont été récoltés a 36h de

Pexpérience et conservés a -20°C avant I'étape d’extraction et de préparation de TADN.

Préparation des librairies de séquencage.

Les culots précédents ont été utilisés pour extraire et préparer ’ADN pour le
séquencage a haut débit. Les bactéries ont été resuspendues dans 100puL de tampon P1
(50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA) supplémenté de 100ug/mL de RNAseA et de
15uL de lysostaphine a 2mg/mL et incubées pendant 30min a 37°C. Le lysat bactérien
a été resuspendu dans 500uL de tampon GES (0,5M thyocyanate de guanidium, 0,5M
EDTA pHS8, 0,1% sarkosyl, Sigma-Aldrich®). Deux cents cinquante microlitres de NH4
acétylé (7,5M) ont été ajoutés. Apres 10 minutes d’incubation dans la glace, ’ADN est
extrait au chloroforme puis précipité a I'isopropanol. L’ADN a été lavé deux fois avec
de I’éthanol 70% avant d’étre resuspendu dans 100uL. de tampon 0,5x EB (10mM Tris-
HCL pH=8,5) (Figure III-3).

L’ADN a ensuite été digéré par 'enzyme Notl permettant sa fragmentation
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d’'une part mais aussi permettant de couper dans le transposon (Figure III-3). Dix
microgrammes d’ADN extraits ont été incubés pendant 7h a 37°C avec 2uL. d’enzyme
Notl (10U/uL). L’enzyme a été inactivée par une étape a 70°C pendant 1omin. L’ADN
a ensuite été précipité pour ne conserver uniquement les fragments inférieurs a 300pb
en utilisant un gradient de polyéthyléne glycol (PEG). Deux cents microlitres de
tampon 4x (2,2M NaCl, 4gomM NaH2PO4, 32% PEG8000) ont été ajoutés aux
digestions précédentes et homogénéisées par vortex. Les mixtures ont été incubées
dans de l'eau froide contenant de la glace a 4°C pendant 16h et ensuite centrifugées
pendant 20min a 13000rpm a 4°C. Un lavage avec du tampon 1x a été effectué suivi de
2 lavages en éthanol 70%. Apres avoir retiré 'exces d’éthanol par séchage, les culots
ont été resuspendus dans 50uL de tampon EB 0,5x (Figure I11-3).

Les adaptateurs biotininylés TM214 et TM215 (Tableau I1I-2) ont été utilisés
pour apporter le tag biotine aux fragments d’ADN (Figure III-3). Les adaptateurs ont
été resuspendus a une concentration de 100uM puis incubés a 95°C pendant 5min suivi
d’un refroidissement de 0,1°C/s jusqu’'a 4°C et dilués dans du tampon de T4 ligase
(NEB®) 1x. La réaction de ligature s’est effectuée de la facon suivante : 8ug d’ADN,
15ul. de tampon T4 ligase, 3ul. de T4 ligase dans un volume final de 100pL. La réaction
a été incubée pendant 18h a 16°C au bain marie. Aprés purification en gradient de
PEG8000, une digestion par 'enzyme Mmel a été effectuée pour libérer la jonction
ADN/transposon (Figure III-3) avec les amorces M12F et M12R. Les amorces M12F et
M12R ont été incubées de la méme fagon que les adapteurs TM214 et TM215. La totalité
de’ADN purifié en PEG8000 a été utilisée avec 2uL.de Mmel (10U/uL) (NEB®), 50uM
amorces M12, 32mM SAM, 1X tampon CutSmart. La réaction a été incubée pendant 2h
a 37°C au bain marie et les échantillons ont été conservés a -20°C apres digestion
(Figure III-3).
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Figure I11-3: Etape de préparation des banques de transposon pour le séquencage NGS. La
digestion Notl permet de fragmenter les génomes bactériens et de libérer les 4 nucléotides
CCGG au niveau du site enzymatique. La ligation des adaptateurs biotinylés s’effectue par
complémentarité des bases libérées a I'étape précédente. La digestion Mmel libéere 16
nucléotides du génome bactérien en amont du transposon. Apres purification sur billes de
streptavidine, la ligature des adaptateurs illumina permet l'insertion de barcodes et des
adaptateurs nécessaires au séquencage. La PCR finale amplifie les fragments de 18opb
correspondant a la jonction transposon/ADN génomique qui sont purifiés sur gel d’araose

2%. D’apres Santiago et al., 2015.
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Tableau III-2 : Amorces et adaptateurs utilisés au cours de cette étude. Les barcodes
sont soulignés et mis en gras pour les adaptateurs du Tn-seq.

Nom Séquences

TM214 5biotinTEG/CGTTAGTAACCTTGCGATGTC
TM215 GGCCCAACGTGAATCGACATCGCAAGGT
M12F CTGTCCGTTCCGACTACCCTCCCGAC
M12R GTCGGGAGGGTAGTCGGAACGGACAG

LIB_AdaptT_1_long

TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGTCATGCNN

LIB_AdaptT_2_long

TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGTACTGNN

LIB_AdaptT_3_long

TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTIGACTGCANN

LIB_AdaptT 4 long

TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTICGACGATNN

LIB_AdaptT_5_long

TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTAGCATGNN

LIB_AdaptT_6_long

TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGACTGTACNN

LIB_AdaptT_7_long

TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGATCTGNN

LIB_AdaptT_8_long

TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTIGCAGCTANN

LIB_AdaptB_1_long

GCATGACTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA

LIB_AdaptB_2_long

CAGTACGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA

LIB_AdaptB_3_long

TGCAGTCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA

LIB_AdaptB_4_long

ATCGTCGAGATCGGAAAGAGCGTCGTGTAGGGAA

LIB_AdaptB_5_long

CATGCTAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA

LIB_AdaptB_6_long

GTACAGTCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA

LIB_AdaptB_7_long

CAGATCGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA

LIB_AdaptB_8_long

TAGCTGCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA

TM199

CAAGCAGAAGACGGCATACGAAGACCACGCGTGCCATAAC

LIB_PCR 3

AATGATACGGCGACCACCGAACACTCTTTCCCTACACGACG
CTCTTCCGATCT
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Les fragments de digestion ont été purifiés a laide du kit Dynabeads M-280
Streptavidin (InVitrogen®). Les fragments ont été suspendues dans 200uL. de tampon
B&W (2M NaCl, 11omM Tris-HCl pH7,5, imM EDTA). Trente-deux microlitres de
billes (pour un échantillon) ont été lavés 3 fois par ajout de 1mL de tampon B&W et
resuspendues dans un volume final de 32uL de tampon B&W. Ces billes lavées ont été
ajoutées aux fragments et ce mélange a été incubé pendant 1h a température ambiante
avec une resuspension toutes les 10min. Les échantillons ont été placés dans un
collecteur magnétique de particules (MPC) puis lavées 1 fois dans du tampon LoTE
(3mM Tris-HCI pH7,5, 0,5M EDTA) + Tween 0,05% et 2 fois dans du tampon LoTE
sans Tween. Les échantillons ont été ensuite transférés (1oouL) dans des tubes PCR et

incubés sur la nuit a 4°C (Figure I11-3)

L’avant-derniére étape consiste en la ligature des adaptateurs illumina pour le
séquencage. Tous les échantillons seront séquencés sur la méme ligne de séquencage.
Des adaptateurs avec différents barcodes ont donc été utilisés pour faciliter I'étape de
dé-multiplexage (Tabeau III-2). Les couples d’adaptateurs (LIB_AdapT_x_long
/LIB_AdapB_x_long, ou x est le numéro d’adaptateur compris entre 1 et 8) ont été
incubés comme vu précédemment pour les amorces TM214 et TM215. Les billes ont
été collectées a 'aide du MPC pendant 2min et 18,4uL. du mix de ligature (16,4pL
ddH20 et 10x de tampon T4 ligase) y ont été ajoutés. Ensuite, 0,6uL des adaptateurs
ont été ajoutés aux tubes (un adaptateur par conditions) et la ligature s’est effectuée en
présence de 1yl de T4 ligase (1U/uL) (NEB®) pendant 7h a 16°C avec une
homogénéisation par pipetage toutes les 15min. Apres la période d’incubation, 150uL
de LoTE + 0,05% Tween ont été ajoutés et deux lavages successifs avec le tampon LoTE
ont été effectués. L’amplification de la jonction ADN/transposon finale a été réalisée a
laide de la polymérase haute-fidélité Phusion (Thermo®) en suivant les
recommandations du fournisseur et a I'aide les amorces TM199 et LIB_PCR_3. La
migration des produits de PCR a été effectuée sur un gel d’agarose 2%. Les bandes a la
taille de 180pb ont été découpées et ’ADN purifié a 'aide du kit Qiagen® gel extraction
(Figure III-3).

Séquencage et analyse bio-informatique.

Le séquencage des ADNs purifiés a I’étape précédente a été effectué a I’aide d’'un

MiSeq (Illumina®). FastQC a été utilisé pour vérifier la qualité des reads. Ensuite, les
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reads ont été démultipléxés suivant les barcodes utilisés pour identifier chaque
condition. Les adaptateurs de séquencages ont été ensuite retirés a ’aide de Cutadapt
(Martin, 2011) et les reads nettoyés ont été soumis au logiciel TPP (Tn-seq Pre-
processor). Cette étape permet d’aligner les reads sur un génome de référence (eg. SA31
et HGoo3) al’aide du logiciel BWA (Li and Durbin, 2009) tout en comptant le nombre
d’insertion du transposon au niveau des sites individuels dinucléotidiques TA. Les
calculs statistiques pour déterminer I'essentialité des génes ont été effectués a I'aide du
logiciel Transit (DeJesus et al., 2015). La méthode dite de «re-sampling » a été
utilisée : pour chaque gene, la différence de reads entre la coculture et la monoculure
(e.g. SA31+PA69vsSA31) a été calculée puis, comparée a une distribution générée
aléatoirement de I'insertion du transposon sur la totalité des sites TA de 'ensemble du
génome avec un test de significativité (Mann-Whitney). Une visualisation de I'insertion
du transposon sur le génome de SA31 et HGo03 est donnée en Figure III-4. On
considére un gene essentiel si la différence de comptage de reads (FC pour fold-change)
entre la coculture et la monoculture est supérieure ou inférieure a 2 avec une p_value
ajustée <0,05. La fonction des génes identifiés a été prédite a I'aide de la base de

données KEGG (disponible sur le site https://www.genome.jp/kegg/).
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Résultats

Construction des banques de transposon

Les banques de transposons ont été construites dans la souche de référence
LUG2961 (HG003) et la souche clinique issue d’'un patient CF SA31. Ces deux souches
ont été choisies car étant sensibles a la kanamycine et a I'’érythromycine, antibiotiques
utilisés pour 'acquisition de la transposase et du transposon, et sensibles a I'infection
par le phage ®11:: FRT. La souche HG003 a été préférée aux souches de la méme
lignée : HGoo2, HGOO1 et 8324-4, car réparée dans les régulateurs RsbU et TcaR
(Santiago et al., 2015).

Pour la construction des banques, les souches SA31 et HGoo3 ont été
transformées avec le plasmide pTM231 ou pTM232 permettant 'expression de la
transposase active ou mutée, puis infectées par le phage ®11 :: FRT porteur du
transposon. Le nombre de colonie estimé ayant inséré le transposon pour la souche
HGo003 est de 500,000 tandis que pour la souche clinique SA31, le nombre estimé est
de 370,000. Pour les souches porteuses de la transposase mutée (tnpase-), seulement
quelques colonies ont été comptées sur les géloses indiquant alors un trés faible bruit
de fond (Figure III-5). Les deux banques sont assez denses (au minimum 300,000

colonies) pour pouvoir étre utilisées.

Le nombre de reads obtenus apres séquencage est de 14 millions pour la banque
SA31 et de 16 millions pour HG003. Apres avoir éliminé les reads de mauvaises qualités
et éliminé les reads s’alignant plus d’une fois sur le génome, nous obtenons 6 millions
de reads alignés pour SA31 et 10,5 millions de reads alignés pour HG003. Au total, les
transposons se sont insérés dans 113,341 sites TA sur 253,983 (44,6%) pour SA31
(»93% des genes impactés) et 168,222 sites TA sur 269,536 (62,4%) pour HG003

(»94% des genes impactés).

Identification des geénes essentiels a la coculture.

Les banques de transposons construites ont été cultivées en absence
(monoculture) ou en présence (coculture) de P. aeruginosa PA69 ou PA2600 pendant

36h avec une dilution toutes les 12H pour maintenir la croissance bactérienne. Les
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S. aureus pTM231

S. aureus pTM232

Figure I11-5 : Construction des banques de Tn-seq. Les souches (HG003 et SA31) ont
été transformées par le plasmide pTM231 qui code pour une transposase active
permettant l'insertion du transposon et lacquisition de la résistance a
Iérythromycin. Les souches S. aureus pTM232 exprime une transposase tronquée
ne permettant pas l'insertion du transposon. Les souches S. aureus pTM232
résistantes a 'érythromycine sont des mutants spontanés et permettent d’estimer le

nombre de faux positifs de la banque de transposon.
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bactéries ont été inoculées a environ 5.10£6 UFC/mL en début d’expérience (To) puis
ont atteint a 12h 10E9 UFC/mL (Figure I1I-6). Au point 24h, et 36h, la concentration
bactérienne de S. aureus en mono- ou coculture reste stable. Concernant P.
aeruginosa, une croissance similaire a S. aureus est observée. La cinétique de
croissance des souches SA31 et HG003 en coculture avec PA69 et PA2600 est identique
a leurs monocultures respectives. L’état de coexistence ainsi que la pression de

sélection ont bien été conservés (Figure I11-6).

A LUG2691
=
S
5 = LUG2961 | coculture
EZT — = PA2600
§5
S — LUG2961 | cuiture
= -~ PA69
(=
S
o
%)

1
40

B SA31
&
S
= . coculture
gj -« PA2600
S § SA31
- LL —_—
® coculture
£= —- PAG9
8
=
(]
o

Temps (heure)

Figure III-6 : Cinétique bactérienne des banques de transposons en coculture avec P.
aeruginosa. Les banques HG003 (A) et SA31 (B) ont été mises en monoculture (trait jaune
plein) ou en coculture avec P. aeruginosa PA2600 (traits pleins verts) ou PA69 (traits
pleins bleus) a un de ratio 1:1 pendant 36h avec une dilution a DO=0,1 toutes les 12h dans
du BHI a 37°C, 200rpm. La présence de P. aeruginosa a aussi été vérifée (PA2600 traits
pointillés vert ; PA69 traits pointillés bleus). Les bactéries ont été étalées sur milieu sélectif,

MSA pour S. aureus et cétrimide pour P. aeruginosa.
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Apreés séquencage au bout des 36h de cultures, 7 millions et 9,5 millions de reads
uniques ont été alignés respectivement pour les monocultures SA31 et HGoo3. Au
total, 101,708 (40%) et 153,206 (56,8%) sites TA ont été impactés par l'insertion du
transposon (Tableau III-3). La diminution de la densité en monoculture par rapport
aux banques de départ correspond a la pression de sélection exercée par la pousse en
milieu BHI pendant 36h (perte de 6 a 8% de densité). Pour les cocultures, un nombre
de reads unique plus faible (3,5 millions a 2,5 millions) ont pu étre alignés : SA31,
20,7% (SA31+PA69) et 21,8% (SA31+PA2600) des sites TA totaux sont concernés par
I'insertion du transposon. Pour les cocultures HG003, environ 3 millions de reads
uniques ont pu étre alignés représentant 31,3% (HG003+PA2600) et 29,3%
(HGoo03+PA69) des sites TA totaux (Tableau III-3). La diminution de la densité
d’insertion des sites TA est liée au faible nombre de reads alignés sur les génomes de
référence. A l'aide du programme CIRCOS, les reads alignés peuvent étre visualisés sur
les génomes de références indiquant alors une bonne représentativité de I'insertion des

transposons au niveau des sites TA (Figure I11-4).

Tableau I1I-3 : Nombre de reads et densité d’insertion du transposon dans les banques

ainsi que pour les mono- et cocultures

Nombre de reads Nombre de site Nombre de site

Souches uniques alignés TA total TA impactés Densité

SA31 banque 6,000,000 253,983 113,341 44,6%
LUG2961 banque 10,500,000 269,536 168,222 62,4%
SA31 monoculture 7,000,000 253,983 101,708 40,0%
LUG2961 monoculture 9,500,000 269,536 153,206 56,8%
SA31+PA69 2,500,000 253,983 52,653 20,7%
SA31+PA2600 2,500,000 253,983 55,462 21,8%
LUG2961+PA69 3,500,000 269,536 78,771 29,2%
LUG2961+PA2600 3,000,000 269,536 84,241 31,3%
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Les genes essentiels communs chez SA31 entre les 2 cocultures (PA2600 et
PA69) sont au nombre de 17 tandis que le nombre de génes essentiels communs pour
HGoo03 (PA2600 et PA69) est de 44 (Tableau III- et Tableau III-5). En croisant les
deux tableaux, c’est a dire en dressant les genes communs entre SA31 et HG003, nous
obtenons une liste de 13 génes (Tableau III-6). Un seul gene parmi les 13 apporte un
avantage a S. aureus lorsqu’il est impacté par le transposon. Le gene SQF73424.1 de
fonction inconnue semble désavantager S. aureus en croissance avec P. aeruginosa
(log2FC= 1,04 *+ 0,03). On peut classer 10 des 12 genes restants en deux grandes
catégories distinctes. La premiére catégorie regroupant les génes ayant une fonction
régulatrice (ccpA, agrA/agrC, sigB et rsbU). Les genes rsbU et sigB sont en opéron
avec le gene rsbV qui est retrouvé uniquement au sein de la souche HGoo3s (Tableau
ITI-5). Les génes agrA et agrCimpliqués dans le quorum-sensing de S. aureus sont les
genes montrant le plus d’impact en coculture avec P. aeruginosa (log2FC = -4,54 +
0,79 et -4,88 + 0,4 respectivement). On retrouve aussi tous les autres genes de I'opéron
agr, agrB et agrD ainsi que l'effecteur majeur RNAIIT comme étant essentiel dans la
souche HG003 mais pas dans la souche SA31 (Tableau III-4 et Tableau III-5). La
seconde catégorie de genes est impliquée dans le métabolisme et le transport des acides
aminés (SAOUHSC_o01354, gcvPB, aspC, glyA, SAOUHSC_02699) (Tableau III-7).
Les genes restants, folD et yhhT 2 interviendraient dans le métabolisme des
carbohydrates et le transport d’auto-inducer AI-2 respectivement. Ainsi, les grands
régulateurs majeurs de S. aureus, le systeme agr, la réponse aux stress, la répression
catabolique et le métabolisme de certains acides aminés semblent étre important pour

le maintien de S. aureus avec P. aeruginosa.
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Tableau III-4 : Génes essentiels chez SA31 communs aux deux cocultures PA2600 et

PA69. Les FC sont représentés en valeur log2.

Nom géne Tag CDS 8325 FC PA69 padj PA69 FCPA2600 padj PA2600
folD cds-SQF73264.1 -2.75 0.01204 -2.83 0.00000
purL cds-SQF73270.1 -2.96 0.00000 -1.76 0.00000

SQF73424.1 ¢ds-SQF73424.1 1.04 0.02149 1.02 0.01881

SQF73560.1 cds-SQF73560.1 -1.13 0.00000 -1.62 0.00000

yhhT_2 cds-SQF73562.1 -5.81 0.00000 -1.53 0.00000
mprF cds-SQF73563.1 2.94 0.00000 -1.82 0.00000
gcvPB cds-SQF73796.1 -1.46 0.00000 -1.12 0.02839

ccpA cds-SQF73981.1 -2.05 0.00000 -3.08 0.00000
aspC cds-SQF74249.1 -3.00 0.00000 -2.65 0.00000
agrC cds-SQF74337.1 -4.46 0.00000 -4.76 0.00000
agrA cds-SQF74338.1 -3.25 0.00000 -5.34 0.00000
sigB cds-SQF74363.1 -1.59 0.01204 -1.69 0.01881
rsbU cds-SQF74366.1 -1.13 0.02149 -1.74 0.00000
atpA cds-SQF74403.1 -2.27 0.00000 -1.69 0.01368
glyA cds-SQF74411.1 -1.60 0.00000 -1.77 0.00836
tcyB cds-SQF74675.1 -2.09 0.00000 -1.39 0.01368
SQF74719.1  ¢ds-SQF74718.1 -2.39 0.00000 -1.71 0.01881
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Tableau III-5 : Genes essentiels chez HG003 communs aux deux cocultures PA2600 et

PA69. Les FC sont représentés en valeur log2.

TAG CDS FC padj FC padj

Nom geéne NCTC8325 PA69 PA69 PA2600 PA2600
deoB cds-SQF72468.1 -1.15 0.00000 -1.03 0.02665
mccB cds-SQF72758.1 -1.34 0.01049 -2.12 0.00000
cysK cds-SQF72810.1 2.62 0.01049 2.78 0.00718
lysP_1 cds-SQF72855.1 -1.20  0.00000 -1.02 0.00718
folD cds-SQF72879.1 -2.74  0.00000 -1.26 0.01271
purS cds-SQF73264.1 -2.31 0.00623 -1.97 0.02665
purF cds-SQF73268.1 -2.84  0.00000 -1.52 0.00000
purH cds-SQF73271.1 -4.05 0.00000 -1.23 0.03050
purD cds-SQF73274.1 -1.67 0.00000 -1.38 0.02319
ptsH cds-SQF73275.1 -2.66  0.00000 -1.97 0.03887
SQF73317.1 cds-SQF73283.1 -1.87 0.03185 -2.25 0.00718
rsmB cds-SQF73317.1 1.12 0.02232 1.46 0.00000
SQF73424.1 cds-SQF73415.1 1.08 0.01049 1.02 0.00718
SQF73560.1 cds-SQF73424.1 -1.43 0.00000 -1.61 0.00000
yhhT_2 cds-SQF73560.1 -5.67  0.00000 -1.70 0.00000
arlR c¢ds-SQF73562.1 -1.62 0.02855 -1.71 0.00718
gpsB cds-SQF73617.1 -2.24 0.02232 -2.33 0.00000
gcvPB cds-SQF73645.1 -1.91 0.00000 -1.28 0.00000
hemL cds-SQF73796.1 3.54 0.00623 3.49 0.00000
nrnA c¢ds-SQF73914.1 -3.19 0.00000 -3.19 0.00000
cCpA c¢ds-SQF73950.1 -1.90 0.00000 -3.44 0.00000
SQF74109.1 cds-SQF73981.1 1.79 0.00000 1.87 0.00000
SQF74150.1 cds-SQF74109.1 3.21 0.00000 3.18 0.00000
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SQF74151.1 cds-SQF74150.1 2.99 0.00000 3.31 0.00000
SQF74241.1 cds-SQF74151.1 -1.57 0.00000 -1.36 0.02319
aspC cds-SQF74241.1 -3.47  0.00000 -2.30 0.00000
agrB cds-SQF74249.1 -4.03 0.00000 -4.95 0.00000
agrD cds-SQF74335.1 -5.03 0.02509 -4.53 0.03050
agrC cds-SQF74336.1 -4.75 0.00000 -5.54 0.00000
agrA cds-SQF74337.1 -4.58 0.00000 -5.00 0.00000
scrR cds-SQF74338.1 -1.44 0.00000 -1.16 0.01836
mutS_2 cds-SQF74341.1 -1.12 0.00000 -1.16 0.00718
sigB cds-SQF74347.1 -1.76 0.01479 -1.74 0.00718
rsbW cds-SQF74363.1 -1.75 0.02232 -1.81 0.01271
rsbV cds-SQF74365.1 -1.99 0.00623 -1.84 0.01836
rsbU cds-SQF74366.1 -1.86  0.00000 -1.84 0.00000
ydcE cds-SQF74368.1 -1.69 0.02509 -2.04 0.01271
ftsW_2 cds-SQF74383.1 -1.19 0.00000 -1.15 0.01271
glyA cds-SQF74411.1 -1.09 0.01479 -1.37 0.00718
sarR cds-SQF74587.1 -2.12 0.00623 -1.92 0.00000
odh cds-SQF74593.1 -1.33 0.00000 -1.24 0.00000
gltT cds-SQF74675.1 1.88 0.00000 2.39 0.00000
SQF74719.1 cds-SQF74719.1 -2.95 0.00000 -2.68 0.00000

NCTC8325_srn_3910__
RNAIII NA -3.04 0.02232 -4.15 0.00000
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Tableau III-6 : Génes essentiels communs entre HGoo3 et SA31 en coculure avec PA69

et PA2600 et leur fonction chez S. aureus. L’étoile a c6té du nom du gene indique une

fonction prédite.

Nom gene Fonction Tag 8325 Tag KEGG
folD Métabolisme des carbohydrates SAOUHSC_o01007 Ko01491
SQF73424.1* Inconnu SAOUHSC_o01193 Ko7030
SQF73560.1% Transporter amino acids SAOUHSC_o01354 x
yhhT_2* Putative transporter SAOUHSC_o01358 Ko03310
gcvPB Métabolisme des amino-acids SAOUHSC_o01632 Ko00283
CCpA Régulateur transcriptionnel SAOUHSC_01850 Ko2529
aspC Métabolisme des amino-acids SAOUHSC_00989 Ko00813
agrC Quorum-sensing SAOUHSC_02264 Ko7706
agrA Quorum-sensing SAOUHSC_o02265 Ko7707
sigB Régulateur transcriptionnel SAOUHSC_02298 Ko03090
rsbU Phophastase sigB regulon SAOUHSC_o02301 x

glyA Métabolisme des amino-acids =~ SAOUHSC_o02354 Ko00600
SQF74719.1*% Transporter des amino acids SAOUHSC_02699 Ko02424
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Discussion

Le transposon sequencing est un outil puissant qui permet d’étudier
I'essentialité des génes dans une condition donnée. Il a déja été utilisé chez S. aureus
pour la recherche de ces genes lors de croissance a haute température (Saantiago et al.,
2015) ou encore lors de modeéles infectieux (Valentino et al., 2014). Dans nos
conditions, les informations acquises sont précieuses pour appréhender les
déterminants génétiques lors d’interactions bactériennes. La premiéere étape de cette
analyse est la construction de banque avec un haut niveau de saturation d’insertion du
transposon. A l'aide de ’'apport du transposon par un phage, nous avons construit deux
banques de transposon, I'une dans une souche de référence HGoo3 et 'autre dans une
souche clinique de S. aureus, SA31, issue d'un patient atteint de mucoviscidose. En
comparant le nombre de colonies de chaque banque a la littérature, la banque HGoo3
contient plus de 500.000 insertions indépendantes tandis que la souche SA31 n’en
posséde uniquement 370.000. Deux précédentes banques chez la méme souche
HGoo03 ont atteint plus de 71.000 (Valentino et al., 2014) et 694.000 insertions
indépendantes (Santiago et al., 2015). Nos deux banques construites sont de densité

assez haute pour permettre une interprétation robuste de nos résultats.

Apres réalisation des mono- et cocultures et séquencage, nous remarquons une
perte jusqu’a 6 millions de reads uniques alignés en cocultures comparé aux
monocultures. Cette chute drastique est responsable de la densité d’insertion beaucoup
plus faible des cocultures (20% de perte de densité pour SA31 et 25% de perte de
densité pour HG003 comparé aux monocultures). La pression de sélection occasionnée
par P. aeruginosa peut étre en partie responsable de cette diminution de densité mais
une forte proportion de reads (8 millions) séquencés en coculture correspond a la
jonction plasmide/transposon. Ces jonctions proviendraient d’'une transposition non-
continue ou la transposase ne reconnait pas son site ITR habituel et permet a un
fragment du plasmide de s’intégrer dans le génome avec le transposon (Santiago et al.,
2015). En comparaison, 3 millions de reads correspond a la jonction
plasmide/transposon en monoculture. Ces jonctions sont normalement éliminées lors
de la précipitation en PEG (voir matériels et methodes). Il est probable que cette étape
de précipitation en PEG élimine moins bien ces jonctions en coculture qu’en
monoculture. En coculture, l'extraction d’ADN est réalisée sur S. aureus et P.

aeruginosa sans distinction ce qui peut entrainer des variations de la composition en
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sel, en ion et faire varier le pH, parametres importants pour une précipitation efficace
en PEG (Lis and Schleif, 1975). Une optimisation du protocole est nécessaire pour
déterminer les meilleures conditions pour préparer 'ADN issu des cocultures. Une
dialyse sur membrane peut étre rajoutée au protocole pour diminuer la concentration

en sels et en ions.

Le but de cette étude a été de trouver les genes essentiels de S. aureus
nécessaires a la coexistence avec P. aeruginosa. Nous avons comparé la densité
d’insertion du transposon entre des monocultures (SA31 et HG003) et des cocultures
(SA31+PA69/PA2600 et HG003+PA69/PA2600). En regardant attentivement les
genes communs essentiels a HG0oo3 et SA31 a leur maintien avec P. aeruginosa, nous
observons que la banque SA31 montre moins de génes essentiels que la banque HGoo3
en coculture. En effet, une liste de 44 genes est dressée pour HGoo3 tandis que
seulement 17 genes sont retrouvés essentiels pour SA31. Un background génétique
différent peut expliquer cette différence observée (souche clinique vs souche de
référence). Chez SA31, nous retrouvons uniquement certains geénes d’opérons bien
caractérisés comme agrA et agrC ou encore rsbU et sigB. Tandis que chez HG003,
nous retrouvons la totalité de ces opérons : agrA, agrB, agrC, agrD et RNAIII ainsi
que rsbU, rsbV, rsbW et sigB. Ces résultats tendent a confirmer que la banque SA31
n’est pas aussi saturée que HGoo3 et qu’elle ne permet donc pas de révéler tous les
genes potentiels. C’est pourquoi, nous allons nous concentrer sur les genes essentiels
de HGoo03.

Les résultats du Tn-seq sur la banque HG0o03 montrent que les genes essentiels
possédant les plus hauts indices différentiels entre mono et cocultures (en dehors des
genes de fonctions inconnues) appartiennent a la catégorie des régulateurs
transcriptionnels (Figure III-7). Parmi eux, nous retrouvons ccpA (catabolite control
protein A) et scrR (sucrose operon repressor). La protéine CcpA est connue pour
intervenir dans la répression catabolique du carbone et controle ’expression de scrR
(Jankovic and Briickner, 2007). Cette régulation catabolique est un phénomene

répandu dans toutes les bactéries qui permet la répression de I’expression de genes
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Figure III-7: Catégories fonctionnelles des genes essentiels de HG003 en coculture

avec PA2600 et PA69. La catégorie fonctionnelle de chaque géene a été recherchée sur

le site KEGG (https://www.genome.jp/kegg/).

impliqués dans l'utilisation et le métabolisme du carbone en présence dun substrat
préférentiel (Seidl et al., 2008). Chez Bacillus subtilis, il a été montré que CcpA est
capable de réguler environ 10% de 'expression du génome (Blencke et al., 2003). La
croissance dans un source préférentielle de carbone inhibe I'expression des genes
impliqués dans l'utilisation d’'une source alternative. Chez S. aureus, une étude a
montré que CcpA était essentiel a la croissance dans un milieu pauvre en glucose en
réprimant les génes impliqués dans la synthése des carbohydrates et en induisant
I’expression des genes impliqués dans le métabolisme des acides aminés (Halsey et al.,
2017). En accord avec cela, nous retrouvons dans I'analyse des données du Tn-seq 3
genes potentiellement impliqués dans I'import des acides aminés (lysP_1 (Steffes et
al., 1992), SQF74719.1 et SQF73560.1, fonctions prédites sur
https://www.genome.jp/kegg/) et 5 génes associés au métabolisme des acides aminés
(aspC, cysK, gcvPB, glyA et mccB) (Liu et al., 2007; Schirch and Szebenyi, 2005;
Yamamoto et al., 2011). De plus, un autre régulateur dans la régulation du métabolisme
des acides aminés est prédit comme essentiel. La protéine ArlR fait partie d’'un systeme
a deux composants (TCS) : ArlR/ArIS (autolysis regulated locus, ArlRS) ou ArlS est
I'histidine kinase et ArlR le « response regulator » (Liang et al., 2005). Le role de ce
TCS est multiple chez S. aureus ; il permet (i) de réguler négativement le systeme agr
et positivement la production de sérines protéases impliquées dans I'échappement au
systeme immunitaire (ii) I'inhibition des geénes impliqués dans I'import de sucre et

I'induction de genes impliqués dans I'utilisation des acides aminés comme source de
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carbone (Fournier and Hooper, 2000; Fournier et al., 2001; Liang et al., 2005). Ces
résultats tendent a montrer que 'adaptation de S. aureus a un environnement pauvre

en glucose est nécessaire pour la coexistence avec P. aeruginosa.

La 2nd catégorie de genes regroupe le métabolisme des ribonucléotides a base
purine avec une partie de 'opéron pur (purH, purD, purF et purS), folD et le gene
deoB (Nordlund and Reichard, 2006; Saxild and Nygaard, 1991). Il semblerait que le
métabolisme des purines soit important pour la coexistence. Deux moyens existent
chez les bactéries pour la syntheése des ribonucléotides purinique. La voie de novo
produit a partir d'un précurseur (5’ ribose phosphate) de 'inosine monophosphate
(IMP) et la convertie ensuite en adénosine monophosphate (AMP) (gene purA) et
guanosine monophosphate (GMP) (géne gua) (SeggewiB et al., 2006). Ces
ribonucléotides monophosphatés peuvent ensuite étre utilisés directement dans des
processus cellulaires. Cette voie de novo fait intervenir 'opéron pur constitué des genes
purE, purkK, purC, pursS, purQ, purL, purF, purM, purN, purH, purD et deoB ainsi que
d’autres genes auxiliaires comme glyA et folD, ce dernier responsable de la synthese
de coenzymes folates requis pour la biosynthese des purines (SeggewiB et al., 2006).
Chez B. subtilis, 1a protéine PurR réprime tout 'opéron pur ainsi que les genes folD et
glyA (SeggewiB et al., 2006). La protéine PurR se lie au site opérateur des genes qu’il
controle et inhibe leur transcription. Cependant lors d'un déficit en purine, une
augmentation de la quantité intracellulaire de phosphoribosyl pyrophosphate (PRPP)
se produit et ce métabolite se fixe a PurR empéchant sa fonction inhibitrice (Saxild and
Nygaard, 1991). La seconde voie de production des purines et la voie de recyclage
faisant intervenir le géne deoD. Cette voie de recyclage récupere des bases purines
libres, les dégradent pour les convertir en AMP/GMP/IMP (G. Ducati et al., 2011;
Saxild and Nygaard, 1991). La régulation de ces genes n’est pas encore bien caractérisée
mais la présence de purines extracellulaires inhibe la voie de novo au profit de la voie
de recyclage (Saxild and Nygaard, 1991). De facon intéressante, les genes purH, purD,
purF et pursS, folD, deoB et glyA ressortent comme essentiels a la coexistence avec P.
aeruginosa. Cependant une seule partie de 'opéron pur ressort de notre analyse et,
tres probablement, I'utilisation dune banque avec une densité d’insertion du
transposon plus élevé nous permettrait d’obtenir le reste des genes de 'opéron. De
plus, les geéne glyA, folD et I'opéron pur sont tous régulés négativement par le
represseur purR. L’absence du gene purR dans la liste obtenue peut étre aussi

expliquée par la densité de notre banque ou que, dans nos conditions, le gene purR
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n’est pas nécessaire pour la régulation de ces genes. En effet, un autre régulateur,
positif cette fois-ci, a été décrit chez Lactococcus lactis (Kilstrup and Martinussen,
1998). Il n’est donc pas improbable qu'un autre régulateur ou qu'un des régulateurs
majeurs de S. aureus (SarR, ArIRS, sigB, AgrA) de la liste soient impliqués dans la
régulation du métabolisme de nucléotides. Le caractere essentiel de ce métabolisme
suggere un besoin de synthese des nucléotides a base purine pour la synthese des
acides nucléiques, la production d’énergie (ATP/GTP) ou la formation, entre autres, de
cAMP/c-di-AMP. Ces dernieres ont été décrites comme étant impliquées dans de
nombreux processus bactériens tels que la formation de la paroi ou encore la
répression catabolique chez E. coli (Kalia et al., 2012a). A faible concentration de
glucose, cAMP est essentiel a I'activation de 'opéron lac qui code pour les protéines
nécessaires a l'utilisation du lactose comme source préférentielle. Ainsi, on pourrait
imaginer que la privation de glucose dans le milieu médié par P. aeruginosa nécessite
un pool de cAMP provenant, a l'origine, de I'opéron pur qui serait essentiel a la

répression catabolique chez S. aureus.

L'opéron du facteur sigma alternatif sigB semble aussi étre essentiel en
coculture. Le facteur SigB confere la spécificité du promoteur a ’ARN polymérase et
est requis pour l'initiation de la transcription. Ce facteur régule notamment la réponse
aux changements de conditions (stress) et permet a S. aureus de s’adapter a son
environnement (Bischoff et al., 2001). sigB fait partie d'un opéron composé de rsbU,
rsbV, rsbW, tous retrouvés apres analyse des données du TN-seq. L’activité de SigB est
régulée au niveau post-traductionnel par les protéines Rsb (regulation of sigma B).
Pendant la phase exponentielle, 'anti facteur sigma RsbW séquestre SigB le rendant
inactif. La liaison de RsbV a RsbW conduit a la libération de SigB pouvant alors remplir
son role de régulation de ’ARN polymérase. Le gene rsbU quant a lui est nécessaire a
P’activation de sigB et a été montré comme étant un activateur majeur lors de stress
acide (Figure III-8) (Giachino et al., 2001; Kullik et al., 1998; Palma and Cheung,
2001). Ainsi le facteur SigB controle plus de 200 genes chez S. aureus impliqués dans
la virulence, la formation de biofilm, la persistance ou encore la résistance aux
antibiotiques (Guldimann et al., 2016). L’essentialité de cet opéron est tres intéressante
car il montre que S. aureus doit étre capable de s’adapter a un stress environnemental
et d’adapter I’expression de ces genes a la présence de P. aeruginosa. La nature de ce

stress reste a étre déterminée.
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D’autres régulateurs globaux de S. aureus tels que SarR ressortent aussi de
Panalyse comme étant essentiels. La protéine SarR fait partie de la famille des
protéines Sar et possede une activité régulatrice majeure des genes accessoires de S.
aureus. Méme si le régulon de SarR reste encore inconnu a ce jour, une activité
répresseur sur le systeme agr a été montrée (Reyes et al., 2011). Son role dans la
coexistence avec P. aerguniosa nécessite des études plus approfondies sur les cibles

potentielles de SarR.

Stress

— > Target gene transcription

Figure III-8: Régulation médiée par SigB. A I'état basal, le facteur sigB est
séquestré par le facteur anti-sigma RsbW. RsbW promeut la phosphorylation de
P’anti-anti facteur sigma B, RsbV qui sous cette forme phosphorylée est inactive.
A la perception d’un stress, RsbU déphosphoryle RsbV qui peut se fixer a RsbW.
Le facteur sigB étant libre, il peut se complexer a ’ARN polymérase et activer la

transcription des genes cibles (Junecko et al., 2012).
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Enfin, tous les genes du systéme agr de S. aureus ressortent comme essentiels
a la coexistence avec P. aeruginosa. Le quorum-sensing est 'un des mécanismes les
plus important pour le contréle des geénes impliqués dans la pathogénie de S. aureus
(Figure III-9). Le locus agr mesure 3,5kb et se compose en deux unités
transcriptionnelles appelées RNAII, contrélé par le promoteur P2, et RNAIII, controlé
par le promoteur P3 (Figure I11-9). Le locus RNAII se décompose en 4 genes, agrB,
agrD, agrC et agrA. agrD code pour un précurseur peptidique extracellulaire appelé
peptide autoinducer (AIP). AgrB est une protéine transmembranaire avec une activité
endopeptidase qui mature les AIP et les exporte. AgrC et AgrA correspondent a un TCS
ou AgrC est le senseur a activité histidine kinase phosphorylant AgrA, le « response
regulator » apres fixation des AIPs. Une fois phosphorylé, AgrA se fixe au promoteur
P2 et P3 ainsi qu’au promoteur exprimant les toxines « peptides solubles modulines »
(PSM). Conservées au sein de S. aureus, des variations dans la séquence de agrB/C/D
amene a apparition de variants de agr (4 au total) qui produisent 4 types d’AIPs
différents. Ces AIPs activent le QS de leur propre groupe tout en inhibant les groupes
différents (Ji et al., 1995, 1997; Lina et al., 1998; Novick and Geisinger, 2008). De plus
le systeme agr peut aussi étre controlé par d’autres régulateurs tels que SarA, SsrA/B
ou des facteurs environnementaux comme la concentration en glucose extracellulaire
ou le pH (Regassa et al., 1992). Cette essentialité du systeme agr est cohérente avec les
genes du métabolisme du glucose observés parallelement et montrerait un
appauvrissement du milieu en carbohydrate. RNAIII est 'effecteur majeur du QS et est
responsable du controle de I'expression des cibles du systeme agr. C’est aussi un
ARNm qui code pour la delta-hemolysine. La régulation par RNAIII se fait
principalement par un appariement antisense a 'extrémité 5'UTR des ARNm cibles
(Janzon et al., 1989; Morfeldt et al., 1995; Novick et al., 1993). Par ce mécanisme, il
réprime I'expression de protéine de surface comme la protéine A (spa) ou encore la
traduction du répresseur de toxine Rot (Boisset et al., 2007), controlant lui-méme
I'expression d’exoprotéines et toxines. Les résultats du Tn-seq indiquent donc qu'un
systeme agr actif serait nécessaire a la coexistence, et suggere qu'une adaptation de

I'expression des facteurs de virulence serait nécessaire.

En conclusion, la construction de deux banques de mutants, 'une dans une
souche de référence HGoo3 et 'autre dans une souche clinique SA31 issue d’'un patient
CF nous ont permis de révéler des genes essentiels a S. aureus pour son maintien avec

P. aeruginosa. Quand bien méme la banque SA31 agit comme un facteur limitant, cette
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Figure I1I-9 : Fonctionnement du systéme agr chez S. aureus. Le précurseur du peptide
autoinducer (AIP) est produit par le gene agrC. Il est exporté par I'intermédiaire de agrB
avec l'aide de la peptidase SpsB, maturant le précurseur. Quand la concentration
extracellulaire atteint un seuil critique, 'histidine kinase AgrC est activé et phosphoryle
le « response regulator » AgrA qui controle ’expression du promoteur P2 et P3. Les
unités de transcription correspondantes, RNAII et RNAIII codent respectivement pour
les genes agr et pour RNAIII, molécule effectrice majeure du systéme agr controlant
I’expression de nombreux genes cibles. AgrA active aussi directement le promoteur des

phenol-soluble modulins (PSMs) (Jenul and Horswill, 2018)
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banque confirme 'analyse des données de HG003 nous informant que S. aureus a
besoin de ses grands régulateurs majeurs (syteme agr, opéron sigB, arlR et sarR) pour
sa croissance en coculture. En lien avec le métabolisme des acides aminés et des
purines, une possible déplétion en glucose du milieu causée par P. aeruginosa pourrait
expliquer le caractere essentiel de ces genes, nécessaire a 'adaptation de S. aureus dans
ces conditions. Ces résultats sont intéressants car ’environnement pulmonaire des

patients atteints de mucoviscidose est appauvri en glucose (Kirchner et al., 2012).
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NorK est une nouvelle pompe a efflux impliquée dans
la résistance a la norfloxacine chez Staphylococcus

aureus

NorK is a new antibiotic efflux pump involved in norfloxacin resistance in

Staphylococcus aureus.
Short article submitted in Antimicrobial Agents and Chemotherapy

Paul Briaud, Jessica Baude, Bastien Sylvere, Laura Camus, Francois Vandenesch, and

Moreau Karen.
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Introduction

Les antibiotiques sont le traitement le plus efficace pour controéler et diminuer
la mortalité associée aux infections bactériennes. Cependant leur grand succes
thérapeutique est entaché par 'acquisition de phénomene de résistance, apparaissant
tres souvent seulement quelques années apres leur introduction en santé humaine
(Davies and Davies, 2010). La survenue de bactéries multi-résistantes appelées aussi
« superbugs », met la lutte contre ces phénomenes de résistances et la découverte de
nouvelles molécules anti-bactériennes au centre des préoccupations que nous devrons
surmonter pendant le 21¢me siecle. Un des plus importants problemes chez les patients
CF est 'acquisition de souches bactériennes multi-résistantes de P. aeruginosa (MDR)
et la proportion croissante des clones MRSA de S. aureus (Stefani et al., 2017). D’apres
le registre annuel américain 2014 de la mucoviscidose, 30% des patients sont colonisés
par des clones MRSA et 20% sont porteurs d’isolat MDR P. aeruginosa (Cystic Fibrosis

Foundation, 2014).

La résistance aux antibiotiques est possible grace a différents mécanismes mis
en place par la bactérie: altération/protection de la cible de lantibiotique,
inactivation/dégradation, diminution de la perméabilité de la membrane aux
antibiotiques et réduction de la concentration intracellulaire de I'antibiotique par des
mécanismes actifs d’efflux (Foster, 2017). Les pompes a efflux sont des protéines
membranaires impliquées dans lexport de composés toxiques tels que des
antibiotiques ou des métaux. Une 20aine de pompes a efflux a été prédite chez S.
aureus et une 15aine déja caractérisées (Schindler et al., 2015). Certaines de ces
pompes sont spécifiques d’un antibiotique et d’autres prennent en charge plusieurs

antibiotiques différents (multidrugs effux pumps).

Les analyses bio-informatiques menées par Sylvere Bastien sur nos données
RNA-seq (cf article n°1) ont mené a I'identification d’'une potentielle nouvelle pompe a
efflux de la famille nor de S. aureus, que nous avons appelées norK. Les pompes nor,
au nombre de 5 actuellement decrites (NorA, NorB, NorC, NorD et Tet38) font partie
de la famille des MFS (major facilitator superfamily). Ces pompes sont composées de
12 a 14 domaines transmembranaires et participent a 'export des fluoroquinolones (e.g
ciprofloxacine, norfloxacine, sparfloxacine), du bromure d’éthidium et de Ila
tétracycline par un phénomene actif dépendant du gradient de proton H+ (Jang, 2016).

L’étude décrite ici a été menée pour caractériser cette nouvelle pompe a efflux chez S.
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aureus et permettre ainsi d’améliorer la connaissance sur les mécanismes de résistance

par efflux aux antibiotiques.

Les analyses phylogénétiques ont révélé que la pompe norK se retrouve au sein
du cluster formé par les pompes norC et norB. De plus l'alignement des séquences
protéiques de cette pompe avec NorB et NorC a montré une organisation typique des
« multidrugs efflux pumps » de la famille MFS avec 14 domaines transmembranaires
prédites. Une souche de S. aureus RN6390 surexprimant norK a été capable d’exporter
le bromure d’éthidium, indiquant alors que ce géne code bien pour une pompe a efflux.
La survie améliorée en présence de concentration croissante de norfloxacine a
démontré l'implication de cette pompe dans la résistance a cet antibiotique.
Finalement, I’étude de I'’expression de norK dans des souches de laboratoires (SF8300,
LAC, Newman, N315 et RN6390) a montré un niveau d’expression comparable aux
autres geénes nor. Néanmoins, I’absence de régulation par MgrA, régulateur majeur des

genes nor, implique une régulation indépendante de cette pompe.

Pour conclure, ce projet a permis de découvrir et de caractériser une nouvelle
pompe a efflux aux antibiotiques impliquée dans l'export de norfloxacine.
L’implication de cette nouvelle pompe dans la physiologie des infections a S. aureus

nécessitera des études plus approfondies.
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Abstract

A novel efflux pump similar to Nor efflux pumps and designated as NorK was identified in
Staphylococcus aureus. It contributes to norfloxacin resistance and presents a high level of
expression in different strains. Its expression is not regulated by MgrA, unlike other genes of the
nor gene family, suggesting that NorK could be important in the absence of expression of other

nor genes.
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Staphylococcus aureus is a major opportunistic bacterial pathogen responsible for a
variety of diseases (1). Its success in causing life-threatening infections is due to its considerable
production of toxins and ability to develop resistance to a wide spectrum of antibacterial
compounds (2, 3). Various systems have been developed by S. aureus to make it resistant to these
substances, such as the alteration of drug binding sites, drug inactivation and the involvement of
efflux pumps.

The term multidrug resistance (MDR) pumps refers to numerous efflux pumps that are
classified into two major groups: (i) ABC-type transporters, which utilize ATP hydrolysis to extrude
target drugs, and (ii) secondary multidrug transporters, which exploit proton and sodium
gradients as energy sources. Among this latter group, the major facilitator superfamily (MFS) has
been studied extensively in staphylococcal species. In S. aureus, the Nor protein family belongs
to the MFS and can extrude a broad range of antibiotic substances such as the fluroquinolones
(FQ), norfloxacin and ciprofloxacin. Four different pumps involved in FQ resistance have been
described previously (4—7). NorA and NorB are responsible for a relatively high-level of resistance
to hydrophobic quinolones, whereas NorC seems to be involved in a low-level of resistance (6).
The NorD substrates remain to be discovered.

Here, we report a new chromosomally encoded Nor protein called NorK, which is highly

expressed independently of MgrA regulation and involved in norfloxacin resistance.

Identification of a new putative efflux pump. In a previous study (Briaud et al., 2019), we
identified 4 different nor related genes from RNA sequencing data, using S. aureus NCTC8325 as
a reference genome (GenBank CP000253). Three of them have already been described: norB

(SAOUHSC_01448), norC (SAOUHSC_00058) and norD (SAOUHSC_02762). The last gene
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SAOUHSC_02740 was encoded for an unknown protein and annotated as a putative drug
transporter. The so-called norK gene is 1.401 nucleotides long (Fig. S1) and encodes for a
hypothetical protein of 466 amino acids. This protein shares relatively high homology with NorB
(57% identity and 76% similarity) and NorC (59% identity and 74% similarity) but low homology
with the NorA and NorD pumps (16% identity and 34% similarity with NorA, 16% identity and 39%
similarity with NorD). A phylogenetic analysis was conducted on Nor proteins and major
chromosomically encoded MFS efflux pumps from S. aureus NCTC8325 using ClustalW alignment
and the Maximum Likelihood method. As depicted by the cluster formed by both proteins (Fig.1),
NorK is closely related to NorB and NorC. ClustalW alignment of NorK with NorB and NorC
proteins revealed that highly conserved domains were shared (Fig.2). Moreover, the NorK protein
presented 14 transmembrane domains predicted by the Phyre2 web portal (8), similar to those
observed in the NorB and NorC pumps. Together these data suggest that NorK belongs to the
same family as the Nor proteins previously described. To assess if this pump was widely
distributed among S. aureus, BLAST analysis on a large collection of genotypically diverse
bacteremia isolates (9) was performed. The results showed that 98% (123/126) harbor nork genes

(identity and coverage >90%).

The expression of norK genes was explored by RT-gPCR (protocol in supplementary data) on 5
different laboratory strains of S. aureus and compared to norA, B, C and D gene expressions. The
norK transcript was consistently detected in all the strains tested at a level similar to norA and

norD genes (Fig. 3 and S2), supporting functionality.

MgrA can act as a repressor or an activator of norA, norB and norC genes (5-7) depending on the

RsbU strain background and as a result of its phosphorylation state (22). We thus explored nork

4
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gene expression in the Newman wild-type (WT, rsbU+) and the Newman AmgrA strain (11). mgrA
deletion had no impact on norK expression while increased norA and norC and decreased norB

expression were observed as expected for a RsbU positive background (Fig. 4) (10, 12).

NorK efflux activity and involvement in antibiotic resistance. To assess the functionality of NorK,
thus its efflux activity, an overexpressing S. aureus strain was built (protocol in supplementary
data) and an ethidium bromide efflux assay was performed as previously described (13). The rate
of fluorescent loss in norK-overexpressing strains was significantly higher compared to the WT
strain (Fig. 5). Antibiotic efflux was tested by time-kill assay in the presence of a representative
anti-staphylococcal fluoroquinolone, norfloxacin, as previously described (14). Wild-type and
norK-overexpressing strains were cultivated for 8 hours in Mueller-Hinton broth supplemented
with norfloxacin at %2MIC (0.19ug/mL), MIC (0.38ug/mL) and 2MIC (0.76ug/mL). At 2, 4, 6 and 8
hours, bacteria were enumerated by plating on TSA. The survival rates of the nork-overexpressing

strain were significantly higher (between 0.5 log and 1 log CFU/ml) than those for the WT strain.

In conclusion, NorK is a new member of the nor gene family and contributes to S. aureus
norfloxacin resistance. NorK is widely distributed within S. aureus strains and its high level of
expression may point to an important role in antibiotic resistance and fitness during the
colonization of infectious niches. Moreover, the MgrA-independent regulation of norK indicates
that its expression could be induced even though other nor-regulated genes were not expressed.
Further studies will be necessary to explore the expression profiles of nor genes in different

conditions (e.g., antibiotic stresses, infectious niches).
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FIG. 1. Phylogenetic tree of S. aureus chromosomally encoded major MFS efflux pumps.
Accession numbers from the Staphylococcus aureus NCTC 8325 strain are indicated in
parentheses. Proteic sequences were aligned by the ClustalW method and the tree was built
using the Maximum Likelihood method based on the Le Gascuel 2008 model (14) with a
bootstrap of 10000. The tree with the highest log likelihood (-7115.58) is shown. The
percentage of trees (>70) in which the associated taxa clustered together is shown next to
the branches. The Multi-Antimicrobial Extrusion Protein (MATE) MdtK sequences from E. coli

(KAB2830459) was used to root the tree.
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149 NorB 1 MEKPSREAFEGNNKLLIGIVLSVITFWLFAQSLVNVVPILEDSFNTDIGTVNIAVSITAL
150 NorC 1 MN----ETYRGGNKLILGIVLGVITFWLFAQSLVNVVPNLQQSFGTDMGTISIAVSLTAL
151 NorkK 1 MDT--SKQFRGDNRLLLGIVLGVITFWLFAQSLVNLVVPLQSTYSSDVGTINIAVSLSAL
152 consensus 1 Me e frG NkL11GIVLgVITFWLFAQSLVNvVp Lg sf tDiGTinIAVSI1tAL
153

154 NorB 61 FSGMFVVGAGGLADKYGRIKLTNIGIILNILGSLLITIISNIPLLLIIGRLIQGLSAACIM
155 NorcC 57 FSGMFVVGAGGLADKIGRVKMINIGLLLSIIGSALIIITNLPALLILGRVIQGVSAACIM
156  Nork 59 FAGLFIVGAGDVADKFGRVKITYVGLILNVVGSLLIIITPLPAFLIIGRIIQGLSAACIM

157 consensus 61 FsGmFvVGAGglADKYyGRvK1ITniGliLnilGS1LIITtnlPalLIiGRI1IQG1SAACIM
158

159 NorB 121 PATLSIIKSYYIGKDRQRALSYWSIGSWGGSGVCSFFGGAVATLLGWRWIFILSIIISLI
160 NorC 117 PSTLAIMKTYYQGAERQRALSYWSIGSWGGSGICSLEFGGAVATTMGWRWIFIFSIIVAVL
161 NorK 119 PSTLAIINEYYIGTRRQRALSYWSIGSWGGSGICTLFGGLMATYIGWRSIFVVSILLTLL

162 consensus 121 PsTLaIiksYYiG dRQRALSYWSIGSWGGSGiCslFGGavAT 1GWRwIFilSIiisll
163

164 NorB 181 ALFLIKGTPETKSKSI---—- SLNKFDIKGLVLLVIMLLSLNILITKGSELGVTSLLFIT
165 NorC 177 SMLLIKGTPETKSEIT---—- NTHKFDVAGLIVLVVMLLSLNVVITKGAALGYTSLWEEG
166  NorkK 179 AMYLIKHAPETKAEPIKGMKAEAKKFDVIGLVILVVTMLSLNVIITQTSHFGLVSPLILG
167 consensus 181 amfLIKgtPETKse i hKFDv GLv1LVvmlLSINv1ITkgs 1GvtSllfig
168

169 NorB 236 LLAIAIGSFSLFIVLEKRATNPLIDFKLFKNKAYTGATASNFLLNGVAG-TLIVANTEVQ
170 NorC 232 LIAIVIVAFFIFLNVEKKVDNPLIDFKLFENKPYTGATISNFLLNGFAG-TLIVANTEVQ
171  NorkK 239 LIVVFICSLVGFVYYENKIKHPLVDFSIFKNRGYSGATISNFLLNGVAGGALIVINTYYQ

172 consensus 241 Liai I sf 1Fi 1Ekkv nPLiDFk1FkNkaYtGATiSNFLLNGVAG tLIVaNTfvQ
173

174 NorB 295 RGLGYSSLOAGSLSITYLVMVLIMIRVGEKLLQTLGCKKPMLIGTGVLIVGECLISLTFL
175 NorC 291 QOGLGYTALQAGYLSITYLIMVLLMIRVGEKLLOKMGSKRPMLLGTFIVVIGIALISLVFL
176 NorK 299 QQLGFNSSQTGYISLTYLITVLSMIRVGEKILSQHGPKRPLLLGSGFTVIGLILLSLTFL

177 consensus 301 gqgLGysslQaGylSiTYLimVLiMIRVGEK1Lg 1G KrPmL1GtgvlviGi LiSLtFL
178

179 NorB 355 PEIFYVICCIIGYLFFGLGLGIYATPSTDTAIANAPLEKVGVAAGIYKMASALGGAFGVA
180 NorC 351 PGIFYVISCVVGYLCFGLGLGIYATPSTDTAISNAPLDKVGVASGIYKMASSLGGAFGVA
181 NorK 359 PEVWYIISSIVGYLLEFGTGLGLYATPSTDTAVASAPDDKSGVASGVYKMASSLGNAFGVA

182 consensus 361 PeifYvIscivGYL FGlGLGiYATPSTDTAianAPldKvGVAsGiYKMASsLGgAFGVA
183

184 NorB 415 LSGAVYAIVSNMTNIYTGAMIALWLNAGMGILSEVIILLLVPKONDTQL-—---
185 NorC 411 ISGAVYAGAVAATSIHTGAMIALWVNVLMGIMAFIAILFAIPN-DDKRVKDAK
186 NorK 419 VSGTVYTVLAANLNLNLGGFTGMMFNALLAIVAFLVILLLVPK-NQTN----L

187 consensus 421 1SGaVYaiv a tni tGamialwlNalmgIlaFviILllvPk ndtgl
188

189

190  FIG. 2. Amino acid sequence alignments of Staphylococcus aureus NCTC 8325 NorB (YP 499970),
191  NorC (YP 498663) and NorK (YP 501210) proteins. Alignment was done using ClustalW. Identical
192 amino acids are shown in red, similar amino acids in blue. Grey boxes represent predicted
193  transmembrane domains by Phyre2 web portal (8).
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FIG. 3. nor genes expression. S. aureus strains RN6390e (14), HGO01V (15), SH1000m (16),

Newman+4 (16), SF8300 A (17), were cultivated in BHI for 8 hours at 37°C with shaking (200rpm).

At 4 hours of culture, RNAs were extracted and nor gene expression was monitored by RT-gPCR.

The results are represented as the mean +/- standard error. Quantification after 2, 6 and 8

hours of culture are presented in figure S2
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FIG. 4. MgrA regulation of nor gene expression. Newman wild-type (black) and Newman AmgrA
(grey) strains were cultivated in BHI at 37°C for 8 hours. At 4 hours of culture, RNAs were extracted
and nor gene expression was monitored by RT-qPCR. The results are depicted as mean + standard
error from three independent experiments. Statistical analyses were performed by using an

unpaired t-test (* P<0,05, ** P<0,001, *** P<0,0001).
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FIG. 5. Quantification of ethidium bromide efflux over time by S. aureus RN6390 WT (@) and nork
overexpressing (m) strains. Bacteria were resuspended in efflux buffer with EtBr (2ug/mL) and
reserpine (25ug/mL), to prevent efflux. After 30min, bacteria were washed to remove reserpine
and EtBr efflux was monitored by measuring the decrease of fluorescence. One experiment

representative of three independent experiments is depicted.
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227  FIG. 6. Time—kill curves of S. aureus RN6390 WT (@) and norK overexpressing (m) strains. Bacteria
228  were grown in Mueller-Hinton broth (MHB) for 8 hours. Bacteria were resuspended at 1.10°
229  CFU/mLin MHB supplemented with norfloxacin at % MIC (0.19ug/mL), MIC (0.38ug/mL) and 2MIC
230  (0.76ug/mL). Bacteria were plated on MHA every two hours to count living cells. The results are
231 indicated as the percentage of survival rate calculated by dividing the number of bacteria at a
232 time point by the number of bacteria at TO. One experiment representative of three independent

233  experiments is depicted.
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Résumeé des résultats

L’état de coexistence n’a été que peu étudié jusqu'a présent et seulement
quelques informations dans le contexte de la mucoviscidose sont décrites (Baldan et
al., 2014; Cigana et al., 2017; Michelsen et al., 2014, 2016). Ainsi, la coexistence avec
P. aeruginosa est responsable d'une augmentation de la résistance a la tobramycine,
gentamycine et ciprofloxacine chez S. aureus bien que le mécanisme responsable soit
inconnu (Michelsen et al., 2014, 2016). Le but de ma thése a donc été de caractériser
Iimpact de P. aeruginosa sur S. aureus. Plusieurs approches ont été entreprises,
notamment (i) une approche transcriptomique par RNA-seq et RT-qPCR, (ii) une
recherche des genes essentiels de S. aureus en présence de P. aeruginosa par TN-seq
et enfin, (iii) une étude clinique pour étudier I'impact de I'interaction bactérienne sur
I’état de santé des patients. L’approche transcriptomique a montré une surexpression
des genes tet38, norA et norC, impliqués dans l'internalisation en cellules épithéliales
pulmonaires ainsi que dans la résistance a la tétracycline et aux quinolones (Fournier
et al., 2000; Truong-Bolduc et al., 2005, 2006). De plus, le signal responsable de ces
dérégulations semble étre spécifique a P. aeruginosa et nécessite un contact rapproché
entre les deux bactéries. Les données de TN-seq indiquent qu’'en coexistence, le
quorum-sensing (systéme agr), la réponse aux stress (régulon sigB) et le métabolisme
des purines (pur/deoB) sont essentiels a la coexistence avec P. aeruginosa. Ces genes
ont un réle dans 'adaptation a I'environnement, la résistance et la virulence de S.
aureus (Bischoff et al., 2001; Le and Otto, 2015; Li et al., 2018; Tuchscherr et al., 2015).
Ces données, couplées aux résultats du RNA-seq, laissent penser a un effet synergique
entre les deux bactéries sur la virulence de S. aureus et son adaptation a
I’environnement pulmonaire. Une étude rétrospective clinique en partenariat avec les
HCL a été conduite pour évaluer I'impact de la co-infection et de l'interaction S.
aureus/P. aeruginosa sur I'état de santé des patients CF. Dans la littérature, des
données contradictoires existent sur I'impact de la co-infection et aucune étude n’a pris
en compte les effets des interactions bactériennes. Nos résultats montrent que la co-
infection S. aureus/P. aeruginosa est plus sévere qu’une infection par S. aureus seul,
mais cette co-infection est aussi sévere quune mono-infection par P. aeruginosa. Les
patients infectés par des couples S. aureus/P. aeruginosa en compétition présentent
une FEV1% plus basse que les personnes mono-infectées par S. aureus. Cependant, les

personnes infectées par un couple S. aureus/P. aeruginosa en coexistence montrent
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un nombre de jours d’hospitalisation supérieur. L’ensemble des données obtenues

ouvrent de nombreuses perspectives d’étude.
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IV.1. L’implication du systéeme agr dans la

coexistence avec Pseudomonas aeruginosa

La liste de genes dressée par I'analyse Tn-seq montre que l'opéron agr est
essentiel a la coexistence avec P. aeruginosa. De plus, la molécule effectrice majeure
du systeme agr, RNAIII régule mgrA, lui-méme important pour la surexpression de
tet38, norA et norCen présence de P. aeruginosa observée dans notre analyse RNAseq.
Ces deux éléments convergents nous ont conduit a explorer le systéme agr en présence
de P. aeruginosa. Dans le but de regarder dans quelle mesure agr était important en
présence de P. aeruginosa, des RT-qPCR ont été effectuées sur les génes du quorum-
sensing en coculture pour regarder leur cinétique d’expression (Figure IV-1). Une
diminution de 'expression de RNAIII ainsi que des genes agrA et agrC a été observée
sur les 12 paires de souches cliniques utilisées dans l'article 1 en coculture avec P.
aeruginosa. Ces résultats ont été confirmés sur les souches de références LAC et
Newman. Ainsi, en présence de P. aeruginosa, le systeme agr est sous-exprimé.
Néanmoins, ces résultats semblent contredire les données du TN-seq. En effet, nos
données indiquent que d’une part, le systeme agr est essentiel a la coexistence mais
d’autre part, le quorum-sensing semble étre sous-exprimé en coexistence. Une
premiere hypothese serait qu'en coexistence, la sous-expression du systeme agr
induite en coculture permettrait a P. aeruginosa de contréler la population de S.
aureus. Cependant, lors de nos expériences de cocultures, le suivi de croissance de
chaque bactérie a été effectué et aucune différence de concentration bactérienne n’a été
notée entre les mono- et cocultures. Il semblerait donc que la sous-expression du
quorum-sensing de S. aureus ne soit pas un moyen utilisé par P. aeruginosa pour
impacter négativement la croissance du staphylocoque. Une autre hypothese serait que
I'inactivation totale de agr et sa sous-expression n’aient pas le méme impact sur la
physiologie de S. aureus. En effet, I'insertion du transposon dans les genes du quorum-
sensing empéche toute réponse de S. aureus a son environnement et donc toute
adaptation de l'expression de ses genes. En revanche, la sous-expression de son
quorum-sensing est déja une réponse a son environnement et autorise I'expression de
certains genes. En coculture, les données de RNA-seq montrent en effet que le

métabolisme de S. aureus est différent des monocultures (sous-expression des genes
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Figure IV-1: Dérégulation du systeme agr en coculture avec P. aeruginosa. Les 12
couples de souches cliniques (A) de I'article 1 ou les souches de laboratoires (B) LAC,
SF8300 et Newman ont été mise en culture dans les mémes conditions que le RNA-
seq. Les ARNs ont été extraits a 4h et des RT-qPCR ont effectué pour mesurer
Iexpression relative des genes agrA, agrC et RNAIII. L’analyse statistique a été
effectuée a I'aide d’un test t apparié pour la figure A et d’'un test t non apparié pour la

figure B (* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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de la glycolyse, surexpression du métabolisme des purines), suggérant une adaptation
de I'expression des genes en présence de P. aeruginosa. Un certain niveau d’expression
des genes agr pourrait donc étre essentiel au maintien de S. aureus avec P. aeruginosa.
Si certains geénes présentent une sous-expression ou une surexpression trop
importante, un effet néfaste peut étre envisagé sur la coexistence avec P. aeruginosa.
Des analyses protéiques devront étre envisagées pour analyser l'impact de P.

aeruginosa sur les cibles de Agr et compléter ces observations transcriptomiques

In vivo, cette répression du quorum-sensing chez S. aureus amenerait a une
surexpression des protéines de surface comme la protéine A, des adhésines, une
meilleure production de biofilm, une surexpression des génes impliqués dans
Iéchappement au systeme immunitaire (sbi, coa) et diminuerait 'expression de
facteurs de virulences (PSM, hla) (Le and Otto, 2015). La sous-expression de agr est
généralement observée lors d’infections chroniques, tandis qu'une activation du
quorum-sensing se produit lors d’infections aigues, nécessitant la production de
toxines pour déstabiliser et détruire les cellules et composantes de la matrice
extracellulaire (Le and Otto, 2015). Par conséquent, cette sous-expression en présence
de P. aeruginosa pourrait favoriser la persistance de S. aureus dans les voies aériennes
dans un contexte d’infection chronique. Les données de TN-seq montrent également
que l'opéron pur serait essentiel a la coexistence. La biosynthese des purines a été
décrite comme essentielle au maintien de S. aureus dans un modele d’infection
d’endocardites de lapin (Li et al., 2018). Aussi, 'opéron sigB, essentiel selon nos
données de TN-seq est primordial pour une persistance intracellulaire (Tuchscherr et
al.,, 2015). Nos données suggerent alors que la coexistence avec P. aeruginosa
orienterait la physiologie de S. aureus vers un mode d’infection chronique (diminution
de la virulence, augmentation de la survie intracellulaire, échappement au systeme

immunitaire...).

Le signal de P. aeruginosa responsable de la modification de I’expression du
systeme agr de S. aureus devra aussi étre investigué. Il peut étre direct, par I'effet
inhibiteur d’un produit issu de P. aeruginosa, ou indirect, issu d'une compétition
nutritionnelle et d'un changement de métabolisme de S. aureus. Le quorum-sensing
est un capteur de la densité bactérienne par la détection des auto-inducteurs produits
par les bactéries. Ces auto-inducteurs sont de structures chimiques différentes suivant

le type de quorum-sensing dont ils sont issus (AIP pour S. aureus et AHLs/PQS pour
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P. aeruginosa). L'un de ces types d’auto-inducteurs, les AI-2, sont issus du systeme
Lux, un autre quorum-sensing partagé par de nombreuses bactéries (Le and Otto,
2015). Ces AI-2 peuvent étre détectés par P. aeruginosa et S. aureus, méme si chez ces
deux bactéries, le récepteur des AI-2 n’a pas encore été découvert a ce jour. Parmi les
genes hypothétiques essentiels des données du TN-seq, la protéine putative issue du
geéne yhht 2 possederait un domaine appartenant a la superfamille des transporteurs
des AI-2. Nous pouvons donc émettre I’hypothese que le gene yhht 2 code un
transporteur d’un autoinducer de type AI-2, qui pourrait avoir un effet sur '’expression
du quorum-sensing de S. aureus. Pour tester cette hypothese, nous devrons déja
vérifier que la sous-expression du quorum-sensing de S. aureus provient d’une
molécule sécrétée par P. aeruginosa. Des expériences d’expositions de surnageant et
de transwell pourront étre envisagées. Par la suite, un mutant isogénique du geéne
yhht_2 devra étre réalisé afin de vérifier que, dans ce mutant, la présence de P.
aeruginosa n’'impacte plus 'expression du quorum-sensing de S. aureus. Néanmoins,
aucun systeme LuxS permettant la synthése des AI-2 n’a été décrit chez P. aeruginosa
(Duan et al., 2003; Zhao et al., 2010). La recherche de systeme similaire ou de molécule
proches des AI-2 pourra étre envisagée chez P. aeruginosa. Par ailleurs, la sous-
expression du systeme agr en coculture pourrait étre due a une inhibition du
fonctionnement des AIPs de S. aureus tels que cela a déja été observé chez
Corynebacterium (Ramsey et al., 2016). Un phénomene identique pourrait se produire
dans nos conditions, ou P. aeruginosa bloquerait la fixation des autoinducers de S.

aureus a AgrC et induirait donc une sous-expression du quorum-sensing

D’autres facteurs, et notamment environnementaux, sont capables d’influencer
Pexpression du systeme agr tels que la concentration en glucose ou le pH (Regassa and
Betley, 1992; Regassa et al., 1992). Il a ainsi été montré qu’a forte concentration (0,1M),
le glucose inhibait 'expression du quorum-sensing de S. aureus. Néanmoins, cette
concentration est loin de nos conditions expérimentales ou nous atteignons au
maximum 5mM de glucose. La concentration en glucose ne peut donc pas expliquer la
répression du quorum-sensing de S. aureus observés en coculture. Le pH extracellu-
laire possede un effet sur I’expression du systeme agr. Il a été montré quun pH alcalin
(pH>8) inhibait fortement 'expression de ’ARNIII (Regassa and Betley, 1992) chez S.
aureus. Une alcalinisation du milieu di a la présence de P. aeruginosa pourrait donc
induire la diminution de I'expression du systéeme agr. Dans le but de démontrer cela,

le pH de monoculture de S. aureus ou de coculture avec P. aeruginosa a été mesuré
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Figure IV-3: Variation du pH en mono- ou coculture. Les cultures ont été
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doctorante).

pendant 5h (Figure IV-2). En monoculture, le pH du surnageant de S. aureus atteint
un minimum a pH=6,5 a 2h de culture puis remonte a pH=7,7 au bout de 5h. En
coculture, une cinétique différente apparait. En effet, le pH reste stable a une valeur de
7,5 les 2 premieres heures puis augmente pour atteindre pH=9 a la fin de I'’expérience.
A 4h, temps ot les RT-qPCR ont été réalisées, le pH atteint 8,5 et pourrait étre suffisant
pour inhiber '’expression des génes du quorum-sensing de S. aureus. On ne peut donc
pas exclure que I'inhibition du quorum-sensing soit dii a I’'alcalinisation du milieu par
P. aeruginosa. Pour démontrer cet effet du pH, un suivi d’expression des genes agr en
coculture dans un milieu tamponné devra étre réalisé. In vivo, une étude tres récente
a montré que le pH de I’ASL des patients CF n’était pas différent de celui de personnes
non-CF (pH=7) (Schultz et al., 2017). Une alcalinisation locale de ’ASL pourrait
toutefois se produire dans les zones profondes des poumons ou S. aureus et P.
aeruginosa se retrouvent (Hogan et al., 2016; Wakeman et al., 2016). Une étude plus
approfondie sur I'effet alcalinisant de P. aeruginosa sur S. aureus dans des conditions
plus proches est donc nécessaire. L’utilisation d'un milieu mimant le mucus de patients

CF (Fung et al., 2010) ou encore, des cultures faites directement dans le crachat de
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patients CF (Palmer et al., 2005) permettraient de tester cet effet sur le quorum-

sensing.

IV.2. Purine, Tet38 et Pseudomonas aeruginosa

En croisant les données du RNA-seq de I’étude 1 et les données du Tn-seq de
I’étude 3, nous avons identifié des génes essentiels a la coexistence et impliqués dans
le métabolisme des ribonucléotides, et en particulier les ribonucléotides a base purines
(ADP/ATP et GDP/GTP). Lors de la coculture avec P. aeruginosa, une surexpression
de deoD a été observée. Ce géne impliqué dans la voie de recyclage des nucléotides a
base purine (Nordlund and Reichard, 2006) permet la synthese de GMP, AMP ou IMP
a partir des bases nucléiques guanine, adénine ou hypoxanthine provenant soit de son
propre environnement ou soit du milieu extracellulaire (Figure IV-3)(G. Ducati et al.,
2011). La surexpression de la voie de recyclage des nucléotides en présence de P.
aeruginosa a déja été observée par une autre équipe (Tognon et al., 2019). De plus, une
sous-expression de l'opéron nrd codant les ribonucléotides réductases (RNRs;
nrdl/nrdE/nrdF/nrdG) se produit en coculture. Ces RNRs sont en charge de la
transformation des ribonucléotides (GDP/GTP ou ADP/ATP) en déoxy-
ribonucléotides (dGDP/dGTP ou dADP/dATP) (Figure IV-3). Une diminution de la
production de déoxy-nucléotides phosphatés se produit en faveur d'une accumulation
de nucléotides phosphatés (Figure IV-3). Enfin, les données de TN-seq indiquent que
le géne deoB et les genes purF/purS/purH/purD sont essentiels a la coexistence. Les
genes pur sont tous impliqués dans la synthese de novo de nucléotides a base purine
dont le produit final est 'IMP, produit a partir de phosphoribosypyrophosphate
(PRPP) lui-méme issu de la conversion de D-ribose-1P par DeoB. L'IMP peut étre
converti en GMP ou en AMP. Le caractére essentiel des genes pur/deoB, la
surexpression de deoD et la sous-expression des genes codant les RNRs suggerent que
la synthese des ribonucléotides par la voie de novo ou la voie de recyclage est
importante dans I'interaction de coexistence avec P. aeruginosa. Il faudrait néanmoins
déterminer les raisons pour lesquelles cette synthese est favorisée lors de cocultures.
Nous pouvons envisager quune accumulation du pool intracellulaire de
ribonucléotides se produit (Figure IV-3), permettant alors d’améliorer la transcription
et les réactions dépendantes d’énergie en rendant plus disponibles les nucléotides

triphosphates (GTP/ATP). Afin de tester ces hypotheses, des RT-qPCR devront étre
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effectuées sur les génes pur pour observer si une surexpression de cet opéron est réelle.
Nous pourrions ensuite suivre I'expression des génes impliqués dans la production de
GMP/GDP et AMP/ADP a partir 'IMP (guaA/B et adk) (Brune et al., 1985;
Makowska-Grzyska et al., 2012; Tiedeman et al., 1985). De plus, il est important de
noter que les molécules GTP et ATP sont les précurseurs directs de c-di-AMP et c-di-
GMP, messagers secondaires importants pour la régulation de nombreux genes (Kalia
et al., 2012a). Ils sont notamment impliqués dans la virulence de Streptococcus
pyogenes (Cho and Kang, 2013) et dans la synthese de la paroi de S. aureus ainsi que
la régulation de sa taille (Fahmi et al., 2017). Afin d’évaluer si ces molécules sont aussi
surproduites dans nos conditions, un suivi d’expression en coculture des geénes
cdaA/DacA (c-di-AMP) et DGC (c-di-GMP) sera effectué. La concentration en c-di-
AMP pourra étre évaluée par ELISA en coculture (Peng et al., 2016) et comparée aux
valeurs obtenues en monoculture de S. aureus. Enfin, la caractérisation du roéle de c-
di-AMP/c-di-GMP chez S. aureus sera effectuée par la construction de mutants

isogéniques impactés dans la voie de synthése de ce composé.

De facon étonnante, le géne deoD (voie de recyclage des purines) se retrouve en
structure opéronique avec tet38 (Truong-Bolduc et al., 2005). La voie de recyclage des
purines utilise les bases nucléiques déja existantes dans la bactérie ou importées du
milieu extracellulaire (G. Ducati et al., 2011). Le gene tet38, pompe a efflux aux
antibiotiques et en opéron avec deoD, pourrait ainsi étre impliqué dans 'import de
purines et approvisionner la voie de recyclage. Les roles de Tet38 dans la résistance a
la tétracycline et dans I'internalisation aux cellules épithéliales pulmonaires ne seraient
alors qu’un effet secondaire dii aux besoins en base purine lors de cocultures. Le role
exact de tet38 dans I'import des purines reste toutefois a étre élucidé. Le dosage
intracellulaire de purines est possible grace a I'utilisation de chromatographie en phase
liquide couplée a de la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) (Shi et al., 2014). Ce
dosage dans une souche sauvage, mutante et sur-exprimant tet38 permettra de vérifier

son réle dans le métabolisme des purines.
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IV.3. Les polyamines, potentiel signal des
dérégulations transcriptomiques

Lors de la coexistence avec P. aeruginosa, S. aureus modifie son transcriptome
entrainant une surexpression des pompes a efflux aux antibiotiques nor dont norA,
norC et tet38. L'investigation du signal menant a ces dérégulations suggere que, de
facon surprenante, la ou les molécules inductrices et produites par P. aeruginosa ne se
retrouvent pas ou en quantité insuffisante dans son surnageant de culture, et quun
contact proche et/ou direct entre les bactéries est nécessaire. En effet, les études
menées jusqu’a maintenant ont montré que le surnageant de P. aeruginosa était
responsable des effets observés lors des interactions compétitives avec S. aureus
(Filkins et al., 2015; Fugere et al., 2014; Limoli et al., 2017; Machan et al., 1992). En
coexistence, il semblerait donc qu'une interaction proche se produise et permette de
modifier la résistance aux antibiotiques de S. aureus. Dans le but de démontrer quun
contact direct est réellement nécessaire, le promoteur de tet38 devra étre cloné en
amont d’'un gene rapporteur (e.g gfp) et un suivi de la fluorescence en time-lapse par
microscopie lors de la coculture avec P. aeruginosa permettra de regarder précisément

si un contact bactérie-bactérie est nécessaire a la surexpression de tet38.

L’analyse transcriptomique a révélé que l'opéron potRABCD impliqué dans
Iimport des polyamines est surexprimé en présence de P. aeruginosa.
Les polyamines sont des molécules linéaires polycationiques retrouvées dans la plupart
des organismes. Les principaux représentants de cette famille sont la cadavérine, la
putrescine, la spermidine et la spermine. Elles présentent un role pléiotropique sur les

processus cellulaires (Shah and Swiatlo, 2008), tel que :

- Augmentation de la synthese des protéines en se fixant et stabilisant les
ribosomes aux ARNm

- Diminution du stress oxydatif par liaison aux ROS

- Augmentation de la formation de biofilm en activant les geénes impliqués dans
sa formation

- Induction l'expression de facteurs de virulence comme le T3SS chez P.

aeruginosa (Zhou et al., 2007)

La spermine est exclusivement produite par les cellules eucaryotes et est utilisée

comme agent antimicrobien. En effet, la concentration en spermine augmente au
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niveau des sites infectieux et devient toxique, notamment pour les firmicutes ne
possédant pas les genes nécessaires a la dégradation de cette polyamine. Chez S.
aureus, 'apport dans les souches USA300 de I’élément ACME (Arginine Catabolism
Mobile Element) permet I'acquisition du gene speG dégradant la spermine (Joshi et

al., 2011).

Les autres types de polyamines peuvent étre produits par les bactéries, selon
deux voies de synthese différentes. La premiere, la synthese de novo, commence par la
décarboxylation de précurseur d’acides aminés en polyamines par 'intermédiaire des
genes spe localisés sur deux structures opéroniques différentes. La seconde est 'import
de polyamines issus du milieu extracellulaire via le systéme Pot. Chez S. aureus, qui ne
posséde pas de systéme spe et par conséquent pas de synthese de novo de polyamines,
le systéme PotRABCD est présent et permet la capture de spermine et de spermidine
(Shah and Swiatlo, 2008). Le fonctionnement exact de ce transporteur a été caractérisé
chez E. coli et nous pouvons supposer un role similaire chez S. aureus (Kashiwagi et
al., 1993; Pistocchi et al., 1993). Il s’agit d’un transporteur de type ABC ot les protéines
périsplamiques PotD sont responsables de la liaison avec le substrat, les dimeres de
protéines PotA sont des ATPases associées ala membrane. PotC et PotB forment quant
aelles le canal transmembranaire. La liaison avec la spermine ou la spermidine conduit
a un changement tridimensionnel de la structure de PotB/PotC conduisant a
I’hydrolyse de ’ATP en ADP+Pi par les protéines dimériques PotA. L’apport d’énergie
fourni par cette lyse permet de faire passer contre le gradient électrochimique les
polyamines dans la bactérie. La régulation de 'expression de potABCD se fait au moyen
de la protéine régulatrice PotR dont la fonction inhibitrice ou activatrice de 'opéron

n’a jamais été montrée chez S. aureus (Yao and Lu, 2014a, 2014b).

Les données du RNA-seq montrent qu'une surexpression de l'opéron
potRABCD se produit en coculture avec P. aeruginosa. Les surexpressions de potR et
de potABCD suggerent que ce régulateur est un activateur transcriptionnel de I'opéron.
L’induction de ces genes se fait, dans I'état des connaissances actuelles, uniquement en
présence de polyamines (Yao and Lu, 2014a, 2014b), il est donc tres probable que cette
augmentation de 'expression soit due a la présence de polyamines dans le milieu en
coculture. Chez P. aeruginosa, aucun systeme d’export de polyamines n’a été
caractérisé. Les polyamines sont soit localisées dans le cytoplasme et catabolisées par

les génes spe, soit exportées a la membrane externe dans le cas de la spermidine

Polyamines, potentiels signals ? 188



Discussion et perspectives

(Johnson et al., 2012). Cette polyamine se lie au LPS électrostatiquement, le stabilise
et le protege contre I'action d’antibiotiques polycationiques tels que la polymixine B ou
encore contre des stress oxydatifs médiés par les ROS (Johnson et al., 2012). Nous
proposons donc un modele ou S. aureus est capable de détecter la spermidine a la
membrane externe de P. aeruginosa via PotRABCD, de le transporter, avec pour

conséquence une modification de sa signature transcriptionelle et/ou traductionnelle.

L’étude menée par Yao et al., en 2014 a permis d’étudier 'impact de la spermine
sur le transcriptome de S. aureus. De fagon intéressante, des géenes communs avec nos
résultats de RNA-seq sont impactés de facon similaire. Nous retrouvons ainsi une
surexpression des geénes impliqués dans 'import du fer (sirAB), une sous-expression
des génes faisant partie du régulon de SigB (opuD, fda et hla), une sous-expression des
genes nrd (synthese de novo de deoxyribonucléotides) et une surexpression des genes
tetM et norA (Yao and Lu, 2014a). Cependant, I’étude a été menée a ’'aide d’une puce
a ARN, et il est possible que des transcrits n’aient pas été identifiés dii a un
recouvrement insuffisant. Par exemple, 1 géne norC n’était pas présent sur la puce
GeneChip S. aureus genome assay utilisée par Yao et Lu. De plus, aucune étude ne
montre I'impact phénotypique de la spermidine sur S. aureus. Il serait alors judicieux
d’étudier, tant bien au niveau transcriptomique (RNA-seq) que protéomique (MS/MS)
I'impact de la spermidine a des concentrations physiologiques, retrouvées notamment
au niveau des membranes de P. aeruginosa (10-50uM) (Johnson et al., 2012). De plus,
un suivi de fluorescence (cinétique ou en time-laps) d’une coculture d'un mutant ne
produisant plus de spermidine chez P. aeruginosa (AspeDAPA4773) avec une souche
de S. aureus ptet38-gfp permettrait de confirmer que la spermidine est bien le signal
responsable de la surexpression de tet38. Cette expérience pourrait aussi étre réalisée
dans une souche S. aureus ApotRABCD pour déterminer le réle de ce transporteur

dans la capture et la transduction du signal.

Une étude par métabolomique non ciblée réalisée sur des souches de P.
aeruginosa d’infections précoces ou tardives a montré une évolution de I’expression
des polyamines au cours de l'infection, en lien avec le phénotype de virulence de
I'isolat. Une diminution de la synthese des polyamines et notamment de la spermidine
est observée chez les clones de colonisation ancienne et de virulence diminuée (These
Orianne Moyne). Par ailleurs, une augmentation du niveau de polyamines est observée

dans le crachat des patients CF lors d’exacerbations, en comparaison a des patients CF
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en état stable (Grasemann et al.,, 2012). Les patients en exacerbations traités par
antibiothérapies présentent une diminution du niveau de polyamines, suggérant que
la source de production dans les crachats est probablement d’origine bactérienne. S.
aureus étant sensible aux fortes concentrations de polyamines (absence des genes spe
pour les souches MSSA), I'adaptation de P. aeruginosa a son hote favoriserait ainsi le
phénotype de coexistence avec S. aureus en lien avec la diminution de la production de
polyamines. A des concentrations sub-inhibitrices, ces molécules conservent leur
action sur le transcriptome de S. aureus (Yao and Lu, 2014a). Ainsi, les souches de P.
aeruginosa d’infections tardives, présentant une virulence moindre vis-a-vis de S.
aureus et produisant de faible concentration de polyamines, pourraient étre
responsables des dérégulations transcriptomiques observées chez S. aureus. Des tests
de compétition ainsi que des analyses transcriptomiques avec des isolats cliniques de
P. aeruginosa présentant des niveaux de production de polyamines variables pourront

étre réalisés pour confirmer le role de ces molécules dans la coexistence avec S. aureus.
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IV.4. L’impacrt de la co-infection et de la
coexistence chez les patients atteints de

mucoviscidose

L’étude clinique rétrospective menée dans la partie 2 des résultats a
permis de mieux caractériser 'impact de la co-infection sur I’état de santé des patients
et de prendre en compte, pour la premiere fois, I’état d’'interaction entre S. aureus et P.
aeruginosa. Nos résultats sur la cohorte lyonnaise révelent que les personnes co-
infectées par S. aureus/P. aeruginosa présentent un bilan clinique plus sévere que la
mono-infection par S. aureus. Il a été montré par plusieurs études cliniques que la
mono-infection par S. aureus était moins sévere qu’une mono-infection par P.
aeruginosa ou une co-infection par ces deux bactéries (Ahlgren et al., 2015; Cios et al.,
2019a; Gangell et al., 2011; Hubert et al., 2013; Hudson et al., 1993; Limoli et al., 2016;
Sagel et al., 2009). Nos résultats sont donc cohérents avec toutes ces études et
confirment que la mono-infection par S. aureus semble cliniquement moins sévere que

les autres types d’infections.

Concernant la comparaison entre la mono-infection par P. aeruginosa et la co-
infection S. aureus/P. aeruginosa, aucune différence sur le bilan clinique ne sépare les
deux groupes mis a part lage (le groupe mono-infection présente un age
médian/moyen plus élevé que le groupe co-infection) et I'indice de masse corporelle
(IMC), plus élevé chez les personnes mono-infectées que les co-infectées. Nos résultats
sont en accord avec I’étude menée par (Ahlgren et al., 2015) mais en désaccord avec
d’autres montrant que la mono-infection par P. aeruginosa ou la co-infection est la
plus sévere (Cios et al., 2019a; Gangell et al., 2011; Hubert et al., 2013; Hudson et al.,
1993; Limoli et al., 2016; Sagel et al., 2009). En regardant précisément la composition
des cohortes de patients étudiées, il semblerait que chez les enfants ou de jeunes
adolescents (<13ans), la mono-infection a P. aeruginosa soit plus sévere que la co-
infection S. aureus et P. aeruginosa (Gangell et al., 2011; Hudson et al., 1993). Ainsi,
Iincidence de la co-infection serait dépendante de I'age des patients. L’acquisition
précoce de P. aeruginosa chez les enfants/adolescents expliquerait alors la sévérité
d’'une mono-infection pour les patients de cette tranche d’age. Le peu d’enfants ou
d’adolescents de moins de13ans dans notre cohorte ne nous permet pas de confirmer

cette observation, mais une seconde étude pourrait étre envisagée.
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L’age plus avancé des personnes mono-infectées par P. aeruginosa suggere que
S. aureus disparait, ou devient indétectable chez les personnes CF agées. La co-
infection S. aureus/P. aeruginosa pourrait étre alors I'étape intermédiaire d’une
colonisation séquentielle par ces deux bactéries : colonisation par S. aureus, puis
colonisation par P. aeruginosa (co-occurrence S. aureus/P. aeruginosa) et enfin
mono-infection par P. aeruginosa (disparition de S. aureus ou non détectable). Par
ailleurs, 'TMC pourrait étre également étre corrélé a I'age et expliquerait pourquoi les

patients mono-infectés par P. aeruginosa, plus agés, présentent un IMC plus élevé.

La seconde partie de cette étude a permis de rechercher un éventuel lien entre
l’état d’interaction compétition/coexistence entre S. aureus et P. aeruginosa et I'état
de santé des patients. Dans notre cohorte, 24.53% des patients sont co-colonisés par S.
aureus/P. aeruginosa. Parmi eux, 65.38% des patients possédent un couple S.
aureus/P. aeruginosa en coexistence, déterminé par les tests de compétition sur agar.
Cette information est précieuse car elle montre pour la premiere fois que 'état de
coexistence est plus fréquent que 'état de compétition, qui est pourtant le mieux
caractérisé. Aucune différence d’'un point de vue clinique n’a cependant été identifiée
entre le groupe compétition et le groupe coexistence, indiquant une sévérité identique
quel que soit I’état d’interaction des bactéries infectantes. Les deux groupes sont
composés de personnes ayant le méme age (23 ans en moyenne). Dans le modele
actuel, les souches d’infection dites précoces de P. aeruginosa non-adaptées a
Penvironnement pulmonaire sont compétitrices envers S. aureus. Apres une phase
d’adaptation qui conduit notamment a une altération des systemes de quorum-
sensing, les souches patho-adaptatives dites d’infections tardives coexistent alors avec
S. aureus. Toutefois, nos données ne mettent en évidence aucun lien entre la durée
d’infection est le type d’interaction, et ne corroborent donc pas ce modele. Une
hypothese pourrait étre que 1’état d’interaction est réversible et ne dépend pas du
temps de colonisation, mais plutét de I'environnement pulmonaire (inflammation,
disponibilité en nutriments, concentration des autres partenaires microbiens). Cette
réversibilité pourrait étre un moyen pour P. aeruginosa de controler et diminuer la
population de S. aureus lorsque celle-ci atteint un certain seuil, grace a l'état
compétitif. L’état de coexistence quant a lui permettrait a P. aeruginosa d’étre moins
agressif vis-a-vis de I'héte une fois des conditions plus favorables, et de mieux se
dissimuler et persister dans les poumons (diminution production facteurs de virulence

et augmentation de la formation du biofilm).
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En comparaison avec les patients colonisés uniquement par S. aureus, les
personnes CF colonisées par un couple compétiteur présentaient un FEV1% plus basse,
différence que nous n’avons pas mis en évidence dans le groupe de patients infectés
par un couple de coexistence. Ce résultat peut révéler un état pulmonaire un peu plus
détérioré dans le groupe compétition que dans le groupe coexistence. Les souches en
compétition sont généralement productrices de facteurs de virulence (rhamnolipides,
protéases, phénazines) ayant un impact négatif sur les fonctions pulmonaires. En
coexistence, nos données de I’étude in vitro (premiere partie de la discussion) révelent
que P. aeruginosa induirait une sous-expression du quorum-sensing de S. aureus,
engendrant une diminution de la production des facteurs de virulence du
staphylocoque. De plus les souches de P. aeruginosa coexistentes présentent une
virulence amoindrie (Michelsen et al., 2014, 2016) Cette FEV1% plus basse pourrait
donc étre attribuable a une virulence plus importantes de nos deux bactéries lors de
l’état compétiteur. En augmentant la population de personnes CF co-infectées, nous
pourrions peut-étre étre en mesure de confirmer que les couples en compétition

détériorent davantage la fonction pulmonaire.
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IV.5. Conclusion

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus sont deux bactéries
capables de coloniser des niches infectieuses diverses et variées. Leurs capacités
d’adaptation rapide a des environnements variés et a des stress divers témoignent
d’'une production, régulée dans I’espace et dans le temps, de facteurs nécessaires a la
colonisation. La coexistence entre S. aureus et P. aeruginosa chez les patients CF
montre que deux bactéries peuvent interagir entre elles, adapter 'expression de leur
génome conduisant a des modifications phénotypiques. Un potentiel dialogue
s’opérerait faisant intervenir les grands systemes de régulations de S. aureus. La
conséquence majeure pour l'héte pourrait étre plus néfaste car la persistance et
Pantibiorésistance d’au moins un des deux partenaires augmentent. Néanmoins, le ou
les signaux responsables de ces dérégulations restent a étre élucidés. Ces découvertes
enrichiraient les connaissances sur les communications inter-espéces. De plus, I’étude
cette fois-ci de 'impact de la coexistence chez P. aeruginosa permettra d’avoir une
vision globale de cette interaction bactérienne. Faire le lien entre les données
transcriptomiques disponibles chez nos deux bactéries permettra d’avoir un modele
complet et dynamique de l'interaction a un temps donné. Les connaissances acquises
dans ce modele de coexistence doivent étre utilisées pour étudier les interactions
bactériennes mais surtout, devrait étre considérées lors du traitement des infections
poly-bactériennes. Ainsi empécher la communication bactérienne pourrait permettre

d’améliorer I'action des différents traitements.
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