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Résumé de la thése: La survie et la multiplication des E.coli Adhérentes Invasives (AIEC)
dans les macrophages impliquent la formation d’'une communauté intracellulaire
structurée par une matrice d’exopolysaccharides, abritant des persitants.

Les patients atteints de la maladie de Crohn présentent une colonisation anormale de l'intestin
par des protéobactéries, parmi lesquelles la famille des E. coli envahissants adhérents (AIEC) a
été caractérisée. Les AIEC se trouvent dans les lésions intestinales chez les patients atteints de
maladie inflammatoire de l'intestin tel que la maladie de Crohn. Les AIEC prédominent dans le
mucus, adhérent aux cellules épithéliales, les colonisent et survivent dans les macrophages.
Durant ma these, je me suis intéressée particulierement a la caractérisation de |'adaptation de
I'AIEC a la survie et a la croissance dans les macrophages. La souche AIEC LF82 réside dans des
phagolysosomes matures qui créent un environnement stressant (pH acide, stress oxydatif,
manque de nutriments, etc.). Cet environnement limite considérablement la croissance d’autres
souches d’E. coli. Nous avons démontré que la réponse stringente et l'induction de la réponse
SOS sont essentielles a la survie et a la multiplication de LF82 au sein des macrophages. Aux
premiers stades de l'infection par les macrophages, LF82 produit une matrice extra-bactérienne
composée de sucres et de fibres curli. La microscopie STED a super résolution montre que
chaque bactérie est entourée par cette matrice. J’ai démontré que la modification des voies
impliquées dans la formation de biofilms avait un impact important sur la construction de la
matrice mature et sur la survie de la souche LF82 au sein des macrophages. Ceci suggére qu'une
structure semblable a un biofilm est formée par LF82 a l'intérieur des phagolysosomes. Nous
avons également démontré que cette matrice augmentait le nombre d'LF82 tolérants aux
antibiotiques présents dans les macrophages en augmentant la sous population de persistants.
Enfin, nous avons identifié certains génes AIEC, absents du génome d’E. coli commensal,
nécessaires a la formation de la matrice telle que la yersiniabactine exprimé dans l'llot de

pathogénicité Il et un nouveau T6SS putatif.
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Introduction

Partie 1 — Contexte général du travail de these

1- Le microbiote intestinal humain est un écosystéme complexe

Le terme microbiote est utilisé pour désigner I'ensemble des micro-organismes (bactéries,
archae, levures, champignons, virus, bactériophages) présents au sein d’'un écosysteme. Le
microbiote intestinal humain est composé de 10 bactéries et d’autres micro-organismes
entretenant une relation symbiotique avec leur hote (Qin et al. 2010). Ce microbiote inclut
des micro-organismes endogenes, résidents permanents de lintestin, et des micro-
organismes de passage provenant essentiellement de I'alimentation, mais aussi de la
bouche, du nez, du rhinopharynx, et des voies aériennes (expectorations, déglutitions). Il est
acquis des la naissance et se stabilise vers les 2-3 ans (Rajili¢-Stojanovi¢ et al. 2012). Les
membres de la communauté bactérienne resteront globalement inchangés tout au long de
la vie d’'un héte, mais cette communauté peut étre néanmoins influencée et fluctuer par
I'intervention de facteurs environnementaux; I'age, l'alimentation, le mode de Vvie,
I’'hygiéne, la prise d’antibiotiques et I’état de santé (Figure 1). Il semble par ailleurs exister
une association entre la génétique de I'hGte et la composition du microbiote intestinal.
Plusieurs séries d’études réalisées sur des jumeaux par séquencage des ARNr 16S des
bactéries composant le microbiote (Goodrich et al. 2016) font apparaitre que les jumeaux
monozygotes ont une forte similarité de la composition bactérienne en comparaison a celle
des jumeaux hétérozygotes. Ceci suggere une hérédité partielle du microbiote. Les micro-
organismes endogenes, pour la plupart, n’expriment pas de caractere pathogene (soit parce
gu’ils n’en ont aucun, soit parce que ce dernier est réprimé) mais au contraire présentent
beaucoup de fonctions bénéfiques (symbiotiques).

Le microbiote peut étre considéré comme un organe a part entiere du corps humain. Une de
ses principales fonctions est d’étre une barriere par effet de compétition de niche,
empéchant l'invasion par les pathogénes. Il joue également un role physiologique dans
I'assimilation des aliments et dans la maturation et I'éducation du systeme immunitaire
innée, permettant d’éviter des réponses immunitaires inappropriées et le déclenchement

d’infections chroniques.
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L’équilibre du microbiote intestinal reléve cependant de I'art du funambule, avec d’un coté
du balancier, les micro-organismes commensaux et de l‘autre, les micro-organismes
pathogenes. Le maintien de I'équilibre est un mélange subtil entre une réponse immunitaire
tolérante et une réponse immunitaire défensive rapide et efficace pour prévenir des
dommages potentiels de I'intestin (Nagao-Kitamoto et al. 2016).

L’avancée technologique des dernieres années a permis d’augmenter de fagcon exponentielle
notre compréhension du microbiote, ses rbles apparaissent multiples et a ce jour de
nombreuses études établissent des liens entre la composition du microbiote et différentes
pathologies telles que le cancer, I'obésité, la dépression, lI'inflammation chronique ou

I'autisme (Schmidt, Raes, et Bork 2018).

2- La dysbiose : perte de I'équilibre microbiotique

Une dysbiose est une perturbation prolongée du microbiote. Il existe trois types d’anomalies
compositionnelles au cours d’une dysbiose : un excés de pathobiontes (micro-organismes
potentiellement pathogénes), un manque d’un ou quelques micro-organismes bénéfiques,
et une perte globale de la structure de I’écosysteme (Buret et al. 2019; Sebastidn Domingo et
Sanchez Sanchez 2018). La seule présence d’un pathogéne n’est pas suffisante a définir une
dysbiose, il existe par exemple des porteurs sains de Clostridium difficile toxino-sécréteurs
ou de Salmonelles (Donskey, Kundrapu, et Deshpande 2015).

Certaines déviations de composition du microbiote associées a des maladies ou situations
sont tellement caractéristiques qu’on peut employer le terme de signatures. La maladie de
Crohn fait partie de ces maladies ou le role du microbiote apparait clairement (L. C.-H. Yu
2018). C’est une maladie inflammatoire pouvant atteindre n'importe quel segment du tube
digestif depuis la bouche jusqu'a I'anus. Elle a été décrite pour la premiére fois en 1932 par
un médecin américain : Burril B Crohn. L’équilibre microbiotique est rompu lors de la
maladie de Crohn en raison des facteurs de risques génétiques, immunologiques et
environnementaux (Buttd, Schaubeck, et Haller 2015). La réponse immunitaire des patients
est altérée ce qui perturbe la flore intestinale favorable et favorise I'implantation de
bactéries moins favorables (Baumgart et Sandborn 2012; Buret et al. 2019). Certaines
bactéries dont on observe la diminution ont des propriétés anti-inflammatoires et on

suppose que leur absence ait des conséquences physiologiques (Reinoso Webb et al. 2016).
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A l'inverse, certains pathogenes ou pathobiontes pro- inflammatoires tels que les Escherichia
coli adhérent-invasifs (AIEC), Mycobacterium avium paratuberculosis ou des bactéries
productrices de sulfures sont au contraire observées en plus grand nombre lors de la

maladie (Mann et Saeed 2012).

3- Adaptation des bactéries aux changements d’environnement

Les bactéries du microbiote intestinal doivent s’adapter a de nombreux et rapides
changements d’environnements. Ces changements sont imposés par l'alimentation, la
compétition avec d’autres micro-organismes, les défenses immunitaires et les changements
de niche. Les AIEC qui colonisent I'intestin des patients de la maladie de Crohn sont un bon
exemple de cette impérieuse nécessité d’adaptation car elles colonisent au moins trois
différents écosystemes ; la lumiére intestinale, les cellules épithéliales et les macrophages
(Shaler, Elhenawy, et Coombes 2019). Elles évoluent dans un héte ou l'inflammation est
chronique et ou les changements de microbiotes sont importants (Alhagamhmad et al.
2016a). Les traitements des patients par des anti-inflammatoires ou des antibiotiques vont
également modifier leur environnement. De nombreuses stratégies adaptatives sont bien
décrites chez différentes bactéries modeles. Ces stratégies vont de la simple induction de
I'expression de quelques protéines a la formation d’écosystemes structurés multi espéces

comme des biofilms.

4- Objectifs de mon travail de thése

Le sujet de ma these est I'étude de I'adaptation et la croissance de la bactérie LF82 de la
famille des AIEC dans un environnement stressant tel qu’elle le rencontre dans I'appareil
digestif lors de linfection et particulierement dans les macrophages. En effet, LF82 ne
détoxifie pas les phagolysosomes dans lesquels elle se retrouve piégée lors de I'infection des
macrophages. Elle arrive malgés tous a ce multiplier et former des foyers, ce processus
d’infection est original parmis les bactéries pathogénes.

Pour comprendre les enjeux de mon travail de thése, je présenterai tout d’abord la maladie
de Crohn et certains des facteurs, plus particulierement microbiotiques, pouvant influencer

son développement. Dans un deuxieme temps, j'exposerai les moyens utilisés par I'hote
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pour se défendre contre les pathogénes et les systemes de défense mis en évidence a ce
jour chez LF82.

Mon travail de thése a permis de démontrer que LF82 ne peut survivre dans les
macrophages qui la phagocytent qu’au prix d’'une adaptation drastique. Cette adaptation
passant par une forte réponse aux stress présents dans les vacuoles du macrophage
implique I'apparition de sous populations de bactéries avec des phénotypes différents a
I'intérieur d’une colonie intracellulaire, tel que les persistants. Un autre des aspects
suprenant de la survie dans les macrophages mis en évidence dans mon travail de thése est
la formation d’'une matrice similaire a un biofilm qui enveloppe les bactéries composant la
colonie intracellulaire.

Pour appréhender I'originalité de cette ligne de défense, je décrirai I’état des connaissances
sur les biofilms abiotiques, sur les biofilms formés au contact d’un tissu animal et les rares
connaissances dont nous disposons sur les biofilms intracellulaires. Dans un dernier temps,
j’exposerai dans cette introduction I'état des connaissances sur les bactéries non réplicatives

tolérant les stress et les antibiotiques.
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Partie 2 — Equilibre de la flore intestinale et pathogénicité

1- Maladie de Crohn

La maladie de Crohn (MC) résulte d’'une réponse inflammatoire chronique localisée au
niveau de l'intestin chez I'homme. Les |ésions se développent a partir d'une accumulation de
lymphocytes et de plasmocytes, suivies d'un afflux de macrophages, qui par agrégation
génerent des granulomes. Linflammation est entretenue par une sécrétion accrue de
cytokines par les lymphocytes T, les neutrophiles, les macrophages et les cellules épithéliales
notamment le TNF-a, mais aussi IL-12 / IL-23 et d'IFN-y / IL-17 (Sasaki et al. 2007; Strober,
Fuss, et Mannon 2007). L’apparition de la MC est favorisée par la présence de bactéries
entériques commensales provoquant une réponse immunitaire aberrante chez des patients
ayant des facteurs de prédisposition génétiques. Ces prédispositions génétiques ont été
confirmées chez des jumeaux monozygotes montrant une forte transmission familiale de
cette maladie (Tysk et al. 1988). L'inflammation peut affecter n'importe quel site du tractus
gastro-intestinal, néanmoins ['atteinte de l'iléon terminal est la plus fréquente et les
premiéres lésions muqueuses apparaissent souvent sur les plaques de Peyer. Les plaques de
Peyer sont des plateformes sentinelles donnant un accés rapide a la lumiére de I'intestin aux
cellules immunitaires. La couche réduite de mucus qui les recouvre, favorise les interactions
avec de potentiels pathogénes et permet de produire une réponse immunitaire rapide et
adaptée.

L’association entre les facteurs de susceptibilités de I’'h6te et des facteurs environnementaux
et microbiologiques peut déclencher une réponse inflammatoire chronique associée a la MC.
La susceptibilité immunitaire causée par une déficience du récepteur de I'immunité innée
NOD?2 a été associée a un déséquilibre de la flore qui favorise I'implantation dans le tractus

digestif de bactéries pathobiontes de la famille des AIEC et notamment LF82 (Figure 2).

16



Sain Maladie de Crohn

=%

Facteurs de -
risques

Figure 2 - Altération de I’'équilibre chez les patients atteints de la maladie de Crohn
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2- Lien entre microbiote et maladie de Crohn

2-1- Déficience en NOD2 chez les patients atteints de la maladie de Crohn et

perturbation du microbiote :

Les parents au premier degré des personnes touchées par la MC ont un risque cing fois
supérieur de la déclarer a leur tour, confirmant la susceptibilité familiale de la maladie de
Crohn. Des études d’association pangénomique ont permis d’identifier certains génes
spécifiques représentant des facteurs de risques associés a la maladie. Parmi eux, les genes
NOD2, IL23R, (Rivas et al. 2011) et des genes d'autophagie, ATG16L1 et IRGM. Fait assez
révélateur, la plupart de ces genes associés a la susceptibilité a la MC sont impliqués dans la
reconnaissance et |’élimination des bactéries intracellulaires, soulignant Il'importance de
I'immunité innée dans la pathogénie des maladies inflammatoires de l'intestin et renforgant

I’hypothése de I'implication de bactéries invasives dans la forme iléale de la MC.

Le plus important facteur de risque pour le développement de la MC est une mutation de la
protéine NOD2 (Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing Protein 2) codée par
le gene CARD15. Cette protéine appartient a la famille des récepteurs cytoplasmiques mais
contrairement aux autres membres Apafl et NOD1 de Ila famille, NOD2 est
préférentiellement exprimée dans les cellules myéloides telles que les cellules dendritiques,
les monocytes et les macrophages (Ogura et al. 2001; Sidiq et al. 2016, 2). Ces protéines
reconnaissant les molécules bactériennes associées aux pathogenes (PAMP pour "pathogen
associated molecular pattern") tels les lipopolysaccharides (LPS) et des motifs conservés
comme le_muramyl dipeptide (MDP), dérivés du peptidoglycane (Kawai et Akira 2009), mais
aussi certaines cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a (Rosenstiel et al. 2003; Sidiq et
al. 2016). C'est donc un récepteur essentiel dans le maintien de I'homéostasie intestinale.
Les patients possédant un mutant homozygote dans la région CARD15 codant pour NOD2
ont un risque 20 a 40 fois plus élevé de développer la maladie (Strober, Fuss, et Mannon
2007). Le microbiote joue un réle central dans la protection et l'intégrité de la barriere
intestinale, l'interaction avec I'h6te via les récepteurs de l'immunité innée assure une

réponse tolérante essentielle. NOD2 permet le maintien de cette homéostasie dans la
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réponse immunitaire. Il existe ainsi une boucle de rétroaction vertueuse entre NOD2 et les
bactéries commensales ; les bactéries commensales favorisent I'expression de NOD2, qui a
son tour empéche leur sur-expansion.

En cas de NOD2 déficient, I'incapacité a adapter la réponse immunitaire innée entraine une
inflammation chronique en réponse au microbiote, comme c’est le cas ici avec la maladie de
Crohn. En effet, la déficience de I'immunité innée, produisant une inflammation non
contrblée, pourrait nuire a l'intégrité de I'épithélium intestinal et induire une dysbiose. La
situation pourrait alors étre favorable a I'implantation de pathogénes prenant I'avantage sur

les bactéries commensales et amplifier I'inflammation.

Pour assurer sa fonction, NOD2 possede deux domaines de recrutement de caspase (CARD)
qui permettent la régulation de I'apoptose et/ou I'activation de la voie Nf-kB contrdlant une
réponse pro-inflammatoire et d’autres voies de I'immunité innée (Negroni et al. 2018, 2). Le
récepteur NOD2 est activé, lors de la présence d’une bactérie intracellulaire, par le biais de
son domaine de répétions riche en leucine (LRR) qui entraine l'oligomérisation et le
recrutement de la séronine-thréonine kinase-2 (RIPk2) par interaction avec les domaines
CARD (Figure 3). Le facteur NEMO est ensuite ubiquitiné initiant la voie de signalisation NF-
kb. IkB-a est phosphorylé libérant Nf-kb qui pourra transloquer dans le noyau permettant la
transcription des génes pro-inflammatoires comme ceux des cytokines, les facteurs de
croissance et autres facteurs permettant la stimulation des cellules immunitaires (Rahighi et

al. 2009).

L'existence paradoxale d’une inflammation accrue dépendant de la voie Nf-kb chez les
patients atteints de la maladie de Crohn vient du fait que le récepteur NOD2 a une fonction
supplémentaire régulatrice de la réponse inflammatoire: NOD2 inhibe la voie NK-KB en cas
de sur-stimulation par les voies de signalisation TLR2 et TLR4 (TLR pour "Toll like receptor")
(Figure 4). Cette régulation empéche la sécrétion excessive de cytokines pro-inflammatoires
qui sont déléteres en trop grand nombre (Strober et Watanabe 2011). La dysbiose installée
par la déficience du gene NOD2 entrainerait ensuite une activation de la voie Nf-kb
indépendante de NOD induisant une surproduction de cytokines pro-inflammatoires sans

gu’il y ait de rétrocontrdle négatif. L’activation de NOD2 permet
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Figure 3 - Voie de signalisation NF-KB via NLR et NOD. Les cellules hotes reconnaissent les agents pathogenes
envahissants par le biais de récepteurs extracellulaires de type Toll (TLR) et intracellulaires de type Nod
(NOD). Des agents pathogénes activent les TLR et les molécules adaptatrices qui meénent finalement a
I'activation de NF-kB et a une réponse immunitaire pro-inflammatoire. Figure adaptée de (Noto et Peek 2011).

Maladie de
Crohn

Figure 4 - Régulation de la voie NfkB via NOD2 : La microflore intestinale active NOD2 dans les cellules
présentant I'antigene pour induire I'expression d'un ou plusieurs régulateurs négatifs des voies de signalisation
du TLR, telles que I'IRF4 et I'lRAK-M. Ce dernier supprime ensuite I'activation de NF-KB par les TLR et inhibe
ainsi les réponses pro-inflammatoires des cytokines a la microflore intestinale pendant l'inflammation du
cOlon. Ainsi, les polymorphismes de NOD2 associés a la maladie de Crohn peuvent contribuer a I'inflammation
intestinale en conduisant a une suppression altérée des signaux de TLR induite par NOD2. Cette fonction
régulatrice est particulierement importante dans le tractus gastro-intestinal en raison de I'abondance des
ligands potentiels de TLR. Figure adaptée de (Strober et Watanabe 2011).
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également de recruter la machinerie autophagique via ATG16L1 et une déficience dans cette

voie d’élimination est trés délétére pour la clairance des bactéries.

NOD?2 est également fortement exprimée dans les cellules iléales de Paneth. Les cellules de
Paneth résident dans les cryptes ou elles induisent la destruction des bactéries en sécrétant
des composés antibactériens. Les patients atteints de la MC ayant une déficience pour le
géne NOD2 présentent préférentiellement des lésions iléales correspondant a
I'emplacement des cellules de Paneth qui ont une production réduite d' a-défensines
antimicrobiennes en corrélation avec la mutation de NOD2 (Wehkamp et al. 2005). Ces
observations confirment le fin équilibre entre la réponse de I'immunité innée médiée par
NOD?2 et les bactéries commensales, les deux parties se régulent mutuellement permettant

leur protection et leur préservation mutuelle (Petnicki-Ocwieja et al. 2009).

En résumé, la dysbiose bactérienne en association avec d’autres facteurs de susceptibilité de
I’h6te est un déclencheur de la maladie de Crohn. Une dysbiose entraine une inflammation,
stimulant le systéme immunitaire incapable de se réguler dans le cas des patients atteints de
la maladie de Crohn déficients pour le géne NOD2 (Sidiqg et al. 2016). Le récepteur NOD2 est
un des éléments essentiels de I'immunité innée antibactérienne ; il joue un role particulier
dans la réponse immunitaire aux bactéries intracellulaires en reconnaissant le muramyl
dipeptide (MDP) et le LPS et en activant la protéine NFKB. Certains polymorphismes de
NOD2 entrainent une inflammation qui diminue la diversité bactérienne et favorisent
I'expansion des Enterobacteriaceae et par conséquent [|'implantation de bactéries

pathogenes (Ellermann et Sartor 2018).

2-2- Role du microbiote dans la MC et la colonisation par les AIEC

Le mucus présent a la surface des cellules épithéliales est axénique chez les individus sains. A
I'inverse, il a été mis en évidence chez les patients atteints de la MC la présence de
nombreuses bactéries. Parmi les bactéries retrouvées dans le mucus, 50% sont des E. coli
(Martin et al. 2004). De plus, I'analyse de I'intestin de patients atteint de la MC a révélé une
colonisation par E. coli dans 36.7% des cas en comparaison de 5 a 10% chez des patients

sains (Arlette Darfeuille-Michaud 2002; A. Darfeuille-Michaud et al. 1998; Schultsz et al.
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1997). Une étude plus récente utilisant une méthodologie différente analysant 95 a 150
colonies d’E. coli par patient contre 1 a 15 pour les anciennes études, fait état de 54.5% de la
souche E. coli appartenant au groupe des Adherente Invasive E. coli (AIEC) dans l'iléon et
50% dans le colon des patients avec la MC (Martinez-Medina, Aldeguer, et al. 2009). I' ADN
d' E. coli était également plus fréquemment trouvé dans les granulomes de patients atteints
de la MC, 80%, alors qu’il n"était plus que 10% chez des patients atteints de maladies
intestinales et non intestinales autres que la MC (Ryan et al. 2002). La majorité des souches
de E. coli retrouvées chez les patients atteints de la maladie de Crohn font partie du groupe
des AIEC (Martin et al. 2004), définies comme capable d’adhérer a des cellules épithéliales
intestinales différenciées, de polymériser I'actine des cellules épithéliales pour permettre
leur entrée, d’envahir les cellules épithéliales, et de survivre et éventuellement de se

multiplier dans les macrophages (Arlette Darfeuille-Michaud et al. 2004).

La souche de référence pour les AIEC est la bactérie LF82, initialement isolée a partir de
|ésions iléales chroniques d’un patient atteint de la maladie de Crohn. LF82 est considéré
comme un pathobionte, les sujets en bonne santé peuvent étre porteurs de cette souche
dans l'intestin sans déclarer de pathologie associée. Méme si les AIEC peuvent coloniser
I'intestin des individus sains, il n’a pas été observé de translocation et d’invasion dans ce cas

présent.

3- Adhérente Invasive E. coli (AIEC)

Les Escherichia coli, de la famille des Enterobacteriaceae, font partie de la classe des
protéobacteries. Elles peuvent selon I'espéce étre commensales ou pathogénes en fonction
des genes de virulence dont elles disposent et de I’hote avec lequel elles sont en relation.

L'ensemble des groupes d’E. coli, ou pathovars, est remarquable dans sa diversité génétique.
Il en découle une grande variété de niches environnementales et d’effets cliniques ce qui en
fait un modele idéal d’étude de I'adaptation et des interactions hote-pathogéne ou héte-
commensale. Il existe deux grands groupes d’E. coli pathogenes ; les pathogénes extra-
intestinaux (ExPEC) responsables de méningites, de septicémies ou d’infections urinaires et
les pathogénes intestinaux responsables de pathologie entérique (INPEC). On peut de plus

classer les pathovars d’E. coli intestinaux en fonction de leur phénotype de virulence : les E.
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Figure 5 - Profil d’adhérence des E.coli pathogénes a I'épithélium de I'héte. L’E.coli entéropathogenes (EPEC)
(représentée en jaune) et I'E.coli produisant des toxines Shiga (STEC) (représentée en rose) possédant un ilot
de pathogénie LEE (Locus of Enterocyte effacement) sont des agents pathogénes extracellulaires qui se fixent a
I'épithélium intestinal et effacent les microvillosités, formant ainsi des Iésions caractéristiques. EPEC est
capable de former des microcolonies grace a ses pili, ce qui entraine un modéle d'adhérence
localisée. L’E.coli entérotoxinogéne (ETEC) (représentée en orange) utilise des facteurs de colonisation pour la
fixation aux cellules intestinales de I'héte. L’E.coli entéro-agrégatif (EAEC) (représenté en vert) forme des
biofilms sur la muqueuse intestinale, et les bactéries adherent les unes aux autres ainsi qu’a la surface des
cellules pour former un motif d’adhérence agrégatif appelé «briques empilées». L'E. coli a adhérence diffuse (
DAEC) (représentée en bleu) est dispersée sur les surfaces des cellules intestinales, ce qui entraine un profil
d'adhérence diffuse. L’E.coli invasif adhérent (AIEC) (représenté en violet) colonise la muqueuse intestinale de
patients atteints de la maladie de Crohn et est capable d'envahir les cellules épithéliales ainsi que de se
répliquer au sein des macrophages. L'AIEC utilise des pili de type | pour adhérer aux cellules intestinales. L'E.
coli entéroinvasive (EIEC) / Shigella (représentée en rouge) est un agent pathogéne intracellulaire qui pénétre
dans I'épithélium intestinal a travers les cellules M pour accéder a la sous-muqueuse. LEIEC / Shigella échappe
aux macrophages sous-muqueux par induction de la mort cellulaire macrophagique suivie d'une invasion baso-
latérale et d'une propagation latérale (Croxen et al. 2013)
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coli entéropathogenes (EPEC), les E. coli entéroinvasifs (EIEC), les E. coli entéroagrégatifs
(EAgg ou EAEC), les E. coli entérotoxinogenes (ETEC), les E. coli a adhésion diffuse (DAEC),les
E. coli entérohémorragiques (EHEC), les E. coli produisant une toxine Shiga (STEC) et mis en
évidence plus récemment les E. coli adhérents invasifs (AIEC) (Figure 5) (Croxen et al. 2013).
Les souches d’E. coli pathogenes peuvent étre associées phylogénétiquement a 5 groupes

principaux qui sont A, B1, B2, D et E.

Les AIEC et plus particulierement la bactérie LF82, mon modele d’étude, ont été mises en
évidence dans le contexte inflammatoire de la maladie de Crohn (MC). Retrouvées sous sa
forme commensale chez des patients sains, elles semblent bénéficier du déséquilibre
provoqué par les autres facteurs de risques inhérents a la MC pour coloniser 'intestin des
patients (Marks 2011). La colonisation par cette LF82 aggrave l'inflammation. Certains
modeles expérimentaux suggerent que les AIEC peuvent également modifier le microbiote
intestinal de I'h6te induisant la colonisation d’espéces microbiennes pro-inflammatoires
supplémentaires (Bretin et al. 2018). Il semble au vu des récentes observations que les AIEC
sont a la fois une cause et une conséquence de la MC.

La signature génétique associée aux AIEC est répartie dans les groupes phylogénétiques B2
et D. Le classement d’une souche d’E. coli comme une AIEC repose sur la capacité de la
souche E. coli a d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales pour ensuite survivre dans les
macrophages provoquant une réponse inflammatoire (O’Brien et al. 2017; Martinez-Medina,

Mora, et al. 2009).

La pathogénicité des AIEC a principalement été étudiée chez la souche de référence LF82. Le
génome de I'AIEC LF82 a été entierement séquencé, 115 CDS ont été identifiés comme
spécifiques du génome de LF82 et n‘ont pas été retrouvés chez les autres souches d’E. coli.
De plus, 15 CDS n’ont aucune homologie avec aucun genome de bactérie pathogéene a ce
jour. (Miquel, Peyretaillade, et al. 2010a). La souche LF82 posseéde quatre ilots de
pathogénicité caractérisés comprenant deux appareils de sécrétion de type VI, un ilot codant
les éléments d’une capsule et un ilot d’acquisition du fer similaire au « High pathogenicity
Island » des Yersinia. En plus de ces ilots, LF82 possede plusieurs facteurs de virulence
connus, nécessaire pour I'adhésion, I'invasion des cellules épithéliales, I'acquisition du fer, le

catabolisme du propanediol. Cependant a ce jour, le pouvoir pathogéne de la bactérie LF82
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est associé aux genes fimH, ompA, htrA et dsbA présents sur le génome cceur des souches
d’E. coli. De nombreuses AIEC présentent une mutation au niveau du géne fimH leur
permettant une adhésion renforcée au niveau des cellules épithéliales, on parle ici d’'une

mutation pathoadaptative.
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Partie 3 : Infection des cellules épithéliales de la barriére intestinale

par les AIEC

Le tractus intestinal représente le plus grand organe immunitaire du corps, la barriere
intestinale constitue la premiére ligne de défense contre les agressions extérieures. Elle est
composée d’'un riche microbiote constitué¢, comme mentionné précédemment,
majoritairement de bactéries de mucus et de cellules épithéliales intestinales. Elle fait
également intervenir une barriere immunologique composée principalement de cellules
immunocompétentes comme les lymphocytes, les macrophages, les plasmocytes et les
cellules dendritiques permettant la présentation d’antigene donnant lieu a la tolérance du
systeme immunitaire ou bien a sa réponse rapide en cas d’agression ou encore a la sécrétion
de médiateurs inflammatoires (Berin, Li, et Sperber 2006) (Figure 6). Les AIEC présentent la
particularité de franchir I'ensemble de ces barrieres. Les connaissances dans ce domaine
sont principalement issues de travaux sur LF82. Dans les paragraphes suivant, j'étends leurs
conclusions aux AIEC, mais il faut garder en mémoire qu’étant donné leur diversité

génétique les mécanismes moléculaires pourraient varier entres les souches d’AIEC.

1 Mucus

Le mucus est produit a la surface des cellules épithéliales du tractus par les cellules
caliciformes (ou gobelet), il constitue une barriére physique, chimique et immunologique. Il
contient des immunoglobulines A (IgA) qui vont venir se fixer sur les pathogénes et des
peptides antimicrobiens qui vont permettre la destruction de la membrane des micro-
organismes. Le mucus peut étre séparé en deux zones distinctes. La premiére couche interne
en contact avec les cellules épithéliales; elle est dense et aucune bactérie commensale ne s’y
trouve. La deuxiéme couche est en contact avec la lumiére intestinale; moins ferme elle
permet au bol alimentaire d’avancer dans le tractus intestinal et présente une source

nutritionnelle pour les bactéries commensales. (Branca, Gulisano, et Nicoletti 2019).
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Figure 6 - Défenses de la barriére intestinale. Les défenses composant la barriére intestinale sont multiples ; le
microbiote, le mucus, les Ac IgA, les peptides antimicrobiens (AMP), les multiples récepteurs de I'immunité
innée exprimés par les cellules épithéliales intestinales comme les TLR ou les NOD, les différentes jonctions
maintenant la perméabilité. Dans la lamina propria des macrophages et cellules dendritiques circulants
peuvent phagocyter les pathogénes ayant réussi a passer la barriére épithélial et activer 'immunité innée par
présentation d’Ac au Lymphocyte T via le CMH de classe 2 et le CD4. Cette activation provoque ensuite la
différentiation des lymphocytes B pour produire une réponse adéquate aux stimuli rencontrés.
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1-1 Traversée du mucus par LF82

Pour accéder aux cellules épithéliales et coloniser la niche intestinale, LF82 doit traverser la
couche de mucus normalement impénétrable. Le gene Vat-AIEC code pour une protéase
effectuant un clivage protéolytique des mucines (protéines de grandes tailles) et joue un role
dans la diminution de la viscosité du mucus, permettant la pénétration des AIEC. La présence
de sels biliaires agit comme signal déclencheur de I'expression de Vat-AIEC (Gibold et al.

2016).

1-2 formation de biofilm extracellulaire par LF82

Dans un environnement intestinal sain et non enflammé les bactéries du microbiote
intestinal forment des structures de type biofilm dans la couche externe du mucus. Dans un
état inflammatoire, déclenché par une pathologie, le mucus altéré peut offrir la possibilité
aux bactéries d’établir un biofilm directement a la surface des cellules épithéliales, stimulant
plus fortement les cellules intestinales et facilitant I'invasion. Dans le cas de la MC, la densité
du biofilm muqueux observé était deux fois plus élevée que celle d’un patient sain
(Swidsinski et al. 2005). Les AIEC sont des gros producteurs de biofilms en comparaison aux
autres souches d’E. coli (Martinez-Medina, Naves, et al. 2009). L’activation du facteur sigma
alternatif o © de fonction extracytoplasmique a un effet direct sur la virulence des AIEC dans
la lumiére intestinale. Lutilisation de la voie o° permet la réponse aux stress
environnementaux affectant I'enveloppe. L'activation de cette voie est nécessaire pour
I'adhésion et I'invasion des cellules épithéliales, il a également été démontré son implication
dans la formation de biofilm facilitant I'adhérence aux cellules épithéliales (Chassaing et
Darfeuille-Michaud 2013). Nous y reviendrons plus en détail dans la quatrieme partie de
cette introduction qui sera exclusivement consacrée a la formation de biofilm comme

stratégie de colonisation.

2 La colonisation des cellules épithéliales

Pendant longtemps considéré comme étant une barriére passive, il a été mis en évidence

durant ces deux derniéres décennies que I'épithélium intestinal jouait un role actif sur
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Figure 7 - Microscopie électroniques a transmission des cellules intestinale-407 infectées par la souche LF82.
La souche LF82 adhére aux cellules Intestial-407 et induisent I’élongation des extensions de la membrane lors
du contact avec les cellules eucaryotes. Grossissement x 6 000. (Rolhion et al. 2005)
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I’'homéostasie intestinale et qu’il constituait en réalité une interface dynamique. L'intégrité
de la barriere intestinale est assurée par la membrane plasmique imperméable et les
jonctions entre cellules. Parmi elles, les jonctions serrées, les jonctions d’ancrages et les

jonctions communicantes verrouillent I'espace paracellulaire (Zouiten-Mekki et al. 2013).

-Les jonctions serrées: elles interviennent dans le maintien de la cohésion des cellules entre
elles et régulent la perméabilité intestinale en bloquant le passage aux protéines ou aux
lipides. En faisant cela, elles permettent le maintien de deux environnements de
compositions moléculaires tres différente induisant la polarité des cellules : le pole apical en

contact avec la lumiere de l'intestin et le pble basal en contact avec la lamina propria.

-Les jonctions d’ancrages: positionnées en dessous des jonctions précédentes au niveau du

pole basal des cellules, elles permettent une jonction continue de contacts intracellulaires.

-Les jonctions communicantes: elles ont un tout autre rOle puisqu’elles permettent le
passage de molécules entre cellules adjacentes par exemple des seconds messagers

intracellulaires (calcium, AMPc).

2-1 Facteurs d’adhésion aux cellules épithéliales de LF82

2-1-1 Pili

Les E. coli commensaux n’ont pas la capacité d’adhérer aux cellules épithéliales intestinales
contrairement aux souches du groupe des AIEC qui adhérent a un large éventail de cellules
épithéliales. Les AIEC utilisent leur pili de type 1 pour adhérer puis induire un processus
ressemblant a la macropinocytose (Figure 7). L’adhésion des AIEC aux cellules provoque un
réarrangement du cytosquelette entrainant un allongement d’extensions membranaire de
la cellule au point de contact de la bactérie (Jérdme Boudeau, Barnich, et Darfeuille-Michaud
2001). Le pili de type | fait partie des facteurs de virulence bactérien, c’est I'un des organites
adhésifs les plus répandus dans lafamille des Entérobactéries. C'est une structure
filamenteuse exprimée a la surface des bactéries de fagon péritriche. La structure de ces
organites est composée d’une tige hélicoidale principalement composée de la sous-unité

FimA (Schilling, Mulvey, et Hultgren 2001). L'extrémité de cette tige est décorée des deux
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Figure 8 - Adhésion de la bactérie LF82 aux cellules épithéliales intestinales. Les bactéries LF82 utilisent leur
pilus de type 1 pour adhérer a I'antigene CEACAMG6 exprimé a la surface des cellules épithéliales et surexprimé
chez les patients atteints de la maladie de Crohn. Le deuxiéme facteur d’adhérence et d’invasion est la création
de vésicules de membranes externes. LF82 interagit via OmpA avec les protéines GP93 des cellules épithéliales
pour fusionner avec la membrane cellulaire et libérer des effecteurs bactériens favorisant I'invasion.
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protéines adaptatrices FimG et FimF et de I'adhésine FimH. L'adhésine FimH permet la
reconnaissance des oligosaccharides a haute teneur en mannose, présents sur les
glycoprotéines exprimées a la surface des cellules épithéliales (Kolenda, Ugorski, et
Grzymajlo 2019). Les UPEC (Escherichia coli uropathogenes) envahissent également les
cellules épithéliales de la vessie via FimH et c’est le seul facteur nécessaire pour I'adhésion
et I'invasion bactérienne. Lorsque le pili de type 1 de LF82 est exprimé chez un E. coli K12, il
ne suffit pas a augmenter I'adhésion aux cellules épithéliales. Cela sous-entend I'implication
dans LF82 d’autres facteurs nécessaires a I'adhésion. (Barnich et al. 2007; Jérome Boudeau,

Barnich, et Darfeuille-Michaud 2001).

Le pili de type | de LF82 se fixe préférentiellement a la surface des cellules épithéliales sur le
récepteur CEACAM6 (molécule d’adhésion cellulaire liée a I'antigene carcino-embryonnaire)
glycosylé (Figure 8). CEACAMG6 est surexprimé a la surface des cellules épithéliales de I'iléons
des patients atteints de la MC sous l'influence de deux facteurs ; la présence des AIEC et la
production de cytokines pro-inflammatoire IFN-y et TNF-a (Barnich et al. 2007; Fahlgren et
al. 2003). Le role normal de CEACAMG6 pourrait étre celui de leurre envers les bactéries
pathogénes. Des vésicules contenant CEACAMG6 peuvent étre sécrétées de facon dynamique
dans le mucus renouvelant ainsi constamment ce point d’attache. L'objectif serait
d’empécher ainsi les bactéries pathogénes d’atteindre les microvillosités des cellules
épithéliales (Hammarstrom et Baranov 2001). Cette étape, la bactérie LF82 semble I'avoir
détournée a son avantage en se fixant tres efficacement. La colonisation de la muqueuse
iléale des patients atteints de la maladie de Crohn pourrait ainsi étre encouragée par la
présence de cet antigéne et créer une boucle de régulation positive, la présence des AIEC
colonisant la muqueuse en absence de récepteur NOD2 induisant I'inflammation qui permet

ensuite une surexpression additionnelle de CEACAMS6.

2-1-2 Flagelle

Le flagelle est également un facteur de virulence nécessaire pour I'adhésion et I'invasion des
cellules épithéliales par LF82. Ce facteur pourrait jouer des réles multiples; il permettrait la
mobilité active de la bactérie pour accéder aux cellules épithéliales, mais aurait également

un role plus subtil. En effet son expression semble associée a I'expression de divers facteurs
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Figure 9 - Coupe fine de P. aeruginosa PAO1 montrant le développement des OMV avant qu'ils ne soient
libérés de la cellule. La fleche indique une vésicule dans laquelle on peut voir la bicouche membranaire et le
périplasme dans sa lumiere (c'est-a-dire la zone dense en électrons a l'intérieur de la vésicule). Barre = 250 nm.
(Beveridge 1999)
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Figure 10 - Organisation de la membrane des bactéries Gram négatives : Stabilisation de I'enveloppe grace
aux protéines OmpA et LPP interagissant avec le peptidoglycane et la membrane externe et le complexe Tol/Pal
interagissant avec le peptidoglycane et la membrane interne
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de virulences et notamment celle du pili de type I. Des mutations dans le géne fliC du flagelle
ont diminué par 5 la capacité a envahir les cellules de I'intestin par rapport a celle d'une
souche sauvage (Barnich et al. 2003). Le régulateur de transcription FIhDC de l'opéron
flagellaire régule également I'opéron du pili, en son absence les pili seraient régulés a la
baisse. Ainsi un mutant du flagelle affecte la capacité d’expression du pili de type I. A
I'inverse, I'absence de pili n’affecte pas I'expression du flagelle (Barnich et al. 2003). Le
flagelle de LF82 est également nécessaire pour l'inflammation, il induit fortement la
sécrétion par les cellules épithéliales des cytokines IL-8 et CCL20, chimio-attractives, qui
permettent le recrutement et la migration des cellules immunitaires (Eaves-Pyles et al.

2008).

2-1-3 OMV

Les vésicules de membranes externes (OMV) sont des sphéres d’enveloppe cellulaire
apparaissant de maniere dynamique a la surface externe uniquement des bactéries Gram
négatives. Elles subissent ensuite une fission puis se détachent de la bactérie sécrétrice
(Figure 9) (Schwechheimer et Kuehn 2015). Les OMV ont de multiples réles, les bactéries les
utilisent principalement pour modifier leur environnement. Les OMV peuvent permettre
I'acquisition d’élément nutritif comme le fer, réguler des interactions bactériennes et
interviennent également dans la pathogénicité en contenant certains facteurs de virulence.
Les bactéries Gram négatives possedent deux membranes, la membrane cytoplasmique et la
membrane externe séparées par une couche de peptidoglycane située dans |'espace
périplasmique (Silhavy, Kahne, et Walker 2010). L’enveloppe est stabilisée grace aux liaisons
croisées entre la lipoprotéine de Braun (Lpp) et le peptidoglycane, entre le peptidoglycane et
OmpA et entre le peptidoglycane et le complexe TolPal (lipoproteine associée au
peptidoglycane) (Figure 10). Les OMV sont formés a partir de la membrane externe et
contiennent du périplasme et certains de ses composants. La biogenése de ces vésicules est
un processus de sécrétion enclenché par la bactérie et non pas un éveénement stochastique
(Schwechheimer et Kuehn 2015). E. coli et Salmonella produisent de facon accrue des OMV,
capacité augmentée lorsque la température augmente probablement due au fait de
I’augmentation de la fluidité de la membrane (McBroom et Kuehn 2007). Dans le cas de LF82

la sécrétion d’'OMV permet la libération des protéines OmpA et OmpB.
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Figure 11 - Les bactéries AIEC LF82 interagissent avec |'autophagie dans des lignées de cellules épithéliales. A-
Image au microscope confocal des cellules épithéliales MEFs infectées par I'AIEC LF82-GFP 6 heures aprés
I'infection pour analyser la colocalisation avec LC3 en utilisant un anticorps monoclonal anti-LC3 (rouge). Les
noyaux sont en bleu. B - Microscopie confocale de cellules épithéliales Hela infectées par AIEC LF82-GFP 6
heures apres l'infection, marquées par le lysotracker (rouge) et par LAMP-1 (violet) pour visualiser les vacuoles.
C- Analyse en microscopie confocale aprés perméabilisation de la membrane plasmique par la digitonine,
marquage de I'AIEC LF82 cytosolique libre avec les anticorps 083 (rouge), et marquage des vacuoles avec les
anticorps LAMP-1 (violet). D- Analyse ultrastructurale de cellules épithéliales Intestine-407 et Hep-2 infectées
par la souche AIEC LF82 pendant 6 h par microscopie électronique a transmission montrant divers
compartiments intracellulaires pour la bactérie LF82 intracellulaire: bactérie isolée dans des vacuoles a
membrane monocouche (1 et 5), plusieurs bactéries dans une seule membrane (vacuole) (2 et 6), bactéries
dans des vacuoles endommagées (3 et 7) et bactéries dans une vacuole a membrane multi-lamellaires
contenant également un cytoplasme séquestré (4 et 8). (Lapaquette et al. 2010)
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OmpA favoriserait la fusion des OMV aux récepteurs Gp93 présents a la surface des cellules
épithéliales (Figure 8) (Rolhion, Hofman, et Darfeuille-Michaud 2011; Rolhion et al. 2005). Ce
processus favoriserait la fixation et I'invasion des cellules épithéliales par LF82. Gp96 est par
ailleurs surexprimée chez 50% des patients en phase aiglie de la MC contre 34% des patients
en phase quiescente (Rolhion, Hofman, et Darfeuille-Michaud 2011). Les OMV de LF82
pourraient également contenir d’autres facteurs de virulence nécessaires a l'invasion. En
prétraitant des cellules épithéliales avec des OMV purifiées a partir de LF82,0n a observé
une augmentation de I'invasion par un LF82 mutant qui lui ne produit pas de OMV (Rolhion

et al. 2005).

2-2 Perturbation de la monocouche épithéliale

LF82 est également capable d’altérer la fonction de la barriere épithéliale en désorganisant
la F-actine, en diminuant la quantité de ZO-1 (Zonula occludens-1, une protéine nécessaire a
la formation de jonctions apicales étroites) et I'E-cadhérine (Wine et al. 2009). Cela induit
une perméabilisation des jonctions des cellules épithéliales de la barriére intestinale chez les

patients atteints de la MC permettant la diffusion de LF82 (Wine et al. 2009).

La surproduction de cytokines pro-inflammatoire comme le TNF-a est un des facteurs clés
associés a la MC. LF82 induit une stimulation de cette production de cytokines (Glasser et al.
2001). C’est un moyen trés efficace d’activer et de recruter les macrophages sur le lieu de
I'infection, mais la production de cette cytokine désorganise également fortement la
fonction barriére des cellules intestinales (Sasaki et al. 2007). Cette diminution de l'intégrité

de la barriére épithéliale entraine une translocation accrue des AIEC.

2-3 Réplication dans les cellules épithéliales intestinales :

Dans les cellules épithéliales, la bactérie LF82 peut se multiplier dans différents
compartiments. LF82 est retrouvée libre dans le cytoplasme ou associée a des vacuoles
marquées par Lampl associées au lysosomes, ou des vacuoles marquées par LC3, un
marqueur de I'autophagie (Figure 11) (Lapaquette et al. 2010; Jerome Boudeau et al. 1999).

Les bactéries présentes dans ces compartiments LC3 ne sont pas capables de se multiplier,
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de plus, il a été démontré que la déficience en autophagie confere un avantage réplicatif aux
AIEC. l'induction de I'autophagie par un traitement a la rapamycine augmente le nombre de
bactéries dans les compartiments positifs pour LC3 et diminue le nombre de bactéries
intracellulaires (Lapaquette et al. 2010). Par ailleurs certains patients atteints de la MC
peuvent présenter un défaut d’autophagie lié aux genes ATG16L1 et IRGM. On peut penser
gue cela va favoriser la multiplication intracellulaire des AIEC.

La bactérie elle-méme peut inhiber I'autophagie (H. T. T. Nguyen et al. 2014). En effet, lors
de l'infection des cellules épithéliales, il a été démontré que LF82 active la voie Nf-kB
entrainant une régulation a la hausse d’une microARN régulateur ce qui réduit le niveau des

génes ATG16L1 et IRGM associé a I'autophagie (Conte et al. 2016, 82) (Jarry et al. 2015).
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Partie 4 : Infection des Macrophages par LF82

1- Caractéristiques générales

Les macrophages ont un rdle décisif dans I'immunité, en internalisant certains
microorganismes, ils permettent I'orchestration d’une réponse immunitaire appropriée.
Décrit pour la premiere fois par E. Metchnikoff dans les années 1880 (Tauber 2003), la
phagocytose utilisée par les macrophages consiste en l'internalisation de particules cibles.
Cette découverte est a I'origine du concept innovant d’immunité cellulaire (Prix Nobel en
1908).

Le réle le plus fréquent des macrophages est de digérer des nutriments ou des cellules
apoptotiques (phagoptose) (G. C. Brown, Vilalta, et Fricker 2015), mais ce mécanisme peut
également étre mis en place pour dégrader des microorganismes tels que les bactéries. Ce
processus cytotoxique se découpe en plusieurs étapes aboutissant a la destruction du
microorganisme et permettant dans la plupart des cas, la présentation d’antigene aux
lymphocytes T via le complexe majeur d’histocompatibilité Il (CMH Il). Les macrophages
sécrétent I'Interleukine-1 permettant la prolifération des lymphocytes T, de I'interleukine 6,
du TNFa et d’autres chimiokines (Yang et Richmond 2009).

Cette combinaison dégradation-présentation-sécrétion entraine une boucle d’activation en
recrutant sur le lieu de l'infection de nouvelles cellules de I'immunité innée telles que des
monocytes, des neutrophiles, des éosinophiles et des basophiles dans la circulation (lwasaki
et Medzhitov 2015) (Benihoud et al. 2007). En parallele intervient l'initiation de la réponse
immunitaire adaptative via les lymphocytes T (Figure 6). Le r6le du macrophage est donc
central dans [linitiation de la réponse immunitaire. En plus des macrophages, les
polynucléaires neutrophiles, les cellules dendritiques, les ostéoclastes et les éosinophiles
peuvent également effectuer la phagocytose aboutissant au déclenchement de la réponse
immunologique via la présentation d’antigene (BoseDasgupta et Pieters 2018). Il existe
également des cellules phagocytaires non professionnelles qui ne vont pas aboutir a la
présentation d’antigénes, mais qui jouent un réle important dans I'élimination des corps
apoptotiques ; les cellules épithéliales, les cellules endothéliales et les fibroblastes (Rosales

et Uribe-Querol 2017).
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2- Cas particulier des macrophages du tractus intestinal

Depuis de nombreuses années, les études ont principalement été effectuées in vitro, sur
des macrophages différenciés de cellules de la moelle osseuse de souris, dans un contexte
d’infection mais qui ne refletent pas la diversité phénotypique de ce type cellulaire.
Jusqu’alors peu étudié, les macrophages dérivés des monocytes présents en sentinelle dans
la lamina propria du tractus intestinal, présentent quelques différences phénotypiques et
fonctionnelles avec les autres macrophages. Leur emplacement stratégique leur confere un
double réle de protection contre les agents pathogenes et de régulation de la réponse vis-a-
vis des bactéries commensales. Ils sont capables de phagocyter les pathogenes, mais
semblent inhiber le processus inflammatoire. Pour cela, ils n’expriment pas de récepteur a la
réponse innée qui permet habituellement la reconnaissance des bactéries, ne produisent pas
de cytokines pro-inflammatoires (Smythies et al. 2005) et fabriquent en continu de
I'interleukine 10 qui a un réle direct dans I'immunosuppression (Denning et al. 2007). Cette
interleukine intervient également dans la réparation et la prolifération des cellules
épithéliales (Quiros et al). Ce mécanisme participe a la tolérance immunitaire indispensable
dans ce type de tissu en contact constant avec un grand nombre de bactéries permettant
ainsi le maintien de ’homéostasie du tractus intestinal. Cette « anergie inflammatoire » des
macrophages se fait par l'intermédiaire des cellules stromales intestinales qui régulent
négativement I'expression des récepteurs des monocytes et la production de cytokines via le
TGF-B (Smythies et al. 2005). L'altération de leur capacité de reconnaissance et de sécrétion
n’affecte cependant en rien leur capacité a phagocyter et a détruire les bactéries qui passent

la barriére intestinale.

La surveillance et I'activation de I'inflammation au niveau de la barriere intestinale en cas
d’infection sont assurées par les macrophages exprimant a la surface un récepteur de liaison
de I'acide sialique CD169 (Hiemstra et al. 2014). Ce récepteur fait partie de la famille des
lectines et se lie préférentiellement aux acides sialiques présents notamment sur les surfaces
microbiennes. Son affinité est faible, mais la multiplication des liaisons est suffisante pour
induire une réponse. Ces macrophages CD169+ sont habituellement observés dans des
zones riches en lymphocytes B et T qui induisent rapidement leur activation en cas de

rencontre avec un pathogéne. La lamina propria est, elle, dans I'’ensemble majoritairement
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occupée par des macrophages CD169-, mais il a été récemment observé la présence de
macrophages CD169+ capable de produire, suite a une lésion au niveau de la muqueuse, la
cytokine CCL8 (chemokine C-C motif ligand 8). La sécrétion de CCL8 agit comme un signal
d’alerte et permet la mise en place sur le lieu de I'agression du processus inflammatoire,
ainsi que le recrutement de cellules immunitaires dont des macrophages ayant des capacités
inflammatoires (Rugtveit et al. 1994). Ce mécanisme permet a la fois un contréle du
déclenchement de I'inflammation et une grande tolérance nécessaire due a la proximité des

bactéries immunostimulantes du tractus intestinal.

3- Phagocytose

Les étapes de la phagocytose peuvent étre classées chronologiquement:

- Reconnaissance : Les récepteurs de la membrane plasmique reconnaissant la cible a

phagocyter peuvent étre de deux types ;
-Opsonique : reconnaissant les opsonines dérivées de I'hbte liées a la cible
phagocytaire tel que les anticorps ou les protéines du complément.
-Non-opsonique: permettent la reconnaissance des groupes moléculaires
directement a la surface de la cible.

Ces deux catégories de récepteurs sont aussi appelées PRR (récepteur de reconnaissance de

forme) et reconnaissent les PAMPs ( pathogen associated molecular pattern) qui sont des

motifs conservés chez les bactéries ou les virus (Medzhitov 2007) (Tableau 1).

- _Internalisation: Une fois la cible identifiée, des événements de signalisation sont

déclenchés qui induisent un remodelage important de la membrane par I'intermédiaire du
cytosquelette d’actine. L'ingestion se fait par dépression de la membrane au niveau du point
de reconnaissance de la bactérie et formation de pseudopodes par la membrane
macrophagique. S’ensuivent I'entrée et la formation d’une vacuole de phagocytose appelée

phagosome.
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PRR PAMP Localisation
Récepteur scavenger LDL, LPS Membrane plasmique
Mannose récepteur Mannose Membrane plasmique
TLR2 peptidoglycane Membrane plasmique
TLR4 lipopolysaccharides Membrane plasmique
TLR3 ARN double brin (virus) Endosome
TLR7, TLR 8 ARN simple brin (virus) Endosome
RIG-1 like helicase ARN double brin (virus) Cytosol
Nod-like-receptor (NLR) | Paroi bacterienne, motifs bactériens, signaux de | Cytosol
dangers endogénes
Tableau 1 - Tableaux des principaux PRR et nature des ligands.
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Figure 12 - Maturation du phagosome. Aprés la reconnaissance et linternalisation de la bactérie, le

phagosome va subir différentes étapes de maturation par fusions successives avec des endosomes précoces,
tardifs et des lysosomes. Les pompes V-ATPase contribuent a l'acidification de la vacuole et au bon
fonctionnement des enzymes hydrolytiques contenues dans les phagolysosomes finaux entrainant une

dégradation de la bactérie.
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- Maturation : Le phagosome contenant la cible a dégrader va modifier rapidement sa

composition membranaire et son contenu vacuolaire. Il va ainsi maturer en fusionnant avec
des endosomes précoces, des endosomes tardifs et des lysosomes (Figure 12).

La premiére étape de fusion avec les endosomes précoces permet I'acquisition de la GTPase
Rab5 régulant les événements de fusion. Dés cette premiéere étape, on observe un début
d’acidification du contenu de la vacuole, a un pH compris entre 6,1 et 6,5, par acquisition et
activation de pompes a proton, « vacuolar-type ATPase» (V-ATPase) (Sun-Wada et al. 2009;
Uribe-Querol et Rosales 2017).

La vacuole perd ensuite la GTPase Rab5 pour acquérir Rab7 qui permet la fusion avec les
endosomes tardifs. Les pompes V-ATPase s’accumulent a la surface de la vacuole acidifiant le
contenu a un pH compris entre 5,5 et 6 (Kinchen et Ravichandran 2008).

L’étape finale de ce processus de maturation est la fusion avec les lysosomes. Les lysosomes
possedent des protéines LAMP (protéines membranaires associées aux lysosomes),
accumulées a la membrane lysosomale, elles permettent la fusion phagosome-lysosome
(Huynh et al. 2007). Les lysosomes contiennent plus de 50 enzymes hydrolytiques
(phosphatases, nucléases, glycosidases, protéases, peptidases, sulfatases et lipases), ils
contiennent également un grand nombre de pompes a protons et permettent |'acidification
du phagolysosome jusqu’a un pH de 4,5. Le processus d’acidification va limiter la
prolifération du pathogéne et permet une activité optimale des enzymes digestives.
L'acidification de ce compartiment favorise également la production par la NADPH oxydase
de peroxyde d’hydrogéne et autres espéces réactives de l'oxygene aboutissant a la
dégradation finale de la cible phagocytée. L’oxyde nitrique (NO) est synthétisé au niveau des
phagosomes du c6té cytoplasme et diffuse dans la vacuole (Webb et al. 2001). Le
phagolysosome limite également la présence d’éléments nutritifs en injectant des capteurs
de nutriments dans la lumiére phagolysosomale. La lactoferrine, par exemple, séquestre le
fer essentiel a la croissance de certaines bactéries. Une autre stratégie est d’éliminer la
présence des nutriments de la vacuole par l'insertion de transporteur a la membrane
phagolysosomale comme la Nramp1 qui évacue les cations divalents comme le Fe2+, Zn2+ et
le Mn2+ (cofacteurs d’enzymes microbiennes) de la lumiére du phagolysosome (Flannagan,
Cosio, et Grinstein 2009) (Figure 13).

Le déroulement d’'une phagocytose n’est pas dogmatique et peut étre plus ou moins efficace

en fonction des conditions. Par exemple, la capacité a fusionner avec les lysosomes et la
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Figure 13 - Mécanismes de dégradation des bactéries dans les phagolysomes. Les nutriments sont éliminés de
la lumiere lysosomale via les pompes NRAMP1, le fer est capturé par les lactoferrines, I'acidification est
effectuée par l'intermédiaire des pompes V-ATPase et de nombreuses enzymes et peptides antimicrobien sont
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Figure 14 - Présentation d’Ag via le CMH-II- activation de I'immunité spécifique. La bactérie est reconnue (1)
et internalisée par le macrophage (2) qui va la dégrader (3) et utiliser les antigénes associés pour les présenter
aux cellules de I'immunité adaptatives spécialisée via le CMHII (4) entrainant leur activation et la production de
cytokines pro inflammatoire(5)
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vitesse de maturation semblent dépendre du type de reconnaissance par les cellules

phagocytaires (de Chastellier et Thilo 1997).

-Présentation d’antigéne (Ag): La reconnaissance de PAMPs telle que le lipopolysaccharides

(LPS) par les macrophages et les cellules dendritiques induit une tubulation du lysosome
associée au compartiment du complexe d’histocompatibilité de classe Il (CMH II) pour
aboutir a la présentation de I’Ag (Figure 14).

Cette reconnaissance via les récepteurs de la famille Toll (Toll like recepetor, TLR) va
enclencher le signal PI3K-AKT-mTor augmentant la concentration d’Arl8 a la surface des
lysosomes. Le phagosome initial ayant phagocyté le pathogene va fusionner avec les
lysosomes et étre amarré via Arl8 au réseau de microtubules. Le phagolysosome mature
finissant de détruire sa cible va glisser sur le microtubule jusqu’a la membrane de la cellule
phagocytaire. Les Ag du pathogéne détruit vont étre conjugués a leur CMH |l et exprimés a la
surface. lls seront reconnus par les Lymphocytes T via le CD4 (Hipolito, Ospina-Escobar, et
Botelho 2018; Mrakovic et al. 2012, 7; Saric et al. 2016). La mobilité des phagosomes par

I'intermédiaire de la tubulation semble faciliter leur fusion avec les lysosomes (Figure 15).

4- Autophagie :

L'autophagie partage comme caractéristique commune avec la phagocytose la fusion finale
avec les lysosomes pour aboutir a la dégradation de I’'élément ciblé. L’autophagie permet le
maintien de ’homéostasie cellulaire en intervenant, contrairement a la phagocytose, dans la
dégradation d’élément intra-cellulaire. Elle cible de manieére non sélective des parties du
cytoplasme ou de maniére sélective des constituants intracytoplasmiques comme des
organites qui sont endommagées ou des protéines non fonctionnelles via les lysosomes. Elle
est déclenchée et permet une adaptation des cellules face a différents stress métaboliques
(Choi, Ryter, et Levine 2013). Ce mécanisme est également impliqué dans la défense contre
les bactéries intracellulaires. Les protéines nécessaires pour I'autophagie sont différentes de

celles de la phagocytose et sont une trentaine de la famille des ATG.

44



complexe
recepteur -
G= CD4 + I

(= TLR4 l .
l T

Présentation d'Ag

Lysosome

Microtubule

Figure 15- Amorcage de I'Ag bactérien sur le CMH-lIl et présentation a la surface via le réseau de
microtubules. Les bactéries phagocytées sont dégradées par le macrophage, la vacuole de dégradation
contenant les antigénes bactériens (cercles jaunes) est associée au réseau de microtubules par I'intermédiaire
des dynéines et kinésines pour permettre la présentation de I'antigene aux lymphocytes par I'intermédiaire du
CMH Il. Figure adaptée de Bothelo lab.

monocyte

J

IL-4

IFN gamma
A y
RAMES . & . TGF beta
a Fonctions :
Fonctions : Tr——
R Anti-inflammatoire
Pro-inflammatoire : ;
. Anti-parasite
Bactéricide X
; Pro-tumoral Th2 réponse
Thl réponse ; -
. . s Immunorégulation
Présentation d’antigene .
: Remodelage des tissus
Anti-tumoral ST o
Angiogenese

macrophage

TS R it

Microorganismes
activation

Figure 16- Polarisation des macrophages. La polarisation des macrophages dépend des stimuli rencontrés, les
fonctions associées au stade M1 et M2 sont ensuite tres différentes. Les macrophages M1 vont notamment
inhiber la prolifération des cellules tumorales et détruire les bactéries, a I'inverse le stade M2 a une activité
favorable a la dissémination tumorale, a la réparation des tissus et également une activité anti parasitaire. Les
macrophages ainsi polarisés vont activer a leur tour la polarisation des cellules T en Th1 et Th2 respectivement.
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5- Mort programmée :

Une autre maniere de contréler I'infection des macrophages est leur mort programmée.
Lorsque les cellules sont infectées par une pathogéne intracellulaire une option pour
éliminer efficacement le foyer infectieux est la destruction de celui-ci. Il existe trois types de
morts : I'apoptose, la nécrose et la pyroptose. La pyroptose est la voie principalement
utilisée pour la défense contre les bactéries intracellulaires, elle permet d’enclencher une
réaction inflammatoire associée. Son efficacité repose sur I'élimination du foyer infectieux
en les expulsant de leur niche intracellulaire et la libération d’IL-1 induisant le recrutement
de neutrophiles qui ont un haut pouvoir bactéricide (Bergsbaken, Fink, et Cookson 2009;

Miao et al. 2010).

6- Polarisation :

Les macrophages en fonction des stimuli environnementaux vont s’activer et se spécialiser
en fonction de la réponse a fournir (Figure 16). Pour cela, ils peuvent prendre deux
stades M1 et M2 :

-M1 : activé par des produits microbiens comme le LPS ou des cytokines pro-inflammatoires
comme l'interféron-y ou du TNF- q, ils secrétent des cytokines pro-inflammatoires inhibant
la prolifération de cellules tumorales et luttent contre les bactéries et virus pathogénes.

-M2 : Plutét activé par des stimuli exprimés en phase de guérison suite a une infection ou
une blessure, ils comprennent, l'interleukine-4, 10, 13 (IL-4, IL10,IL-13) et le TGF-B (Saqib et
al. 2018). lls ont un role anti-inflammatoire et interviennent dans le remodelage et la

réparation des tissus.

7- Systémes de séquestration du fer : hypoferremia

Contre les infections bactériennes, ’hote a mis en place une immunité nutritionnelle qui
consiste en la rétention d’éléments nutritifs essentiels au développement des bactéries, le
fer en fait partie. Le fer est indispensable pour I'activité de protéines ou de cofacteurs
essentiels chez les bactéries. Le fer est un biocatalyseur, capable d’adopter deux valences

stables, ferrique et ferreux, conférant un important potentiel d’oxydoréduction aux
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Figure 17 - Régulation du fer par Fur. Dans un milieu riche en fer, la concentration de fer ferreux dans le
cytoplasme bactérien est controlée par Fur qui réprime I'absorption du fer. Le fer présent dans le cytoplasme
est stocké dans les ferritines dont I'expression est stimulée et utilisée pour les protéines cofactorisées par le
fer. Dans un milieu pauvre en fer, la synthese des ferritines est réprimée et le fer stocké est relargué dans le
cytoplasme. Figure adaptée de (Bereswill et al. 2000)
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protéines contenant du fer. Lors d’une infection, le fer est difficile d’acces pour les bactéries
en raison des mécanismes mis en place par I’'h6te pour séquestrer le fer intracellulaire.
Parmi eux, I'utilisation de ferritine, une protéine de stockage du fer et la rétention dans
I’heme en tant que cofacteur de ’lhémoglobine ou de la myoglobine. Les petites quantités de
fer extracellulaire sont étroitement liées aux protéines porteuses telles que la transferrine, la
lactoferrine et [I'hémopexine (Crichton et Charloteaux-Wauters 1987). De plus,
I’environnement aérobie du sérum et son pH neutre font en sorte que le fer extracellulaire
reste insoluble, la combinaison de ces facteurs rend I’acces au fer particulierement difficile

pour les pathogenes intracellulaires ce qui limite leur multiplication (Skaar 2010).

La détection du fer par les entérobactéries implique le régulateur Fur (régulateur de
I'absorption ferrique). Le régulateur Fur est associé au Fe? lorsque le niveau intracellulaire
de fer est élevé, le complexe Fur- Fe®" se lie sur le promoteur de certains génes impliqués
dans I'utilisation et I'acquisition de fer pour réprimer leur expression (Troxell et Hassan
2013; McHugh et al. 2003) (Massé et al. 2007) (Figure 17). Le fer est une nécessité absolue
pour la cellule, mais en exces, il peut étre toxique. Si le fer n’est pas lié a une protéine ou
chélaté, il peut servir de catalyseur dans la réaction de Haber-Weiss dans laquelle des
radicaux hydroxyles hautement réactifs sont générés a partir de peroxyde. Un
environnement riche en oxygéne peut entrainer une réduction incompléete de I'0 , et peut
induire la formation de superoxyde. Le superoxyde peut convertir le fer ferrique en fer
ferreux et dans la réaction de Fenton, le Fe ** réagit avec le peroxyde pour produire des
radicaux hydroxyles et oxyder le fer. La production de ces radicaux peut avoir des effets
délétéres sur les cellules en provoquant des dommages a I’ADN pouvant entrainer une
augmentation des mutations spontanées, et en endommageant les lipides et les protéines
non saturées. La régulation par Fur permet d’apporter les quantités de fer suffisantes a la
bactérie pour son métabolisme et sa multiplication en limitant la toxicité liée a la production

d’especes réactives de I'oxygéne (Carpenter et Payne 2014).

Afin d’exploiter les ressources en fer de I’'h6te, les pathogénes possedent fréquemment des
systemes de capture et de solubilisation du fer, appelés sidérophores ou systémes
d’acquisition de I’"héme (hémophore), ils entrent en compétition avec la séquestration du fer
médiée par I'h6te (Miethke et Marahiel 2007). Certains de ces systémes font partie du

génome cceur de chaque espéce. Les sidérophores sont des composés de faible poids
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Figure 18 - Absorption du fer par les sidérophores chez les bactéries Gram négative. Lorsque le fer est en
abondance, le régulateur Fur combiné au fer présent dans le cytoplasme se fixe a I’ADN pour réprimer la
synthese des sidérophores. Lorsque le milieu est pauvre en fer, Fur ne réprime plus les génes nécessaires a la
synthese des sidérophores qui sont produits dans le cytoplasme et relachés dans le milieu extracellulaire. Les
sidérophores chélate le Fe* pour former un complexe soluble. Le complexe sidérophore-Fer est transporté
dans le périplasme via une protéine de transport de haute affinité de la membrane externe (OMT). Ce
transport est permis par la force motrice des protons avec un transfert d’énergie induit par le complexe
TonB/ExbB/D. Le complexe est ensuite lié par une protéine de liaison périplasmique-sidérophore (SPBP) et est
acheminé vers un transporteur (ABC) dépendant de I’ATP permettant le passage dans le cytoplasme. Le fer est
ensuite retiré du sidérophore par réduction du Fe3+ en Fe2+ par une enzyme réductase et sera stocké ou
utilisé. Le sidérophore est ensuite recyclé. Figure adaptée de (Wencewicz et al. 2013)
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moléculaire avec une tres grande affinité pour le fer. lls sont sécrétés par les bactéries
lorsque les disponibilités en fer sont limitées, les complexes sidérophore-fer
(halosiderophores) formés seront ensuite reconnus par des récepteurs a la surface des
bactéries pour étre transportés dans leur cytoplasme (Figure 18). Les sidérophores peuvent
eux-mémes étre classés en trois familles en fonction de leur structure: carboxylate,
catécholate et hydroxamate (Holden et Bachman 2015; Miethke et Marahiel 2007). Un des
sidérophore présent chez les enterobactéries est appelé enterobactine. Chez E. coli les génes
nécessaires a sa biosynthése et son transport sont entD-fepA-fes-entD-fepE-fepC-fepG-fepD-
fepB-entC-entE-entB-entA-yABA. L'entérobactine est synthétisé par les enzymes codées par
les genes entA, B, C, D, E et Fa partir du chorismate (Crosa et Walsh 2002). L'apo-
enterobactine peut étre sécrétée directement de son site de synthése a travers I'enveloppe
par l'intermédiaire d’'une pompe associée a la membrane. Le géene fepA code pour le
récepteur protéique de la membrane externe et les génes fepB, fepC, fepD , fepE et fepG
interviennent dans I'absorption de I'enterobactine ferrique dans le cytoplasme (Crosa et
Walsh 2002). D’autres sidérophores existent, comme la yersiniabactine, identifiée pour la
premiere fois chez Yersinia enterocolitica, mais présente également chez E. coli. La
yersiniabactine posséde a la fois des groupes carboxylate et hydroxamate (Figure 20). Les
carboxylates ont une plus grande affinité pour le fer dans des conditions ou le pH est acide.

Les hémophores sont des protéines uniquement retrouvées chez les bactéries Gram
négatives. Elles permettent I'acquisition de ’heme associée a ’lhémoglobine agissant ensuite
de la méme fagon que les sidérophores en se fixant a des récepteurs extracellulaires de la
bactérie pour permettre le transport intracellulaire (Hantke 1981; Wandersman et

Delepelaire 2004).

8- Subversion des macrophages par les bactéries pathogénes

Pour permettre par la suite une mise en perspective de mon modele d’étude, je vais dans
cette partie commencer par parler des macrophages comme niche réplicative puis détailler
les principaux mécanismes employés par certains pathogenes pour détourner leurs

défenses. Les défenses immunitaires se battent continuellement contre des
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Figure 19 - Structure des sidérophores.A.Les sidérophores peuvent étre classés en fonction de groupement de
liaison au fer: catécholate (orange), phénolate (vert), carboxylate (rouge), hydroxamate (bleu). B. Structure de
sidérophores de pathogénes nosocomiaux. C. Structure de sidérophores de type mixte contenant plus d’un
groupe de liaison au fer (Wilson et al. 2016).
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pathogenes rencontrés dans I'environnement. Grace a la sélection de mutations et le
transfert de genes entre especes les bactéries évoluent et acquierent de nouveaux systemes
défensifs et offensifs qui permettent la survie, I'adaptation ou la colonisation d’une nouvelle

niche et cela malgré la puissance des mécanismes d’'immunité innée et adaptative.

8-1 Le paradoxe des macrophages : premieére lighe de défense et niche

privilégiée

Les macrophages disposent d’un arsenal de reconnaissances et de mécanismes nécessaires a
la destruction des bactéries. Néanmoins de nombreuses bactéries pathogénes les choisissent
comme niche réplicative. Ce paradoxe s’explique par I'apparente nécessité pour la plupart
des bactéries pathogenes de résister au moins temporairement aux macrophages présents
en abondance dans la lamina propria du tractus intestinal. Une fois acquise et sélectionnée,
une stratégie de survie temporaire peut facilement évoluer vers une stratégie de

colonisation et la création d’une niche.

Les macrophages sont des cellules circulantes, les pathogénes peuvent donc sélectionner
cette niche pour favoriser une propagation systémique chez I'hote. Parmi les cellules
circulantes, les macrophages semblent constituer une niche plus favorable que les
neutrophiles, plus agressifs. Les macrophages modifient leur métabolisme en fonction des
différents sites de I’'hote, les pathogénes pourraient ainsi en tirer avantage pour leur propre
réplication. En cas d’infection par des bactéries, les macrophages se polarisent
préférentiellement en stade M1. Pour permettre la production de macromolécules et
permettre la réponse immunitaire et inflammatoire associée a cette polarisation, les
macrophages ont besoin d’augmenter extensivement leur métabolisme du carbone
(Ganeshan et Chawla 2014). Ce changement métabolique pourrait étre exploité par les
pathogenes. Les macrophages M2, préférentiellement en contact avec les parasites, se
trouvent en forte difficulté pour I’élimination des bactéries. Certaines bactéries peuvent en
tirer avantage et forcer cette polarisation pour faciliter leur propre réplication, c’est le cas
par exemple pour Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes et Francisella
Turarensis (Rajaram et al. 2010; Abdullah et al. 2012; Shirey et al. 2008). Dans le cas de

Salmonella enterica et Brucella arbotus, ces bactéries se répliquent préférentiellement dans
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les macrophages M2 les utilisant comme niche pour la persistance. La persistance est un
phénomeéne adaptatif favorisant les infections chroniques et qui sera détaillé plus loin dans
cette introduction. Salmonella apres une infection initiale des macrophages M1, s’associe a
des stades plus avancés de l'infection préférentiellement aux M2 pour constituer une niche
sur le long terme. Elle profite de la déficience des M2 pour le facteur de transcription
(PPARS) nécessaire au métabolisme des acides gras. L'activation de ce facteur de
transcription par Salmonella favorise son état réplicatif (phénotype unique a cette bactérie
suggérant une spécificité métabolique de salmonella) et induit également I'état de
persistance (Eisele et al. 2013; Stapels et al. 2018). La manipulation du programme
métabolique de I'h6te peut donc également étre utilisée pour la persistance des pathogenes

(voir chapitre sur la persistance).

Une derniere hypothése concernant l'infection préférentielle des macrophages de I'hbte
humain par les bactéries pathogenes est proposée a partir de la tres forte ressemblance
mécanistique avec les infections avec les amibes, qui est un hoéte trés courants de la plupart
des especes pathogenes de 'homme (Greub et Raoult 2004). L'adaptation des bactéries
pathogenes peuvent avoir comme origine leurs rencontres fréquentes avec les amibes leur
permettant en conséquence un parasitisme efficace des macrophages humains (Molmeret

et al. 2005).

8-2 Mécanismes de détournement des macrophages par les bactéries

pathogénes

La colonisation bactérienne des macrophages a été observée dans le cytosol, dans des
vacuoles issues de la phagocytose ou de l'autophagie, ou encore associée au réticulum
endoplasmique comme c’est le cas pour Brucella. Le cytosol représente une niche réplicative
plus favorable que les compartiments phagocytaires. || permet d’échapper aux stress
présents dans les vacuoles et présente un environnement riche en nutriments, mais en
contrepartie, les bactéries seront ciblées par I'autophagie sélective et risquent de déclencher
la mort cellulaire de leur hote (Price et Vance 2014). La colonisation vacuolaire, quant a elles,
constitue un camouflage idéal contre les défenses immunitaires. La colonisation de ces

compartiments fait souvent intervenir un détournement du réseau vacuolaire ou une
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détoxification de I’'environnement pour permettre la colonisation de la cellule de I’"h6te par

le pathogene.

8-2-1 Sécrétion d’effecteurs:

Les bactéries pathogenes sécretent fréquemment des effecteurs pour permettre la
manipulation a son bénéfice de I'h6te infecté. Cette étape va permettre de moduler
certaines fonctions de I’"h6te comme sa capacité a enclencher une réponse immunitaire, le
routage des vacuoles intracellulaire ou la sécrétion de toxines. Pour qu’ils puissent avoir une
action alors que le pathogéne est enfermé dans la vacuole de phagocytose du macrophage,
les effecteurs doivent étre sécrétés dans cette vacuole et éventuellement diffusés ou étre
exportés vers le cytosol ou le noyau (Rapisarda et Fronzes 2018). La sécrétion a I'extérieur de
la bactérie s’effectue par I'intermédiaire d’appareils de sécrétion. Il existe a ce jour plusieurs
systémes de sécrétion décrits dans la littérature permettant d’établir une niche réplicative
pour les pathogénes utilisant la nomenclature TXSS (systéme de sécrétion de type X) (Rao et
al. 2004; Suarez et al. 2008; de Bruin, Ludu, et Nano 2007). Je vais décrire plus précisément :
les appareils de sécrétion de type 3 (T3SS), de type 4 (T4SS) et de type 6 (T6SS) tous trois

présents chez les bactéries entérobactéries pathogénes (Tableau 2).

8-2-1-1 Les appareils de sécrétion de type 3

Les appareils de sécrétion de type 3 ont été observés pour la premiere fois dans les années
90 chez Yersinia (Michiels et al. 1990). C’est un facteur de virulence trés conservé présent
chez de nombreux pathogenes tels qu’Escherichia coli entéropathogéne (EPEC), Escherichia
coli entérohémorragique (EHEC), Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa , Shigella
flexneri et Chlamydia sp (Schroeder et Hilbi 2008; Wong et al. 2011; Dean 2011; Agbor et
McCormick 2011). Le contact avec une membrane cellulaire eucaryote déclenche Ia
libération de protéines effectrices dans le cytosol de la cellule eucaryote infectée. Les
bactéries pathogenes ont la possibilité d’en libérer plusieurs types durant une injection
(Cornelis 2006). lls peuvent avoir pour rdle d’inhiber la phagocytose, réguler négativement la
réponse pro-inflammatoire, éviter l'autophagie, induire la mort cellulaire, réguler la

chromatine ou modifier le trafic vacuolaire. Les T3SS sont codés par un ilot de génes acquis
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Nom Pathologie Autres niches Niche intracellulaire Systéme de
sécretion

Anaplasma anaplasmose Granulocytes, vacuole T4SS
phagocytophilum cellules

endothéliales
Bartonella bartonellose cellules vacuole T4SS
henselae endothéliales,

erythrocytes
Brucella abortus, brucellose trophoblastes vacuole T4SS
melitensis
Burkholderia melioidose neutrophiles cytosol T3SS; T6SS
pseudomallei
Chlamydia pneumonie vacuole T3SS
pneumoniae
Chlamydia infections Cellules épithéliales | vacuole T3SS
trachomatis sexuellement

transmissibles,
pneumopathies

Coxiella burnetii fievre Q phagolysosome T4SS
Edwardsiella tarda | gastroenterite Cellules épithéliales | dérivé de phagosome T3SS; T6SS
Ehrlichia ehrlichiose early endosome T4SS
chaffeensis
Francisella tularemie Cellules épithéliales | cytosol T6-like SS
tularensis (FPI)
Legionella Iégionellose protozoaire vacuole T4SS
pneumophila
Listeria gastroenterite Cellules dendritiques | cytosol Listeriolysin
monocytogenes O, ActA
Mycobacterium tuberculose vacuole T7SS (ESX)
tuberculosis
Rickettsiae fievre Q, typhus | Endothélieum cytosol various

vasculaire
Salmonella fievre typhoide Cellules dendritiqgues | late endosome T3SS
enterica gastroenterite et épithéliales
Shigella flexneri diarrhée Cellules épithéliales | cytosol T3SS

Tableau 2 - Macrophage comme niche privilégiée de certaines bactéries intracellulaires
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par transfert horizontal et peuvent étre subdivisés en 7 familles (Chlamydiales, Hrp1, Hrp2,
SPI-1, SPI-2, Rhizobium et Ysc) toutes significativement assez éloignée les unes des autres.
Certaines bactéries pathogenes peuvent coder pour plusieurs T3SS appartenant a des
familles différentes comme c’est le cas pour Salmonella typhimurium qui porte deux ilots de
pathogénicité SPI-1 et SPI-2 chacun codant pour un T3SS (Waterman et Holden 2003). Les
T3SS sont composés d’un corps basal identique a celui du flagelle composé de deux paires
d’anneaux qui s’enchassent au niveau des membranes bactériennes. Selon la famille
d’injecteur vient s’ajouter a ce corps basal, une aiguille, un filament ou un pilus (Tamano et

al. 2000; Journet et al. 2003) (Figure 20).

8-2-1-2 Les appareils de sécrétion de type 4

L'appareil de sécrétion de type IV permet la sécrétion d’une large gamme de substrat par un
grand nombre de bactéries Gram négatives. || permet notamment la sécrétion d’ADN
permettant la dissémination de génes d’antibiorésistance, de plasmides conjugatifs ou de
toxines (Grohmann et al. 2018). Il permet également la sécrétion de substrat protéique ou
d’ADN chez les cellules cibles eucaryotes, c’est le cas pour Burkholderia cenocepacia,
Xanthomonas axonopodis et Campylobacter jejuni (Christie et Cascales 2005; Engledow et al.
2004; Alegria et al. 2005; Batchelor et al. 2004). Le type IV d’Ehrlichia chaffeensis
notamment permet la translocation dans le cytoplasme des macrophages d’effecteurs
ciblant les mitochondries et la limitation de la production de ROS et I'apoptose de celui-ci (H.

Liu et al. 2012) (Figure 20).

8-2-1-3 Les appareils de sécrétion de type 6

Les appareils de sécrétion de type 6 (T6SS) sont des armes polyvalentes a la fois contre les
cellules eucaryotes et les bactéries concurrentes. En général les T6SS sont soit antibactériens
soit anti-eucaryotes offrant un avantage sélectif pour la colonisation de niche spécifique
(Pukatzki et al. 2007). lIs sont largement répandus chez les bactéries Gram négatives qui
peuvent en contenir plusieurs a la fois (Coulthurst 2013). Par exemple B. thailandensis en
posséde cing. Les T6SS sont encodés par un groupe de génes annotés comme IAHP ((lcmF

Associated Homologous Proteins). L’acquisition de ces systemes de sécrétion s’est faite
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grace a un transfert horizontal de genes puis une adaptation évolutive en fonction des
différentes niches rencontrées par les bactéries qui les possedent (Boyer et al. 2009).
L'aiguille des T6SS est composée d’anneaux hexameriques Hcp formant le tube interne et
des protéines VgrG et PAAR formant le sommet de I'aiguille. L’aiguille est entourée par des
anneaux formés par les protéines TssB et TssC formant une gaine. Les protéines TssK, TssF,
TssG, TssE, forment la base située dans I'enveloppe bactérienne. Les protéines de membrane
interne TssL, TssM et TssJ interagissent avec les protéines de la base. La contraction de la
gaine TssB-TssC propulse le pic VgrG-PAAR (Y.-J. Park et al. 2018). Les composants
extracellulaires de I'aiguille du T6SS sont similaires a ceux de la queue du bactériophage A
(Figure 20). Cette machinerie est dépendante du contact bactérie-cellule ou bactérie-
bactérie. Pour la plupart des systémes connus, l'identification des effecteurs secrétés reste
encore a |'état d’exploration.

Il a été montré dans de nombreux cas que l'altération du T6SS affecte la virulence de
bactéries pathogénes. Les roles des T6SS chez les pathogénes sont divers, ils permettent
I'invasion des cellules hétes, la modification des macrophages, la réponse aux stress et la
formation de biofilm (Cascales 2008). L' implication des T6SS dans la colonisation des
macrophages a été mise en évidence chez L. pneumophila pour qui la sécrétion de la
protéine IcmF permet la réplication dans le macrophage par inhibition de la fusion
phagosome-lysosome et induction de I'apoptose (Purcell et Shuman 1998). Chez F. turalensis
un T6SS est impliqué dans la modification du phagosome et la libération de |la bactérie dans
le cytosol (de Bruin, Ludu, et Nano 2007; Barker et Klose 2007). Un autre des roles des T6SS
est la réponse et I'adaptation aux stress environnementaux, mis en évidence chez V.
anguillarum pour qui le T6SS module le quorum sensing (B. Weber et al. 2009). Un dernier
phénotype associé au T6SS est l'implication dans la formation de biofilm. Chez les
Escherichia coli pathogénes aviaires (APEC), une délétion du T6SS a montré une altération de
la capacité a former des biofilms et une diminution de la pathogénicité chez les poussins (de
Pace et al. 2011). L'implication du T6SS dans le phénotype de biofilm a également été
observée chez Vibrio parahaemolyticus et P. aeruginosa (Enos-Berlage et al. 2005; Southey-
Pillig, Davies, et Sauer 2005). Le génome de LF82 code pour deux T6SS complets dont le role
dans l'infection est encore inconnu et un T6SS partiel que j’ai identifié lors de ma thése et
qui lui contribue sensiblement a la survie de LF82 dans les macrophages (voir résultats

complémentaires Partie 10).
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8-2-2 Détournement de la voie phagolysosomale

Les bactéries intracellulaires ont développé différentes stratégies pour éviter la rencontre
avec les composants microbicides présents dans les macrophages. Ces stratégies de
détournements incluent l'interférence de la maturation des phagosomes qui peuvent étre
bloquées a différents moments du cycle, la résistance au stress internes des phagolysosomes

et méme I'évasion physique du phagosome.

L'acidification de la vacuole par l'intermédiaire des pompes V-ATPases est l'un des
événements les plus importants du processus de maturation du phagolysosome.
L’acidification de ce compartiment permet le ralentissement du métabolisme des bactéries
et également le bon fonctionnement de nombreuses enzymes hydrolytiques ainsi que de
I'activation de la NADPH oxydase. La plupart des pathogénes intracellulaires bloquent la
maturation du phagosome initial. Pour cela ils vont manipuler la cellule hote en modifiant le
trafic vésiculaire a leur bénéfice en empéchant la fusion avec les lysosomes (M. M. Weber et
Faris 2018). Les pathogénes ont besoin, pour créer une niche réplicative adéquate, de
nutriments nécessaires a leur multiplication. Une des défenses mises en place par le
macrophage est donc la privation de cet apport nutritif par I'intermédiaire de pompes ou de
chélateur comme c’est le cas pour le fer (Appelberg 2006). Par ailleurs le pH acide permet
aux transporteurs de fonctionner correctement, et ceci dépend donc de la fusion avec les
lysosomes (Flannagan, Cosio, et Grinstein 2009). En bloquant la fusion avec le trafic classique
de phagocytose, certaines bactéries tel que Legionella, empéchent la plupart de ces pompes
de fonctionner. Pour soutenir leur multiplication, les bactéries pathogénes détournent pour
la plupart le trafic vésiculaire de leur héte pour utiliser ses ressources nutritives. Finalement,
en cas d'infection intracellulaire, chaque pathogene génere une niche réplicative qui va lui
étre spécifique (Mitchell, Chen, et Portnoy 2016). Je vais détailler quelques-unes de ces
stratégies a travers les exemples de bactéries intracellulaires : Listeria monocytogenes,

Salmonella enterica, Chlamydia pneumoniae et Legionella pneumophilia/ Brucella abortus:

8-2-2-1 Listeria monocytogenes
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Listeria monocytogenes est une bactérie Gram positif responsable de la listériose. Elle peut
se diviser dans différents types de cellules hotes au cours de I'infection et lors de I'infection
des macrophages, elle est capable de coloniser plusieurs niches. Apres l'internalisation,
Listeria monocytogenes empéche la fusion des lysosomes avec le phagosome. Les vacuoles
contenant Listeria ne recrutent pas la protéine Rab5 (endosome tardif) perturbant ainsi la
maturation du phagosome et réduisant la fréquence de fusion avec les lysosomes (Henry et
al. 2006) (Figure 21). La vacuole contenant Listeria est acidifié ce qui permet a la
Listeriolysine O (LLO), une cytolysine produite par la bactérie, et a deux phospholipases C (PI-
PLC et PC-PLC) de former des trous dans la membrane de ce compartiment. L’activité de LLO
est optimale a pH 5,0, ce pH correspondant a celui retrouvé dans les endosomes tardifs. A un
pH neutre, la cytolysine est inactive, son activité n’est donc effective que dans les vacuoles
de phagocytose et pas dans le cytosol, empéchant la lyse de la cellule pendant la
multiplication de la bactérie dans son cytoplasme (Henry et al. 2006). Listeria utilise les
nutriments présents dans le cytosol pour se répliquer, son temps de génération est
d’environ 30min dans ce contexte (Eylert et al. 2008). La bactérie induit la polymérisation de
I'actine de la cellule hote par I'intermédiaire de la protéine ActA, ce recrutement engendre la
formation de queue d’actine a la surface bactérienne propulsant les bactéries a travers le
cytoplasme vers les cellules voisines ce qui provoque une nouvelle infection permettant une

dissémination rapide et efficace (Cossart et Lecuit 1998).

8-2-2-2 Salmonella enterica

Comme pour Listeria, la vacuole contenant Salmonella Typhimurium présente les
caractéristiques des endosomes tardifs (Figure 21). Dans ce cas également, la maturation est
bloquée pour éviter I'acquisition d’enzymes hydrolytique bactéricides contenus dans les
lysosomes (Liss et al., 2017), 'acidification fait aussi pour cette bactérie, I'effet d’un signal
d’alarme pour le déclenchement de la sécrétion de facteurs de virulences via le T3SS codé
par l'ilot de pathogénicité SPI-2 (Kenney 2019). Aprés 4h d’invasion, la bactérie induit
activement un remodelage de la vacuole dans laquelle elle se trouve en détournant le trafic
de vésicules de la cellule hote pour permettre la formation d’'un compartiment multi
tubulaire. Ces vésicules sont de toutes provenances, intracellulaires, mitochondriales,

ribosomales, réticulum endoplasmique, nucléaire et Golgi (Vorwerk et al.
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du phagosome d’entrée avec les lysosomes et s’échappe en produisant la toxine LLO pour se multiplier dans le
cytoplasme et se déplacer par polymérisation d’actine. 2- Salmonella enterica empéche la fusion avec le
lysosome, elle sécréte des facteurs de virulence par I'intermédiaire du T3SS activé en réponse au stress acide.
Elle détourne ensuite le trafic vésiculaire formant des vacuoles multitubulaires provenant de la fusion de divers
organites de la cellule héte. 3- Chlamydia pneumoniae bloque la fusion avec les endosomes précoces (EE),
sécrete des facteurs de virulence par l'intermédiaire de son T3SS et crée une large vacuole de réplication
consolidée par la présence de filaments d’actine et la fusion de vésicules de diverses provenances. 4- La
vacuole contenant Mycobacterium tuberculosis maintient la rétention de la GTPase Rab5 et I’exclusion de Rab7
elle évite ainsi la fusion avec les lysosomes, mais continue d’interagir sélectivement avec les endosomes
précoces. L’acidité de la vacuole est contrdolée par exclusion des pompes V-ATPases, le pH est stabilisé autour
de 6,5 maintenant la viabilité de la bactérie. 5- Legionella pneumophila et Brucella abortus modifient le trafic
vésiculaire en secrétant des effecteurs via leur T4SS et interceptent les vésicules provenant du réticulum

endoplasmique .
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2015). Les vacuoles formées sont appelées SIF (Salmonella Induced Filaments), elles
possedent des marqueurs endosomaux tels que LAMP1, Rab7 et des V-ATPase (Brumell et al.
2001; Drecktrah et al. 2007), mais pas d’enzymes hydrolytiques. Les SIF s’étendent sur toute
la surface de la cellule augmentant la surface d’échange avec le cytosol. Il est envisagé que
ce processus permettrait une disponibilité d’éléments nutritifs normalement limités au sein
des vacuoles de phagocytoses et nécessaires pour la multiplication de Salmonella. Ces
vacuoles migrent a proximité des appareils de Golgi probablement pour faciliter la fusion des

vésicules en leur provenance (Salcedo and Holden, 2003).

8-2-2-3 Chlamydia pneumoniae

Chlamydia détourne la voie phagocytaire et se multiplie dans une vacuole non acide ne
fusionnant jamais avec les endosomes tardifs et les lysosomes, mais intégrants des vésicules
provenant de I'appareil de Golgi (Figure 21). Ce processus est trés rapide aprés I'entrée dans
la cellule. Chlamydia a un cycle d’infection unique, elle peut prendre deux morphologies
différentes en fonction de la temporalité de I'infection ; le corps élémentaire (EB) et le corps
réticulé (ER). Le cycle commence avec la forme EB puis se produit une réorganisation pour
passer a la forme RE puis une inclusion mature contenant les deux formes. Ces inclusions
matures peuvent contenir jusqu’a 1000 bactéries sans que la fonction de I'h6te ne soit
altérée. Elles modifient 'actine des macrophages pour consolider leur vacuole et empécher
la rupture. La libération de Chlamydia de la cellule héte peut se faire par cytolyse ou plus
surprenant par exocytose laissant la cellule infectée intacte aprés son passage. Cette
stratégie adoptée par la bactérie permet une infection silencieuse et chronique.

(AbdelRahman et Belland 2005; Hammerschlag 2002).

8-2-2-4 Legionella pneumophila / Brucella abortus

Legionella comme Brucella modifie le trafic vésiculaire pour intercepter les vacuoles
provenant du réticulum endoplasmique permettant aux bactéries un accés a la cystéine
essentielle a leur survie et leur multiplication (Figure 21). Le phagosome décoré de

ribosomes et ressemblant a un compartiment du réticulum endoplasmique ne fusionne pas
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avec les lysosomes et ne devient donc pas acide (Celli et al. 2003; Kagan et Roy 2002).
Legionella utilise un appareil de sécrétion de type IV pour libérer dans le cytoplasme des

effecteurs influencant le routage des vacuoles provenant du réticulum.

8-2-2-5 Coxiella burnetii

Coxiella fait office de cas particulier, contrairement aux autres bactéries intracellulaires, elle
agirait comme une bactérie acidophile et son métabolisme serait stimulé dans un
environnement acide. Elle va dans ce sens favoriser la fusion avec les endosomes, les
lysosomes et des vacuoles de I'autophagie (Figure 22). La fusion de ces diverses vacuoles va
lui permettre la création a partir des membranes dérivées, d’'un grand compartiment
réplicatif comprenant un pH acide, des protéases actives et a sa surface les marqueurs
lysosomaux LAMP (Graham et al. 2013). La fusion des vacuoles endosomales serait vectrice
de nutriments nécessaires a la multiplication du pathogéne qui est auxotrophe pour 11
acides aminés (Sandoz et al. 2016). La création de cette vacuole de réplication semblable a
un phagolysosome atypique est hautement régulée par la bactérie puisqu’elle va prendre 4h
dans les conditions d’infection avec Coxiella alors qu’elle prend environ 30min avec des billes
de latex ou avec Coxiella inactivée. Il s"avere que des son entrée Coxiella provoque le
remodelage de sa vacuole pour lui faire acquérir des protéines de la voie autophagique
comme LC3, c’est cette modification qui retarderait la fusion avec les lysosomes. Coxiella
possede un appareil de sécrétion de type IV pour l'aider a la formation de la niche de
multiplication dans le macrophage. La plupart des effecteurs nécessaires a la maturation de
cette vacuole de multiplication sont encore inconnus (Lihrmann, Newton, et Bonazzi 2017;

Hayek, Berens, et Lithrmann 2019) .

8-3 Infection des macrophages par LF82 :

Le processus infectieux de la bactérie LF82 dans les macrophages est trés différent des
bactéries intracellulaires décrites dans les paragraphes précédant. Une fois la barriere
intestinale franchie, les bactéries se retrouvent dans la lamina propria qui contient un grand
nombre de macrophages circulants destinés a la reconnaissance et la destruction des

pathogenes s’y trouvant. LF82 présente la capacité de survivre et de se multiplier dans les
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macrophages sans induire la mort de I’"hGte contrairement a d’autres souches pathogénes
d’E. coli comme les EIEC, EPEC et ETEC qui sont cytotoxiques apres 24h d’infection des
macrophages. Les macrophages sont en permanence stimulés par la présence de LF82
intracellulaire et produisent de maniére continue du TNF-a (Glasser et al. 2001). LF82 est
contenue dans un phagosome décoré de Rab5 et de Rab7 indiquant sa maturation jusqu’a
un stade tardif. Puis la vacuole perd Rab7 et présente les caractéristiques des
phagolysosomes matures. La présence de la protéine LAMP1 dés 1h post infection suggere
une fusion rapide des vacuoles contenant LF82 avec les lysosomes. LF82, donc, ne détourne
pas la voie phagolysosomale et utilise le phagolysosome mature comme niche de

multiplication (Figure 23).

LF82 ne semble pas détoxifier son environnement puisque la maturation du phagolysosome
contenant LF82 s’accompagne de la présence d’hydrolase Cathepsine D et d’un pH acide
permettant son activité. Le compartiment dans lequel se trouve LF82 ne présente pas non
plus de marqueur de la voie d’autophagie qui est bloquée par la bactérie comme c’est le cas
dans les cellules épithéliales (Bringer et al. 2006b). L’acidité présente dans I’environnement
vacuolaire de LF82 semble favoriser I'expression de facteurs de virulence nécessaire a sa
survie et a sa multiplication dans les macrophages. A ce jour, aucun facteur spécifique a LF82
n’a été clairement identifié expliquant cette stratégie et sa pathogénicité, mais certains
facteurs partagés avec d’autres pathogenes intracellulaires ont été mis en évidence chez

LF82 pour contribuer a I'infection des macrophages.

8-3-1 Blocage de I’apoptose

La mort cellulaire programmée est I'un des moyens de défense de I’h6te pour éliminer une
niche infectieuse. Empécher la destruction de la cellule h6te permettraient au pathogene de
s’y multiplier et offrirait ainsi un environnement de persistance idéale. Les caspases, de la
famille des protéases sont impliqués dans le processus d’apoptose. Séparés en deux
groupes, il y a les caspases initiatrices du processus (caspase 2, 8, 9 et 10) et les caspases
effectrices (caspase 3,6 et 7) (Fink et Cookson 2005). Lors de I'infection des macrophages par

la bactérie LF82, il a été observé un taux élevé de la protéase caspase 3 acheminées vers les
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Figure 23 - Infection des macrophages par LF82. Microscopie électronique des macrophages J774-A1l infectés
a une MOI de 10 bactéries par cellule. A - Une heure apres l'infection, la bactérie AIEC LF82 est observée dans
de petites vacuoles. B - la taille des vacuoles augmente apres 8h de traitement a la gentamycine C- fusion des
phagosomes conduisant a la formation d'une grande vacuole observée aprés 24 h. Grossissement 7200 x
(Glasser et al. 2001).
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protéasomes pour leur dégradation, un tel mécanisme inhibe le processus d’apoptose et

entretien 'inflammation (K. A. Dunne et al. 2013).

8-3-2 TNF-a et I’homéostasie du fer

La production de la cytokine pro-inflammatoire TNF- a (facteur de nécrose tumorale alpha)
est a double tranchant pour I'h6te. C’'est une cytokine pléiotrope principalement produite
par les monocytes et les macrophages, elle est induite dans la réponse immunitaire de I’hote
anti virale, parasitaire, fongique et bactérienne. Le TNF- o malgré son importance dans la
défense immunitaire peux également participer a la pathogenese en augmentant
I'inflammation et participe ainsi aux lésions tissulaires et I'accroissement des symptomes

comme c’est le cas dans la MC.

Les macrophages infectés par LF82 sécretent une plus grande quantité de TNF- a,
proportionnelle a la quantité de LF82 présentes dans la cellule entrainant une boucle
d’amplification entre la sécrétion et la multiplication de la bactérie (Bringer et al. 2012). Ce
mécanisme est similaire pour M. tuberculosis (Engele et al. 2002) et L. pneumophila
(Skerrett et Martin 1996), mais inverse pour d’autres pathogénes comme Brucella et

Francisella turalensis.

Une hypotheése possible sur I'avantage d’une surproduction de TNF pour les bactéries
intracellulaires est linterférence de la cytokine avec la mort cellulaire, le blocage de
I’apoptose par la bactérie favoriserait la conservation de la niche intracellulaire, perturberait
I’'homéostasie cellulaire et augmenterait I'inflammation exacerbant les symptomes de la MC.
Cette inflammation aurait également des effets sur le microbiote, la communauté
microbienne de l'intestin est altérée par une réponse pro-inflammatoire trop forte et
favorise I'implantation de LF82. De plus, la sécrétion importante de TNF altére l'intégrité de
la barriére intestinale et favorise I'expression de CEACAMG6 a la surface des cellules
épithéliales de l'intestin favorisant I'entrée de LF82 et renforcant ainsi le cycle d’infection-
inflammation.

Une autre hypotheése, qui serait en lien avec mes résultats de these, est que le TNF- o est

impliqué dans I'augmentation de la disponibilité en fer dans les macrophages. En effet, les
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cytokines TNF- a, IL-1 et IL-6 affectent 'homéostasie du fer en permettant la rétention du
métal par augmentation de la transcription et de la traduction des ferritines, principale
protéine de stockage du fer (Torti et Torti 2002). Le fer est ainsi séquestré dans le systéme
réticulo-endothéliale des macrophages pour limiter sa disponibilité pour les pathogénes
extracellulaires (Nairz et al. 2014). De nombreux pathogenes intracellulaires nécessitent un
apport suffisant en fer pour se multiplier dans les macrophages. Le fer agit en tant que
composant catalytique des enzymes qui interviennent dans de nombreuses réactions redox
essentielles pour la production d'énergie et le métabolisme intermédiaire, il est également
impliqué dans les réponses aux stress, la mobilité et la formation de biofilm (McHugh et al.
2003; Seo et al. 2014). Plusieurs systemes d’acquisition de fer ont été développés par les

pathogénes comme facteurs de virulence (voir Partie 3 - 7).

Chez la bactérie LF82, I'analyse du génome a mis en avant divers systemes impliqués dans la
capture du fer. Plusieurs flots génomiques acquis horizontalement ont été identifiés chez
LF82 (Figure 24), ces filots de pathogénicité ou métaboliques sont essentiels chez de
nombreux pathogenes. Ils contribuent a I'évolution des bactéries et refletent la
spécialisation des pathogenes en fonction des niches colonisées. LF82 a 4 flots génétiques
décrit actuellement comme flots de pathogénicité et contenant de potentiels facteurs de
virulences pour l'infection du tractus intestinal (Miquel, Peyretaillade, et al. 2010a). Parmi
eux |'llot de pathogénicité numéro 2 contient un des genes nécessaires a la synthese,
I'export et la capture d’un sidérophore identique a ceux de Yersinia Pestis. |l est appelé High
Pathogenicity Island (HPI). HPI est présent également sur I'flot de pathogénicité IV des UPEC.
Des tests de croissance de la souche CUMTS8 AIEC en présence d’un chélateur de fer a inhibé
sa croissance sous-entendant I'essentialité du fer dans la croissance des AIEC (Dogan et al.
2014). Mes expériences ont révélé que cet flot spécialisé dans la captation du fer est un

facteur clef dans la virulence de LF82 pour coloniser les macrophages (Article 2).

8-3-3 HtrA:

La protéine de stress HtrA a été identifiée comme essentielle a la bactérie LF82 pour la
multiplication dans les phagolysosomes des macrophages (Bringer et al. 2005a). HtrA est une

protéine de choc thermique de la famille des protéases chaperonnes. Dans un
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Figure 24 - Organisation du génome de quatre ilots pathogénes (PAl) de LF82 porteurs de génes liés a la
virulence. PAI | et PAI Il présentent des genes codant pour le systéme de sécrétion de type VI (T6SS), PAI Il est
similaire a I'ilot de pathogénicité de Yersinia. Les fleches noires indiquent les genes associés au T6SS, les fleches
grises indiquent les génes avec des fonctions attribuées. En fonction de l'inclinaison, les fleches hachurées
représentent des protéines hypothétiques ou des protéines spécifiques des AIEC. (Miquel, Peyretaillade, et al.
2010a)
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environnement stressant les protéases chaperonnes reconnaissent et évitent la formation
d’agrégats par des protéines endommagées (Clausen, Southan, et Ehrmann 2002). HtrA a été
initialement mis en évidence chez un mutant d’E. coli incapable de se répliquer a des
températures élevées (Lipinska et al. 1989). Chez LF82 HtrA est impliquée dans la croissance
dans le phagosome, le géne est 38 fois plus exprimé dans le macrophage que dans le milieu.
De maniére surprenante cette surexpression n’est pas observée si E. coli K12 est phagocytée.
HtrA semble impliquée dans la résistance au stress oxydatif causé par la présence de
peroxyde d’hydrogene dans les phagolysosomes (Bringer et al. 2005a). Le gene htrA peut
étre également induit en présence d’'un pH acide et d’un environnement pauvre en
nutriments. D’autres études ont démontré I'importance de cette protéine dans la survie
intra macrophages chez S. enterica (Baumler et al. 1994), Y. enterocolitica (S. R. Li et al.
1996) et L. pneumophila (Pedersen et al. 2001). Le role de HtrA pourrait étre la dégradation
des protéines mal repliées, mais elle pourrait également aider aux repliements et a
I’exportation des facteurs de virulence de LF82 comme c’est le cas chez d’autres pathogénes
comme Shigella flexneri (Purdy, Hong, et Payne 2002) ou Streptococcus pyogenes (Lyon and

Caparon, 2004).

8-3-4 Proteine Dsb:

Les facteurs de virulence exprimés par les bactéries doivent pour la plupart étre repliés avec
des ponts disulfures (DSB) pour leur conférer stabilité et résistance (Figure 25). En I'absence
de ces liaisons, les protéines sont rapidement dégradées et perdent leur activité dans
I’environnement extracellulaire (Heras et al. 2009). Le systéme DSB, présent chez certaines
bactéries et bien caractérisé chez E. coli K12, catalyse dans le périplasme, le repliement de
ces structures par oxydation. Les protéines DsbA et DsbB sont impliquées dans la biogenese
des toxines et des facteurs de virulence chez de nombreuses bactéries. De nombreux
modeles ont démontré une virulence atténuée des mutants d’une de ces protéines. Le
systeme DSB intervient notamment dans la biogenése de la toxine cholérique de Vibrio
cholera (J. Yu, Webb, et Hirst 1992), 'endotoxine d’ E. coli entéropathogénes (Miki et al.
2008), I'assemblage du systéme de sécrétion de type 3 de Shigella flexneri (Watarai et al.
1995) et le fimbriae des UPEC essentiel a 'adhésion aux cellules épithéliales ainsi que leur

flagelle (Jacob-Dubuisson et al. 1994) . L'importance du
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Figure 25 - Création de liaisons disulfures pour stabiliser les protéines.
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geéne dsbA, a été mise en évidence chez LF82 au cours de l'infection. Son expression est
fortement augmentée au cours de l'infection des macrophages et un mutant LF82 de ce
géne perd son habilité a survivre et se multiplier dans les phagolysosomes. Sa capacité a
adhérer aux cellules épithéliales et les envahir est également altérée, le mutant présente un
défaut d’assemblage du flagelle et ne synthétise pas le pili de type 1 essentiel dans
I'infection des cellules épithéliales (Bringer et al. 2007b). Les rbles de DsbA chez LF82 sont
donc multiples et a différentes étapes de l'infection. Dans les macrophages, I'absence
d’expression de DsbA induit une disparition de LF82 équivalente a celle d’'une souche K12.
Cette protéine est essentielle pour faire face aux conditions stressantes présentes dans le
macrophage, in vitro dans des conditions similaires, pH acide et carence en nutriment, le
mutant LF82 AdsbA n’a pas pu se multiplier aussi efficacement que LF82 WT et sa viabilité a

méme été réduite apres 24h de culture (Bringer et al. 2007b).

8-4 Infection des neutrophiles par LF82

La bactérie LF82 est également capable de se multiplier dans les neutrophiles recrutés sur le
lieu de I'inflammation dans l'intestin, mais son comportement est tres différent de celui
adopté dans les cellules épithéliales et les macrophages. Les LF82 se retrouvent aprés 2h
d’infection, dans 17% des cas, dans le cytosol des neutrophiles. Elles peuvent subvertir la
voie de I'autophagie pour se retrouver dans une vacuole colocalisant avec les marqueurs des
autophagosomes (LC3 et Lamp), mais non acidifiée. LF82 induit la mort autophagique des
neutrophiles 4h aprés leur infection (Chargui et al. 2012). La mort autophagique est une
mort cellulaire non apoptotique dlie a un stress prolongé des cellules, cette mort se

déclenche par I'accumulation de vésicules autophagiques dans le cytosol.

9- Comparaison des génomes et hypotheéses de travail :

La majorité des pathogenes intracellulaires contrélent les mécanismes de défense mis au
point par I’hote en interférant avec la voie endocytaire (voir Partie 3 — 8-2-2). Ces stratégies
semblent trés différentes de celle utilisée par la bactérie LF82 qui se multiplie dans des
phagolysosomes matures. En ce sens, la tolérance de LF82 face aux stress présents dans le

phagolysosome est remarquable. Pour tenter d’élucider les caractéristiques clefs de la
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pathogénicité de la souche AIEC LF82 et identifier de nouveaux facteurs de virulence, il est
intéressant de se pencher sur son génome et sur les pressions de sélection qu’il a pu subir
pour maintenir les éléments nécessaires pour qu’une E. coli se fixe aux cellules épithéliales
et survive dans les macrophages. Il est intéressant de garder en perspective que dans le
contexte de la maladie de Crohn ces étapes peuvent étre facilitées par les polymorphismes
de I’'hote. La coexistence dans les mémes macrophages de LF82 et de bactéries pathogenes
pourrait expliquer I'acquisition de facteurs de virulence par transfert horizontal de génes.
L’objectif de ma thése était, en utilisant les méthodes de biologie cellulaire et de génomique
utilisées principalement pour I'étude des bactéries non pathogénes de laboratoire, de
caractériser la stratégie employée par LF82 pour sa survie et sa multiplication dans les
phagolysosomes des macrophages. Un des éléments intéressants du génome de LF82 est Ia
présence d’un grand plasmide de 108 379pb pauvre en GC (46%, alors que le chromosome
est a 50%) laissant suspecter une acquisition par transfert horizontal. Les ulcéres de la
mugqueuse, les abcés et le recrutement des macrophages observés dans la MC sont des
manifestations pathologiques également observées chez les bactéries Salmonella et Yersinia
(John HE Nash et al. 2010). La comparaison avec les génomes de ces bactéries est
intéressante. L’annotation du plasmide de LF82 a fait émerger 121 CDS similaires a ceux des
plasmides pHCM2 et pMT1 respectivement chez Salmonella typhimurium et Yersinia (Hu et
al. 1998; Miquel, Peyretaillade, et al. 2010a; Parkhill et al. 2001). La synténie observée entre
le plasmide de LF82 et le plasmide pHCM?2 est de 71% elle est plus faible (50%) avec pMT1.
Les plasmides de ces trois souches contiennent 24 CDS communs, retrouvés chez aucune
autre séquences génomiques disponibles (Miquel, Peyretaillade, et al. 2010a). Nous avons
observé que I'expression de nombreux genes de ce plasmide était induite lors de I'infection,
la plus part de fonction inconnue. Pour le moment, il a été impossible de curer ce plasmide
(données du laboratoire), il n’a donc pas été possible de tester son implication dans la
pathogénicité, mais sa présence suggere que des stratégies pathogéniques similaires

existent entre les trois espéces.

Il est également intéressant de comparer la phylogénétique de la souche LF82. LF82 est
regroupé dans le groupe B2 avec les E. coli pathogenes extra-intestinaux (EXPEC) impliqués
notamment dans les infections des voies urinaires avec les UPEC (Figure 26). Comme

mentionné plus haut dans cette introduction, il a été identifié 4 flots de pathogénicité (PAI)
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potentiels sur la base de leur homologie avec ceux présents chez les EXPEC. Le PAI | et PAI llI
portent tous deux, des systéemes de sécrétion putatifs de type VI. Le PAI | a une organisation
génétique tres proche de celle retrouvée pour un flot présent sur la plupart des souches
EXPEC. Le PAI Il également proche d’un autre flot présent chez les EXPEC contient également
une protéine de fonction inconnue mais conservée chez Yersinia kristensennii. De plus, le PAI
Il de LF82 est tres similaire a la région centrale du HPI de Yersinia sp. codant pour le systeme
de sidérophore yersiniabactine. Le PAl Il de LF82 retrouve également une homologie de
séquence avec le PAlI IV de la souche UPEC 536. Le géne FyuA, le récepteur de la
yersiniabactine est I'un des plus fortement régulés dans la formation de biofilm des souches
UTI. Cette observation semble également une piste intéressante pour décrypter la virulence
de la souche LF82 AIEC puisque les AIEC sont de trés gros producteurs de biofilm (Martinez-

Medina, Naves, et al. 2009), c’est une de leur caractéristique phénotypique.

En conclusion, les souches AIEC se regroupent génétiquement avec les EXPEC et partagent
certains de leurs traits phénotypiques, notamment leur capacité a coloniser les cellules
épithéliales de la muqueuse, a envahir les cellules hbétes eucaryotes et a induire des
réponses inflammatoires chez les animaux hotes; on peut donc penser observer des

similitudes dans leurs stratégies de colonisation de leurs hoétes.
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Partie 5 : Formation de biofilm comme stratégie invasive

1 Les généralités sur les biofilms

1-1 Définition des biofilms

Un biofilm est une communauté de microorganismes adhérants entre eux et a une surface
ou interface. L'adhérence entre les microorganismes est créée par une matrice composée de
polyméres extracellulaires (EPS) sécrétée par les microorganismes eux-mémes. Sous forme
de biofilm, le taux de croissance des microorganismes impliqués ainsi que les génes
transcrits different des microorganismes sous forme planctoniques (Donlan et Costerton

2002).

Le biofilm est un mode de vie adopté trés fréquemment dans la nature, les especes capables
d’en former sont donc tres variées. Les biofilms retrouvés dans la nature sont rarement
mono-espéece et peuvent présenter une grande complexité de population microbienne. La
capacité a former des biofilms concerne les eucaryotes comme les procaryotes, parmi eux
les virus, champignons, bactéries et archae. Des relations symbiotiques se mettent en place
a lI'intérieur des biofilms multi-espéces. En effet, les sous-produits métaboliques créés par un
des microorganismes peuvent servir a la croissance des autres ou bien I'adhésion peut
permettre de fournir le ligand permettant la fixation d’une autre espéce présente.
L'adoption d’'un tel mode de vie s’est révélée avantageuse pour la plupart des
microorganismes pour survivre dans des environnements hostiles et coloniser de nouvelles
niches. L'architecture d’un biofilm est complexe et fait intervenir notamment des canaux
pour permettre le passage de fluides et de nutriments. Cette architecture et la nature de la
matrice extracellulaire varient fortement en fonction des microorganismes concernés, de
I'hétérogénéité du biofilm et des conditions de formation de celui-ci (P. S. Stewart et

Franklin 2008; Fong et Yildiz 2015).
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Figure 27 - Impact de I'environnement sur le développement des biofilms de P.aeruginosa. Micrographies de
biofilm de P. aeruginosa PAO1 agés de 5 jours cultivés sur du milieu minimum supplémenté en glucose (A), ou

en citrate (B) Les images centrales montrent des projections de fluorescence de haut en bas et les images
latérales montrent des coupes verticales. (Klausen et al. 2003)
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1-2 Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire entourant la communauté bactérienne a des propriétés physiques
et chimiques variant en fonction des conditions et des organismes concernés. Elle est trés
hydratée puisque I'eau y est intégrée dans sa structure par des liaisons hydrogénes ; ceci
empéchant la dessiccation du biofilm. La matrice est composée majoritairement de
polysaccharides extracellulaires (Donlan 2002). Viennent s’ajouter a sa composition d’autres
composés mineurs tels que des lipides, des protéines, des acides nucléiques extracellulaires
et d’autres composés inorganiques comme des phosphates et des sulfates provenant des
bactéries en lyse et du milieu extérieur (Flemming et Wingender 2010a; Seviour et al. 2019).
La conformation de la matrice est déterminée par les polysaccharides s’y trouvant, la
rendant plus ou moins soluble dans I'eau. La matrice extracellulaire est aussi trés dynamique
et n’est pas uniforme dans sa composition, dans sa forme, dans le temps et I'espace (Leriche,
Sibille, et Carpentier 2000). La composition et I'aspect de la matrice extracellulaire varient en
fonction de la composition nutritionnelle du milieu, du support de croissance, du patrimoine
génétique d'une souche et de la vitesse de croissance bactérienne (Mika et Hengge 2014).
Dans une grande majorité des cas, la quantité de polysaccharides extracellulaires dans un
biofilm in vitro augmente en fonction de I'age du biofilm. P. aeruginosa produit des biofilms
en forme de champignons lorsque le milieu est additionné de glucose et deviennent plats
lorsque le milieu est additionné de citrate, de benzoate ou d’acides casaminés comme
source de carbone (Figure 27) (Klausen et al. 2003).

Les rbles joués par la matrice extracellulaire sont multiples, elle permet la structure,
I'alimentation et la protection de la communauté productrice. Les propriétés de sorption
passive de la matrice lui permettent d’étre une source de nutriment en capturant les
éléments nutritifs présents dans le milieu de développement (Flemming et al. 2016). Les
bactéries lysées dans la matrice peuvent également servir de source de nutriments aux
bactéries survivantes, 'ADN libéré sert de source de phosphore, de carbone et d’énergie

(Lépez et al. 2009a).
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cytoplasmiques intervenant dans la polymérisation du N-acetyl-glucosamine (GIcNAc) (rond vert). PgaC est
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Figure 29 - Biosynthése des curli. Rpos et CsgD influencent I'expression des opérons csg. CsgC empéche la
nucléation de CsgA dans le cytoplasme de la bactérie. CsgE et CsgF assurent la translocation de CsgA. La fibre
est assemblée dans le milieu extracellulaire a la surface de la bactérie.
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1-2-1 Composition de la matrice extracellulaire:

Chez E. coli K12 in vitro les principaux composants conservés du biofilm mature sont les
fibres protéiques appelés curli, la cellulose, le B-1,6- N -acétyl-D-glucosamine (PGA) et I'acide
colanique (Prigent-Combaret et al. 2000; X. Wang, Preston, et Romeo 2004). La présence

d’adhésines et de flagelles facilite la fixation des bactéries aux surfaces.

1-2-1-1 B-1,6- N -acétyl-D-glucosamine (PGA)

Le polymeére de poly-B-1,6-GIcNAc (PGA), appelé adhésine extratracellulaire
polysaccharidique, est fabriqué et exporté par I'opéron pgaABCD chez E. coli K-12 (Figure
28). (Itoh et al. 2008; X. Wang, Preston, et Romeo 2004). Le PGA est impliqué dans la
colonisation, la virulence et I’évasion immunitaire des especes Gram positif et négatif (Cerca
et al. 2007; lzano et al. 2007; Vuong et al. 2004; Kwan et Withers 2014). C'est un
polysaccharide capsulaire nécessaire pour I'adhésion cellule a cellule et cellule a surface
dans le contexte du biofilm. Il joue également un réle important dans la structure du biofilm
en permettant sa stabilisation. Sa synthése chez E. coli se fait au niveau des poéles de la

bactérie et permet un attachement polaire aux surfaces (Itoh et al. 2008).

1-2-1-2 Les curlis

Les curli font partie des composants protéiques principaux de la matrice des biofilms. Ce
sont des fibres de protéines amyloides présentes a la surface des bactéries qui favorisent les
interactions cellule-surface et cellule-cellule. Elles sont codées par deux opérons csgBAC et
csgDEFG. L'opéron csgBAC code les deux composants de la fibre structurelle qui sont CsgA et
CsgB, et la protéine périplasmique accessoire CsgC (Figure 29). La fibre est majoritairement
composée de polymeéres de la protéine CsgA accrochés a la membrane externe par
CsgB. L'opéron csgDEFG code pour le régulateur CsgD, qui controle la production de curli et
de cellulose, deux protéines accessoires putatives Csgt et CsgF et la protéine de
translocateur CsgG (Hobley et al. 2015). Les sous-unités CsgA et CsgB de la fibre sont
exportées a la surface de la membrane externe par I'intermédiaire du translocateur CsgG qui

forme un
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pore a travers la membrane externe. Les protéines CsgC et CsgE ont un réle de régulation de
I’exportation par CsgG. CsgC influence la vitesse de nucléation et d’élongation de CsgA et
empéche I'accumulation de fibre amyloides dans le cytoplasme de la bactérie (Taylor et
Matthews 2015; Evans et al. 2015). CsgF se trouve sur la membrane externe de la
membrane, il interagit avec le translocateur CsgG et agit sur la nucléation de CsgA et CsgB

(Hobley et al. 2015).

1-2-1-3 La cellulose

La cellulose est un polymére organique de glucose ayant un réle de protection, architectural
et régulateur sur la formation des biofilms. La cellulose permet en effet la résistance des
biofilms a des traitements acides ou alcalins et confére une stabilité au biofilm en renforgant
les interconnexions cellules-cellule en se liant de maniére non covalente a des fimbriae
(Zogaj et al. 2001). ChezE. colietSalmonella, la morphologie et la structure
tridimensionnelle des biofilms dépend des curli et de de la présence de cellulose dans la
matrice (Serra, Richter, et Hengge 2013). Les protéines BcsA et BcsB codées par I'opéron
bcsQABZC sous l'influence du Di-guanosine monophosphate cyclique (c-di-GMP), forment le
complexe cellulose synthase insérée a la membrane permettant la conversion de I"UDP-
glucose en cellulose (Jenal, Reinders, et Lori 2017). Ce processus est régulé par plusieurs
protéines accessoires codées par les opérons yhjR-bcsQABZC et bcsEFG (Bokranz et al. 2005).
La production de cellulose n’est pas obligatoire chez de nombreux E. coli pour la formation
de biofilm (Da Re et Ghigo 2006). Elle peut méme avoir des effets négatifs sur I'adhésion et
I'agrégation de certains biofilms, il est envisageable qu’une surexpression de cellulose inhibe

la formation de biofilm en recouvrant les curli (Gualdi et al. 2008).

1-2-1-4 Acide colanique

L’acide colanique est un polysaccharide ramifié composé de glucose, de galactose et d’acide
glucuronique. Chez les entérobactéries, il est fabriqué et exporté par le cluster de genes
wzA-C -wcaA-M, ce cluster est lui-méme régulé par le systéme Rcs phosphorelay (Figure 30).
Le systéeme Rcs est composé de ResC qui a le role de senseur, RcsB qui permet la régulation

de la réponse, RcsA le co-facteur et ResD lié a la membrane interne est impliqué dans le
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Figure 31 - Hétérogénéité chimique et physiologique des biofilms. La concentration en oxygéne diminue vers
le centre du biofilm. La production de déchets ainsi que le pH augmentent plus on s’approche du centre du
biofilm. Si le biofilm se développe sur une source de nutriments comme une gélose, les nutriments seront
accumulés au centre du biofilm (courbe bleue). A I'inverse le centre du biofilm sera trés pauvre en nutriments
s’ils sont apportés par le milieu extérieur (courbe violette).
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transfert de phosphate. RcsC transfére un phosphate a RcsD, qui le transfere ensuite a
RcsB. RcsB est un régulateur de transcription de type hélice-tour-hélice de la famille LuxR,
qui se lie au promoteur de I' opéron wca, active la transcription et permet la production
d’acide colanique par la bactérie (Majdalani et Gottesman 2005). Chez E. coli K-12, I'acide
colanique est impliqué dans I'établissement de la structure tridimensionnelle du biofilm, il
forme une capsule autour des bactéries exacerbant le phénotype de résistances face a des
agents antimicrobiens (Limoli, Jones, et Wozniak 2015). Contrairement a d’autres espéces
bactériennes, comme chez V. cholerae (Watnick et Kolter 1999) ou S. epidermidis
(McKenney et al. 1998), il n’est pas nécessaire chez E. coli aux premiers stades de
I'attachement aux surfaces abiotiques (Danese, Pratt, et Kolter 2000; Majdalani et

Gottesman 2005).

1-3 Hétérogénéité chimique et physiologique des biofilms in vitro

Les conditions environnementales ainsi que les réponses physiologiques des bactéries au
sein d’un biofilm sont trés hétérogénes. L'apport de nutriment ainsi que la présence de
déchets bactériens et d’oxygéne au sein du biofilm suivent des gradients affectant le
métabolisme et la morphologie des bactéries. Les gradients varient en fonctions des
microorganismes impliqués, certains biofilms peuvent méme étre entierement anaérobies
comme ceux associés a la plagque dentaire (Kolenbrander 2000). La concentration en
oxygene diminue a mesure que I'on s’approche du centre du biofilm, cette diminution est
due a la diffusion de I'oxygéne et a la respiration des bactéries elle-méme. La concentration
en nutriment diminue de la méme maniére plus on s’éloigne de la source d’éléments
nutritifs, ainsi, si le biofilm se forme sur une gélose nutritive le gradient de nutriment sera
inverse au gradient d’oxygéne. Les produits métaboliques ainsi que les déchets ont une
concentration plus élevée au centre du biofilm et plus faible a la périphérie (Serra et al.
2013). L'accumulation de déchets acides au centre du biofilm par ailleurs pourrait contribuer
a abaisser le pH local. La distribution des molécules de signalisation, peptides
antimicrobiens, produits métaboliques et autres, établissent un gradient de concentration
dépendant de leur production, leur consommation ainsi que de leur diffusion. (P. S. Stewart
2003) (Figure 31). Chez E. coli, la limitation en oxygene n’est pas un facteur déterminant

pour la croissance, les macrocolonies formées sur une gélose nutritive s’organisent en
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stratification avec les bactéries en croissance active au niveau de la couche inférieure du
biofilm proche de la gélose nutritive. Au niveau de la couche périphérique se trouvent les
bactéries en carence, ne se divisant pas et avec une morphologie plus petite caractéristique

d’une phase stationnaire (Serra et al. 2013) .

Il a été observé chez Bacillus subtilis I'expression différentielle et stochastique, seulement
chez une petite sous population au sein des biofilms, du géne sin/ permettant I'expression
d’un exopolysaccharide impliqué dans la formation de la matrice du biofilm (Chai et al.
2008). Ainsi I'hétérogénéité chimique des biofilms et I'expression stochastique des génes des
bactéries en fonction des différents sous environnement présents au sein du biofilm peuvent
donner une explication a I'hétérogénéité phénotypique des bactéries au sein de la
population.

Il a également été démontré la présence de variants génétiques apparaissant par mutation
ou recombinaison a l'intérieur d’un biofilm (K. S. Koh et al. 2007; McEllistrem, Ransford, et
Khan 2007; Valle et al. 2007; Allegrucci et Sauer 2007). Il a été découvert par exemple la
coexistence de plusieurs génotypes de P.aeruginosa dans les poumons découlant tous du
méme isolat initial dans le contexte infectieux de la fibrose kystique. Les infections
chroniques impliquant des biofilms pourraient contribuer a la diversité génétique des
souches pathogénes (D. Nguyen et Singh 2006). L’ajout d’antibiotique pourrait augmenter la
diversité des souches bactériennes infectantes et sélectionner des variants dominants tres

résistants.

2 La cascade de régulation de la matrice extracellulaire

La production de la matrice extracellulaire est controlée par le facteur de transcription
central CsgD (Z. Liu et al. 2014). La cascade d’activation aboutissant a la production de curli
et de cellulose passe par I'expression du facteur sigma RpoS, impliqué dans la réponse
globale aux stress chez la bactérie, qui active le facteur de transcription MIrA et son
coactivateur YdaM qui a son tour active CsgD (Figure 32) (Olsén et al. 1993; Mika et Hengge
2014).
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Le module MIrA/YdaM est régulé par le messager secondaire di-GMP-cyclique via I’enzyme
YciR (Romling, Gomelsky, et Galperin 2005). Le di-GMP-cyclique est une molécule de
signalisation intracellulaire régulant de nombreux comportements bactériens et notamment
clef dans I’enclenchement du mode de vie planctonique a biofilm en intervenant dans la
production d'exopolysaccharides, I'expression d'adhésines de surface et la dispersion de
biofilm (Simm et al. 2004). Le di-GMP-cyclique intervient également dans la régulation du
cycle cellulaire, la virulence des bactéries, la rotation du flagelle, la rétraction des pili de type
IV, , les systemes de sécrétion de type 6 (Moscoso et al. 2011) (Romling, Galperin, et
Gomelsky 2013; Moscoso et al. 2011). Lorsque la bactérie est en croissance, la production de
ci-di-GMP est trés faible, I’'enzyme YciR n’est pas réprimé et agis directement sur le systeme
YdaM/MIrA en l'inhibant. Lorsque la quantité de ci-di-GMP, sous influence de RpoS activant
YegE (ci-di-GMP synthase), augmente, la fonction de YciR est réprimée. YdaM déréprimé
fonctionne comme une boucle de régulation positive en activant la production de ci-di-GMP
a son tour et peut de nouveau activer les facteurs de transcription MIrA permettant

I'initiation de la transcription de CsgD.

D’autres facteurs de régulation tels des ARN peuvent intervenir dans la modulation de la
cascade, comme ArcZ, DsrA ou RprA agissant positivement sur ’ARNm de RpoS empéchant
sa dégradation en réponse a divers stress environnementaux tels qu’un stress oxydatif, un
pH acide, un changement de température ou un stress d’enveloppe (Mika et Hengge 2013;
Majdalani, Hernandez, et Gottesman 2002; Mandin et Gottesman 2010; Lease et Belfort
2000).

OmrA, OmrB, McaS, RprA, GevB et RydC eux sont des ARN, régulateurs négatifs de la
cascade, ils répriment directement d’expression de CsgD. Ces six ARNs régulateurs se fixent
grace a Hfq sur la région 5’"UTR de 'ARNm de csgD (Figure 33). (Ishikawa et al. 2012). OmrA
et OmrB affecte la structure de I’ARNm de csgD empéchant le chargement des ribosomes en
amont de la séquence SD. OmrA et OmrB sont activés par le systéme a deux composants
EnvZ/OmpR en réponse a la faible osmolarité du milieu. Ce systéme est composé d’un
capteur kinase EnvZ autophosphorylé en réponse a une forte osmolarité qui transfére son
groupe phosphate au régulateur de réponse OmpR conduisant a la régulation des genes

cibles (Guillier et Gottesman 2006).
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Figure 34 - Cycle de vie d’un biofilm bactérien. Etape 1, adhésion initiale médiée par des liaisons hydrogénes
ou de Van der Waals. Etape 2, adhésion irréversible a I'aide d’adhésine, curli et pili. Etape 3, formation de
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OmpR peut, par ailleurs, agir directement sur csgD en favorisant sa transcription. OmrA et
OmrB régulent également indirectement CsgD en interférant avec la transcription de YdaM
et en inhibant I'expression de OmpR (Guillier et Gottesman 2008). GcvB intervient
également dans la régulation négative de CsgD en réponse a un apport élevé en acide aminé
(Urbanowski, Stauffer, et Stauffer 2000). CsgD contrdle un régulon de 13 génes. Parmi eux,
CsgD régule positivement irP qui intervient dans la stabilisation de RpoS permettant ainsi
une boucle de régulation positive sur I'expression de CsgD. CsgD réprime, a l'inverse, les
genes fliE et fliF impliqués dans la formation du flagelle. CsgD et I'inhibition du ci-di-GMP
permettent I'expression des curli via I'opéron csgBAC et la production de cellulose via AdrA,

YaiC et BcsA (Ogasawara, Yamamoto, et Ishihama 2011; Zogaj et al. 2001).

3 Cycle de vie du biofilm

Le passage du mode de vie planctonique a celui de biofilm fait intervenir plusieurs étapes.
Les bactéries interagissent tout d’abord avec un substrat auxquelles elles vont se fixer de
facon réversible (étape 1) puis de facon irréversible via des molécules d’adhésion (étape 2).
Elles forment ensuite des microcolonies (étape 3) qui maturent en macrocolonies (étape 4)
tout en synthétisant la matrice extracellulaire. L'étape finale est le détachement ou
désassemblage pour revenir a la forme planctonique (étape 5) (Figure 34). Chaque étape
nécessite une reprogrammation de I'expression génique répondant au besoin de protéines

spécifiques (Jamal et al. 2018; Tolker-Nielsen 2015; Toyofuku et al. 2016).

3-1 Attachement

L'attachement peut s’effectuer de maniere aléatoire ou de maniere dirigée par un
chimiotactisme ou une mobilité dépendante du flagelle. La bactérie s’attache dans un
premier temps de maniére réversible a une surface biotique ou abiotique sous I'influence du
pH, de la force ionique ou de la température du milieu (Beloin, Roux, et Ghigo 2008).
L'attachement réversible se fait par I'intermédiaire de liaisons hydrogéne ou de liaisons de

Van der Waals qui permettent des interactions de faibles énergies (W. M. Dunne 2002).
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Cette phase est tres courte, les forces d’adhésion augmentent rapidement entre les
bactéries et la surface (Jamal et al. 2018). L’attachement devient ensuite irréversible grace a
des interactions moléculaires et cellulaires spécifiques qui requierent la production des pilis,
curli et fimbriae. Le flagelle qui a pu servir auparavant au déplacement vers la surface de

fixation est perdu a cette étape (Prigent-Combaret et al. 2000; Vidal et al. 1998) (Figure 34).

3-2 Prolifération et maturation

Une fois fixées, les bactéries colonisent la surface formant des microcolonies et synthétisent
les polymeéeres de la matrice extracellulaire permettant la formation de structures
tridimensionnelles qui peuvent prendre différentes formes en fonction de |'organisme
(champignon, cone ou plat notamment). La présence de la matrice permet la création de
microenvironnements au sein du biofilm. Les structures adoptées permettent la création de
vides interstitiels entre les bactéries permettant le passage d’eau, de nutriments et de
déchets au sein de la communauté. La distribution des nutriments et de I'oxygéne est
hétérogene induisant une expression différenciée des génes et entrainant une diversité
phénotypique de la population au sein méme du biofilm. La maturation du biofilm
s’orchestre entre les bactéries en communiquant entre elles par I'intermédiaire du quorum

sensing.

3-3 Dispersion

Lorsque le biofilm a atteint le stade final de la maturation, la couche la plus externe se
détache du biofilm pour retourner a I’état planctonique. La dispersion peut étre influencée
par des signaux physiologiques et environnementaux. Elle n’est pas nécessairement mise en
place pour fuir un environnement jugé défavorable, mais elle peut a I'inverse intervenir dans
des conditions favorables pour les bactéries et étre enclenchée dans I'objectif de coloniser
une nouvelle niche. Elle peut étre active ou passive. Si elle est active, elle est initiée par les
bactéries elles-mémes par modification de leur expression génique. Elles peuvent pour
certaines a cette étape exprimer de nouveau leur flagelle et produire des enzymes

saccharolytiques qui contribuent au détachement des bactéries de la matrice (Sutherland
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1999). Si elle est passive, elle peut étre le résultat de forces mécaniques ou chimiques
externe aux biofilms.

4 Quorum sensing

Le quorum sensing est une forme de communication de cellule a cellule qui définit des
processus particuliers liés a la densité cellulaire. Le quorum sensing s’effectue grace a la
sécrétion d’auto-inducteurs ou phéromones qui sont des molécules de signalisations (Jamal
et al. 2018). Il existe trois familles d’auto-inducteurs qui sont les N-acyl homosérine (Al-1)
pour les bactéries Gram négatives, les oligopeptides (AIPs) pour les bactéries Gram positives
et les composés a base de 4.5-dihydroxy-2,3-pentanedione (Al-2) pour les bactéries Gram
négatives et positives. Ces molécules de signalisation vont diffuser pour interagir avec des
capteurs permettant ensuite la modulation de la transcription de facon coordonnée au sein
du biofilm influengant son architecture (Y.-H. Li et Tian 2012). Chez les biofilms de P.
aeruginosa la production de 3-oxododécanoyl-HSL, la molécule inductrice du quorum
sensing, permet la formation d’un biofilm structuré. Les mutants pour cette molécule
présentent des biofilms minces en comparaison a la souche sauvage (Marques, Davies, et
Sauer 2015). L'acide cis-décénoique, produit également par P. aeruginosa est un acide gras
impliqué dans le quorum sensing controlant la formation de biofilm, il induit sa dispersion et
module la population de bactéries en persistance en augmentant I'activité métabolique
bactérienne (Davies et Marques 2009; Marques, Davies, et Sauer 2015). L'acide cis-
décénoique a une activité interspécifique sur de nombreux biofilms impliquant des bactéries

Gram positive ou Gram négative et notamment E. coli.

5 Adaptabilité des biofilms face a un stress

Les biofilms conférent une protection aux bactéries face a un environnement hostile tel que
la présence d’une immunité de I’hote, d’un agent antimicrobien (antibiotiques, désinfectant)
ou d’'une carence en nutriment (Donlan et Costerton 2002; Sharahi et al. 2019). La plupart
des infections liées a la présence de biofilm sont résistantes aux antimicrobiens
conventionnels. Pour permettre leur efficacité, les antibiotiques doivent atteindre leur cible
et s'accumuler en quantité suffisante. La matrice extracellulaire composée de polyméres

forme une barriére, les exopolysaccharides chargés négativement agissent comme une
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Figure 35 - Mécanisme de tolérance aux antibiotiques des biofilms. La matrice exo-polysaccharidique agit
comme une barriere contre les antibiotiques et ralentit leur diffusion. Cette diffusion lente permet I'adaptation
phénotypique des bactéries aux stress, la création de persistants, de mutants résistants aux antibiotiques et la
mise en place de mécanismes de tolérance tels que la sécrétion de pompes a efflux ou d’enzymes inactivant les
antibiotiques comme les B-lactamases.
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résine échangeuse d’ions capable de se lier a un grand nombre d’antibiotiques ralentissant
leur diffusion (Figure 35). Le ralentissement de la diffusion permet I'adaptation métabolique
ou transcriptionnelle des bactéries au sein du biofilm. Ainsi certaines bactéries activent
I’expression des pompes a efflux ayant pour objectif d’évacuer rapidement les antibiotiques
empéchant leur accumulation (Levy 1992; Ross et al. 1990; Kvist, Hancock, et Klemm 2008).
C’est le cas pour E. coli qui possedent plusieurs systemes de pompes a efflux tel que AcrB, lié
a la protéine membranaire TolC a I'aide de protéine périplasmique AcrA dont I'expression
est induite en condition de stress et qui participe a la résistance aux antibiotiques (Bay et al.
2017; D. Ma et al. 1995). L'action des antibiotiques peut étre altérée également par la
production d’enzymes, par exemple, la B-lactamase produite par P. aeruginosa qui
s’accumulent en quantité suffisante au sein du biofilm pour empécher I'action des
antibiotiques. De plus, la faible concentration en oxygene et le pH bas associé aux biofilms
alterent I'effet de certains antibiotiques comme la tobramycine ou la cirpofloxacine (Walters

et al. 2003).

Les biofilms sont des écosystémes ou la tolérance aux antibiotiques est fréquente (Jolivet-
Gougeon et Bonnaure-Mallet 2014). Plusieurs parameétres orientent les bactéries vers cet
état de tolérance : i) les bactéries associées au biofilm ont un temps de génération plus long
qgue celles sous forme planctonique (Desai et al. 1998; Amorena et al. 1999; Duguid et al.
1992); ii) la présence d’antibiotique en concentration sous inhibitrice ; iii) I'hétérogénéité
métabolique due aux variations micro environnementales au sein méme du biofilm. Ces
éléments peuvent entrainer [|'apparition de bactéries en persistance tolérant les
antibiotiques. La présence de bactéries en persistance au sein d’un biofilm pourrait expliquer
la réémergence des infections chroniques traitées par antibiothérapie. Cette prédisposition a
tolérer les stress (antibiotiques ou chimiques) s’illustre par la forte induction du régulon
RpoS dans les biofilms des bactéries a Gram négatif (Adams et McLean 1999; Latifi et al.

1996) .

En plus de cette réduction a la sensibilité aux antibiotiques, les biofilms peuvent échapper
aux défenses mises en place par son hote. Chez S. pneumoniae, le passage au mode de vie
biofilm lui permet d’exprimer de nombreuses protéines impliquées dans |'attachement, la
résistance et la virulence (notamment la pneumolysine, la méthionine sulfoxyde réductase,

la pyruvate oxydase et I'UDP-glucose déshydrogénase) (Allegrucci et al. 2006).
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Figure 36 - Microscopie électronique a balayage d'un biofilm de P. aeruginosa a la surface d'un galet de

granit. A. Barre d'échelle, 10 um. A. Barre d'échelle, 1 um (Whiteley et al. 2001).
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6 Les Biofilms lors de I'infection

Les biofilms sont fréquemment la cause d’infection bactérienne chez ’lhomme. Les processus
infectieux impliquant des biofilms sont fréquemment des vaginites bactériennes, des
infections des voies urinaires, des infections associées aux cathéters, I'otite moyenne, la

gingivite, le revétement de lentilles de contact et la fibrose kystique (Costerton, Stewart, et
Greenberg 1999; Lebeaux, Ghigo, et Beloin 2014; Parsek et Singh 2003). Chez les agents
pathogénes, les deux modes de vie bactériens peuvent produire des facteurs de virulence
différents et conduire a des stratégies d'infection variées. Chez P. aeruginosa, par exemple,
les voies de régulation coordonnant |'expression de facteurs de virulences nécessaires lors
de l'infection aigué répriment en paralléle les voies impliquées dans la formation de biofilm
permettant une grande adaptabilité phénotypique face aux stress environnementaux
(Goodman et al. 2004). Chez la plupart des pathogenes, les cellules planctoniques sont
souvent a l'origine d’infections aigués fulminantes, a l'inverse la formation d’un biofilm est
souvent corrélée aux infections chroniques profondes et a I’échappement du ciblage par les
anticorps, la résistance a la phagocytose et aux agents antimicrobiens (Hall-Stoodley,
Costerton, et Stoodley 2004, Vuong et al. 2004; Leid et al. 2005; Cerca et al. 2006). Quatre
critéres ont été définis pour déterminer les biofilms comme cause d’une infection; les
bactéries doivent étre associées a une surface ou adhérentes a un substrat, enfermée dans
une matrice, l'infection doit étre localisée et résister a I'antibiothérapie alors que les
bactéries sous forme planctoniques sont-elles sensibles aux antibiotiques (Parsek et Singh

2003).

6-1Biofilm de P. aeruginosa et infection

P. aeruginosa est un bacille Gram négatif, aérobie strict, ubiquitaire dans I'’environnement et
longtemps étudié in vitro comme modeéle de formation de biofilm bactérien. P. aeruginosa
est également un pathogéne opportuniste capable de coloniser les plantes et les hotes
mammiféres, il est la cause majeure d’infections nosocomiales due au développement de
biofilm sur les tissus ou les implants des patients. Il est notamment retrouvé dans les

poumons des patients atteints de fibrose kystique (Palmer, Aye, et Whiteley 2007).
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6-1-1 Formation du biofilm de P.aeruginosa

Les composants clefs du biofilm de P.aeruginosa sont les exopolysaccharides, I’ADN
extracellulaire, les lipides, les protéines et les pili de type IV permettant la fixation aux
surfaces et jouant un réle structural au sein du biofilm mature (Figure 36). La spécificité du
biofilm de P.aeruginosa vient des principaux exopolysaccharides produits par la bactérie
qui sont l'alginate, le Pel et le Psl. L’alginate est un polymére linéaire non ramifié composé
d'acide D-mannuronique et d'acide L-guluronique il permet la stabilité, la protection et la
rétention d’eau et de nutriments dans le biofilm. Le polysaccharide Pel est riche en glucose
et le Psl comprend un pentasaccharide récurrent constitué de D-mannose, de L-rhamnose et
de D-glucose. Le Pel et Psl peuvent servir d'échafaudage pour le développement des
premiers stades du biofilm (L. Ma et al. 2012; Colvin et al. 2011; Franklin et al. 2011). Le
changement de mode de vie motile a sessile passe par une augmentation de trois a cinq fois
du second messager ci-di-GMP (Valentini et Filloux 2016). La production s’enclenche lors de
la fixation de la bactérie a une surface, des signaux chimiques comme des signaux de
détection de quorum sensing et d’autres signaux encore inconnus sont captés par la
bactérie. De plus, les contacts physiques peuvent provoquer un stress de la paroi
bactérienne entrainant la rétraction des pili de type IV et permettant I'activation des voies
de formation de biofilm. Les taux élevés de ci-di-GMP intracellulaire active I'expression de
deux opérons de pompes a efflux mexAB-oprM et mexEF-oprN permettant une résistance
accrue aux antibiotiques au stade initial de la formation du biofilm (Gupta et al. 2014; Liao,

Schurr, et Sauer 2013).

6-1-2 Captation du fer pour la formation de biofilm par P. aeruginosa

Lors d’une infection par P.aeruginosa , les lactoferrines présents dans le sang et agissants
comme chélateur du Fer limitent la maturation des biofilms formés par la bactérie (Singh et
al. 2002). P.aeruginosa posséde deux systemes d’acquisition du fer, le systeme pyoverdine
de haute affinité et pyochéline de plus faible affinité. Les deux systemes se lient au fer
extracellulaire qui sera ensuite transporté dans la bactérie qui est un prérequis pour
permettre la formation de biofilm structuré. In vitro, la concentration en fer cytoplasmique

constitue un signal pour la formation de biofilm structuré en forme de champignon, en
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I'absence de systeme de captation du fer P.geruginosa forme des biofilms fins et plats
(Banin, Vasil, et Greenberg 2005). De plus il a été démontré in vitro, chez cette bactérie,
gu’un faible niveau en fer favoriserait la mobilité exploratrice et empécherait I'étape

d’adhésion a la surface (Singh et al. 2002).

6-1-3 Echappement de P. aeruginosa aux défenses immunitaires

P.aeruginosa lors de son passage au mode de vie biofilm produit de fagcon accrue des
rhamnolipides. Les rhamnolipides sont des glycolipides possédant des propriétés des
biosurfactants, leur expression est activée par le quorum sensing et la présence des
neutrophiles (Figure 37) (Johnson et Boese-Marrazzo 1980; Jensen et al. 2007). Ils peuvent
provoquer une nécrose cellulaire et I'élimination des neutrophiles. (Alhede et al. 2014;
Andersen et al. 2017; Van Gennip et al. 2009). Par ailleurs, les neutrophiles nécrotiques
améliorent le développement du biofilm de P. aeruginosa, les bactéries peuvent se fixer aux
polyméres d’actine et d’ADN libérés par les neutrophiles lors de la nécrose (Walker et al.
2005). Le biofilm de P. aeruginosa est capable également d'inactiver directement le
complément. De plus, alginate O-acétylé, un des composants la matrice, empéche
I'activation de la voie alternative du complément permettant la protection des bactéries
contre de la phagocytose indépendante des anticorps. Chez les patients atteints de fibrose
kystique, la matrice du biofilm produit par P. aeruginosa médie le basculement de la
réponse M1/M2 vers la réponse M2 favorisant une réponse anti-inflammatoire et un milieu

immunosupresseur favorable a la survie des biofilms (Moser et al. 2000; Bielen et al. 2017).

6-2 Biofilm des UPEC et infections intracellulaires

Les E. coli pathogenes extra- intestinaux (EXPEC) sont a l'origine de nombreuses maladies,
parmi elles les Escherichia coli uropathogénes (UPEC) sont impliqués dans 90% des infections
urinaires diagnostiquées (Betsy Foxman 2003). Les infections des voies urinaires humaines
comptent parmi les infections bactériennes les plus courantes (Hunstad et Justice 2010). Ces

infections se propagent rarement au-dela des voies urinaires, mais elles ont tendance a
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Figure 37 - Cycle de lyse nécrotique des neutrophiles dans les infections par biofilms de

P.aeruginosa .!’arrivée des neutrophiles induit un signal dans le biofilm de P.aeruginosa qui produit des

rhaminolipid induisant la nécrose des neutrophiles. L’ADN libéré par les neutrophiles sert ensuite a consolider
le biofilm. Figure adaptée de (Alhede et al. 2014)
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persister dans le temps. Un quart des femmes ayant eu une infection urinaire déclareront
une seconde infection dans les 6 mois suivant la primo-infection. Les infections sont ensuite
récurrentes tout au long de la vie (Mulvey, Schilling, et Hultgren 2001; Hooton et Stamm
1997). Les bactéries responsables des infections urinaires récurrentes sont souvent
identiques phénotypiqguement et génotypiquement a la souche bactérienne ayant provoqué
la primo-infection (Jacobson, Kihn, et Brauner 1992; B. Foxman et al. 1995; Brauner,

Jacobson, et Kiihn 1992).

6-2-1 Biofilm intracellulaire formé par les UPEC

Lors d’une infection urinaire causée par la présence d’UPEC, les bactéries envahissent les
cellules épithéliales et se divisent rapidement, a la suite de cette premiére étape on observe
un switch phénotypique entrainant la création d’une communauté bactérienne appelée IBC
(intracellular bacterial communities) aboutissant a la formation d’un biofilm intracellulaire
(Figure 38). Les bactéries se détachent ensuite du biofilm pour se disperser dans la lumiére
de la vessie et se lier de nouveau a I’épithélium pour engager un nouveau cycle infectieux. La
formation de biofilm permet aux UPEC de résister aux défenses de I'hote et de persister
dans les voies urinaires (Gunther et al. 2002). Les infections urinaires récurrentes pourraient

se produire par résurgence de la bactérie d’un réservoir de dormantes au sein de la vessie.

6-2-2 Adhésion des UPEC aux cellules épithéliales

L’épithélium de la vessie est composé d’une couche de cellules superficielles hautement
différenciée surmontant trois couches de cellules épithéliales basales plus petites et
indifférenciées appelées cellules de transitions (Figure 38). Une infection de cette couche
épithéliale peut entrainer la production de cytokines pro inflammatoires activant un
processus d’exfoliation de la couche épithéliale superficielle. C’'est un mécanisme qui
rappelle I'apoptose et qui est tres efficace pour I'élimination des pathogenes. Malgré la
réponse inflammatoire et I'exfoliation de la couche superficielle de cellules épithéliales, les
UPEC sont capables de se maintenir dans la vessie pendant plusieurs jours voir plusieurs

mois (Anderson et al. 2003a). Les UPEC colonisent cette couche supérieure sans provoquer
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Figure 38 - Formation de biofilm intracellulaire dans les cellules de la vessie. A a C- Visualisation au
microscope électronique a balayage de la surface des cellules épithéliales de la vessie de souris C3H/Hel
infectées par UT189 pendant 24h. On voit la formation d’une bosse a la surface de la vessie contenant une
grande quantité de bactéries intracellulaires formant une grosse colonie compacte. Barres d’échelle, 50um (A),
5um (B), 0.5um (C). (D) Coupes de vessie de souris C3H/Hel infectées par UT189 puis colorées par H & E .
Observation en microscope optique 6h apres inoculation puis 24h aprés infection montrant la formation d’une
large communauté compacte dans le cytoplasme des cellules (Anderson et al. 2003a).
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I’exfoliation immédiate (Mulvey, Schilling, et Hultgren 2001). La fixation des UPEC a
I’épithélium de la vessie se fait via I'intermédiaire de I'adhesine FimH des pili de type 1 aux
protéines de membranes appelées uroplakines servant de récepteurs (Wu, Sun, et Medina
1996). Cette adhérence est activée par les forces de cisaillement rencontrées dans la vessie
(Thomas et al. 2002). Les UPEC envahissent ensuite les cellules épithéliales, la liaison via
FimH entraine une cascade de signalisations permettant le remodelage de I'actine des

cellules épithéliales et la phagocytose des bactéries (Martinez et Hultgren 2002).

6-2-3 Multiplication intracellulaire des UPEC

Dans les cellules épithéliales, les UPEC se divisent rapidement pour former des foyers de
bactéries appelées IBC (Justice et al. 2004). Durant cette phase les UPEC ont une
morphologie standard en batonnet d’une longueur moyenne de 3um, les bactéries se
divisent rapidement avec un temps de doublement moyen de 30 min (Justice et al. 2004).
Apres approximativement 6 a 8h d’infection les premiers foyers infectieux d’"UPEC subissent
un changement phénotypique drastique. La vitesse de croissance chute pour un temps de
doublement supérieur a 60min, la longueur des bactéries diminue pour atteindre en
moyenne 0.7um et elles prennent une forme coccoide. Les bactéries libres dans le
cytoplasme se regroupent a ce stade en sphéres compactes et occupent une grande partie
du cytoplasme induisant une déformation des cellules épithéliales infectées. Cette phase
constitue le stade moyen de la maturation de la communauté d’UPEC qui présente alors de
nombreuses propriétés associées aux biofilms, comme la production d’'une matrice

exopolysaccharide (Anderson et al. 2003a) (Figure 39).

6-2-4 Echappement des UPEC

La maturation se termine environ 12h aprées l'infection, les bactéries situées a la périphérie
du biofilm intracellulaire retrouvent une forme bacillaire d’environ 2um, une partie d’entre
elles filamentent. Elles deviennent tres mobiles et se détachent pour atteindre le bord de la
cellule et étre libérées dans la lumiére de la vessie se propageant de nouveau dans

I’épithélium (Justice et al. 2004).
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Figure 39 - Cycle infectieux des UPEC dans les cellules épithéliales de la vessie. Les UPEC adhérent a

la couche superficielle des cellules épithéliales de la vessie via leur pilus de type | induisant leur
phagocytose. Apres |'entrée, les bactéries forment dans le cytoplasme de la cellule les premiers
foyers qui vont trés rapidement maturer pour former de larges foyers remplissant la totalité du
cytoplasme de la cellule infectée. Les neutrophiles ne peuvent pas éliminer les bactéries a ce stade,
mais les cellules peuvent étre exfoliées. Aprés maturation du foyer les bactéries se libérent, certaines
ont filamenté, ce phénotype leur permet d’échapper a la phagocytose. Un nouveau cycle peut étre
initié. L'exfoliation de certaines cellules de la couche superficielle a donné accés aux bactéries aux
cellules de transition. Les UPEC infectant ces cellules restent dans un compartiment associé a la
membrane et ne se divisent plus ou trés peu, elles pourraient étre en persistance et étre responsable
de la chronicité de la maladie.
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L'échappement de la cellule épithéliale débute avec quelques bactéries, puis I'altération de
la membrane épithéliale de la cellule due a la fuite des bactéries entraine I'explosion et la
libération de toute la communauté intracellulaire. Un foyer mature contient environ 10°
batteries. Certaines bactéries s’échappant aux derniers stades peuvent filamenter et
atteindre une longueur pouvant aller jusqu’a 70um. La filamentation des UPEC leur permet
de rester en contact avec I'épithélium et d’interagir avec les cellules épithéliales voisines de
la vessie lorsqu’elles quittent leur cellule héte (Mulvey, Schilling, et Hultgren 2001). Lors de
Iinitiation d’un second cycle d’infection intracellulaire, le temps de formation de la
communauté intracellulaire est beaucoup plus long avec un temps de division supérieur a 60
min dés le début de l'infection. Aprées la répétition de plusieurs cycles infectieux, les cellules
de la couche supérieure infectées par les UPEC sont exfoliées, ceci permet aux bactéries
d’accéder aux cellules plus internes et permet la création de réservoirs de bactéries
composés exclusivement de bactéries en dormance (Justice et al. 2004; Mulvey, Schilling, et
Hultgren 2001; Hvidberg et al. 2000). Les UPEC dans ces cellules de transitions restent dans
un compartiment apparenté aux endosomes tardifs, ne se multiplent plus ou peu et peuvent
persister ainsi plusieurs jours. Des dénombrements bactériens dans l'urine de souris
infectées montre la présence de bactéries encore 28 jours aprés I'inoculation (Mysorekar et
Hultgren 2006; Hunstad et Justice 2010). Périodiquement il peut y avoir une réactivation du

cycle infectieux (Figure 40).

6-2-5 Implication du fer dans la formation des biofilms d’UPEC

La présence de fer influence I'architecture des biofilms d’UPEC in vitro et permet une
résistance des bactéries au stress H,O, (DePas et al. 2013). Au cours de l'infection des voies
urinaires par la souche UPEC CFT073 son transcriptome a révélé une surexpression de cing
systemes d’acquisitions du fer. La croissance de cette souche dans de I'urine humaine a
montré les mémes résultats (Snyder et al. 2004). L'implication de la capture du fer dans la
survie des UPEC intracellulaires est également illustrée par la surexpression de ChuA, un
systeme d’acquisition du fer. La délétion de chuA impacte la taille des foyers de
multiplication intracellulaires, plus petits comparée a ceux formés avec la souche sauvage.

(Reigstad, Hultgren, et Gordon 2007).
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Figure 40 - Echappement des UPEC des cellules épithéliales. a et b) Echappement des bactéries, les deux
images ont été prises a 3 secondes d’intervalle, les bactéries qui se détachent sont trés mobiles. c et d)
Echappement des bactéries (en vert) des cellules épithéliales (en rouge) e) Bactéries filamenteuses a la surface
de la vessie f) méme observation en microscopie électronique a balayage. g et h ) Les bactéries filamenteuses
libérées se remettent en croissance, les images g et h ont été prises a 36min d’intervalle. Barres d’échelle =
10um sur I'image b, d et h et 5um pour I'image f. (Justice et al. 2004)

Figure 41 - La filamentation des UPEC au cours du processus infectieux les protége contre les attaques des
neutrophiles. les images de microscopie a fluorescence ont été superposées avec une image en lumiere
transmise prise simultanément. Les neutrophiles sont en bleu. a) Epifluorescence de I'IBC mature dans la
cellule observée en vert tandis que les neutrophiles se regroupent a la surface. b) Dix minutes plus tard,
d’avantage de neutrophiles ont été recrutés a la surface des cellules infectées, mais sont absents a la surface
des cellules non infectées. c) Microscopie électronique de la surface de la vessie montrant de nombreux
neutrophiles a la surface des cellules infectées. d) Neutrophile phagocytant les IBC matures (fleches blanches).
e-g) Superposition d’'images en microscopie a fluorescence montrant les neutrophiles phagocytant les
bactéries non fluorescentes en division (fleches noires), mais pas les bactéries en filamentation fluorescentes.
Ces images ont été prises a 13 minutes d’intervalle. h) Microscopie électronique de la surface de la vessie
montrant que les filaments survivent malgré la présence de neutrophiles. Barre d’échelle = 10um
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6-2-6 Le dimorphisme des UPEC leur permet d’échapper a la phagocytose

par les neutrophiles

Les cellules épithéliales lors d’une infection bactérienne reconnaissent le LPS des bactéries
via les récepteurs TLR permettant la mise en place d’une réponse pro inflammatoire par
production notamment d’IL-6,IL-8 (Mulvey 2002) favorisant le recrutement des neutrophiles
dans la vessie en tant que cellules effectrices antibactériennes (Haraoka et al. 1999). Il a été
observé, dans le cas d’une infection par les UPEC, une incapacité des neutrophiles a éliminer
les foyers bactériens. Les cellules infectées sont reconnues par les neutrophiles, mais ils ne
peuvent pas accéder a la population bactérienne se multipliant au sein des cellules. La
filamentation des bactéries durant le cycle intracellulaire est favorisée par la réponse
inflammatoire dépendante de TLR-4. les filaments permettent I'échappement aux
neutrophiles, ils ont été observés entourant les neutrophiles, mais non phagocytés, ce qui
confere aux bactéries filamenteuses un avantage pour |'étape de dissémination (Figure 41)
(Justice et al. 2004). La filamentation est un phénotype qui a été observé également pour
d’autres types de bactéries Gram négatives tels que Enterobacter aerogenes , Klebsiella
pneumoniae ou Proteus mirabilis dans des échantillons d’urine de femmes (Rosen et al.
2007). Il a été montré clairement que la filamentation est un facteur de virulence associé a la
persistance lors de cystite. Elle pourrait étre le résultat de la réponse SOS enclenchée par les
bactéries dont 'ADN est endommagé durant leur processus d’infection (Schoemaker, Gayda,
et Markovitz 1984). L’ADN est endommagé, a cause de stress environnementaux, I'induction
du géne sulA bloque la division cellulaire sans bloquer la croissance ce qui provoque la
filamentation et permet d’augmenter la période ou la recombinaison homologue est
possible pour réparer ’ADN (Janion 2001). Il est a noter que la forme de filament seule ne
confere pas de protection aux UPEC, en effet, I'induction de la filamentation par une
exposition in vitro a la mitomycine C n’a pas suffi a protéger les bactéries de la phagocytose.
Néanmoins l'utilisation de mitomycine C entraine la mort des E. coli, il serait intéressant de
refaire cette expérience avec une autre drogue induisant la filamentation sans affecter la
viabilité des bactéries, tel que la céphalexine. Récemment, il a été observé que la
filamentation d’E. coli commensales est aussi observée lors de la transition entre aérobiose
et anaérobiose, dans ce cas c’est un petit ARN (dicF) qui en est responsable (Murashko et

Lin-Chao 2017). Ces observations suggérent que les bactéries, comme les cellules
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eucaryotes, utilisent leur forme comme un mécanisme adaptatif augmentant le fitness lors

de changements d’environnements.

6-3 Les biofilms formés par les AIEC

La composition de la flore microbienne de la muqueuse des patients atteints de la MC
differe de celle des individus sains (Wehkamp et al. 2016). La mise en évidence d’une
surreprésentation de biofilm associé aux muqueuses des patients atteints de la maladie de
Crohn suggere que les AIEC pourraient utiliser leur habilité a former des biofilms comme
facteur de virulence dans la colonisation de I’h6te (Swidsinski et al. 2002; 2005). La capacité
a former des biofilms dans I'intestin confererait un avantage de colonisation en augmentant
les chances d’envahir I'épithélium intestinal et enclencher une inflammation. Les AIEC
démontrent une capacité accrue a la formation de biofilm in vitro en comparaison a d’autres
souches d’E. coli non-AIEC isolées de la muqueuse intestinales. Parmi les AIEC la souche de
référence LF82 a une capacité supérieure a former des biofilms in vitro. Par ailleurs un
mutant LF82 pour le gene fliC impliqué dans la formation du flagelle a une capacité affectée

pour la formation de biofilm in vitro (Martinez-Medina, Naves, et al. 2009).

6-3-1 La colonisation de !intestin par la bactérie LF82 nécessite la

formation de biofilm

6-3-1-1 La protéine BcmA (biofilm coupled to motility A)

Il @ récemment été mis en évidence chez la souche LF82 une nouvelle protéine LF82_314
annotée sous le nom de bcmA (biofilm coupled to motility A) et conservée parmi les
Enterobacteriaceae. Des tests de colonisation de l'intestin de C. elegans ont démontré la
nécessité de ce gene dans I'étape de colonisation de la muqueuse intestinale. BcmA serait
impliqué dans la modulation de la vitesse de la bactérie médiée par la motilité du flagelle et
permettrait la transition de I'état mobile a celui de biofilm (Cogger-Ward et al. 2019). La
localisation de cette protéine n’a pas encore été clairement définie, elle serait

cytoplasmique ou périplasmique.

107



LF82 AwaaWVL + waaWVL
b B .4

Figure 42 - Implication de I'opéron waaWVL dans l'interaction de la souche AIEC avec la _muqueuse
intestinale. Analyse confocale de la formation de biofilm de la souche LF82 GFP (a) et de la souche LF82
AwaaWVL + pBAD24 waaWVL-GFP en absence d’arabinose (promoteur non induit)(b) a la surface d’une
monocouche de cellules épithéliales intestinales 1-407 fixées a la PFA. L’actine des cellules est marquée en
rouge avec la phalloidine TRITC et les noyaux en bleu avec du Hoescht. Barre d’échelle 50um (Chassaing et
Darfeuille-Michaud 2013).
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6-3-1-2 L’'opéron waaWVL

Linhibition de la voie RpoE, impliquée dans la réponse aux stress, entraine une diminution
de la capacité de la souche LF82 a former des biofilms in vitro ainsi qu’une diminution de la
capacité d’adhésion aux cellules épithéliales (Chassaing et Darfeuille-Michaud 2013). L’étude
du régulon RpokE, afin d’identifier des genes impliqués dans ce phénotype de colonisation de
LF82, a révélé que I'opéron waaWVL en est un nouveau membre dans la souche LF82. Cet
opéron est impliqué dans la structure et la composition des lipopolysaccharides de LF82 et
est essentiel pour la production de biofilm et la colonisation des cellules épithéliales
intestinales (Figure 42) (Chassaing et Darfeuille-Michaud 2013). L’augmentation de
I'osmolarité dans le tractus gastro-intestinal pourrait entrainer une surexpression de la
protéine de membrane OmpC activant ainsi la voie de régulation RpoE régulant le pili de
type 1 et le flagelle nécessaires a la formation de biofilm et I'adhésion aux cellules
épithéliales (Chassaing et Darfeuille-Michaud 2013; Rolhion, Carvalho, et Darfeuille-Michaud
2007).

6-3-2 Rodle du fer dans la formation de biofilm des AIEC

Les biofilms intestinaux présents chez les patients atteints de maladies intestinales
inflammatoires comme la MC sont caractérisés par une absorption accrue du fer en
comparaison aux biofilms développés chez des individus sains (Motta et al. 2018). Chez les
AIEC les génes codant pour [utilisation du propanediol et |‘acquisition du fer
(yersiniabactine, sitABCD, chuABC) sont surreprésentés en comparaison a d’autres E. coli
non pathogenes. En accord avec ces observations, la capacité des souches AIEC a utiliser le
fer a été démontrée comme nécessaire a la colonisation de l'intestin (Brombacher et al.
2006). Chez la souche AIEC NC101 le fer favorise la formation de biofilm dépendant de la
cellulose. Un mutant NC101 pour le gene bcsA, impliqué dans la synthése de cellulose,
présente une absorption réduite par les macrophages en comparaison a une souche
sauvage. Pour cette souche, la formation de biofilm dépendant de la cellulose et de la
présence de fer module les interactions avec les macrophages en améliorant la phagocytose
sans pour autant impacter sur sa survie intracellulaire (Ellermann et al. 2015). La

colonisation du tractus intestinal de souris par la souche AIEC NC101 déficiente pour la
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production de cellulose diminue la réponse immunitaire inflammatoire associée au Th-17 et

une diminution d’IL12 produite par les macrophages (Ellermann et al. 2015).
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Partie 6 : Formation de persistants pour la survie intracellulaire

1 Définition des bactéries en persistance

Les bactéries en persistance sont définies comme étant une sous population tolérante aux
antibiotiques (Kussell et al. 2005). Les cellules en persistance ne se divisent pas ou peu et
représentent moins de 1% d’une population en état stationnaire. La tolérance aux
antibiotiques est différente de la résistance aux antibiotiques, car elle n’est pas héréditaire
(Fisher, Gollan, et Helaine 2017). Les éléments conduisant a la tolérance sont multiples, mais
semblent avoir pour point commun une réduction de la croissance et du métabolisme des
cellules concernées. En effet, I'activité tres faible de synthése de paroi cellulaire, de
traduction ou de réplication de I’ADN et donc des topoisomérases, les cibles respectives des
B-lactames, des aminoglycosides et des quinolones, limite la toxicité de ces antibiotiques sur
des bactéries dont le métabolisme est réduit. Les bactéries non réplicatives ne sont pas
toutes des bactéries en persistance, des conditions bactériostatiques n’entrainent pas

nécessairement I'apparition d’une tolérance antibiotique (Orman et Brynildsen 2013).

Le phénomene de persistance est caractérisé par une chute biphasique de la viabilité
cellulaire, au cours du temps, d’une culture bactérienne se développant dans un
environnement non stressant et exposée soudainement a un antibiotique (Figure 43). La
majorité de la population est rapidement tuée, une deuxieme cinétique plus lente
(éventuellement de pente nulle) est observable ensuite, elle correspond a la population de
persistants, on parle ici de persistance de type 1. L’apparition de bactéries en persistance au
sein d’'une population est stochastique, mais peut étre induite lorsque la population
bactérienne est confrontée a un environnement hostile (Arnoldini et al. 2012, Bernier et al.
2013)). Une concentration sous inhibitrice d’antibiotique ou la présence d’'un stress
environnemental comme une carence en nutriment, des dommages a I’ADN peuvent
augmenter considérablement le nombre de persistants dans la population, on parle alors de
persistance induite ou persistance de type 2 (Levin, Concepcidn-Acevedo, et Udekwu 2014).
Les genes associés a la persistance et plus particulierement a la persistance induite sont

nombreux.
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Figure 43 - Cinétique de destruction biphasique die a un traitement antibiotique bactéricide. Une dose |étale
d’antibiotiques bactéricide ajoutée au temps zéro élimine rapidement la population sensible (bleue) jusqu’a ce
gu’il ne reste plus que des cellules persistantes en non croissance (rouge). (Harms, Maisonneuve, et Gerdes
2016)
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Toutes les communautés bactériennes sont théoriquement capables de former des
persistants, ce phénomene pourrait représenter une stratégie de pérennisation de la
bactérie dans un écosystéme lui permettant de recoloniser son environnement aprés un
évenement stressant (Lennon et Jones 2011). La formation de persistants dans une
population bactérienne participe ainsi a I'adaptation phénotypique des bactéries face a leur
environnement. Il a été montré que la persistance vis-a-vis d’un antibiotique peut étre un
tremplin pour I'apparition de mutations conférant par la suite une résistance. Cela est
probablement di au temps de latence conféré par la tolérance qui permettrait la mise en
place des voies de signalisation de stress dont la réponse SOS et au final augmenterait le
taux de mutagenese au sein de la communauté bactérienne (Cohen, Lobritz, et Collins 2013;

Van den Bergh et al. 2016)

2 Génétique des persistants

Méme si le phénotype de persistance n’est pas héréditaire, I'apparition de persistant
s’appuie sur l'expression de certaines voies génétique (Fridman et al. 2014; Levin,
Concepciéon-Acevedo, et Udekwu 2014; Schumacher et al. 2015). Le taux de persistants
formé au sein d’une population varie en fonction des especes et des conditions. Au sein
méme d’une population de persistants le phénotype peut étre hétérogene et leur tolérance
aux antibiotiques peut varier (Ronneau et Helaine 2019). Il existe des tolérances
différentielles aux stress probablement dues aux mécanismes différents mis en place pour la
création de persistants en fonction des bactéries (Amato et Brynildsen 2015; B. Stewart et
Rozen 2012; Hofsteenge, van Nimwegen, et Silander 2013). Il a été ainsi observé que des
souches d’E. coli différentes présentent des variations significatives de leur taux de

persistants suite a une exposition a un antibiotique (B. Stewart et Rozen 2012).

2-1 Réponse aux stress

Les bactéries font face a des changements d’environnements constants et peuvent étre
confrontées a de nombreux stress notamment des carences en carbone, azote ou

phosphate, le passage d’une croissance exponentielle a stationnaire qui correspond a
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Figure 44 - Régulation de RpoS chez E.coli sous contrdle des facteurs environnementaux. |l existe au moins
quatre niveaux de contrdle, la transcription de rpoS, la traduction de I’ARNm, I'activation de RpoS via la liaison
avec une enzyme et la protéolyse de RpoS. De nombreux signaux environnementaux impactent la régulation de
rpoS tel que le ppGpp en réponse a une carence en nutriment (Mika et Hengge 2014).
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I’épuisement en nutriment du milieu, un choc osmotique, un stress thermique, un pH acide
ou un stress oxydatif. Afin de survivre a ces variations d’environnement les bactéries
s’adaptent rapidement et régulent de nombreux génes nécessaires a la réparation des
dommages causés par les stress et favorisant le retour a ’homéostasie (H. Weber et al.
2005). Chez E. coli, le déclenchement de la réponse globale au stress passe par le facteur
sigma alternatif de réponse au stress RpoS qui régule directement ou indirectement 10% du
génome de la bactérie (Battesti, Majdalani, et Gottesman 2011). La synthese et 'arrét de la
dégradation du facteur RpoS se font en réponse a des conditions environnementales
hostiles, en cas de famine ou de stress. La quantité de RpoS est trés faible en phase
exponentielle et augmente avec I'entrée en phase stationnaire. L’activation de RpoS par un
stress peut entrainer l'apparition de phénotypes de tolérance a d’autres stress et

notamment aux antibiotiques (Figure 44).

2-2 Réponse a une carence en nutriment médiée par le ppGpp

La voie RpoS est notamment induite par la molécule de signalisation Guanosine
tetraphosphate (ppGpp) produite lorsque la bactérie rencontre une carence en nutriment.
L'augmentation de ppGpp intracellulaire favorise la transcription, traduction et I'arrét de la
dégradation de RpoS (Battesti, Majdalani, et Gottesman 2011). Le ppGpp est un second
messager intervenant dans la modulation de la transcription et de I'activité de protéines
nécessaire pour la survie de la bactérie a la carence en nutriments et pour I'arrét de sa
croissance. |l inhibe la synthése de I’ADN, des phospholipides et du peptidoglycane de la
paroi cellulaire de la bactérie. (Hauryliuk et al. 2015; Srivatsan et Wang 2008). Chez E. coli,
RelA, une ppGpp synthétase est activée en cas de choc thermique et de carence en acides
aminés. SpoT, une ppGpp synthétase/hydrolase est, elle, activée lors d’une carence en
carbone, azote, phosphate, fer et acide gras. le régulateur pléiotrope de la transcription
DksA fonctionne en lien avec la concentration de ppGpp (L. Brown et al. 2002). Les stress
métaboliques et notamment la carence en nutriment étant un déclencheur de la formation
de cellules en persistances de nombreuses études se sont concentrées sur les liens entre la
réponse stringente et la persistance. Une déficience dans la production de ppGpp entraine
une réduction du nombre de persistants dans la population, ainsi des mutants relA spoT chez

E. coli et P. aeruginosa forment moins de cellules persistantes en phase exponentielle, en
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phase stationnaire, mais également lors de la formation de biofilm (Viducic et al. 2006; Fung

et al. 2010; Svenningsen et al. 2019).

2-3 Réponse SOS

La réponse SOS est mise en place lors d’'un dommage a I’ADN causé par un environnement
hostile ou un dysfonctionnement cellulaire. La réponse SOS par activation de divers
systemes toxine-antitoxine (voir ci-dessous), intervient sur la modulation de la formation de
persistants et permet également la réparation de leur ADN (Dorr, Vuli¢, et Lewis 2010). Les
bactéries déficientes pour le systeme SOS présentent un taux plus faible de persistants et
cela est particulierement vrai pour la persistance induite par des doses subinhibitrices de
quinolones (Dorr, Lewis, et Vuli¢ 2009). La réponse SOS est plus importante chez des
bactéries adoptant le mode de vie biofilm que sous la forme planctonique (Fung et al. 2010;

Bernier et al. 2013).

3 Quorum sensing

La formation de persistants peut étre coordonnée au sein d’une population bactérienne par
I'utilisation d’une signalisation intercellulaire (Leung et Lévesque 2012). Chez P.
aeruginosa et Streptococcus mutans , la pyocyanine, I'acyl-homosérine lactone et le peptide
CSP, des molécules de signalisation produites en réponse a des stress environnementaux
(antibiotiques, stress hyperosmotique, stress thermique) induisent [I'apparition de
persistants (Kim et Park 2015; Moker, Dean, et Tao 2010). Chez E. coli, I'indole qui est une
molécule de signalisation de phase stationnaire intervenant dans la formation de biofilm
peut induire la formation de persistants (Martino et al. 2003). En condition de carence en
nutriment, les bactéries produisent de I'indole qui sera reconnu de fagon hétérogéne dans la
population bactérienne entrainant une réponse protectrice via l'induction des voies du
stress oxydant dépendant de OxyR et des protéines Psp impliquées dans la réponse aux
phages ; cette cascade de signalisations provoque la formation de bactéries persistantes

(Vega et al. 2012).
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4 Systéme toxine antitoxine

Les systéemes toxine/antitoxine (TA) sont omniprésents sur les génomes (chromosomes et
plasmides) des microorganismes, ils sont composés d’une toxine stable délétére pour les
fonctions essentielles de la bactérie et d’'une antitoxine instable neutralisant la toxine
(Harms et al. 2018). La toxine, si elle n’est pas controlée par |'antitoxine, peut tuer la
bactérie (Figure 45). Initialement décrits pour leur réle dans la maintenance des plasmides,
ces systéemes semblent étre des éléments importants dans la mise en place de changement
de phénotypes de quelques bactéries dans une population. Ces systémes ont des fonctions
redondantes et peuvent étre classés en 6 catégories ; i) les antitoxines de type | sous forme
d’ARN qui inhibe 'ARNm de la toxine protéique ; ii) les antitoxines de type Il de type
protéique inhibant la toxine protéique ; iii) les antitoxines de type Ill de type ARN qui inhibe
directement la toxine ; iv) les antitoxines de type IV de type ARN qui modifie I'activité de la
toxine de facon indirecte ; v) Le type V correspond a une endoribonucléase qui dégrade
I’ARNm de la toxine ; vi) le type VI correspond a un adaptateur protéolytique de la toxine
(Figure 46) (Ronneau et Helaine 2019; Harms et al. 2018). Les systemes TA sont controlés
par autorégulation et fréquemment modulés par la réponse SOS ou la réponse a une carence
en nutriment médiés par le ppGpp (Shan et al. 2017; Verstraeten et al. 2015; Singletary et al.
2009; Vogel et al. 2004; Kawano, Aravind, et Storz 2007). L’activation des systemes TA
correspond a une perturbation de la balance toxine/antitoxine, I'activation se fait de
maniére graduée ne supprimant pas totalement la croissance bactérienne, mais la
ralentissant progressivement permettant la modification de la physiologie des bactéries et
I'accroissement de la tolérance au stress (Tamman et al. 2014; Vazquez-Laslop, Lee, et

Neyfakh 2006).

4-1 Action par le ppGpp, exemple de HipAB

Le systeme HipAB est le premier couple toxine/antitoxine pour lequel un réle dans la
persistance a été mis en évidence chez E. coli (Korch, Henderson, et Hill 2003; Balaban et al.
2004; Falla et Chopra 1998). Ce systeme fait partie de la catégorie des TA de type Il. Une
augmentation du ppGpp dans la cellule provoque I'accumulation de polyphosphate grace a

I'action de la polyphosphate kinase. Le polyphosphate permet la stimulation de la protéase
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Figure 45 - Autorégulation transcriptionnelle des modules TA de type Il grace a la coopérativité
conditionnelle. L’axe horizontal représente les rapports de protéines de toxine/antitoxine et I'axe
vertical, le taux de production de toxines (ligne rouge) et son taux de dilution (ligne bleue). Au-dessus
sont représentées les formes typiques de complexes d’AT dans chaque région. Selon que le taux de
production dépasse le taux de dilution ou est plus bas, la toxine s’accumule (fleches rouges du bas)
ou s’épuise (fleches bleues du bas). Les trois étoiles indiquent les niveaux de toxines ou la production
et le taux de dilution sont équilibrés, cela correspond a un état stable. L'étoile verte représente une
croissance bactérienne réguliere, ou la transcription du module TA est réprimée et la toxine est
stockée dans des complexes TA. Dans cet état, I'accumulation de toxines doit surmonter la barriere
de la coopérativité conditionnelle (étoile jaune) pour passer a I'état dominé par les toxines (étoile
rouge). Le comportement de commutation de I'activation et de la répression du module TA se traduit
par les fleches bleues et rouges divergentes autour de la barriére de la coopérativité conditionnelle
(étoile jaune). (Harms et al. 2018)
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Figure 46 - Les quatre principaux types de modules TA. Résumé des différents modes de contréle des toxines
(rouges) par des antitoxines apparentées (bleues) dans les modules TA de type | a IV. Les locus génétiques et
les positions des promoteurs sont représentés avec des fleches colorées et noires respectivement. Les ARN
sont dessinés en lignes ondulées. Les molécules de toxine actives libérées du contréle antitoxine sont mises en
évidence par des points d’exclamation. A) Module de TA de type I. B) Module de type Il. C) Module de Type IlI.
D) Module de type IV. (Harms et al. 2018)
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Lon (Rotem et al. 2010). Lon dégrade I'antitoxine HipB ce qui libére HipA. HipA est une
sérine-thréonine kinase qui inhibe la traduction par phosphorylation de glutamyl-ARNt
synthétase (GItX), qui conduit a I'accumulation d’ARNt non chargés dans la cellule (Kaspy et
al. 2013). Ces ARNt non chargés dans le site ribosomal activent la production du ppGpp via
RelA induisant une boucle de régulation positive et conduisant a la formation de persistants
incapables de traduire les protéines (Kaspy et al. 2013). Une souche d’E. coli possédant une
mutation ponctuelle dans le géne hipA (hipA7) produit de maniére constitutive 100 fois plus

de persistants que la souche sauvage (Balaban et al. 2004) (Figure 47).

4-2 Réponse SOS, exemple de TisAB

Face a des lésions potentielles a ’ADN la stratégie adoptée est a la fois de mettre en place la
réparation et d’augmenter le taux de persistants dans la population.La réponse SOS induit
I’expression de la toxine TisB chez E. coli mise en évidence dans son implication dans la
formation de persistants présentant une tolérance élevée aux fluoroquinolones. TisB inhibe

la synthése de I'ATP et induit la persistance des bactéries (Dorr, Vuli¢, et Lewis 2010).

4-3 Implication d’un phage dans le phénotype de persistance associé aux

TA
Il a été mis en évidence récemment la présence du bactériophage lysogene ¢80 dans la
souche d’E. coli ATA10 K12 MG1655 utilisée pour I'étude des systemes TA en laboratoire.
L’activation du bactériophage lysogéne ¢80 réduit la capacité des souches délétées des
systemes TA a former des persistants (Harms et al. 2017). Les conclusions de la réévaluation
de la délétion des 10 systemes TA sur I'impact de la formation des persistants a confirmé
I'implication du ppGpp et de Lon dans la formation de persistants, mais a remis en doute
I'importance de ces TA dans des conditions non stressantes pour la bactérie. Les systémes
TA ne seraient alors pas induits de maniéres spontanées, mais sous controle d’'un stress
(Goormaghtigh et al. 2018). Néanmoins la mise en évidence de cet artefact n’est pas

suffisant pour remettre en cause I'implication des systémes TA dans la formation de
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Figure 47 - Régulation des modules TA par la réponse aux stress contribuant a la persistance bactérienne. En
cas de privation d’acides aminés ou de surproduction de la toxine HipA, 'ARNt non chargé dans le site
ribosomal A favorise I'accumulation de ppGpp par RelA ce qui entraine une augmentation du nombre de
cellules persistantes dans la population. Le ppGpp active également des modules TA spécifiques de type | et Il
qui contribuent a la persistance bactérienne, telle que la toxine de type | HokB. De la méme maniére, la
réponse SOS déclenche I'activation de modules TA spécifiques de type | et Il qui participent a I'augmentation
du nombre de cellules persistantes dans la population bactérienne (Ronneau et Helaine 2019).
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persistants puisque d’autres études viennent appuyer leurs effets. Il reste clair que les TA
ont un impact sur la croissance des bactéries et augmentent I’'hétérogénéité au sein d’'une
population favorisant la persistance bactérienne en réponse a différents stress impliquant la

carence en nutriment ou la réponse SOS (Ronneau et Helaine 2019).

5 Résistance phénotypique

La résistance phénotypique a l'instar des persistants, permet a une partie de la population
bactérienne de tolérer un traitement antibiotique ou un stress environnemental. Elle
impligue une adaptation phénotypique non héréditaire permettant la dégradation,
I’élimination ou la modification de [I'antibiotique ou la modification de la cible de
I'antibiotique. La différence avec les persistants est que ces bactéries ne présentent pas une
diminution de la croissance et du métabolisme. Une résistance phénotypique comprend
I’expression entre autres de pompes a efflux (K. N. Adams et al. 2011; Fisher, Gollan, et

Helaine 2017).

6 Persistance et infection

L'échec des traitements antibiotiques et la récurrence de nombreuses maladies pourraient
étre dus a la haute tolérance des bactéries en persistance aux stress et aux antibiotiques
rencontrés ainsi qu’a leur capacité ultérieure a reprendre leur croissance (Rhen et al. 2003;
Balaban et al. 2004; K. N. Adams et al. 2011; Arnoldini et al. 2014). L'hétérogénéité
phénotypique au sein d’'une population créée par |'apparition de persistants confere une
haute adaptabilité des bactéries a leur environnement. Les traitements antibiotiques répétés
peuvent également provoquer l'apparition de bactéries résistantes a partir du pool de
persistants (Levin-Reisman et al. 2017; Van den Bergh et al. 2016). Comme mentionné plus
haut dans cette introduction, les infections des voies urinaires causées par les UPEC ont une
trés forte probabilité de récidive due a la présence d’un réservoir de bactéries dormantes

dans les cellules épithéliales. C'est également le cas pour les infections causées par M.
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Figure 48 - Cinétique de survie a la céfotaxime de Salmonella spp. Croissance dans du milieu Luria-Bertani
(LB) (orange), la croissance des bactéries dans du milieu LB aprés 30 min d’internalisation dans les
macrophages puis croissance en LB (vert) et intra-macrophages (bleu). L'astérisque rouge indique I'ajout de
céfotaxime dans le milieu. Les bactéries qui ont été cultivées dans du milieu LB (orange) étaient
principalement des cellules susceptibles d'étre tuées par des antibiotiques (bactéries vertes), représentés par la
nette diminution du nombre d'UFC, avec une petite fraction persistante (bactéries rouges) pouvant étre
observée par la diminution plus lente ultérieure du nombre d'UFC (unité formant colonie). Aprés 30 min de
phagocytose par les macrophages, suivie de la libération des bactéries dans du milieu LB contenant de la
céfotaxime (vert), la courbe est similaire a celle des bactéries traitées a la céfotaxime in vitro, mais avec une
plus grande fraction de persisters. Les bactéries intra-macrophages (bleues) ont également une large fraction
de persistants, comme en témoigne la lente diminution des UFC vers la fin de la courbe (Fisher, Gollan, et
Helaine 2017)
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tuberculosis, S. aureus ou P. aeruginosa (Gomez et McKinney 2004; Lyczak, Cannon, et Pier
2002). Hormis la résistance/tolérance aux antibiotiques, les infections persistantes peuvent
étre causées par I'échec du systeme immunitaire a éliminer le pathogene. Les agents
pathogénes possedent différentes stratégies pour éviter la reconnaissance du systeme
immunitaire, moduler les réponses immunitaires, modifier leur environnement
intravacuolaire ou interférer avec la réponse adaptative favorisant la création de niches
bactériennes pouvant contenir des persistants (Fisher, Gollan, et Helaine 2017). La présence
de stress inhérent au processus d’infection augmente le taux de persistants dans la
population. Chez S. typhimurium, un passage de 30 minutes dans des macrophages est
suffisant pour augmenter de plusieurs centaines de fois le nombre de bactéries persistantes
dans la population (Figure 48). Les conditions acides et pauvres en nutriment lors de la
phagocytose stimulent la formation de ce phénotype (Helaine et al. 2014). La population de
Salmonella a I'intérieur des macrophages s’avére étre trés hétérogeéne. La population globale
est plus tolérante aux antibiotiques, car se réplique plus lentement qu’in vitro en milieu
riche. A I'intérieur de cette population se trouvent des bactéries en croissance encore plus
lente et des bactéries en persistances ne se divisant plus et présentant une excellente
tolérance. Les bactéries avec le niveau de croissance intermédiaire ont pu se répliquer sans
étre rapidement dégradées par un traitement antibiotique et pourraient étre responsables
de I’échec des traitements antibiotiques et de la chronicité alors que la fraction en état de
persistance non réplicatif peut intervenir dans la résurgence de la maladie. Au cours de
I'infection, les bactéries se divisant, méme lentement, ont un fort risque d’étre tuées par les
stress environnants et progressivement de disparaitre pour ne laisser que les bactéries en

persistance (Claudi et al. 2014) (Fisher, Gollan, et Helaine 2017).

Une des méthodes utilisées pour I'étude des persistants, notamment chez Samonella, est
I'utilisation de rapporteurs fluorescents (Figure 49). Un plasmide comprenant un
fluorophore pouvant se diluer au cours des générations permet la mesure de I'activité
métabolique des bactéries a I'échelle de la cellule unique sans I'utilisation d’antibiotiques
(Helaine et al. 2010; 2014). Cet outil permet d’envisager un tri des cellules en fonction de

leur activité (FACS, microfluidique).
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Figure 49 - Plasmide de dilution de fluorescence. L'expression de protéines fluorescentes a partir du plasmide
pFCcGi est constitutive pour mCherry et sous le contrdle d'un promoteur inductible par |I' arabinose pour la
gfp . Enl'absence d'arabinose, les niveaux de fluorescence de la GFP chez les bactéries pré-induites sont dilués
au fur et a mesure des tours successifs de division cellulaire. (Figueira et al. 2013)
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7 Biofilm et persistance

Le traitement des biofilms aux antibiotiques crée une courbe de survie biphasique
caractéristique de la présence de persistants (Brooun, Liu, et Lewis 2000). La création de
micro- environnements au sein de la matrice présentant des carences en nutriment, un pH
acide ou des stress oxydatifs favorise la création du phénotype de persistance. Pseudomonas
aeruginosa et les UPEC précédemment décrits dans la partie biofilm sont capables de former
des biofilms lors de l'infection, la présence de phénotype de persistance contribue a la

chronicité des infections provoquées.
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Chapter 17

Imaging the Cell Cycle of Pathogen E. coli During
Growth in Macrophage

Gaélle Demarre, Victoria Prudent, and Olivier Espéli

Abstract

The study of the bacterial cell cycle at the single cell level can not only give insights on the fitness of the
bacterial population but also reveal heterogencous behavior. Typically, the DNA replication, the cell
division, and the nucleoid conformation are appropriate representatives of the bacterial cell cycle. Because
bacteria rapidly adapt their growth rate to environmental changes, the measure of cell cycle parameters gives
valuable insights for the study of bacterial stress response or host-pathogen interactions. Here we describe
methods to first introduce fluorescent fusion proteins and fluorescent tag within the chromosome of
pathogenic bacteria to study these cell cycle steps; then to follow them within macrophages using a confocal
spinning disk microscope.

Key words parS sites, Microscopy, Fluorescence

1 Introduction

This method is dedicated to the investigation of the bacterial cell
cycle during host infection, via the observation by fluorescence
microscopy of chromosome tags, nucleoid-associated protein, and
FtsZ ring formation. The bacterial cell cycle has been studied for
decades in controlled conditions of laboratory growth. Most of the
work has focused on growth in the absence of environmental stress.
However, in their natural environment bacteria frequently encoun-
ter lack of nutrients and oxidative, genotoxic, or acidic stress. The
progress of imaging methods allows for the evaluation of the bac-
terial cell cycle during host cell infection. The present protocol
describes classical methods of cell cycle analysis by fluorescence
microscopy adapted to the imaging of AIEC (Adherent Invasive
E. coli) LF82 bacteria [1] during growth inside acidic phagolyso-
some of macrophages.

FROS (Fluorescent Represssor Operator Sequence) [2, 3] and
parS/ParB-GFP [4] tags have been used to label specific loci and
follow chromosome choreography [5, 6]; the number of foci

Olivier Espéli (ed.), The Bacterial Nucleoid: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 1624,
DOI 10.1007/978-1-4939-7098-8_17, © Springer Science+Business Media LLC 2017
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within a given cell is also a good indication of the availability of
nutrients in the environments [ 7]. The labeling of the chromosome
with the nucleoid associated protein HU fused with mCherry [8] is
also an indicator of the environment encountered by the bacteria.
The shape of bacterial nucleoid changes according to the nutrient
used by the bacteria [9] and when genotoxic [ 10] or oxidative stress
[11] is present. Finally cell division can be monitored by the obser-
vation of the main septal ring protein FtsZ [12, 13 ]. FtsZ polymer-
ization is targeted by two cell cycle checkpoints, the SOS regulon
and the Nucleoid Occlusion system that would modify the timing
of division and provoke cell elongation [14, 15]. Therefore, imag-
ing of the origin of replication, the nucleoid, and the septal ring are
good indicators of the bacterial adaptation to an environmental
challenge. We selected HU-mCherry, 07iC:: parS/ParB-GFP, and
FtsZ-GFP fluorescent reporters because they produce robust sig-
nals that tolerate fixation and successive illumination during Z stack
acquisition and can be accurately scored by image analysis tools
such as Oufti [16], Fiji [17], or Object] (https: //sils.fnwi.uva.nl /
beb/objectj /index.html).

2 Material

2.1 Plasmids,
Strains, and Primers

Human cell line:
THP1 (ATCC@ TIB202™),
Bacterial Strains:

LF82 [18] Abla (a generous gift from Nicolas Barnish).
MG1655 Hu-mcherry [19].

Plasmids:

pKOBEGA (pSC101, amp, TS) [20].

pCP20 (pSC101, amp, TS) [21].

pAD37 (R6k, cm) [22].

pFH2973 [23].

pFWZ5 [24].

Primers:
Construction of the HU-mCherry strain

hupA-up AAGGATAACTTATGAACAAGACTC
hupA-down AACAGTAATTGCGAACCTTCGG
hupA verif up CGTCGCACTCGATGCTTAGC

hupA verif down CCAGTGGATTTGCTGAAGACC
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2.2 Reagents:
Stock Solutions

2.3 Cell Culture

2.4 Cell Fixation

2.5 Molecular
Biology

and Microbiology
Material
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Insertion parS,yry (pPAD37) (FRT-aph-FRT-parS,yry).-

UpTl 5'<50nt homology to 07iC region (position-position) >CGG
CTG ACATGG GAATTA GCC

DownT1 5 <50nt homology to 07iC region (position-position) >GGT
CTG CTATGT GGT GCTATC T

All solutions must be prepared using ultrapure water (by purifying
deionized water, to attain a sensitivity of 18 MQ-cm at 25 °C).

Prepare the following buffers and stock solutions. Unless oth-
erwise specified, filter solutions using a 0.2 pm low protein binding
nonpyrogenic membrane.

10% glycerol in H,O cold.

Lennox broth (LB).

100 mg,/ml ampicillin.

50 mg/ml kanamycin.

30 mg/ml chloramphenicol (pAD37).
20% arabinose.

IM IPTG.

800 pg/ml PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate).

RPMI 1640 without r-glutamine supplemented with 10% decom-
plemented fetal bovin serum and 2 mM glutamine (Life
Technologies).

Keep at 4 °C no more than 1 month.

1x phosphate buffer saline (PBS).

24-well plate (1.9 cm?, no coating).

Cold methanol kept at —20°C.
Fluorescence mounting medium: Dako S3023.
Microscope slides: 76 x 26 mm.

Microscope glass coverslips, 12 mm diameter, no coating.

Shaker: Infors Minitron.

Water bath.

Vacuum concentrator: miVac, Genevac.
PCR: C1000 Thermal cycler, Bio-Rad.

Electroporator: Micropulser, Bio-Rad.
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2.6 Microscope

Inverted Zeiss Axio Imager with spinning disk CSU W1 (Yokogawa ):

100 x objective, NA = 1.4, oil, WD = 0.13 (WD: working distance
in mm).
Camera ORCA-Flash 4.0 digital CMOS.

Lasers:

490 nm at 150 mW.
561 nm at 100 mW.
642 nm at 110 mW.

Metamorph Premier 7.6 software.

3 Methods

3.1 Strain
Construction

AIEC LF82 will be genetically engineered to observe the nucleoid

with HU-mCherry, the origin of replication with a parS,ymr; tag

and the septal ring with a plasmid expressing FtsZ-GFP.

a. Transform ATIEC LF82 with the plasmid pKOBEGA
Prepare competent bacteria using a protocol adapted for the
strain of interest. For AIEC LF82, a culture of OD = 0.6 is

washed 3 times in ice-cold 10% glycerol and the final resuspen-
sion volume is 1,/250 of the initial volume.

Transform 50 pl of competent bacteria with 30 ng of
pKOBEGA.

Plate at 30 °C on ampicillin (100 pg/ml).

b. Construction of ATIEC LF82 HU-mCherry strain with A Red
(v, P, exo0) recombination [21]

bl. Prepare competent bacteria expressing A Red (y, B, exo)
proteins as follows:

Dilute 500-fold an overnight culture of AIEC LF82 con-
taining pKOBEGA in 50 ml LB (100 pg/ml amp, 0.15%
arabinose).

Incubate with shaking at 30 °C up to ODgponm = 0.6.
Incubate at 42 °C for 15 min.

Chill the culture in an ice-water bath for 15 min.
Centrifuge for 10 min at 5000 x gat 4 °C.

Discard the supernatant and wash cell pellet with 25 ml of
10% cold glycerol.

Centrifuge for 10 min at 5000 x gat 4 °C.

Wash cell pellet with 12 ml of 10% cold glycerol.
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Centrifuge for 10 min at 5000 x gat 4 °C.

Wash cell pellet with 6 ml of 10% cold glycerol.

Centrifuge for 5 min at 5000x g at 4 °C.

Resuspend the cell pellet in 150 pl 10% cold glycerol.
b2. Transform with hupA-mcherry PCR product prepared as
follows
Perform 10 PCR of 50 pl:

PCR Mix for 50 pl.

5 pl 10x Extaq butffer.

5 pl ANTP mix (2 mM each).

50 ng of genomic DNA (strain MG1655HU-mcherry).

2.5 pl of 10 pM primer hupA-up.

2.5 pl of 10 pM primer hupA-down.

1 unit Extaq Polymerase.

33.7 ul H,O.

PCR conditions:
Initial denaturation:
98 °C—3 min.
30 cycles:
98 °C—10s.
57 °C—30 s.
72 °C—1 min/kb.
Final extension:
72 °C—10 min.

Hold:
12.°G:

The expected fragment size is about 3 kb.
Concentration of PCR product:

Use PCR purification kit to clean the DNA (three columns for 10
PCRs, clution with 100 pl elution buffer per column); pool the
three clutions in one tube.

Concentrate the DNA with a vacuum concentrator at 45 “Cup to a
final volume of 30 pl.

Dialyze 30 min on filter membrane (Millipore 0.02 pm) floating on
a petri dish filled with ultrapure water.

Electrotransformation of the PCR product:

Preincubate the electroporation cuvette (2 mm) in ice.
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3.2 Infection

In a microcentrifuge tube mix ~5 pg of PCR product with 90 pl
of the electrocompetent bacteria.
Transfer the mix to the precooled cuvette. Keep on ice.

Dry the cuvette. Insert it in the electroporator and immediately
pulse at 2500 V.

Immediately add 1 ml of LB. Mix thoroughly with the bacteria
and transfer to a 2 ml tube.

Incubate for 1 h at 37 °C with shaking.

Plate 100 pl of the transformation on 75 pg/ml kanamycin plate
(see Note 1).

Centrifuge for 2 min the rest of the transformation tube.

Remove the supernatant.

Resuspend the cell pellet with 100 pl of LB, plate it on 75 pg/ml
kanamycin plate.

Incubate overnight at 37 °C.

Delete the kanamycin gene through the flipase/FRT
recombination

When it is required, the kanamycin resistance gene can be
removed with Flp recombination using the protocol described
. < S s .

in [21]. Choose kn” and amp” colonies.

. Construction of AIEC LF82 HU-mCherry strain with a

parS,yr tag near oriC

Prepare parS, ) product by PCR as described in paragraph b2
with 1ng of pAD37 as template and the primers UpTl and
downTl1. The size of the expected fragment is about 1.7 kb.

Transform the AIEC LF82 HU-mcherry strain with the pKO-
BEGA plasmid.

Prepare AIEC LF82 HU-mcherry pKOBEGA competent bac-
teria expressing lambda red (beta exo and gam) proteins as
described in the paragraph b2.

Transform the strain HU-mcherry 0riC::parS,sr;-FRT-aph-
FRT with the pFH2973. Select transformants on 100 pg/ml
ampicillin plates.

. Construction of AIEC LF82 HU-mCherry strain with a

plasmid expressing FtsZ-GFP

Transform the AIEC LE82 HU-mcherry strain with the pFWZ5
plasmid.

. Differentiation of THP1 monocytes in macrophages (see

Note 2)

Prepare a 5 x 107 cell/ml cell suspension in the cell growth
medium.
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Just before use, dilute 5 pl of the 800 pM stock of PMA in 195 pl
of growth medium (see Note 3).

Add diluted PMA ata 1000 x dilution into the cell suspension.
Introduce a circular coverslip in each well.
Load 1 ml of cell suspension in each well. Remove the bubbles
from under the coverslip by softly pressing on the coverslip with
a pipette
Incubate for 18 h at 37 °C with 5% CO,_

b. AIEC LF82 culture

Growth the AIEC LF82 strain of interest overnight in LB
supplemented with 100 pg/ml ampicillin and 2 pM IPTG (to
induce ParB-GFP from pFH2973). Mecasure ODgoonm, it
should be close to 4.

Dilute them in 1 x PBS up to an ODggg, 0f 0.4.
c. Infection

Check the THP1 cells; they should form heaps (see Note 4 ).

Wash the differentiated macrophages with 1 x PBS. Eliminate
the medium by inverting the plate over a trash bin and then
above an absorbing paper.

Add 1 x PBS drop by drop on the wall of the well.

Mix gently by rotation.

Add 1 ml of growth medium.

Add 78 pl of the bacterial suspension.

Mix gently by rotation.

Centrifuge for 10 min at 900 rpm at room temperature.
Incubate for 10 min at 37 °C with 5% CO,_

Wash twice with 1x PBS.

After the second wash, remove the last drop of PBS with a
micropipette.

Add 1 ml of cell growth medium supplemented with 50 pg/ml
gentamycin in each well.

Incubate for 40 min or 24 h at 37 °C with 5% CO,_

3.3 Cell Fixation and a. Fixation of infected cells

Siide Preparation At the selected time point the cell should be fixed before

imaging.
Wash twice with 1 ml of 1 x PBS.

Add 1 ml of 1 x PBS and slowly add 1 ml of methanol (kept at
—20 °C) (1 Vol methanol/1 Vol PBS) (see Note 5).
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3.4 Imaging and
Image Processing

Immediately remove the PBS + methanol mix.

Add very slowly 1 ml of methanol.

Incubate for 5 min on ice.

Keeping the methanol add very slowly 1 ml of 1 x PBS.
Remove the PBS + methanol mix.

Add very slowly 1 ml of 1x PBS.

Keep in PBS at 4 °C till mounting.

b. Slide mounting

Load one drop (10 pl) of Dako on the microscope slide.
Remove the coverslip from the plate with a pair of pliers.
Damp the coverslip in fresh 1 x PBS.

Drain the PBS for the coverslip holding the coverslip with the
pliers.

Dry the coverslip by touching an absorbing paper with the edge
of the coverslip.

Transfer the coverslip onto the Dako drop, the side of the
coverslip with the cell /bacteria should face the slide.

Incubate overnight at room temperature in the dark.

Imaging is performed on a Zeiss Axio imager microscope equiped
with Yokogawa W1 spinning disk confocal head. Routinely, Z
stacks of 36 images with a step of 0.4 are recorded to observe the
complete macrophage volume. Laser excitations are performed at
488 nm for 600 ms at 80%, 561 nm for 200 ms at 20%, phase
contrast for 50 ms. Image acquisition is controlled by Metamorph
software.

Images are processed with Fiji for background subtraction, Z
projection, Z plane color coding, and 3D reconstructions (Fig. 1).
Object counting can be performed in 2D before or after Z projec-
tion with Fiji, Oufti, or Object]. Three-dimensional object count-
ing and measurements can be performed after deconvolution
(Huygens, Scientific Volume Imaging) with a 3D reconstruction
and analysis tool (Imaris, Bitplane).

4 Notes

1. LF82 transformant selection on kanamycin plates required a
kanamycin concentration of 75 pg/ml. This concentration may
need to be adjusted in order to avoid false positive and to allow
the kanamycin resistance from a single chromosomic copy of the
kanamycin resistance gene.
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Fig. 1 (a) Representative image of AIEC LF82 HU-mCherry FtsZ-GFP, HU-mCherry (red), FtsZ-GFP (green). The
image corresponds to the Z projection (sum of all planes) for the mCherry and GFP signals merged with the
best focus plane of macrophage image. (b) Z plane color coding of the FtsZ-GFP signal. (¢) 3D reconstruction
and rotation along the YZ axis of the FisZ-GFP signal. (d) Representative image of AIEC LF82 HU-mCherry
oriC::parS/ParB-GFP, HU-mCherry (red), oriC:.parS/ParB-GFP (green). The image corresponds to the Z
projection (sum of all planes) for the mCherry and GFP signals merged with the best focus plane of
macrophage image. (e) Z plane color coding of HU-mCherry signal. (f) Z plane color coding of oriC::parS/
ParB-GFP signal. (g) 3D reconstruction and rotation along the YZ axis of the oriC:.parS/ParB-GFP signal

2. One to three-week-old THP1 monocytes are differentiated
within macrophages.

(9]

. Do not introduce a micropipette in the growth medium bottle.
Transfer with a pipette a small volume of the medium in an
eppendorf tube. Pipette the 195 pl from the eppendorf tube.

4. If the macrophages do not form heaps, they are not adherent
and thus not differentiated.

5. Methanol and PBS are added very slowly to avoid detachment of
the cells.
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Matériels et méthodes

Solutions stocks : Toutes les solutions sont préparées en utilisant de I'eau milliQ. 10 % glycerol
dans de I’'H20 froid. / Lennox broth (LB). / 100 mg/ml ampicilline. / 50 mg/ml kanamycine. / 50
mg/ml spectinomycine. / 20 % arabinose. / PBS 1X. / 3,7 % PFA. / DMEM 10 % SVF, Glu. /
UltraPure Agarose invitrogen (16500-500) 0,8 % TAE 0,5 X. / Triton 1 X. / Milieu Minimum M9 1
X.

Construction des mutants par recombinaison homologue. Méthode de transformation par

exploitation du systéme de recombinaison homologue (Ared). a) Amplifier par PCR la cassette

Kanamycine entourée de sites FRT (Flippase Recognition Target) sur le plasmide pAD37 avec les

oligos flottants contenant une zone d’homologie de 10 pb avec le plasmide pAD37 suivi d’une

zone d’homologie de 50 pb encadrant le gene cible a muter.

Préparer 8 PCR de 50 pL (PCR Mix pour 50uL) Condition PCR

5uL 10X Extaq Buffer. PCR conditions :

5uL  dNTP mix (2mM each). Dénaturation intiniale : 98°C — 3min
luL  plasmide pAD37. 30 cycles: 98°C —10s.
2.5uL oligo UP “géne d’intérét”. 57°C—30s.
2.5uL oligo DO “geéne d’intérét”. 72°C—1min/kb
1ul  Extag Polymérase (polymérase high | Final extension : 72°C —10min
fidelity - takara). Hold : 12°C

Qsp 50uL H20.

Tableau 1 Mix PCR et conditions utilisées
Le fragment amplifié est purifié (Qiagen ID :28106) puis 'ADN est concentré sous vide
(speedVac) a 45 °C pour obtenir un volume final de 30 pL. L'ADN est dialysé contre de I'eau
milliQ 30 min sur une membrane filtre (Millipore 0.2 um).

b) Préparation des bactéries compétentes LF82 possédant le plasmide pKOBEGA (plasmide

thermosensible portant une cassette de résistance a I'ampicilline, et les génes red exo et gam du
phage A sous le controle d’un promoteur inductible a I'arabinose). Elles sont cultivées (over
night, ON) dans du LB -ampicilline (100 pg.mL™) a 30 °C 180 rpm. Diluer au 1/100 la culture ON
de I’AIEC LF82 contenant le plasmide pKOBEGA dans 50mL de LB (100ug/mL ampicilline, 0.15 %
arabinose). Incuber a 30 °C 180RPM jusqu’a DO 0,5. Incuber a 42 °C pendant 15 min. Incuber sur
glace pendant 10 min. Centrifuger 10 min a 6000 rpm a 4 °C. Enlever le surnageant et

resuspendre dans 50 mL de glycérol 10 % a 4 °C. Centrifuger encore 2 fois dans les mémes
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conditions en diminuant de moitié a chaque étape le volume utilisé pour resuspendre le culot.
Enfin resuspendre dans 500 pL de glycérol 10 %.

c) Electrotransformation des bactéries compétentes LF82 WT : Transformer 100 pL de bactéries

ainsi obtenues avec 10 pg de produit PCR purifié (Qiagen kit PCR purification) dans des cuvettes
d’éléctroporation, impulsion/choc électrique a 2500 V. Ajouter immédiatement 900 pL de LB.
Transférer dans un tube de 14 mL et incuber sous agitation a 37 °C 180 rpm pendant 1h. Etaler

sur boite LB kanamycine 75 pg/mL. Incuber pour la nuit a 37 °C.

Vérifications des mutants. Extraire I’ADN génomique des clones avec le PureLink Genomic DNA
mini kit (K182002 ThermoFisher). Vérifier les clones obtenus par PCR avec des amorces

flanquant le gene d’intérét, gel d’électrophoreése et séquencage des produits PCR (Eurofins).

Transformation. Diluer au 1/100 d’une culture sur la nuit dans 50 mL de LB 37°C 180 rpm jusqu’a
DO 0.5 a 600 nm. Passage de la culture sur glace pendant 10 min. Centrifugation 10 min a 6000
rpm. Resuspendre le culot dans 50 mL d’eau milliQ a 4 °C. Répéter I'opération 2 fois en divisant a
chaque fois le volume d’eau par 2. Au dernier lavage, resuspendre dans 300 pL d’eau milliQ.
Transformer par électroporation 100uL de suspension bactérienne avec 200 ng d’ADN dans des
cuvettes d’électroporation (impulsion électrique a 2500 V). Resuspendre immédiatement dans
900 pL de LB et incuber a 37 °C, 180 rpm pendant 1h. Etaler sur boite LB contenant I'antibiotique
adéquat. Incuber ON a 37 °C.

Plasmide Caractéristiques Utilisation

pKOBEGA Code pour la Délétion de génes par
recombinase du | recombinaison homologue
phage A, Amp®

thermosensible

pAD37 Kan® entouré Amplification de la cassette
par 2 sites FRT kanamycine pour recombinaison

homologue

pCP20 AmpR, exprime | Induire la recombinaison des sites
la flippase (FLP), | FRT pour enlever les genes de
thermosensible | résistance antibiotique présents

entre les deux sites

pPRPSM mCherry Spect géne de Expression constitutive de la
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mcherry, protéine fluorescente mCherry

promoteur (promoteur RPSM)
constitutif
pGBMkanGFP Kan®, géne de la | Amplification de la GFP accolée 2 la

GFP promoteur | cassette kanamycine — Expression
constitutif constitutive de la proteine

fluorescente GFP

Psm1690promoteurPAl | Kan" géne de la | Visualisation de I'expression de
Il GFP promoteur | l'ilot PAI Il
PAL I

Tableau 2 Plasmides utilisés

Conditions de culture pour I'infection. Les souches bactériennes utilisées ont été cultivées en
milieu LB sous agitation en incubateur sec ou liquide a 180 rpm a 37 °C. Les cellules eucaryotes

sont incubées a 37 °C dans un incubateur maintenu a 5 % de CO,.

Culture cellulaire et infections. Lignée cellulaire murine RAW 264.7 (Sigma). Les cellules sont
cultivées en flasques 75 cm? dans du milieu DMEM (Gibco™) supplémenté a 10 % en Sérum de
Veau Feetal (SVF) décomplémenté (inactivation du complément par chauffage a 55 °C pendant
30 min) et 2 mM Glutamine. Les cellules sont réensemencées tous les 3 jours par grattage
mécanique. Pour infection, les cellules sont ensemencées dans des plagues de 12 puits (surface
de croissance de 3.65 cm?) pour les études de la croissance en macrophages par CFU (Unité
Formant Colonie), et pour la microscopie dans des plagues de 24 puits (surface de croissance de
1.9 cm?) dans lesquelles on ajoute les lames de microscopie (12 mm de diamétre, sans
revétement). Pour les 2 types de plaques, le jour précédant l'infection, les cellules sont
ensemencées a 4,75.10° cellules par mL, soit 9,5.10° cellules par puits dans les plaques de 12
puits (2 mL) destinées aux CFU et 4,75.10° cellules par puits dans les plaques 24 puits (1 mL)
destinées a la microscopie. Le jour de I'infection, les puits sont lavés avec 2 mL de PBS. Ajout de
1 ou 2 mL de milieu DMEM supplémenté pré-chauffé a 37 °C. Pour les mesures de CFU l'infection
est réalisée avec 119 pL d’une culture de nuit de bactéries diluée dans du PBS 1X a DO 0,5.
L'infection est réalisée avec une multiplicité d’infection de 100 bactéries pour 1 macrophage
(MOI de 100). Pour les expériences d’'imagerie, 166 pL d’une dilution des cultures de nuit dans

du PBS 1Xa DO 0,2.

137



Les plaques sont centrifugées 10 min a 900RPM pour synchroniser le contact bactéries-
macrophages. Incubation 10 min a I'incubateur CO, a 37 °C. Lavage des plaques 2 fois au PBS 1X.

Ajout du milieu DMEM supplémenté a 20 ug/mL de Gentamicine.

Fixation des cellules. PFA 3.7 % (dilué dans du PBS 1X). Fixation 40min puis 3 ringcages avec du

PBS 1X. Milieu de montage fluorescence : Dako S3023. Lamelles de microscope : 76 x 26 mm.

CFU aprés 1h et 24h post infection — Lyse des macrophages et étalement des bactéries. 1h et
24h apreés infection, les plaques 12 puits (3.62 cm?/puit) sont sorties de I'incubateur. Lavage une
fois au PBS 1X, puis incubation pendant 5 min avec 500 plL de triton 1%. Lyse des macrophages
par aspiration refoulement dans les puits pendant 1 min et grattage des puits pendant 1 min.
Dilution de 100 pL de lysat en cascade de 10 & 10” dans du LB. Etalement de 100 pL de chaque

dilution sur boites LB Agar.

Marquage Lamp1l. Les macrophages fixés sur les lamelles de microscopie sont perméabilisés 1h
a I'aide d’une solution PBS 1X a 0,05 % saponine, 10 % de SVF a laquelle est ajouté I"anticorps
primaire anti Lamp1 diluée au 1: 200 (ABCAM anti-lamp1 ab25245). Les lamelles sont ensuite
lavées dans du PBS 0,1 % de saponine. L’anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa
Fluor® 647 (Thermofisher® A21235) est ajouté au 1: 1000 dans une solution PBS a 0,05 %

saponine, 10 % de SVF durant 1h dans I'obscurité puis rincé 5 fois dans du PBS 1X.

Marqguage Lectin. Les macrophages fixés sur les lamelles de microscopie sont perméabilisés 1h a
I'aide d’une solution PBS 1X a 0,05 % saponine, 10 % de SVF durant 1h. Les lamelles sont
ensuite lavées dans du PBS 0,1 % de saponine. 25ul de lectine WGA conjugé Alexa Fluor 488
(W11261 Thermofisher) dilué au 1: 2 dans une solution PBS a 0,05 % saponine, 10 % de SVF

sont ajouté durant 1h dans I'obscuritée puis rincés 5 fois dans du PBS 1X.

Marquage des curli : Les macrophages ont été infectés dans des plaques 12 puits avec une MOI
de 100 durant 24h puis lavés 1x avec 1 mL de PBS 1X et lysé avec 500 uL de Triton 1%. Le lysat
est retiré par centrifugé 1 min 6000 rpm et le culot cellulaire lavé 1x avec du PBS 1X et fixé 30
min avec 500 uL de PFA 3,7 %, puis lavé 2x avec du PBS 1X puis resuspendu dans 200 pL de PBS
1X et deposé sur une lame de polylysine. La lame est lavée par bain de PBS 1X avant ajout de I’Ac
anti csgA/B 1: 1000 (envoyé par Matthew R. Chapman, Université du Michigan), incubée 1h,
lavée 2x dans un bain de PBS 1X, puis ajout de I'anticorps secondaire Alexa 645 1h, rincage 2x

dans du PBS 1X et acquisition des images immédiatement apres.
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Microscopie. Toutes les images ont été acquises a I'aide de I'objectif x60 a immersion sur le
microscope inversé Zeiss Axio Imager spinning disk CSU W1 (Yokogawa). Objectif x60 a
immersion. Camera ORCA-Flash 4.0 digital CMOS. Acquisition des images sur Le logiciel
Metamorph Premier 7.6 software (Universal Imaging). Traitement des acquisitions sur le logiciel

Image(J).

Photo-ablation : Les images de photo-ablations ont été acquises a I'aide d'un objectif Plan-APO 60 x
/ 1,4 NA sur un microscope Ti Nikon enfermé dans une chambre thermostatique (Life Imaging
Service) équipée d'une caméra CMOS Flash4.0 V2 (Hamamatsu) couplée a un disque rotatif

Yokogawa CSU-X1. Acquisition des images sur le logiciel Metamorph (Universal Imaging).

Test Biofilm in vitro : Les précultures bactériennes sont cultivées sur la nuit, en milieu LB a 37 °C,
a 180 rpm. Elles sont diluées au 100°™ et 150 ul de ces dilutions sont déposés dans des plaques
96 puits pour culture cellulaire en polystyréne (Falcon). Aprés une incubation de 24h a 37 °C en
conditions statiques une mesure de DOgyonm €St prise au lecteur de microplaques (TECAN M200).
Les biofilms sont lavés deux fois dans 200 ul de PBS 1X puis fixés dans 200 plL de la solution de
Bouin (Sigma) pendant une heure a 60 °C. lls sont ensuite lavés 1x dans 200 pL de PBS puis
colorés au cristal violet (200 ul) pendant 20 min avant d’étre lavés 2x dans 20 Oul de PBS. Les
biofilms se forment sur les parois latérales des puits. La quantification des biofilms est effectuée
apres élution avec 150 plL d’éthanol 95 % pendant 30 min et mesure de la DOs79,m au TECAN. La
guantification de la formation des biofilms est réalisée en utilisant I'indice SBF (specific biofilm
formation) calculé comme suit : SBF = (AB-CW)/G oUu AB est la DOs7¢,m, traduisant la formation de

biofilm, CW est la DOs7.m controle (absence de biofilm) et G est la DOgyonm des cultures

normalisées par celle du milieu seul.

Construction des fusions T6SS GFP par A red. Méme protocole que pour les mutants.
L’amplification par PCR avec des amorces flottantes du gene de la GFP et de la cassette Kan est
réalisée avec le plasmide pGBMkanGFP comme matrice. Le fragment PCR est ensuite traité par

I’enzyme Dpnl pour éliminer les restes de plasmide matrice.

Construction de la fusion HU-mcherry dans la souche LF82 contenant le géne 769 fusionnée a

la GFP. a) Transformation de la souche 769 fusion GFP avec le plasmide pCP20 : plasmide

thermosensible portant une cassette de résistance a I'ampicilline (50 mg/mL) et exprimant la
flippase permettant d’éliminer la cassette Kan grace a une recombinaison des sites FRT.
Incubation aprés transformation a 30 °C pendant 1 heure a 180 rpm puis étalement sur boite

ampicilline 25 mg/mL, incuber a 30 °C une nuit. b) Recombinaison des sites FRT : strie de 8
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clones sur boite LB Agar Ampicilline 25 mg/mL a 30°C ON. Le lendemain strier ces clones sur
boite LB Agar, incuber a 42°C une nuit: cela induit I'expression de la flippase et la perte du
plasmide pCP20. Strier sur 3 boites LB Agar, LB Amp 25 mg/mL, LB Agar Kan 50 mg/mL a 37°C.

Sélection des clones ayant poussés uniquement sur LB Agar.

Tn-seq (transposon inactivation sequencing) : Création d’une banque de 2 millions de mutants
LF82 par éléctroporation du plasmide mariner. Trois infections successives de 24h des
macrophages RAW 264.7 (Sigma) ont été effectuées avec cette banque. Les cellules sont lysées 5
min avec du triton 1% puis resuspendu dans 100 mL de LB, puis incubées 12h a 37 °C 180 rpm
entre chaques infections. En paralléle 3 cultures in vitro sans passage dans les macrophages ont
été faite. Les ADN génomique ont été extraits avec le kit PureLink Genomic DNA mini kit
(K182002 ThermoFisher). Préparation des échantillons pour le séquengage avec le protocole de

Yoshiharu Yamaichi «Transposon insertion site sequencing for synthetic lethal screening ».

Acquisition STED : Le microscope utilisé est composé d'un STED Expert Line d'Abberior
Instruments GmbH couplé a un statif SliceScope de Scientifica, et controlé par le logiciel
Imspector. L'objectif est un Olympus 100x / 1.4 UPLANSAPO. Les méme parameétres d'acquisition
ont été utilisés entre chaque images: champ de 30 x 30 um; pixel size 40 nm/Volume en Z de
S5um avec un pas de 200 nm/Dwell time par pixel de 15us. Les plans qui ont été fait ont été
acquis en deux séquences : la premiére dans une configuration confocale pour la fluorescence
verte et rouge (excitation avec les lasers 485 nm et 561 nm), la seconde dans une configuration
STED pour la fluorescence rouge lointain (excitation avec le laser 640, déplétion par le laser 775
nm). La détection a été faite par 3 photodiodes a avalanches, disposant des cubes de filtres
permettant de sélectionner la fluorescence verte (500-550 nm), rouge (605-625 nm) et rouge

lointain (650-720 nm).

Cryomicroscopie : Les échantillons ont été fixés chimiquement avec 1,5 % de glutaraldéhyde
et 1 % de PFA dans du PBS, lavés 2 fois avec du PBS et finalement cryoprotégés avec 10 % de
saccharose ou 10 % de dextran dans du PBS. Pour les deux conditions, plusieurs porte-
échantillons (cupules en cuivre plagué or avec une empreinte en forme de dome de 1,4 mm
de diametre central) ont été doucement remplis avec I'échantillon correspondant. Les
cupules ont ensuite été rapidement congelées (vitesse de refroidissement > 20 000 K/s) dans
de l'azote liquide par congélation haute pression (2100 bar) avec un appareil Leica HPM100

(microsystemes Leica). Avec la station de cryopréparation Leica VCT100 et le Shuttle, les
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échantillons ont été maintenus congelés pendant les transferts. Avec |'appareil Leica ACE600
(vide poussé autour de 10-6 mbar), les échantillons ont été fracturés par congélation a -
150°C, gravés par lyophilisation pendant 10 min a -90°C, puis revétus par pulvérisation
cathodique avec 3 nm de platine (a 5,10-2 mbar et 35 mA dans du plasma Argon). Enfin, des

observations ont été effectuées avec un SEM Gemini 500 (Zeiss)

Microscopie electronique biofilm in vitro : Les échantillons ont été cultivés sur des puits
Ibidi et fixés in situ avec la solution de Bouin pendant 30 min puis lavée 2 fois avec du PBS.
Les échantillons ont été fixés a nouveau avec 2 % de glutaraldéhyde dans un tampon de
cacodylate de sodium 0,10 M (pH 7,4) pendant 20 minutes a température ambiante, suivi
d'une attente de nuit a 4 °C. Les échantillons ont ensuite été lavés 5 fois pendant 5 minutes
avec un tampon de cacodylate de sodium 0,10 M (pH 7,4). Les échantillons ont été postfixés
sur glace avec du tétroxyde d'osmium a 1% pendant 1h dans un tampon de cacodylate de
sodium 0,10 M (pH 7,4) puis lavés 3 fois pendant 10 min a I'eau ultrapure. Par la suite, les
échantillons ont été déshydratés dans une série d'éthanol (25%, 50%, 70%, 90% avec de
I'eau ultrapure, et 2 fois avec de I'éthanol a 100 %, 10 min pour chaque étape). Les fonds des
puits lbidi ont été soigneusement enlevés a |'aide d'une pince a épiler et séchés selon la
méthode HMDS (2 fois pendant 10 min avec 100 % HMDS puis 30 min dans une chambre a
vide). Les échantillons ont été recouverts de platine 5 nm par pulvérisation cathodique avec
un appareil ACE600 (microsystémes Leica) a 5,10-2 mbar et 35 mA dans un plasma Argon.
Enfin, des observations ont été faites avec un SEM Gemini 500 (Zeiss) a émission de champ
fonctionnant dans le vide poussé (1,10-6 mbar dans la chambre d'observation), a 3 kV, avec
un mode courant élevé et un diameétre d'ouverture de 20 um (courant du faisceau : 43,2 pA),

et une distance de travail de 4 mm.
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Partie 7 : Article 1

The Crohn’s disease-associated Escherichia coli strain LF82 relies on SOS and stringent 2

responses to survive, multiply and tolerate antibiotics within macrophages.

Introduction Article 1

Les patients atteints de la maladie de Crohn présentent une colonisation anormale de
I'intestin par des protéobactéries, parmi lesquelles la famille des E. coli envahissants
adhérents (AIEC) a été caractérisée. Les AIEC se trouvent dans les lésions intestinales chez
les patients atteints de maladie inflammatoire de I'intestin tel que la maladie de Crohn. Les
AIEC prédominent dans le mucus, adherent aux cellules épithéliales, les colonisent et
survivent dans les macrophages. La souche AIEC LF82 réside dans des phagolysosomes
matures qui créent un environnement stressant (pH acide, stress oxydatif, manque de
nutriments, etc.). Cet environnement limite considérablement la croissance d’autres souches
d’E. coli.

Dans cette partie nous avons caractérisé la croissance de la souche LF82 lors de I'infection
des macrophages THP1 dérivés de monocytes humain. Nous avons mis en évidence que
durant l'infection, LF82 réalise jusqu’a 6 générations en 24h. LF82 répond tout au long de
I'infection aux stress présents dans la vacuole. La colonisation du macrophage dépend de la
capacité des bactéries a répondre a ces stress; Nous avons montré que |'adaptation de IF82
passe par la mise en place d’une longue phase de latence d’environ 10h aprés I'entrée dans
les macrophages induite par la carence en nutriment et une phase de replication tardive qui
nécéssite la réponse SOS pour réparer les dommages. Ces réponses entrainent une grande
hétérogénéité dans la population impliquant notamment 'apparition de LF82 tolérants les
antibiotiques appelés persistants. La persistance est un phénotype observé chez de
nombreuses bactéries pouvant étre la cause des infections chroniques. Ce travail a été
principalement réalisé en collaboration avec Gaélle Demarre qui était Post Doc au
laboratoire. Mon travail a consisté a mettre en place et a analyser I'adaptation de LF82 avec
des rapporteurs fluorescents (Fluorescent dilution, FtsZ-GFP, Biosenseurs, immuno-
marquage). J'ai également contribué a I’'analyse des phénotypes des mutants générés lors de
cette étude. Gaélle Demarre, elle s’est particulierement intéressée a la caractérisation du
phénoméne de persistance. Nous avons collaboré avec Hanna Schenk et Silvia De Monte

pour développer un modele quantitatif de I'infection par LF82.
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Abstract

Adherent Invasive Escherichia coli (AIEC) strains recovered from Crohn’s disease lesions
survive and multiply within macrophages. A reference strain for this pathovar, AIEC LF82,
forms microcolonies within phagolysosomes, an environment that prevents commensal E.
colimultiplication. Little is known about the LF82 intracellular growth status, and signals
leading to macrophage intra-vacuolar multiplication. We used single-cell analysis, genetic
dissection and mathematical models to monitor the growth status and cell cycle regulation
of intracellular LF82. We found that within macrophages, bacteria may replicate or undergo
non-growing phenotypic switches. This switch results from stringent response firing immedi-
ately after uptake by macrophages or at later stages, following genotoxic damage and SOS
induction during intracellular replication. Importantly, non-growers resist treatment with vari-
ous antibiotics. Thus, intracellular challenges induce AIEC LF82 phenotypic heterogeneity
and non-growing bacteria that could provide a reservoir for antibiotic-tolerant bacteria
responsible for relapsing infections.

Author summary

Intestinal microbiome dysbiosis has been consistently described in patients with Crohn’-
disease. The adherent-invasive E coli (AIEC) pathotype in particular, has been implicated
in the pathogenesis. AIEC colonize intestinal epithelial cells and survive and replicate
within macrophages. Here we demonstrated that growth of AIEC LF82 inside the toxic
mature phagolysosome of macrophages requires sequential adaptations and phenotype
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switches. First, the stringent response halts the replicative cell cycle of AIEC LF82 for few
hours. During this period a large number of AIEC LF82 acquire the ability to tolerate anti-
biotic treatments. Later when, AIEC multiplication restarts it requires DNA repair sug-
gesting that AIEC have accumulated lesions during the first hours post infection. We
observed that non growing bacteria appear frequently from the population of growing
AIEC LF82 in this second phase. This raises the proportion of antibiotic tolerant AIEC
LF82 up to 10% of the population. Thus, intracellular challenges induce AIEC LF82 phe-
notypic heterogeneity and non-growing bacteria that could provide a reservoir for antibi-
otic-tolerant bacteria responsible for relapsing infections.

Introduction

Adherent Invasive Escherichia coli (AIEC) strains recovered from Crohn’s disease (CD) lesions
are able to adhere to and invade cultured intestinal epithelial cells and to survive and multiply
within macrophages [1,2]. Attention around the potential role of AIEC in the pathophysiology
of CD is growing [3]; however much remains to be learned about the host-pathogen interac-
tions that govern AIEC infection biology. The diversity of virulence factors displayed by multi-
ple AIEC strains suggests that members of this pathovar have evolved different strategies to
colonize their hosts [4]. AIEC ability to persist, and in some cases replicate within macro-
phages is particularly intriguing. Previous work performed with murine macrophage cell lines
has revealed that the prototype AIEC strain LF82, multiplies in a vacuole presenting the char-
acteristics of a mature phagolysosome [5,6]. In such an environment, AIEC should encounter
acidic, oxidative, genotoxic and proteic stresses. Screening of genes involved in LF82 fitness
within macrophage has revealed that HtrA, DsbA, or Fis proteins are required for optimum
fitness, [7-9]. These observations confirmed that LF82 encounter stresses in the phagolyso-
somes. The impact of these stresses on the survival and growth of LF82 inside phagolysomes
has not yet been investigated.

Studies on the bacterial cell cycle of few model organisms under well-controlled laboratory
conditions have revealed that to achieve accurate transmission of the genetic information and
optimal growth of the population, molecular processes must be coordinated [10,11]. When
growth conditions deteriorate, the cell cycle can be modified slightly, as in the case of cell fila-
mentation when genotoxic stress induces the SOS response, or more drastically when sporula-
tion is induced by nutrient deprivation [12]. Such cell cycle alterations affect the entire
population. However, under unperturbed conditions, a subset of the population also appears
to present a significantly reduced growth rate that allows tolerance to antibiotic treatments.
This small portion of the population, typically 1/10000 bacteria, is known as persisters [13-15].
Persisters have been detected for a number of bacteria. They can be found spontaneously in
normally growing or stationary phase populations, or they are induced by exogeneous stresses
or mutations. Significant increase of the proportion of S. typhimurium persisters has been
observed when these bacteria invade macrophages [16]. Using a fluorescent reporter, it has
been demonstrated that these persisters were not multiplying prior to antibiotic addition.
Recently, the same tool also revealed the presence of non-growing mycobacteria inside macro-
phages [17]. Several mediators of persistence have been identified, with toxin-antitoxin mod-
ules emerging as key players and the reduction of metabolic activities as the main driver of
persistence [18-23]. Persisters are increasingly viewed as a major cause of the recurrence of
chronic infectious disease and could be an important factor in the emergence of antibiotic
resistance [24]. Tolerance and persistence are similar phenomena of increased survival in the
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presence of an antibiotic without an increase in the Minimal Inhibitory Concentration (MIC).
However, persistence only affects a subpopulation of cells, whereas tolerance is the general
ability of a population to survive longer treatments [25]. Tolerant populations survive the
period of antibiotic treatment better, with, typically, a weak dependence on the antibiotic con-
centration. Physiological states favoring tolerance, such as dormancy, reduced metabolism and
ATP levels, have also been identified in persistence. Tolerant cells have some aspect of active
metabolism, and their frequency in the population changes when bacterial environmental
sensing is altered [26-28]. Persistence is often viewed as the result of a phenotypic switch
ensuring long-term adaptation to variable environments, however the origin of persistence
and tolerance during infection remain unclear, and their distinction in the context of a host-
pathogen interactions is difficult [29].

In the present work, we analyzed growth characteristics of the prototype AIEC strain LF82
in THP1 monocyte-derived macrophages. We observed that stresses within macrophages
induce a profound bacterial response that leads to the formation of non-growing and antibi-
otic-tolerant LF82 bacteria at a high rate through the successive induction of stringent and
SOS responses. A portion of non-growing LF82 produced within macrophages is tolerant to
antibiotics and presents a survival advantage. Our work revealed that internalization within
phagolysosomes curbs bacterial multiplication, and frequent escape from the replicative cycle
toward non-growing state(s) is a way to improve long-term survival in the host.

Results

Inside macrophages, LF82 population size increases despite extensive death

We used THP1 (ATCC TIB-202) monocyte-derived into macrophages to monitor the popula-
tion size of LF82 bacteria over a 24 h period post infection (P.I.) (Fig 1A). Colony-forming
units (CFU) measurements revealed that after a long lag the LF82 population increased for 10-
14 hours. Considering an exponential growth, the generation time would be t=0.15h™", 0.21
doubling / h. The population reached a maximum at 18-20 h of approximately 5-fold the value
at 1 h; the number of LF82 then slightly decreased (reaching 2.5 -fold) at 24 h. In this environ-
ment LF82 might simultaneously encounter acidic pH [30], oxidative [31] and genotoxic
stresses, toxic molecules such as antimicrobial peptides and a lack of important nutrients [32].
Surprisingly, the tolerance level of LF82 to any individual stress did not differ from a
K12-C600 E. coli in in vitro conditions (S1 Fig). Using direct ex vivo Live and Dead labeling, it
has been previously proposed that 80% of LF82 present at 24h within macrophages were alive
[6]. We observed that this method slightly underestimates dead bacteria inside macrophages
because of a weak propidium iodide (PI) labeling (S2A Fig). Live and dead assay performed
immediately after macrophage lysis revealed a nearly constant proportion of dead LF82 in the
population (20-30%) at 1 h, 12 h, 18h and 24 h post-infection (Fig 1A). THP1 Macrophages
eliminate heat killed bacteria with a moderate decay rate of 0.6 h™ (S2B Fig). This rate might
be slightly underestimated because heat-killed LF82 differ from bacteria killed within phagoly-
sosomes. We can therefore deduce that dead LF82 observed at 12 h, 18 h or 24 h did not corre-
spond to the accumulation over infection period but rather to the bacteria killed in the last
hours before observations. This finding led to consider that LF82 must be under stress attack
by macrophages at all times during infection, this permanent stress might explain the impor-
tant CFU variability that we observed in different infections (Fig 1A and S2C Fig).

LF82 is under attack by macrophages

Using RT-qPCR, we measured the expression of genes induced by the acid (asr and ydeO), oxi-
dative (soxS and ykgB), and SOS (sulA) responses, and the responses to membrane alteration
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Fig 1. Intracellular LF82 multiplication requires stress responses. A) Measure of viable and dead AIEC LF82 for 24 h post-infection of
THP1 differentiated macrophages. Blue circles represent median CFU (blue) + Standard deviation (SD) (dotted lines). Individual CFU
measurements used to compute the curve are presented on S2A Fig. According to the time point considered between 3 and 12 independent
infections were performed. Measure of the propidium iodide (PI) positive dead bacteria (black circles) are plotted on the secondary axis B)
Analysis by qRT-PCR of the induction of LF82 stress responses at 1 h, 6 h and 24 h P.I. of THP1 macrophages compared to exponential 3
hours of growth (mid exponential) in liquid medium. Values represent the average of four experiments (3 technical replicates each). The
uncertainty of the data was analyzed by measuring the number of standard deviations (o,.,,) separating the average induction of each reporter
gene (W,.,,) with the average induction of the dxr control gene (Wuy): * Meep > Maxr +/- 3 X Oreps " "Hrep = Haxe + 10 X O3 ™" Mg > e +50 X
Oreps """ Heep > Mawr + 100X G, C) Proportion of viable bacteria at 24 h P.I. of THP1 macrophages in comparison to 1 h. LF82, K12-C600
(orange), LF82 deletion mutants (green) and LF82 deletion mutants complemented by a plasmid expression the deleted gene (blue) were
infected at a MOI of 30 which corresponds to 0-5 visible bacteria per macrophage at time point 1h (Fig 2A). Values represent the average of 3
to 7 experiments + SD. Horizontal lines indicate viability decrease by 2, 5 and 10 fold compared to WT LF82. Data were analyzed using a
Student’s t test: * P <0.05,"" P <0.01, *** P <0.001,"*** P <0.0001 (black stars correspond to mutant vs WT, blue stars correspond to mutant
vs its complementation).

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008123.9001

(pspB), the lack of Mg2+ (mgrB), the lack of phosphate (phoB) and the gltT tRNA gene that is
repressed by the stringent response (Fig 1B). Every response pathway was significantly induced
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inside the macrophage. The induction of acid and oxidative responses, the response to mem-
brane alterations and to the lack of Mg2+ was already high at 1 h P.I,, while the SOS response,
was only manifest at 6 hand 24 h P.I.. The expression of the g/tT tRNA was repressed at 1 h P.
L. indicating that stringent response is on early in the infection and dissipates at later time
points.

Environmental stresses influence LF82 survival

To test the impact of stress responses on the ability of LF82 to colonize macrophage, we con-
structed deletion mutants of several key regulators of E. coli stress pathways and analyzed their
survival. Deletion of the acid stress regulators evgA-evgS, phoP and ydeO significantly impacted
the ability of LF82 to survive and multiply within macrophages to a level comparable to or
even below that of a K12-C600 E. coli (Fig 1C). Similar observations were obtained with the
rpoS (general stress response), recA (SOS response), soxS (oxidative stress) and pspA and htrA
(envelope damages) deletion mutants. The ppGppO0 strain, relA spoT deletions, impaired in the
stringent response reporting a lack of nutrients, is the most impacted strain; less than 5% of
the initial population survived a 24 h period within macrophages. Survival of the ydeO, relA
spoT, dksA and recA deletion strains was respectively rescued by the expression ydeO, spoT,
dksA and recA from a plasmid suggesting that these genes are directly involved in survival.
Interestingly, even if the viability of the recA mutant was only reduced by two fold compared
to the WT strain, we observed that the majority of colonies formed on LB plates 18h after mac-
rophage lysis were 2—4 times smaller than those formed by the WT strain and the recA mutant
itself without stress. It suggests that RecA and maybe DNA repair are important for the recov-
ery of a normal growth rate following macrophage attacks. These observations confirmed that
LF82 encounter severe stresses in the macrophage environment and that its ability to repair
stress mediated injuries will determine survival.

SOS and stringent responses severely impacted LF82 survival

Because of their known potential to influence growth and cell cycle parameters we explored
the stringent and SOS responses in more details. RecA is the main inducer of the SOS
response, which activates nearly 100 genes involved in DNA repair and many others with
unrelated or unknown functions, but it is also a crucial to correct DNA lesions by homologous
recombination and translesion synthesis [33]. In addition to recA deletion, we constructed
deletions of sulA (division inhibitor) and a mutation in lexA (lexAind-), which blocks SOS
induction in MG1655 E. coli and reduces viability in the presence of mitomycin C for LF82
and MG1655 (S3A Fig). We observed that the deletion of each SOS gene significantly
decreased the survival of LF82 within macrophages (Fig 1C). Inside the macrophage, survival
of the ppGpp0 strain was dramatically impacted. However, this mutant also presented a strong
growth defect in liquid culture that complicates interpretation of the macrophage results. To
study the impact of the stringent response on LF82 survival and induced antibiotic tolerance,
we constructed deletion mutants that might have partial stringent response phenotypes; dele-
tion of dksA, encoding a protein linking the stringent response to transcription [34]; and dele-
tion of the polyphosphate kinase and exopolyphosphatase ppk and ppx [35]. As expected, the
dksA and ppk-ppx deletions had a much less dramatic effect on LF82 growth and survival
within macrophages than the relA-spoT mutant; nevertheless, the dksA mutation significantly
impacted the number of live bacteria recovered at 24 h P.I. (Fig 1C). We investigated the ability
of LF82 to survive within macrophages when both stringent and SOS responses were altered.
We chose to combine dksA deletion with recA deletion or lexAind- mutation. These strains
presented a survival defect comparable to that of the single dksA mutant (Fig 1C). These
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observations demonstrate that surviving LF82 simultaneously or successively require SOS and
stringent responses.

Inside phagolysosomes individual LF82 were not homogenously
responding to stresses

Imaging revealed great heterogeneity in the number of LF82 bacteria within individual macro-
phages. At 18 h or 24 h P.I., many macrophages presented fewer than 5 bacteria, which was
comparable to the amount observed at 1 h P.I. (Fig 2A); however, a number of macrophages
also presented foci containing up to 50 bacteria (Fig 2B). These observations led us to consider
that LF82 were not homogeneously stressed by macrophages. We used GFP fusion with
selected stress response promoters to monitor variability of these responses among bacteria
and among macrophages (Fig 2B). For acidic, oxidative, SOS and the lack of Mg2+ responses
we observed GFP positive and GFP negative bacteria at 24 h P.L.. As illustrated on Fig 2D, we
observed phenotypical heterogeneity even in a single Lamp 1 positive vacuolar environment.
We measured the GFP fluorescence as a proxy of stress response induction inside macro-
phages for the Pasr and PkatG promoters (Fig 2E and 2F). For both reporters we observed that
GFP fluorescence distributed along a 200 fold range at 24 h P.I.. The heterogeneity in GFP
fluorescence for intracellular bacteria was far larger than that observed for cultures in acidic
LB (16 fold) or LB with H,O, (4 fold)(Fig 2G and 2H). At 24 h P.I,, we found that approxi-
mately 30% of the bacteria had poorly responded to oxidative or acid responses (Fig 2E and
2F). Owing the high stability of the GFP protein that we used in this assay, it is unlikely that
this heterogeneity resulted from short pulses of induction separated by long repression peri-
ods. The bacteria showing the weaker stress response might actually be dead. To test for this
we monitored the ability of LE82 Pasr-GFP and LF82 PkatG-GFP bacteria to form colonies on
LB agarose pad after macrophage lysis (54 Fig). Although we frequently observed that bacteria
with the weakest GFP signal were not able to form colonies, we also observed GFP positive
bacteria that failed to divide and bacteria with a weak GFP that restarted growth rapidly. We
observed respectively for Pasr-GFP and PkatG-GFP 30 +/- 15% and 26+/- 17% of bacteria that
are not able to divide within 2.5 h of recovery time. This number is in good agreement with
the live and dead assay (Fig 1A). Interestingly this experiment revealed that the lag time before
the first division varies from 20 min to 140 min suggesting that LF82 has to repair lesions
before returning to growth. We therefore questioned whether heterogeneity in stress response
might reflect the coexistence of bacteria in different physiological states and perhaps cell
growth or cell cycle regulations.

Macrophages induce the formation of non-growing LF82

We analyzed heterogeneity in LF82 cell cycle within macrophages by using two complemen-
tary fluorescence assays. First, Fluorescent Dilution (FD) highlights bacteria that have not
divided since the time of infection (Fig 3A and S5A-S5C Fig). FD consists in a plasmid
expressing mCherry under a constitutive promoter and GFP under an arabinose inducible
promoter. When induction is stopped at the moment on infection the production is stopped
and replicating bacteria will dilute GFP at each division; in non-growing bacteria the stable
GFP fluorescence is kept for several days. FD provides a likelihood of the cells going through a
certain number of divisions. The maximum dilution detectable by the assay in our conditions
is 8 generations in LB (S5A and S5B Fig). With this calibration we estimated that a subset of
the LF82 population underwent around 5-6 divisions at 24 h P.I.. In good agreement with the
CFU, measurement of FD showed that only 20% of the population has performed more than 1
division at 6 h P.I. From these observations, we can estimate that the highest generation rate of
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Fig 2. Intracellular LF82 show heterogeneous stress responses. A) Imaging of THP1 macrophages infection by LE82-GFP ata MOI of 30.
Representative images at 1 h P.L. Scale bar is 5 um. B) Imaging of LF82-GFP at 24 h P.I.. C) Imaging of LF82-mCherry stress responses at the
single cell level with biosensors. Imaging was performed at 24 h P.I.. LF82-mCherry was transformed with plasmids containing either the katG
promoter fused to GFP (Pkat G-GFP), the mgtC promoter (PmgtC-GFP), the asr promoter (Pasr-GFP) or the sulA promoter (PsulA-GFP). D)
Imaging of LF82-mCherry PasrGFP and Lamp1 phagolysosome marker. E) Measure of the fluorescence intensity of individual LF82-mCherry
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containing the katG promoter fused to GFP at 1 h and 24 h P.I. Fluorescence was measured on images acquired on fixed bacteria immediately
after macrophage lysis (N = 2000) with a spinning disk microscope F) Measure of the fluorescence intensity of individual LF82-mCherry
containing the asr promoter fused to GFPat 1 hand 24 h P.I. (N = 2000). G) LF82 PsulA-GFP, LF82 PkatGGFP, LF82 Pasr-GFP in LB and 1h
after addition of MMC (5uM), H202 (5uM) or switched to pH4.7 1h before imaging. Distribution of the fluorescence of LF82 Pasr-GFP after
24h post infection in macrophage (from panel B) and after 1 hours of growth in LB buffered at pH4.7. Fluorescence values were expressed as
their log2ratio with the average value of the maximum decile (maximum expression). Distributions were compared with a Two-sample
Kolmogorov-Smirnov (KS) test.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008123.9002

LF82 within macrophages is ~ 0.5 doubling /h between 6 and 20 h P.L. Interestingly, FD also
revealed that approximately 4% of the population did not divide or divided fewer than 2 times
intracellularly in 24 h (Fig 3A and S5B Fig). By contrast among the small amount of K12-C600
bacteria that survived for 24 h in the macrophage, 60% of K12-C600 bacteria underwent fewer
than 2 divisions and less than 10% underwent 5 divisions (S5D Fig). Second, we used TIMER
to refine these observations. TIMER is based on the maturation of a mutant version of dsRED,

B

09 4

0,3 4

Proportion of bacteria with visible FtsZ ring
o o
E )
—

Pl Pl

Fig 3. Non-growers LF82 are produced during intracellular growth. A) Representative image of LF82 containing the fluorescent dilution
plasmid (pFC6Gi) at 1 hand 24 h post-infection. The frequency of replicative and non-growing LF82 (undiluted GFP) is indicated

(N = 300). B) Representative image of LF82 containing the TIMER plasmid (pSC101-TIMER) at 18 h post-infection. The red arrows points
toward the reddest LF82. The frequency of replicative and non-growing LF82 is indicated (N = 300). C) Representative images of
LF82-mCherry FtsZ-GFP at 1 h and 24 h post-infection. Infections presented in panels A to C were performed with a stationary phase
culture of LE82 (O.D. 2). Scale bars are 5 um. D) Measure of the frequency of LF82 presenting a FtsZ ring in populations growing in LB or
within macrophages (N = 300).

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008123.g003
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the slow growing bacteria accumulate red fluorescence, and therefore it provides an instanta-
neous evaluation of the generation time during the infection kinetics (Fig 3B and Sé6 Fig).
TIMER indicated that at 18 h P.L, 10% of the LF82 population was not actively dividing (S6
Fig), supporting the existence of a non-growing or slow-growing subpopulation. Since they
require dilution of fluorescent proteins both TIMER and FD are not informative about the
first hours of the infection. Therefore, we used a GFP fusion with the septal ring protein FtsZ
to monitor division in the individual bacterium (Fig 3C). In LB, exponentially growing LF82
frequently presented the FtsZ ring (70% of the population), but stationary phase LF82 rarely
presented the FtsZ ring (<2% of the population, Fig 3D). Following infection of macrophages
with stationary phase culture of LF82 ftsZ-gfp, we observed that 5% (+/-2) and 40% (+/- 12) of
the population, respectively, presented an FtsZ ring at 1 h and 24 h P.I. (Fig 3C and 3D). Fol-
lowing infection with exponentially growing LF82 we observed a sudden reduction in the
number of LF82 presenting an FtsZ ring at 1 h, this number is maintained at a low level 4h P.I.
(Fig 3D). The three reporters (FD, TIMER and FtsZ) provided complementary indications: i)
within macrophages, LF82 strongly slow down their cell cycle for several hours; ii) starting at 6
h P.I. LF82 multiply; in this phase the generation time may vary among bacteria but can be as
short as 2h; iii) a part of the population, completely halted their cell cycle and become non-
grower. The difference between the number of non-growing LF82 revealed by TIMER and FD
shows that non-growing LF82 are formed late in the infection kinetics and not only upon

phagocytosis.

Macrophages induce the formation of antibiotic-tolerant LF82

Non-growing Salmonella phenotypes have been observed inside macrophages and during
mouse infection [16,36]. Being tolerant to subsequent antibiotic challenge they were recog-
nized as persisters. We inquired whether also for AIEC LF82 the non-growing component of
the population had enhanced antibiotic tolerance. In exponentially growing liquid cultures,
approximately 0.01% LF82 tolerated a 3 h ciprofloxacin challenge, and can therefore be consid-
ered persisters (Fig 4A). Following a brief passage through the macrophage, the frequency of
LF82 bacteria tolerant to ciprofloxacin increased to 0.5% (nearly 50 fold compared to exponen-
tially growing LF82). Interestingly the number of tolerant LF82 reached 5% (500 fold com-
pared exponentially growing LF82) after 24 h in the macrophage (Fig 4A). This near to 10-fold
increase in the number of tolerant bacteria after a 24 h intracellular infection compared to a 1
h infection indicates that, like non-growers, tolerant phenotypes are not exclusively formed
upon infection, but also as bacteria multiply inside the macrophage. In this respect, the behav-
ior of LF82 differs significantly from S. typhimurium, which forms a large number of persisters
upon macrophage entry, but this population remains stable during the infection [16]. To test if
non-growing LF82 revealed by the FD assay indeed corresponded to the antibiotic-tolerant
population, we used the macrophage-permeable antibiotic ofloxacin [37]. We added ofloxacin
(10x MIC) for 4 h after 20 h of intracellular growth, and we observed significant increases in
the proportion of green LF82 (non-growing) inside macrophages (Fig 4B). These observations
suggest that the sub-population of non-growing bacteria largely overlaps with that of persist-
ers, where protection from intracellular stresses may also confer enhanced tolerance to
antibiotics.

Tolerance to antibiotics is enhanced for LF82 compared with K12-C600 E.
coli

We compared the tolerance to ciprofloxacin for LF82 and a non-pathogenic K12-C600 labora-
tory strain following macrophages passages. After a brief passage in macrophages, the
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Fig 4. Persisters LF82 are produced during intracellular growth. A) Measure of the proportion of LF82 that were tolerant to ciprofloxacin
(10x MIC) at 1 h or 3 h. LF82 were cultivated up to OD 0.3 in LB medium (in vitro) or harvested after 1 h or 24 h post infection within
macrophages. The challenges exerted on bacteria having spent 1h or 24h through macrophages started immediately after macrophage lysis
(see experimental procedures). Data were analyzed using a Student’s £ test to determine differences with the proportion of ciprofloxacin-
tolerant LF82 after a 24 h passage compared to a 1 h passage, **P < 0.01. B) Proportion of non-growing LF82 (labeled using the Fluorescent
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Dilution assay) observed within macrophages (24 h P.L) following a 6 h ofloxacin (10pg/ml) treatment. C) Ratio of ciprofloxacin-tolerant
versus viable LF82 and K12-C600 bacteria after macrophage infection. Values are averages of 5 experiments. Data were analyzed using a
Student’s t test to determine differences with the proportion of ciprofloxacin-tolerant LF82 at 1 h post-infection, *P < 0.05and ** P<0.001.
D) Measure of the proportion of LF82 that were tolerant to ciprofloxacin at 1 h or 3 h with increasing times after macrophage lysis before
ciprofloxacin addition. The data presented on this graph are representative of two independent experiments E) Imaging of the regrowth
properties of individual LE82-TIMER bacteria after macrophages lysis. Infections were performed for 20 h and then macrophages were lysed,
LF82 spread on to LB agarose pads and immediately imaged at 37°C. TIMER red fluorescence was progressively lost as microcolonies formed.
The lysis procedure requires 20 minutes before the first field can be observed (t20 min). F) Measure of the ability of LF82 to form
microcolonies as a function of red TIMER fluorescence at t20 min of the experiment are presented in E; areas of microcolonies are expressed
in pixels’.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008123.9004

proportion of LF82 that were tolerant to ciprofloxacin was significantly higher for LF82 than
K12-C600 (Fig 4C). Even if the absolute number of ciprofloxacin-tolerant K12-C600 was
largely reduced compared with LF82, their proportions among bacteria that survived 24 h
inside macrophages were comparable (Fig 4C). These findings demonstrate that the number
of antibiotic-tolerant bacteria formed in response to macrophage attack is reinforced for LF82
compared with the laboratory strain.

Tolerance to antibiotics is a transient state

We next evaluated whether the antibiotic tolerance was a stable or transient phenotype. We
used the macrophage lysis procedure to recover LF82 with induced persistence for 1 h in the
macrophage; then, we either challenged them immediately with ciprofloxacin or allowed them
to recover in LB for 1 h or 2 h before antibiotic challenge. When bacteria were cultured for 1 h
in LB, the frequency of tolerant bacteria was decreased in comparison to bacteria that were
immediately treated with the antibiotic; however, this number was still higher than that of bac-
teria that had not infected macrophages. Two hours in LB was sufficient to cause a comparable
frequency of ciprofloxacin-tolerant LF82 to that of bacteria that had not encountered macro-
phages (Fig 4D). These observations show that when the environment is no longer stressful,
antibiotic-tolerant, non-growing LE82 rapidly switch back to a replicative mode.

Characterization of non-growing LF82

To evaluate the proportion of antibiotic persisters in the non-growing population observed
with the fluorescence assays, we infected macrophages with TIMER-tagged LF82, lysed the
macrophages and allowed bacterial growth on a LB-agarose pad under the microscope at
37°C. Seventy percent of the LF82 bacteria recovered quickly from the challenge and formed
microcolonies, but approximately 30% of them never divided (Fig 4E). Some of these non-cul-
tivable LF82 presented non-growing TIMER fluorescence (Fig 4F). The non-growing popula-
tion is therefore not homogeneous and only a portion of it can contribute to persister
formation. A similar observation was described for S. typhimurium labeled with FD [16].

SOS and stringent responses influence antibiotic tolerance

Among mutants that affected LF82 survival (Fig 1C), only the recA, relA spoT and dksA dele-
tions negatively impacted the number of LF82 that were tolerant to a 3h ciprofloxacin treat-
ment (Fig 5A). The impact of the recA deletion might be misinterpreted because ciprofloxacin
alters DNA and limits the ability of recA persisters to form colonies on LB plates. Therefore,
we repeated the tolerance assay with cefotaxime for the following SOS mutants: recA (impaired
for DNA lesion repair and SOS induction), lexAind- (unable to induce SOS) and sulA (unable
to block cell division). In vitro, SOS mutants did not present defect for cefotaxime tolerance
(S3B Fig). However, these mutants exhibited a decreased tolerance to antibiotics when
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Fig 5. SOS and stringent responses control LF82 cell cycle in the macrophages. A) Proportions of LF82, K12-C600 and LF82 deletion
mutants that were tolerant to a 3h ciprofloxacin challenge following a 1 h or 24 h intracellular period within THP1 macrophages. Values
represent the average of 3 to 7 experiments. Data were analyzed by using a Student’s # test to determine differences compared with wild-type
LF82. " P < 0.05. B) Measure of the proportions of LF82 lexA ind, recA, sulA, dksA, dksA lexAind-, dksA recA mutants that were tolerant to 3h

PLOS Pathogens | https://doi.org/10.137 1/joumal.ppat.1008123 November 14,2019 12/25

154



o ®
@ : P Los ’ PATHOGENS Survival of Crohn'’s disease-associated Escherichia coliwithin macrophages

of cefotaxim challenge after 1 h of macrophage infection. The 3 htime point was below detection limit for the dksA recA mutant because of the
poor viability of the mutant in macrophages. Cefotaxime only kills growing bacteria; therefore we resuspended LF82 in LB after macrophage
lysis. Under these conditions, we did not observe the plateau observed for persisters to ciprofloxacin, suggesting that tolerant rather than
persister bacteria were measured. C) Same as in B but with 20 h of macrophage infection. Values represent the average of 3 to 7 experiments.
Data were analyzed using a Student’s f test to determine differences compared with wild-type LF82. * P < 0.05. D) Imaging of FtsZ-GFP ring
for the WT and dksA strains after macrophage lysis 4 h P.I. E) Measure of the number of dividing bacteria (presence of an FtsZ-GFP ring at
mid-cell) for the WT, dksA, relA, relA-spoT and recA strains after macrophage lysis at4 hand 20h P.I. N = 3, 300 bacteria were counted for
each experiment. Data were analyzed using a Student’s £ test to determine differences with the proportion LF82 cells with a FtsZ ring at each
time point, “P < 0.05and *** P<0.0001. F) Distribution of red TIMER fluorescence in exponential and stationary phase cultureand 18 h P.I..
The WT and recA and dksA mutants were tested during infection. Data are fitted with normal law (thick lines). Data were analyzed two by
two with a Kolmogorov-Smirnov tests. G) Live and dead assay performed 1h and 18 h P.I, in the LF82, LF82recA, LF82lexAind-, LF82sulA,
LF82relAspoT and LF82dksA strains. Data were analyzed using a Student’s ¢ test to determine differences with the proportion of Propidium
iodide (+) LF82 at 1 h and 18h post-infection, ** P<0.001 and *** P<0.0001.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1008123.9005

persisters were induced by a pretreatment with subinhibitory concentrations of ciprofloxacin
(S3C Fig). This finding is in good agreement with previous reports [19], and it confirms that
SOS induction favors the production of persisters. We analyzed cefotaxime tolerance of these
SOS mutants after a 1 h or 20 h period within macrophages (Fig 5B and 5C). We observed a
significant reduction of the proportion of recA and sulA mutants that were tolerant to cefotax-
ime treatment after a 20 h passage in the macrophage (Fig 5C) but no effect on bacteria that
remained only 1 h in macrophages (Fig 5B). The lexAind- mutation did not change the num-
ber of tolerant bacteria in these conditions. We also analyzed the dksA mutant in these assays;
surprisingly, it behaved differently than the recA and sulA mutants: we observed a significant
reduction of the proportion of cefotaxime tolerant bacteria following a 1 h passage within mac-
rophages (Fig 5B) but not when the bacteria remained for 20 h in macrophages (Fig 5C). To
test an eventual epistatic relation between SOS and stringent response we combined recA and
dksA deletions. The deletion of recA exacerbated the impact of dksA deletion on the ability of
LF82 to become tolerant to cefotaxime after a brief infection (Fig 5B). The deletion of dksA
exacerbated the impact of recA deletion at 20-hour infection (Fig 5C). Our observations sug-
gest that production of persister/tolerant LF82 bacteria is mainly under the control of the strin-
gent response in the first hours of infection but mainly controlled by genotoxic stress, the SOS
response and DNA lesion processing later in the infection. When one of these two responses is
deficient the rare production of persister /tolerant LF82 requires the other.

The role of SOS response and stringent response for the control of LF82
cell cycle in the macrophages

Knowing that SOS and stringent responses influence the production of antibiotic tolerant
LF82 after a passage within macrophage we examined whether they also contributed to LF82
growth control, i.e. production of dividing, non-growing, replicative or dead LF82. We used
FtsZ-GFP fusion to measure the number of dividing cells during infection in the dksA, relA,
relA-spoT and recA mutants. We observed an increased number of cells presenting an FtsZ
ring in the dksA and relA mutants 4 h P.I. (Fig 5D and 5E). This suggests that when stringent
response is altered LF82 cannot immediately curb its cell cycle upon phagocytosis. The num-
ber of bacteria with an FtsZ ring was really low in the relA spoT mutant, we believed this was a
consequence of its poor viability (Fig 5E). The Live and dead assay confirmed that the majority
of the population is dead when stringent response is completely abolished (Fig 5G). The num-
ber of dividing bacteria 4 h P.I. was unchanged for the recA mutant (Fig 5E). This is in agree-
ment with the absence of effect of the recA deletion on the production of cefotaxime tolerant
LF82 early in the infections. At time point 20 h P.I. the percentage of dividing bacteria
increased strongly for the WT, increased to a lesser extent for the recA mutant and remained
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constant for the dksA and relA mutants. Next we evaluated growth rate in the recA and dksA
mutants with the TIMER tool. The distribution of red TIMER fluorescence was significantly
changed for the recA and dksA mutants compared to the WT strain (Fig 5F). The recA deletion
shifted the distribution of the population toward red fluorescence (the mean red fluorescence
of the recA population is 4.7 compared to 4.2 for the WT, KS-test P = 2.3x10™) suggesting that
the average growth rate of the population is reduced. This observation is in good agreement
with the reduced number of recA bacteria presenting FtsZ ring (Fig 5E). In the dksA mutant,
the distribution was also slightly shifted toward higher amounts of red fluorescence

(mean =4.5, KS-test P = 5.4x107%) compared to the WT (Fig 5E). This suggests that in the
absence of DksA the average growth rate is reduced, however in this case this is not correlated
with a reduction of the number of bacteria presenting an FtsZ ring (Fig 5E). The proportion of
bacteria replicating rapidly is reduced both in the recA (11%) and dksA (13%) mutants com-
pared to the WT strain (27%) (S6C Fig). The number of bacteria with the highest red TIMER
fluorescence, the fluorescence that should correspond to non-growers, is marginally changed
in the two mutants compared to the WT strain (S6C Fig). Finally, the live and dead assay
showed an increased lethality of the recA, relA spoT and dksA mutants at both time points (Fig
5G) suggesting that, in the macrophage environment, failing growth and division controls will
frequently lead to LF82 death.

Altogether our results showed that the stringent response is the main controller of the early
intracellular survival of LF82; it limits LF82 cell division in the early phase of the infection,
putatively induces the formation of non-growers and among them persisters. Later on, when
replication is resumed, SOS response grows in importance. DNA lesions that have been accu-
mulated in the lag phase must be repaired to allow replication and formation of new non-
growers and new persisters.

Kinetics of macrophage infection

AIEC LF82 tolerates macrophage induced stresses, thus it survives and multiplies in the phago-
lysosome. The population expansion is accompanied by a rise in the number of bacteria that
do not grow and tolerate an antibiotic challenge (called henceforth persisters). The change in
time, during macrophage infection, of LF82 population size and fraction of persisters are rele-
vant to future fundamental studies, but also to devising therapeutic strategies involving AIEC
or other intracellular pathogens. In order to explore the mechanistic bases of the infection
kinetics, we have used a mathematical model (Fig 6A) to fit the observed changes in CFU and
persister counts during 24 h for LF82, K12-C600 and the stringent response mutant LF82dksA
(Fig 6B). The model is based on the following biologically-informed hypotheses (illustrated in
Fig 6A and detailed in the Supplementary text 1). i) Reproduction: the population of replicat-
ing bacteria B has a constant net growth rate (birth minus death rate) 3,, which is either 0 or
negative during a lag phase of duration , and B>0 otherwise. ii) A stress-induced death rate,
8,(S) that increases with stress (S). We assume that stress S, possibly due to lesions (DNA
lesions, membrane alterations, oxidative damages among others) that accumulate over time or
due to a macrophage response to the infection, builds up in time proportionally to the total
number of bacteria in the population. iii) Switch to persistence: bacteria have a constant proba-
bility k;, of generating non-growing, stress-tolerant phenotypes P. The dynamics of a popula-
tion of bacteria can be described by a set of three ordinary differential equations for the
number B of non-persister bacteria, the number P of persisters, and the stress variable S
(Methods). The number of dead bacteria D can be derived from these under the assumption
that dead LF82 bacteria decay exponentially with rate 0.56 (computed from the assay in S2C
Fig). The model has a total of 12 parameters for the three strains, which are fitted to data as
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Fig 6. Kinetics of macrophage infection. A) Model of infection of THP1 macrophages by LF82, describing the processes of net growth,
switch to persistence and stress-induced death as explained in the text. Part of the cells that enter the macrophage die at the onset of the
infection (t = 0). During lag phase (0<t<}), death either exactly compensates birth or, in the mutant lacking the stringent response, results
in a negative net growth rate -3,. Later in the infection, the net growth rate  is positive. Death rate due to stress accumulation (yellow bar)
is negligible in the early stages of infection and becomes particularly important at late time points. Bacteria switch to a persistent state at a
rate k;, independent of the growth stage. B) Experimental measures of the infection kinetics (CFUs, circles; persister fractions, stars)
collected over 24h for LF82 (this set of data is already presented on the Fig 1A), E. coli K12-C600 and LF82 dksA (data obtained on one set
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of THP1 macrophages in triplicates) and the best fitting parameters (S1 Table) of model eq. (1) (Methods). LF82 data corresponds to the
data presented on Fig 1A, E. coli K12-C600 and LF82 dksA data are median of 3 to 5 infections per time point. Continuous lines represent
total number of bacteria (B+P, continuous line) and persisters (P, dotted line). Vertical lines indicate the duration ), oflag phase. C)
Projected changes in infection dynamics for ‘virtual mutants’ LF82", obtained by varyingk;,,  and dmax—the parameters that
quantitatively differ between LF82 and E. coli K12-C600 -around the LF82 best fit solution (black line); colored lines correspond to
parameter values within the indicated interval.

https://doi.org/10.1371/journal ppat. 1008123.0006

explained in Methods and S1 Text. Although LF82 displays a considerable overshoot in popu-
lation size (as also observed in [2]), the dynamics can be reproduced by choosing the same
for every strain. We estimated such net growth rate to 0.15 + 0.003 h™", corresponding to 0.21
divisions per hour (Fig 6B), consistent with independent cell-level measures by FD (S5 Fig).
The most notable quantitative difference between strains is that K12-C600 displayed a lag
phase of more than 13 h, twice as long as LF82 and LF82dksA. A consequence of this difference
is that when K12-C600 bacteria start actively duplicating, stress has already built up. Together
with K12-C600’s enhanced sensitivity to stress, this curbs the population expansion, resulting
in a lower overall growth within macrophages. In the LE82dksA mutant, growth is instead
impaired by increased initial mortality (whose rate 8, has been estimated by PI measures, S2B
Fig), presumably related to stringent response failure. With respect to the other strains, more-
over, LF82 is advantaged at later times-when the SOS response becomes important-thanks to
reduced stress-induced death rate. Rate of persistence production for LF82 and LF82 dksA
(0.08 and 0.002 h™", respectively) is estimated to be higher than for K12-C600 (0.001 h™"), sup-
porting the notion that AIEC strains within macrophages turn to persisters at an enhanced
rate, but less so if their stringent response is impaired. The model allows testing changes in
infection dynamics for ‘virtual mutants” LF82, obtained by varying k, A and dmax~the
parameters that quantitatively differ between LF82 and E. coli K12-C600 (Fig 6C). The total
population overshoot is enhanced when lag phase is shorter and the effect of stress less acute,
but damped when persisters production is more frequent. Interestingly, the phenotypes of the
single stress response mutants (acid, oxidative, lack of Mg*), i.e. reduced CFU at 24 h without
perturbation of the persister proportion in the population (Figs 1C and 3A) were nicely repro-
duced by a change in the single d,,, parameter. This suggests that the model can be used to
plan future works on the effect of mutants or drugs on macrophage colonization by AIEC.

Discussion

We analyzed the growth and survival strategies used by the prototype AIEC strain LF82 to col-
onize the human monocytes-derived THP1 macrophages. Our analysis revealed that intracel-
lular LF82 are constantly under stress while colonizing macrophages. The consequences of
these stresses are important: increase in the death rate of bacteria, slow multiplication of repli-
cating bacteria and formation of a large number of non-growing bacteria. LF82 adapts to this
environment thanks to successive phenotypic switches that require the two main stress
responses: the SOS response and the stringent response (Fig 7).

Macrophages place LF82 under lethal stress

Using fluorescent reporters, we measured that half of the LF82 population present at 24 h P.L
had given rise to 6 or more generations. Under controlled laboratory conditions, this should
produce a 30 to 60-fold increase in the population size at 20 h compared with the 1 h time
point PI. However, we only observed a 3 to 6-fold increase in viable bacteria at 20-24 h com-
pared with 1 h. We demonstrated that this modest colonization of macrophages by LF82 is
explained by a big death rate and switch from replicative to non-growing cell cycle. At the
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Fig 7. Dynamic of AIEC LF82 bacterial population during macrophage infection. Upon phagocytosis both replicative (green FtsZ
ring) or stationary phase (brown) LF82 detect a signal, perhaps nutrient depletion, that led to stringent response activation. This
activates a first phenotypic switch toward a non-replicating state (orange) that protects LF82 from dying because of initial stress burst.
Among these non-replicating LF82 persisters are formed. After this lag phase, a second switch is required to initiate few rounds of
replication. The timing and perhaps the frequency of switching from lag phase to replicative phase differentiate LF82 from our control
commensal strain. We have not yet identified LF82 specific determinants that allow this switch. Subsequent replication rounds are
dependent on the DNA repair machinery. A third switch, linked to the increasing stress or lesions, is turned on ina portion of the
replicative population to form new non growers and persisters. The SOS response might also be playing a role at this stage.

https://doi.org/10.1371/journal ppat.1008123.9007

single-macrophage and single-bacterium level, FD and TIMER fluorescent reporters revealed
non-growing LF82. We observed macrophages containing few (less than 4) LF82 with red fluo-
rescent dilution staining. These bacteria had therefore divided several times (>4) before obser-
vation and thus should be accompanied by their siblings (>>16). This observation is in good
agreement with our Live and Dead assay indicating that LF82 progeny has a significant chance
to be killed and destroyed by the macrophage. By contrast, some macrophages contained
growing LF82 and ultimately acquired more than 50 bacteria in one or several compartments.
The live and dead assay confirmed that LF82 was frequently killed by macrophages. Because
alterations of bacterial stress responses significantly reduced the bacterial yield, we propose
that LF82 death is the consequence of oxidative, acid, genotoxic and protein stresses imposed
by the macrophage. We compounded these experimental observations in a mathematical
model describing the dynamics of bacterial infection within macrophages. A first phase of
stalled growth, a likely combined effect of a prolonged lag phase and of compensation between
death and division, is followed by an exponential increase in bacterial concentration. This sec-
ond phase might correlate with a transient increased permissiveness of phagolysosomes or
more likely the adaptation of LF82 to growth in this stressful environment. This expansion is
successively curbed by the building-up of stressors. Many persisters are formed in the first
phase. However, in the second phase a phenotypic switch to non-growing LF82 will eventually
result in a sizeable increase of the persister population. We thus understand the survival of
LF82 as a consequence of its ability to adapt to harsh phagolysosome environment both at the
entry of the macrophage, by induction of stress responses and particularly the stringent
response, and during exponential expansion by SOS response. LF82 advantage over K12-C600
would reside in its ability to exit from the lag phase to perform a few rounds of replication/
division before stress becomes too strong (Fig 6). Strategically, early onset of growth is com-
pensated by production of persistent bacteria, which endows the pathogenic strain with long-
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term survival in spite of rapid exploitation of the macrophage environment. We have not yet
identified LF82 specific regulons, genes or mutations that allow this transition to take place.

Replicative LF82

Fluorescent dilution revealed that after the exit of lag phase LF82 replicated moderately within
macrophages, with generation time longer than 2 h. In vitro, this would be comparable with gen-
eration times observed in minimal medium with poor carbon sources such as acetate. Our obser-
vations revealed that within macrophages, 40-50% of the LF82 population presented an FtsZ
ring, which is significantly above the number expected from a mixed population of E. coli grow-
ing with a 2h generation time (28% of cells with FtsZ ring [38]) and non-growing cells. Interest-
ingly, in spite of SulA induction, we did not observe filamentation of LF82 within macrophage.
These finding demonstrates that some of the cell cycle rules that were established under defined
in vitro conditions do not apply to intracellular growth conditions, opening avenues for future
investigations of bacterial cell cycle regulation in the context of host infection or the microbiota.

Non-replicative LF82

FtsZ-GFP, FD and TIMER revealed that a significant number of intracellular LF82 were not
growing. Using the three reporters allows to propose a scenario for this adaptation. FtsZ-GFP
revealed that LF82 switch rapidly from a replicative mode before the infection to a non-divid-
ing or slowly dividing mode within macrophage. This step is kept for the first hours of the
infection. FD revealed that approximately 4% of the phagocytosed LF82 immediately halted
their cell cycle. TIMER revealed that at 20 h P.I., approximately 10% of the LF82 population
was not growing. We also demonstrated that once the macrophages were lysed, a large portion
of the LF82 population (from 0.3 to 10%) was tolerant to several hours of antibiotic challenge,
and the proportion of non-growers in the population increased in macrophages in the pres-
ence of antibiotics. Altogether, these observations suggest that the phagolysosome environ-
ment induces frequent cell cycle arrests among the population and that a part of this arrested
population is persisters or tolerant to antibiotics. Such a phenomenon has been previously
described during S. typhimurium infection of macrophages [16] or mice [16,36] and is remi-
niscent of VBNR mycobacteria [39]. Interestingly, we observed an increase in the proportion
of macrophage-induced antibiotic-tolerant LF82 at later time points, suggesting adaptive
responses to the intracellular microenvironment.

Stress responses are important for LF82 survival within macrophages

As expected for bacteria residing in a toxic environment, stress responses are important for
LF82 survival within macrophages. Acidic, oxidative, genotoxic, and envelope alterations, lack
of Mg2+ and lack of nutrient stress responses significantly decreased the fitness of LF82 (50 to
10% of WT). In a few cases, we demonstrated an additive effect of simultaneously altering two
pathways. However, LF82 demonstrated surprisingly good tolerance to these alterations com-
pared with the in vitro findings for individual stresses. For example, recA deletion mutant was
extremely sensitive (< 1% survival) to prolonged treatment with genotoxic drugs (S3A Fig); by
comparison, in macrophages, despite clear SOS induction, the viability of the recA mutant was
only reduced by half compared with wild type bacteria. Set aside the possibility that stress-less
niches exist due a possible heterogeneity in the macrophage population, the fitness decline of
LF82 stress mutants may be limited by a combination of slow growth, formation of non-grow-
ers and/or yet uncharacterized adaptation pathways.
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Stringent and SOS responses successively control LF82 fate

We investigated the trigger that could allow some LF82 to halt their cell cycle inside mac-
rophages. It appeared to be unrelated to the ability to sense acidic or oxidative stress. At
an early time point, stringent response is required to block LF82 division (Fig 5D and 5E).
Stringent response mutants show an altered survival and production of antibiotic-tolerant
LF82 suggesting that abrupt nutrient starvation is one of the first signals received by LF82
upon phagocytosis. The early stringent response should result in a slowdown of transcrip-
tion, translation and DNA replication, and therefore, it might provoke the formation of
non-growers and a 7-h lag phase. This suggests that the slowing down induced by the
stringent response confers a temporary protection than can be extended to antibiotic tol-
erance when bacteria become persisters. Accordingly the impact of stringent response
alteration was less apparent after the lag phase when replication is re-established in a por-
tion of the population of LF82. Our observations that stringent response is crucial to slow
down replication and favor the formation of antibiotic tolerant persisters is in good agree-
ment with recent data showing that inhibiting the stringent response blocks Mycobacte-
rium tuberculosis entry into quiescence and reduces persistence [40] and the observation
that DksA is a common mediator of for persistence to various antibiotics [26]. SOS induc-
tion was moderate at 1 h but important at 6 h and 24 h P.L; this is in good agreement with
the lack of an effect of recA deletion on the accumulation of LF82 with FtsZ-GFP ring and
with undiluted FD GFP. This is also in agreement with the lack of an influence of SOS
mutants on the number of LF82 that were tolerant to cefotaxim at 1 h after infection.
DNA lesions could, however, form during this period, but they were mostly observed
when DNA replication and cell division restarted after 6 h. In this second phase of infec-
tion, SOS induction in replicative bacteria might play several roles: i) sustaining DNA
repair and therefore DNA replication, cell division and increases in population size; ii)
decelerating the division progression, this might be the role of SulA, and thus contribut-
ing to the formation of new non-growers; iii) intervening to help the return to growth of
non-growers presenting DNA lesions, both within macrophages and after macrophage
lysis.

Macrophages as a niche for LF82 survival

The purpose of macrophage colonization by LF82 in Crohn’s disease patients is not yet under-
stood. In vitro, LF82 colonization did not provoke extensive death of macrophages, which are
thus unlikely to serve as a transient replicative niche for ileal infection. Alternatively, we can
imagine that dormant LF82 within macrophages can serve as a long-term storage. In this envi-
ronment, bacteria might be protected from competition with other species of the microbiota
and coincidentally from antibiotics. Upon macrophage lysis or inactivation, dormant LF82
would be released and would start to multiply under adequate conditions.

Methods
Strains and plasmids

Deletion mutants (S1 Table) were constructed using the recombineering method as described
in [41]. Plasmids are described in S2 Table.

Infection and microscopy

THP1 (ATCC TIB-202) monocytes (5x10° cells/ml) differentiated into macrophages for 18 h
in phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 20 ng/ml) were infected and imaged as previously
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described (Demarre et al., 2017). Infections were performed at MOI 30 (measured by CFU),
resulting in the observation of 3 LF82 bacteria per macrophage on average at 1 h P.I.. Imaging
was performed on an inverted Zeiss Axio Imager with a spinning disk CSU W1 (Yokogawa).

Antibiotic challenge and viable bacterial count using the gentamycin
protection assay

To determine the number of intracellular bacteria after 20 min of infection, infected macro-
phages were washed twice with PBS, and fresh cell culture medium containing 20 pg ml™" of
gentamicin (Gm) was added for the indicated time (1 h to 30 h). Cell monolayers were washed
once with PBS, and 0.5 ml of 1% Triton X-100 in 1x PBS was added to each well for 5 min to
lyse eukaryotic cells [5]. Samples were mixed, diluted and plated on LB agar plates to deter-
mine the number of colony-forming units (CFU) recovered from the lysed monolayers. For
the antibiotic tolerance assays, macrophage lysates were transferred to 5-ml tubes and centri-
fuged for 10 min at 4100 g. The pellet was either suspended in 1x PBS (t0) and ciprofloxacin

(1 ug/ml) for 1 hand 3 h, or in LB and cefotaxim (100 pg/ml) for 1 h and 3 h. CFU were mea-
sured by serial dilution. Tolerance was estimated for the 1-h and 3-h time points as a function
of the CFU at t0. For intracellular tolerance assay ofloxacin (10 pg/ml) was added for 6h before
imaging [37].

Live and dead assay

At the indicated time points, macrophages were lysed with vigorous resuspension in 1x PBS
1% Triton. The cell lysate was pelleted at 300 g for 10 min to eliminate large cell remnants. The
supernatant was centrifuged at 4000 g for 10 min. The bacterial pellet was suspended in 1x PBS
and processed with the Live and Dead BacLight Viability kit (Thermo Fisher). The bacteria
were pelleted for 3 min at 5000 g, resuspended in 50 pl of 1x PBS and spread on a 1% agarose
1x PBS pad for immediate observation.

Measurement of gene expression by RT-qPCR

Total RNA was extracted with TRIzol reagent from 10° macrophages infected for 1h, 6h or
24h or 10 bacteria grown in cell culture medium for 3h as described in the Molecular Cloning,
a laboratory Manual (Green and Sambrook, CSH Press). First-strand cDNA synthesis was per-
formed with the Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Fisher), and
real-time qPCR was performed with SYBR Green Master Mix (Bio-Rad) on a MyiQ real-time
qPCR machine (Bio-Rad).

Fluorescence quantification

Custom-made FIJI macros were developed for the analyses of fluorescence. For the Biosensors
constitutive expression of mCherry from p-mCherry was used to construct bacterial masks,
which were subsequently used to measure GFP intensity. For TIMER analyses, green fluores-
cence was used to construct the mask. For biosensors and TIMER macrophages were lysed,
bacteria were fixed and spread on agarose pad for the imaging. For FD, the analysis was
directly performed on infected macrophages; the mean GFP fluorescence of mCherry objects
was measured on single Z planes. To limit oversampling of bacteria in dense clusters, only two
planes separated by >2 um were analyzed per field of view. Fluorescence distributions were
analyzed with the distribution fitting tool in MATLAB.
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Mathematical model for the infection kinetics

A set of three ODEs recapitulates the main features of the observed growth within macro-
phages, as explained in the main text and in the SI:

dB : o .
= (1 —I(t < 2)|pB — k,B —I(t < 2)8,B — 5,(S)B

dP

—=kB(1

= =k (1)

ds

— =B+ P

dt =

Here, I(t<A) is the indicator function, which is unitary during lag phase. At the beginning
of the infection, thus, the net growth rate -8, is either zero (K12-C600 and LF82) or negative
(stringent response mutant LE82dskA). At later times, net growth rate P is instead positive.
The stress-induced death rate has been chosen to be a sigmoidal function of the stress level:

5,(8) = e

= 1+ *=Si2)
where the half-saturation stress value S,,, and the sensitivity parameter a are assumed to be
identical for all strains. Here stress is an effective variable quantifying the effect of crowding on
growth within macrophages, and could correspond both to density-dependent reduction of
bacterial growth rate (e.g. due to resource depletion), and to the progressive buildup of macro-
phage-induced killing.

Fit of the infection kinetics data

Parameters providing the best fit of egs. (1) to the times series of CFUs and persisters have
been obtained by a weighted least-square distance minimization using the python differential
evolution algorithm. We used a two-step approach to the fit which allowed us to establish first
asubset of 7 parameters (X and k; for each strain and B) that shape the lag and exponential
phases of growth. Subsequently, we fixed B and the As, and fitted the remaining parameters.
Details of the fitting procedure are found in the SI, and the results of the fit in S1 Table.

Supporting information

S1 Fig. Measure of the impact of various stresses on LF82 and K12-C600 growth. Growth
curves of LF82 (green) and K12-C600 (blue) in LB medium at pH 7.4 and in the presence of
serine hydroxamate (15 mg/ml), Serine hydroxamate (7 mg/ml), EDTA (70 mM), in LB at pH
4.7,LB at pH 4.7 in the presence of EDTA (70 mM), with addition of the antibiotics ciprofloxa-
cin (24 ng/ul) or cefotaxim (800 ng/ml). Data are the mean of 3 technical replicates. Chemicals
or a pH shift were applied at 160 min (red or green traces).

(PDF)

S2 Fig. Viability and death assays. A) In situ Live and dead assay on infected macrophages
(left panel). A very weak propidium iodide (PI) labeling is observed on putative dead LF82. By
contrast strong PI labeling is observed after macrophage lysis (right panels). B) Measure of the
speed of disappearance after phagocytosis by macrophages of heat-killed LF82. LF82 were
killed by 15 min incubation at 60°C and subsequently labeled with propidium iodide. Labeled
dead LF82 were incubated with macrophage at a MOI of 100. Imaging was performed at 1h,
2h, 3h and 24h post infection. SYTO-9 was used to reveal macrophage and eventual live bacte-
ria. The number of dead LF82 per macrophage was measured at each time points. Data are
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average of 3 experiments. C) Measure of viable AIEC LF82 for 24 h post-infection of THP1 dif-
ferentiated macrophages. Open circles represent individual infections, closed circles represent
the median CFU (blue) + Standard deviation (SD) (dotted lines).

(PDF)

$3 Fig. Impact of SOS mutations on survival and persistence of LF82 strains. A) Measure of
the resistance to Mitomycin C (MMC) of LE82, LF82 recA, LF82 lexAind-, MG1655, MG1655
recA and MG1655 lexAind-. B) Measure of the tolerance to cefotaxim of LE82 and LF82 recA,
LF82 lexAind-, LF82 sulA grown in LB medium to an OD of 0.2. C) Induction of tolerance to
cefotaxim by pretreatment with a subinhibitory dose of ciprofloxacin (24 ng/pl). The data rep-
resent the ratio of the number of bacteria that were tolerant to 3 h of cefotaxim in the presence
or absence of ciprofloxacin.

(PDF)

$4 Fig. LF82 regrowth after macrophage lysis. A) LF82 Pasr-GFP; B) LF82 PkatG-GFP. Mac-
rophages were lysed 20h P.I. and immediately spread on LB agarose pad for imaging. Heat
color scale represents the intensity of GFP fluorescence. Green and red arrows respectively
indicate dividing and non-dividing bacteria.

(PDF)

S5 Fig. Calibration of the fluorescent dilution assay. A) Growth curve of LF82 pFC6Gi in LB
at 37°C. Colored diamonds represent the sampling times analyzed by fluorescence microscopy
in the panel B. B) Distribution of GFP fluorescence in the growing population of LF82; GFP
fluorescence is expressed as the number of generations (each generation corresponds to a
2-fold decrease in GFP fluorescence compared with the average fluorescence of the fully
induced population at t0). C) Distribution of GFP fluorescence in the population of LF82-in-
fecting macrophages. Fluorescence was measured for individual bacteria or small bacterial
clusters on single Z planes after macrophage fixation at 1 h, 6 h, 24 h and 48 h post-infection
(N =500). D) Distribution of the GFP fluorescence in the population of K12-C600 bacteria
infecting macrophages. Fluorescence was measured for individual bacteria or small bacterial
clusters after macrophage fixation at 1 h and 24 h post-infection.

(PDF)

$6 Fig. Calibration of the TIMER assay. A) Scatter plot of green versus red TIMER fluores-
cence measured for exponentially growing LF82 (green) and for a culture that had reached sta-
tionary phase (red). B) Distribution of the red TIMER fluorescence (Arbitrary fluorescence
Intensity, AI) measured for exponentially growing LF82 (green) and stationary phase LF82
(red) at 4 h and 18 h post-infection. Curves represent the normal fit of the data. C) Inverse
cumulative density function (CDF) of the TIMER red fluorescence distributions presented on
the panel B and on Fig 5F. CDF allows to determine the number of fast replicating LF82 and
non-growing LF82 for the WT, the recA and the dksA strains.

(PDF)

S1 Table. Strains.
(DOCX)

$2 Table. Plasmids.
(DOCX)

81 Text. Mathematical model for LF82 growth and survival within macrophages.
(PDF)
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Partie 8 : Article 2

Crohn’s disease related bacterium AIEC LF82 assembles a biofilm-like matrix to protect

intracellular microcolonies from phagolysosomes attacks

Introduction Article 2

Dans cette partie nous avons mis en évidence un des mécanismes mis en place par les AIEC
LF82 pour soutenir leur multiplication dans les macrophages sans détoxifier leur
environnement vacuolaire. J’ai observé que LF82 formait une communauté intracellulaire ou
les bactéries sont organisées et protégées par une matrice exopolysaccharidique. Cette
matrice, présente les caractéristiques des biofilms observé sur les surfaces auxquelles E. coli
adhere. Deés les premiéres étapes de l'infection on observe une induction de réponse aux
stress entrainant le ralentissement de la croissance de LF82 pendant une période de 6 a 10
heures. Vers la fin de cette étape, nous avons observé l'induction de nombreux génes
impliqués dans la voie du biofilm. La délétion des genes spécifiques a la formation de biofilm
ou une inhibition chimique par I'acide cis-2 décénoique altére la survie de la bactérie dans
les macrophages murins et humains. De plus, ce mécanisme semble stimuler la formation de
LF82 tolérant aux antibiotiques.

Jai également observé que la formation et la survie de la communauté bactérienne
apparentée aux biofilms formée dans les macrophages nécessitent I'expression de I'ilot de
pathogénicité Il codant pour la yersiniabactine, un sidérophore permettant la capture du fer,

du cuivre et du nickel.

Ces résultats révelent une stratégie de colonisation originale mise en place par LF82 pour se
multiplier dans un environnement multistressant tel que les phagolysosomes des
macrophages. Cette double protection conférée par la formation de biofilm et des
persistants associés pourrait contribuer aux faibles succés des antibiotiques dans le
traitement de la Maladie de Crohn ainsi que dans la chronicité de la maladie. La mise en
évidence de ce mécanisme permet d’envisager la conception d’une stratégie plus efficace
pour le traitement des patients visant a la fois les biofilms et les cellules en persistance. J'ai
réalisé la grande majorité des expériences présentées dans cet article. Gaélle Demarre et

Maxime Werry du groupe d’Antonin Morillon ont réalisé les expériences de RNA-seq.
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Abstract

Patients with Crohn's disease present an abnormal colonization of the intestine by
proteobacteria, among these the family of Adherent Invasive E. coli (AIEC) has been
characterized in intestinal lesions of patients. AIEC are predominant in the mucus, adhere to
epithelial cells, colonize them and survive inside macrophages. We recently demonstrated
that AIEC LF82 requires the stringent and SOS responses to adapt to the phagolysosome
stresses. This adaption involves a long lag phase during which many LF82 become antibiotics
tolerant. Around 10h post infection a multiplication phase is observed allowing the total
number of LF82 to increase by 2-5 fold and the appearing of vacuoles with dozens of LF82. In
the present work we investigated the mechanism sustaining this multiplication phase. We
observed that intracellular LF82 produce an extra-bacterial matrix composed of
exopolysaccharides and amyloid fibers that surround each individual LF82. This matrix
presents traits of a biofilm and governs the formation of LF82 intracellular bacterial
communities (IBC) inside phagolysosomes. We observed that the expression of the High
Pathogenicity Island, allowing iron capture by the Yersiniabactin siderophore, is essential for
the formation of the IBC and LF82 survival within macrophages. These results demonstrate
that AIEC have developed a sophisticated strategy to establish their replicative niche within
macrophages, this might have implication to envision future antibacterial strategy for

Crohn’s disease.
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Introduction:

Patients with Crohn's disease present an abnormal colonization of the intestine by
proteobacteria, among these the family of Adherent Invasive E. coli (AIEC) has been
characterized. AIEC are found in intestinal lesions in patients with inflammatory bowel
disease. AIEC are predominant in the mucus, adhere to epithelial cells, colonize them and
survive inside macrophages. The mechanisms allowing AIEC adaptation to survival and
growth inside macrophages are not yet fully understood. Previous work performed with
murine macrophage cell lines has revealed that the prototype AIEC strain LF82, multiplies in
a vacuole presenting the characteristics of a mature phagolysosome (Bringer et al, 2006;
Lapaquette et al, 2012). In such an environment, AIEC should encounter acidic, oxidative,
genotoxic and proteic stresses. Screening of genes involved in LF82 fitness within
macrophage has revealed that HtrA, DsbA, or Fis proteins are required for optimum fitness,
(Bringer et al, 2005, 2007; Miquel et al, 2010a). These observations confirmed that LF82
encounter stresses in the phagolysosomes. However much remains to be learned about the
host-pathogen interactions that govern AIEC infection biology. AIEC present various
virulence factors which roles in the digestive tract colonization, epithelial cell adherence and
invasion and intracellular survival in the phagolysomes are not characterized yet. The
diversity of virulence factors displayed by multiple AIEC strains suggests that members of
this pathovar may have evolved different strategies to colonize their hosts (Tawfik et al,
2014). However, virulence factors involved in iron capture (High Pathogenicity Island,
chuABCD, fhuD or sitABCD systems) present a high prevalence among AIEC strains
(Céspedes et al, 2017), suggesting that iron capture is a crucial challenge for AIEC strains in

one of their ecological niche.

We have recently demonstrated that stringent response (the bacterial check point
involved in dealing with nutrient limitation) and SOS response (the bacterial pathway
involved in DNA repair) are critical for AIEC survival and multiplication within macrophages.
The firing of these two stress responses has for direct consequence to create heterogeneity
in the bacterial population with replicating bacteria that contribute to increase population
size but with a high death rate and non-replicating bacteria that easily tolerate the stresses.
The non-replicative population of LF82 tolerates antibiotics when they are inside a

macrophage but also for a significant period of time after macrophage death. These bacteria
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tolerating antibiotics are called persisters, they are suspected to be the cause for relapsing

of infectious chronic diseases such as tuberculosis or cystic fibrosis.

In addition to persistence, biofilm structures represent another source of antibiotic
tolerance. Biofilms are communities of cells attached to surfaces and held together by a self-
produced extracellular matrix. The matrix is variously composed of extracellular DNA,
protein, and polysaccharide, depending on the bacterial species (Joo & Otto, 2012). Cells in
the biofilm state have increased protection against desiccation and harmful substances,
including antibiotics and the host immune response (Flemming & Wingender, 2010). Biofilms
can attach to diverse surfaces, including, in the case of certain pathogens tissues and less
frequently intracellularly. Intracellular biofilm also called intracellular bacterial communities
(IBC) have been observed during invasion of urothelial cells lining in the urinary bladder by
UPEC bacteria (Anderson et al, 2003). In this biofilm state, UPEC evades host defense and
persist despite antibiotic therapy. After invasion, UPEC replicate rapidly (doubling times of
30-35 minutes) for up to 8 hours and form a loose collection of hundreds of bacteria (Scott
et al, 2015). At this point growth rate slows down and UPEC develops pods with biofilm-like

traits.

In the present work we have investigated the mechanism allowing LF82 to form
micro-colonies inside macrophage phagolysosomes. We have observed that LF82 micro-
colonies present [IBC characteristics with an extracellular matrix formed of
exopolysaccharides and curli fibers surrounding each bacterium. We have demonstrated
that genes from the core genome involved in the formation of E. coli biofilm are required for
the formation of the IBC and for the survival of LF82 within macrophages. We have also
observed that IBC confers antibiotics tolerance to LF82. Finally, we have performed
genomics screens (Dual RNA-seq and TN-seq) to identify LF82 genes required for the
formation of IBCs. We identified the high pathogenicity island (HPI) as an essential element
of IBC formation and exopolysaccharide matrix production. These results suggest that iron
capture is critical for the construction of LF82 IBC and survival in the particular niche of the

phagolysosome.
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Results:

AIEC LF82 form organized Intracellular Bacterial Communities (IBC) within phagolysosomes

In the minutes following phagocytosis, the induction of stringent response blocks
bacterial cell division and curbs the expansion of LF82 population. This step length for 6 to
10 h and is prone to the formation of LF82 persisters (Demarre et al 2019). When LF82
resumes growth the expansion of the population is dependent on the ability of the bacteria
to repair lesions (DNA lesions for example). Bacteria involved in this multiplication stage
divide 4-6 times in 10h. This growth phase frequently leads to vacuoles containing more than
20 bacteria within Human THP1 macrophages derived from monocytes and up to hundreds
of bacteria in Murine Raw macrophage cell lines (Figure 1A and 1B). To monitor if the
formation of large vacuoles only corresponded to the clonal multiplication of one or few
phagocyted bacteria or alternatively to the fusion of different vacuoles, we performed the
experiment presented on Figure 1C. It consisted in infecting Raw macrophages successively
(1h interval) with GFP tagged LF82 and mCherry tagged LF82. One hour post infection (P.l.)
of LF82-mCherry most vacuoles contained only one type of LF82 either green or red. Twenty
four hours P.l. a small proportion of vacuoles presented the two types of LF82 (Figure 1C).
Surprisingly, we observed that red and green LF82 formed clonal sectors within vacuole.
These observations suggest that formation of large vacuoles is not the consequences of
multiple fusion events and that LF82 are not free to move within a vacuole. To directly
measure the ability of LF82 to move inside a vacuole we used FRAP experiments. Bleaching
of several spots inside large vacuoles did not lead to recovery of the fluorescence and
demonstrated a strong adherence in between LF82 (Figure 1D and 1E). We deduced that
LF82 limited movement allows the formation of colonies within phagolysosomes akin to
intracellular bacteria communities (IBC) observed for uropathogenic E. coli within bladder

cells (Anderson et al, 2003).

Transcriptomic analysis of LF82 survival within macrophage

We performed a Dual RNA-seq experiment at 1h and 6h P.l. of THP1 macrophages
infected by LF82 to identify if specific transcription programs correspond to the formation of
IBC. Experiments were performed in duplicates, around 4 million bacterial and 300 million

human reads per sample were collected (Table S1), and DEseq p values calculated for each
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gene. We first analyzed the bacterial transcriptome. Only genes presenting significant
changes in between macrophage and in vitro growth conditions were used for subsequent
analysis (p value <10e™°). The transcriptomic response to macrophage infection was
massive; the expression of 700 and 1000 genes was significantly changed respectively at 1h
and 6h post infection (Table S2). At 1h post infection the a majority of genes are down
regulated while at the 6h time point both up regulated and down regulated genes are
observed. The main upregulated pathways were the response to external stimulus
(particularly pH variation and SOS response), the biofilm regulation, the cell communication
and organophosphate metabolic process (Table S3). The main downregulated pathways
were metabolic pathways including the energetic metabolism, nucleoside phosphate
metabolic, carbohydrate metabolism (Table S3). We used data available for E. coli K12 on
the regulon database (Gama-Castro et al, 2016) to identify the key regulators involved in
these transcriptomic responses. Regulon database provide relationship insights for 7031
couples of gene and regulator (TF, sigma factors, sSRNA), among them the expression of one
or both partner is changed in 1400 couples at 6h P.Il. The box plot presented on
Supplementary Figure S1A illustrates these changes for up regulated genes (green) and
down regulated genes (red) for each regulon. Some regulons were mostly (eventually
entirely) upregulated or down regulated but many of them present both up regulated and
down regulated genes (Supplementary Figure S1B). Among the up regulated, regulons
connected to the response to acidic pH are largely overrepresented. They are controlled by
EvgA, GadE, GadX, GadW, YdeO, PhoP, BIuR regulators and involved 130 genes. In good
agreement with our previous observations, genes involved in acid pH response are highly
overexpressed as soon as 1h P.I. (Supplementary Figure S1C). The second family of regulons
that were up regulated govern the bacterial growing mode (cell division, LPS, capsule or
biofilm determinants). Genes in these pathways are controlled by the BIuR, CsgD, Dan, DicA,
Fliz, Mca$S, MIrA, MgsA, NhaR, PhoB, OmpR and RcsAB regulators. Among genes controlled
by these TFs, we observed, upon entry in the macrophage, a general up regulation of the
genes annotated for biofilm and adhesion (Supplementary Figure S1C). In good agreement
with this change in the growing style of LF82 at the entry in the macrophage we observed a
severe down regulation of the FIhDC regulon that contain motility genes (Supplementary
Figure S1C). Biofilm formation frequently corresponds to a switch toward a slower

metabolism, this is exactly what RNA-seq data suggested, with a down regulation of genes of
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the glycolysis, the ATP production and the purine/pyrimidine metabolism (Supplementary
Figure S1C). CsgD and OmpR are the main regulators of the genes dedicated to the
formation of the biofilm matrix in E. coli; we decided therefore to explore this pathway in
details  (Figure 1F). We have extracted, from the Mage database
(https://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/mage/index), every LF82 gene with a
biofilm related annotation and plotted their expression level within macrophage compared
to the medium in a diagram representing know regulatory interactions between them. We
observed that LF82 switches from a planktonic to a biofilm like growth style. Markers of
biofilm formation are either up regulated (Curli Fimbriae c¢sgABCEFG, colonic acid
WCcaABCDEFIIKLM cluster, Poly-B-1,6-N-acetyl-glucosamine pgaABCD, major type IV pilin
subunit ppdD, the capsule genes encoded by Pathogenicity island 1V, the biofilm regulators
bssR and bssS, the putative diguanylate cyclase yliF ycdT yeal, cyclic di-GMP
phosphodiesterase yahA, ycgG and yoaD) or downregulated (cellulose production
bscABCDEGZ; major type 1 pilin subunit fimA, LPS rfaCDGFPQ). Interestingly overexpression
of the pga, csg and wca clusters is higher at the 6h P.I. time point compared to the 1h P.l.

time point (Supplementary Figure S1C).
Tn-seq reveals that extracellular matrix is under selective pressure within macrophage

We used Tn-seq to identify the important genes for long term survival of LF82 within
macrophage. At the most, one phagocyted LF82 will perform 8 doubling in 24h (Demarre et
al 2019). Twenty four hours of infection is therefore too low to observe significant loss of
transposon insertions in important genes. Macrophage viability drop after 24h prevented us
to increase the duration of infection. Therefore we decided to analyze transposon insertion
after three rounds of successive infection and collection of the viable bacteria. We
performed two independent Tn-seq experiments; each Mariner library contained
approximatively 2 millions of independent clones. About 10° bacteria from each library were
used to infect 10°> macrophages, intracellular growth was allowed for 24h then macrophages
were lysed and bacteria collected and allowed to growth for 12h in LB medium. Genomic
DNA was then collected and the bacterial culture was used to re-infect macrophages. We
repeated this procedure two times leading to bacterial populations that have spent 24h, 48h
or 72h within the macrophage. Preliminary experiments demonstrated that successive LB

cultures also imposed a selection on the library. Therefore we performed, for each library,
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control experiments with three successive LB cultures. Results were analyzed with the Tn-
seq explorer tool (Table S4). We normalized the number of insertions sequenced for each
experiment. At the genome level, we did not observe statistically significant difference in
between replicate 1 and 2 (Pearson correlation 0.86) therefore we used average of replicate
1 and 2 as indicative value. To identify detrimental insertions in the macrophage infection
(3x24h in macrophages + 3x12 h in LB) and in the control experiments (3x12h in LB), we used
the ratio of the number of insertions sequenced in each gene in both experiments compared
to the library. The control experiment revealed 289 loci where insertions are detrimental
(ratio <0.3). Among them we identify genes whose function for optimum growth in LB is well
characterized (ihf, seqA, lon, nuoBCFGHIKMN, ompA ompC, pal, ftsE ftsX, minC, pyrBCEF and
sapBCDF Table S4) and 17 LF82 specific genes of unknown function. The macrophage
infection experiment revealed 393 loci where insertions are detrimental among them 219
were also detrimental in the control experiment. Therefore we focused our attention on
genes that were only under selective pressure because of intracellular growth or on a
significantly higher selective pressure within the macrophage compared to successive LB
cultures (ratio [3x in macrophages]/[3x in LB] < 0.3). About 180 genes were identified in
these categories (Table S4). This group is significantly enriched in transcription factors and
for phospholipid transport (Table S5). The observation of previously validated important
genes for LF82 survival within macrophage at the top of the Tn-seq hit list (dksA, rposS, slyB,
degP, pspB-C-F, phoP, Table S4) and important pathways such as DNA repair (uvrABC, recO
and ugd) or envelope homeostasis (nlpB-C-D-F, pspB-C-F, degP) suggested that many Tn-seq
hits were genuine important genes for LF82 survival and growth within macrophages. We
explored the biofilm pathway in the Tn-seq results. We only observed weak Tn-seq signals
for the genes coding for the exopolysaccharide components of the matrix and components
of the curli regulon. However we observed strong essentiality signals for regulators of the
pathway (rpoS, dksA, barA, uvrY, rcsB, proQ, ComR, BhsA) (Figure 1F). Interestingly we also
observed Transposon insertions that were positively selected (rcsC, acrR, crp, ompR, bcsAB,
bluR). AcrR, OmpR, BIuR are repressors suggesting that expression of the genes they control
is beneficial for growth or survival within macrophage (Figure 1F). Altogether genomic assays
showed that phagolysosomes favored the induction of the components of an extracellular
matrix composed of exopolysaccharides and curli fibers and indicated that alterations of the

control of their expression were detrimental for long term survival within macrophages.
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Figure 1: Intracellular LF82 form Intracellular Bacterial Communities inside phagolysosomes. A)
Imaging of the phagolysosomes (antibody for Lamp1, Cyan) of Raw macrophages (actin labelling with
phalloidin, Magenta) infected by LF82-mCherry (Red) at a MOI of 30 24h P.I.. B) Imaging of the
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phagolysosomes (antibody for Lamp1, Cyan) of THP1 macrophages (actin labelling with phalloidin,
Magenta) infected by LF82-mCherry (Red) at a MOI of 30 24h P.I.. Scale bar is 5 um. C) Co-infection
experiment revealing LF82 clonal clusters formed by the fusion of different vacuoles within
phagolysosomes. Raw macrophages were infected first with LF82-mCherry, treated with gentamycin
for 1h to remove free LF82-mCherry and subsequently infected with LF82-GFP. 24h P.l
phagolysosomes were labelled with Lamp1 antibody (Cyan) and imaged. Scale bar is 5 um. D) FRAP
experiments on a LF82-GFP phagolysosomes 24h P.l. White circles outline the bleached regions, green
circle outline the control region. Scale bar is 5 um. E) Fluorescence quantification of the FRAP
experiment presenting in D. F) Cytoscape representation of the network of biofilm related genes
organized around the CsgD, UvrY,RcsC and OmpR regulators. Biofilm related genes that do not
present direct or indirect links with those regulators are presented at the bottom of the panel. Boxes
are filled according to the mRNA fold change of the corresponding gene at 6h P.l. and their border is
colored according to the number of Mariner insertions we observed in the Tn-seq experiments, red
labeling indicates genes that are important for the survival within macrophages, green labeling

indicates genes that create handicap for the survival within macrophages.

IBCs are structured by an extracellular matrix.

Exopolysaccharides matrix can be revealed with fluorescent lectins. Wheat Germ Agglutinin
(WGA) and Soy Bean Agglutinin (SBA) revealed the presence of exopolysaccharides in the
phagolysosomes (Figure 2A and Supplementary Figure S2). WGA and SBA labeling form
envelopes surrounding each bacteria in the phagolysosome. WGA labeling was weak 1h P.I.
and manifest in Raw, THP1 and HDMM at time point 24h P.I. (Supplementary Figure S2). In
addition we also frequently observed a stronger labeling at the periphery of the bacterial
focus colocalized with the Lamp1 labeling. WGA and SBA also revealed many other elements
of the macrophage; to probe for the specificity of the WGA labeling we performed a co-
infection with a K12 C600 E. coli, that is not as efficient as LF82 to multiply within
macrophage but form in rare occasion foci of several bacteria (Figure 2C). The WGA labelling
is strongly reduced in the C600 vacuoles compared to the LF82 vacuoles (Figure 2C and 2D).
Curli fibers can be revealed with antibodies against CsgA or CsgB, unfortunately we could not
observe labeling inside macrophage with antibodies (Zhou et al, 2013). Therefore we tested
them on bacteria recovered from lysed macrophages 24h P.l.. LF82 showed a strong CsgA

labelling at its periphery. C600 presented a much weaker labeling (Figure 2D and 2E,
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Supplementary Figure S2). We used STED super-resolution microscopy to refine our analysis
of the WGA staining in WT LF82 and LF82 deleted of csgD the regulator and the pgaABCD
operon encoding the exopolysaccharides component of the matrix. WGA labeling around
bacteria inside the phagolysosomes in observed with the WT strain. By contrast no WGA
labeling was observed around LF82 AcsgD and LF82ApgaABCD (Figure 2F). The absence of
exopolysaccharide matrix in the LF82ApgaABCD was expected since this operon directly
encodes the enzymes dedicated to its synthesis and export, however the connections
between CsgD and exopolysaccharide matrix are not documented in commensal E. coli
(Parker et al, 2017). This might suggest that CsgD is controlling the expression of a LF82
specific essential matrix formation factor. RNA-seq revealed that the expression of csgD is
highly increased at 6h P.I. (Figure 1D), we took advantage of this to follow the induction of
the biofilm pathway overtime. An unstable GFP fusion with the csgD promoter revealed that
biofilm production is continuous from 6h to 24h P.l. (Supplementary Figure 2D). Our results
demonstrate that LF82 forms IBC organized by a biofilm like matrix containing at least
exopolysaccharides (poly-B-1,6-N-acetyl-D-glucosamine) and amyloid fibrils formed of curlin.
The genes allowing the biosynthesis and export of colanic acid, another exopolysaccharides,
were also expressed in the phagolysosomes and some of them appeared important (cpsB,
wcal, rcsA, wza, Figure 1F), however we could not detect the presence of colanic acid in the
phagolysosome (Supplementary Figure S3A). The genes coding the protein in charge of
cellulose biosynthesis and export were down regulated in the macrophage (Figure 1F) and
transposon insertions were positively selected in the bcsG, bcsA and besB genes (Figure 1F).
This suggests that cellulose is not part of the IBC matrix and eventually its presence might be
unfavorable for LF82. The absence of cellulose was confirmed by the lack of PNA labeling

(Supplementary Figure S3B).
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Figure 2: Intracellular LF82 IBCs present a biofilm like matrix. A) Imaging of extracellular

polysaccharide structures revealed by wheat Germ Agglutinin (WGA) (Red) labeling around LF82-GFP
(Green) inside phagolysosomes (antibody for Lamp1, Cyan) of Raw macrophages. MOI of 30, 24h
P.1..B) Extracellular polysaccharide structures are observed inside phagolysosomes containing LF82-

GFP but not inside phagolysosomes containing only C600-mCherry bacteria. C) Quantification of the
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fluorescence intensity along the white line drawn in B. D) Imaging of curli fibers (antibody for CsgA,
red) formed around LF82 during macrophage infection. Macrophages infected with LF82 and C600-
GFP were lysed with Triton 1x 24h P.l. Lysate was immediately fixed with Paraformaldehyde, spread
on agaose pads and imaged. E) Quantification of the fluorescence intensity along the white line
drawn in D. F) STED super —resolution imaging of the of extracellular polysaccharide structures
revealed by wheat Germ Agglutinin (WGA) around LF82 IBCs formed by the WT and the csgD and

pgaABC mutants.

IBC formation is required for LF82 survival within macrophage

We constructed deletion mutants of genes involved in the regulation of the
extracellular matrix production (csgD, adrA, dgcE, pdeH, ompR), in the structural
components of the matrix (pgaA, wza, waal, bcsB, rcsCBD, glgCAP) and in the adhesion to
the surface (fimH, gseBC). We tested the ability of these mutants to form biofilm on abiotic
surface of 96 well polystyrene plates. Most single mutants presented a clear defect in their
ability to form biofilms (Supplementary Figure S4); however they maintain a higher biofilm
formation capacity than C600 laboratory strain. The pdeH and fimH mutants were severely
affected confirming that cyclic di GMP regulation and adhesion are required for the
formation of the biofilm. We then tested some of these mutants for their ability to survive
24h within Raw, THP1 and Human Monocyte-Derived Macrophage (HMDM) from blood
(Figure 3A-3C). In the Raw macrophage viability is 50 % reduced for most of the mutants. In
the THP1 macrophages, viability is also reduced but to a lesser extent. Finally, in the HMDM
the viability of the csgD mutant is also significantly reduced. One important aspect of LF82
survival within macrophages is the formation of non-growing bacteria immediately upon
infection under the control of stringent response and during the replicative stage (Demarre
et al 2019). These non-growing bacteria are also tolerant/persisters to antibiotics. The csgD,
wza and pgaABCD mutants presented a significant reduction of the number of persisters to
ciprofloxacin at 20h P.I. but did not influence their number in LB culture. This suggests that

IBCis an important element of LF82 infection program.
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The extracellular matrix determines the formation of IBC

To test if the matrix is a determinant for the ability to form replicative foci within
macrophage, we observed the presence of replicative foci the csgD, pgaA, wza, glgCAP
mutants (Figure 3E and 3F), the four mutants significantly reduced the proportion of large
replicative foci in the mono layer. This suggests that the biofilm matrix is essential for the
development of LF82 IBC. To further test the impact of IBC on the survival of LF82 we used
Cis-2 decenoic acid, a well described inhibitor of biofilm formation and stability. We
observed a reduction of the WGA intensity around LF82 suggesting a reduction in the
amount of exopolysaccharides in the matrix (Figure 3G) and concomitantly we observed a
reduction of LF82 survival within macrophage (Figure 3H). The survival of the LF82 csgD
mutant was not affected by Cis-2 decenoic acid, confirming that the drug targets the biofilm
matrix. Altogether our results demonstrate that the IBC structure formed within

phagolysosomes is beneficial for LF82 survival in macrophages.
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Figure 3: Deletions of the genes involved in the synthesis of the extracellular matrix curb LF82
survival and antibiotic tolerance. A) Proportion of viable bacteria at 24 h P.l. of Raw macrophages in
comparison to 1 h. LF82 and LF82 deletion mutants (green) and K12-C600 (orange) were infected at a
MOI of 30. Values represent the average of 3 to 7 experiments + SD. Data were analyzed using a
Student’s t test: * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001, **** P <0.0001. B) Proportion of viable bacteria
at 24 h P.I. of THP1 macrophages in comparison to 1 h. Data were analyzed as in A. C) Proportion of

viable LF82, LF82 csgD and K12-C600 bacteria at 24 h P.l. of Human Derived Macrophages from blood
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Monocytes (HDMM) in comparison to 1 h. Data were analyzed as in A. D) Measure of the proportion
of LF82 that were tolerant to ciprofloxacin (10x MIC) at 1 h or 5 h. LF82 were cultivated up to OD 0.3
in LB medium (in vitro) or harvested after 1 h or 24 h post infection within macrophages. The
challenges exerted on bacteria passaged through macrophages started immediately after
macrophage lysis. Data were analyzed using a Student’s t test to determine differences with the
proportion of ciprofloxacin-tolerant LF82 after a 24 h passage compared to a 1 h passage, * P <0.05,
**P < 0.01. E) Imaging of IBC formed at 24h P.l. with LF82-mCherry, LF82 csgD, LF82 pgaA and LF82
wza mutants. F) Distribution of IBC volume in the strains. G) Inhibition of the exopolysaccharide
matrix synthesis by the addition of cis 2 decenoic acid at 6h P.I., imaging was performed at 24h P.I..

H) CFU of LF82 and LF82 csgD mutant in the presence of cis-2 decenoic acid in the medium.
LF82 genes involved in macrophage survival

To monitor the formation of extracellular matrix and design mutants for viability
assays we took advantage of the huge biofilm literature developed with the study of
laboratory E. coli strains. However we observed a clear difference in matrix formation and
survival between LF82 and K12. Some of LF82 genes, absent from K12 genome, might be
responsible for this difference. The genome of LF82 contains 925 genes that are not present
in the genome of E. coli MG1655, among them 122 are encoded by the pLF82 plasmid. We
took advantage of the RNA-seq experiments to screen for putative IBC activators. Many LF82
genes were upregulated during infection, 172 (26 encoded by pLF82 genes) of these genes
were upregulated 1h post infection and 205 (46 encoded by pLF82) were upregulated 6h
post infection. Only 25 (3 from pLF82) and 42 (2 from pLF82) LF82 genes were
downregulated respectively 1h and 6h P.l.. This was in sharp contrast with the core genome
where a majority of genes were down regulated in the macrophages (Table S1). This
suggests that some of the LF82 genes might have been selected for intracellular growth and
eventually adaptation to macrophage. To reduce this list of putative candidates we
combined RNA-seq results with Tn-seq (Figure 4A); putative candidates should be
overexpressed and present a significant growth disadvantage over the 3 infection cycles as
did transposon insertions in the c¢sgA,C,D,F,G genes for example. Three gene clusters
emerged from this analysis: the Pathogenicity island Il (also called High Pathogenicity Island,
HPI, in other pathogens), a putative Type 6 Secretion System (T6SS) and a putative sugar
metabolism gene cluster. HPI expression is induced at 6h P.l. but not at 1h P.I. (Figure 4B),

this is in good correlation with csgD expression and the appearing of the exopolysaccharide
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matrix (Supplementary Figure S2). By contrast over expression of the Phospho glucoside and
T6SS clusters was observed as soon as 1h P.l. (Supplementary figure S5). We focused
therefore our analysis on the HPI which functioning in Yersinia pestis has been well
characterized. HPI allows the production of a siderophore called yersiniabactin, its export
and its reentry in the bacteria when Iron has been captured. The Yersiniabactin is a small
peptide synthesized by non-ribosomal peptide synthases encoded in the island (irp1 and irp2
genes). Tn-seq revealed that insertions inside irp genes were counter selected in the first
round of infection but not when LF82 has been submitted to three rounds of selection. By
contrast the ybtP and ybtQ genes coding for the ABC transporter dedicated to the import of
Fe**-Yersiniabactin were under selective pressure after 3 infections (Figure 4C). This suggests
that the main selective pressure is on the import of iron and not on a potential protective

role of iron chelation by Yersiniabactin inside phagolysosome.

The HPI and biofilm metabolism present an intricate relationship.

HPI is composed of two divergent open reading frame controlled by single AraC like
regulator (LF82_p299). Genes coding for ybtS, ybtX, ybtQ, ybtP are on the Crick strand and
genes coding for ybtA (the regulator), irp1, irp2, ybtU, ybtT, ybtE and fyuA (the outer
membrane receptor of Fe>*-Yersiniabactin) are on the Watson strand. We did not succeed in
deleting the entire island (32 kb) but deleted the left part of the island from ybtS to irp1.
Viability in Raw, THP1 and HMDM is affected by the deletion of HPI (Figure 4D). We
observed that number and size of replicative foci is strongly reduced with the HPI mutant
strain, and the remaining foci did not present WGA labeling for exopolysaccharides around
bacteria (Figure 4E, Supplementary figure S6). To monitor if biofilm formation also impact
iron capture by LF82 we constructed a plasmid reporting the expression of the HPI promoter
with an unstable GFP (P-HPI-GFP*). The expression of HPI started, as expected from RNA-seq
data, at 6h P.I. and it is manifest at 24h P.l. (Figure 5A). At 24h P.l., HPI expression is bimodal
with bacterial foci strongly expressing HPI while others were not (Figure 5A -5B). HPI
expression is reduced in the LF82 csgD (Figure 5A and 5C), adrA, bcsB, gseB and glgCAP
mutants (Figure 5D) suggesting that the presence of the biofilm matrix is important for HPI

expression.
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Figure 4: The High Pathogenicity Island (HPI) contribute to IBC formation. A) Scatter plot
representing RNA-seq and Tn-seq data for LF82 specific genes (not present in the genome of E. coli
K12). Only genes with a DE-seq P value <10 are represented. Genes highlighted with a cyan circle
are members of putative sugar metabolism cluster localized at (1566633 — 1572808 bp), red circles
highlight genes from the pathogenicity island PAI-Il or High Pathogenicity Island (2009366 - 2039595
bp), purple circles highlight the sitABCD cluster (1218516 — 1228935 bp) green circles highlight genes
from a putative T6SS (1404073- 1517973 bp). B) Stair plot of the mRNA fold change of the HPI locus.
C) Stair plot of the Tn-seq data for the HPI locus. D) Proportion of viable bacteria at 24 h P.l. of Raw,
THP1 and HDMM macrophages in comparison to 1 h. LF82 (green) and LF82 hpi deletion mutants
(orange). E) Imaging of LF82AHPI mutant 24h P.l. of Raw macrophages. Exopolysaccharides were
stained with lectin WGA.
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HPI and iron homeostasis

Bacteria face iron limiting conditions in mammalian host, where free iron is normally
bound to sequestering proteins such as transferrin. By lowering the iron levels, the organism
tries to arrest the proliferation of iron-dependent pathogens. Bacterial pathogens have
developed various strategies to capture intracellular iron. The HPI found in many pathogenic
enterobacteriacae encodes a highly efficient iron capture system based on the yersiniabactin
siderophore. RNA-seq experiments showed that inside macrophages most iron capture
systems were repressed except the one encoded by HPI which is highly overexpressed
(Figure 5E). This observation suggests that the Yersinibactin system is particularly adequate

to capture iron in the specific context of AIEC LF82’s IBC formed within phagolysosomes.

LF82 induce an iron response of the macrophage

LF82 infection significantly impact THP1 macrophage transcriptome (Figure 5F, Table
S6). As expect we observed the induction of the antimicrobial humoral immune response
(CXCL1, CXCL2, CXLC3, IL1 and IL8 genes were among the most significantly changed genes),
the induction of inflammatory response (TNF, CCR7, NFKBIA, OSM, CCL3L3, NFBIZ, PTSG2),
the induction of TNF and the response to its production (CCL1, CCL3, CCL3 and CCL20 genes)
and the lymphocyte activation pathway (CD80, IL23A). Beside this response to infection we
explored Human RNA-seq data to observe for eventual signs of an iron homeostasis
dysregulation (Figure 5G). Transcript levels of several genes involved in iron homeostasis
were significantly changed at 6h P.l.. IL6, Ferritin, Iron Chaperones PCBP 1-3 and the ferrous
iron transporter DMT1 were significantly overexpressed while Ferroportin, HCP1, HMOX1
and HMOX2 expression decreased. Surprisingly the expression of the HAMP and LCN2
genes, respectively coding for Hepcidin and Lipocalin, two of the main players of the
observed hypoferremia in response to infection by other pathogens were not changed
(Table S7). Our observations suggest that the formation of LF82 IBC is correlated with a
modification of iron homeostasis in the macrophage that might provoke iron expulsion from
phagolysosomes and its retention Ferritin within the cytoplasm or the mitochondria of

macrophages.
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Figure 5: The formation of exopolysaccaride matrix and the iron homeostasis are interconnected.

A) Imaging of the expression of the HPI promoter monitored with an unstable GFP fusion. WT and
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csgD mutant LF82 —mCherry strains expressing the P-HPI-GFP* from a plasmid were imaged. B)
Quantification of the distribution of P-HPI-GFP* fluorescence in LF82. F) Quantification of the
distribution of P-HPI-GFP* fluorescence in LF82 csgD mutant. C) Quantification of the % of P-HPI-GFP*
positive in WT and glgCAP, adrA, bcsB, gseB and csgD LF82 mutants. E) Expression data from RNA-seq
experiments at 1h and 6h P.l. of THP1 macrophages for the genes annotated for their participation in
iron homeostasis in LF82. Genes were organized according to their position on the genome. Clusters
of genes are delineated by a vertical line. F) Expression data of the Human genes from RNA-seq
experiments at 1h and 6h P.l. of THP1 macrophages. Selected genes with highly significant expression
changes are noted. G) Expression data from RNA-seq experiments at 1h and 6h P.l. of THP1
macrophages for the genes annotated for their participation in iron homeostasis in Human. Selected

genes with significant expression changes are noted.
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Discussion:

Within phagolysosomes LF82 present the characteristics of an IBC

Although there is a strong line of evidence supporting the role of AIEC in promoting
gut inflammation and exacerbating CD pathology, the genetic determinants that
discriminate AIEC from commensals have remained elusive. In the present work we
demonstrated that LF82 forms IBC with biofilm-like traits inside phagolysosomes a
characteristic that is not observed with a control laboratory strain. Immediately upon
infection, stringent response induction slows down LF82 growth rate for a 6 to 10 h period.
Late during this step we observed the induction of many genes involved in the biofilm
pathway (Figure 1). LF82 growth resumes at 10h concomitantly with the appearing of an
extracellular matrix formed of exopolysaccharides and curli fibers around bacteria (Figure2).
Deletions, interruptions by a transposon of genes involved in the biofilm pathway (Figure 2)
or chemical inhibition by cis-2 decenoic acid (Figure 3) stopped the formation of the
exopolysaccharide matrix and were detrimental for LF82 survival within murine and human
macrophages (Figure 3). In addition, IBC appears to stimulate the formation of antibiotic
tolerant LF82. Altogether these results suggest that the IBC is an integral part of the
adaptation that LF82 has to perform to survive within phagolysosomes. IBC with biofilm-like
traits have also been observed for uropathogenic Escherichia coli (UPEC) during invasion of
urothelial cells lining in the urinary bladder (Anderson et al, 2003). In this biofilm state, UPEC
evades host defense and persist despite antibiotic therapy. Interestingly, AIEC are genetically
closely related to uropathogenic E. coli (Nash et al, 2010). After invasion, UPEC replicate
rapidly (doubling times of 30-35 minutes) for up to 8 hours and form a loose collection of
hundreds of bacteria (Scott et al, 2015). At this point growth rate slows down and UPEC
develops pods with biofilm-like traits. The kinetics of IBC formation differs with LF82, they
remain in a non-replicative state for several hours P.l. and the biofilm traits appear
concomitantly with return to growth of a part of the population. We also observed an
exopolysaccharide matrix inside phagolysosomes containing few (1 to 5) LF82 bacteria
(Figure 2). This suggests that bacterial multiplication should happen and inside the biofilm

and develops the IBC.

What are the selective advantages produced by the IBC ?

189



Biofilms formed on abiotic surfaces or on epithelium are known to provide resistance
to mechanical stress imposed by flow. At first glance, this might not be an important
characteristic for IBC that are confined within phagolysosome membrane. However this
characteristic might be at play on the long term if macrophages die and release the IBC, this
structure might protect LF82 from dispersal by flow or from antibiotics present in the
digestive tract and eventually from phagocytosis by another macrophage. Once phagocyted
by a secondary macrophage IBC might provide an immediate important bacterial load,
harder to eliminate by macrophage than single bacteria. In Crohn’s disease patients such
phenomenon might explain chronic resurgence of AIEC (Alhagamhmad et al, 2016).
Alternatively it is possible that biofilm forms a physical barrier to toxic compounds produced
by the macrophages, perhaps by limiting their diffusion to the core of IBCs (Mah & O’Toole,
2001). It has been observed that resistance to antimicrobial peptides is mainly based on the
interaction between peptides and biofilm exopolymers. These polymers may work by
electrostatic repulsion and/or sequestration of antibacterial substances (Otto, 2006). Finally
we can also postulate that IBC provide a nutrient niche for LF82. The strong stringent
response induction and the metabolic switches that we detected in the RNA-seq data
suggest that phagolysosomes impose a severe depletion in nutrients to LF82. Cannibalism of
dead LF82 might be at play in the phagolysosome and the matrix may facilitate it (Lopez et
al, 2009). During co-infection experiments we observed K12-C600 E. coli within LF82 IBCs
(Figure 2). We can postulate that in the context of the Human gut such multispecies IBC are
formed and that LF82 can feed on commensal bacteria. The presence of three putative type
6 secretion systems in the genome of LF82 suggests that it is well armed to kill foreign IBC

residents.
HPI is required to for IBC within phagolysosomes.

Using molecular genomics methods we surveyed the genome of LF82 to identify
determinants that allow this bacterium to form structured IBC while commensal E. coli do
not. LF82 presents 925 genes that are absent from the genome of K12 MG1655. Among
them only a few seems to be specific to AIEC (Nash et al, 2010), it is therefore likely that
their phenotypical characteristics emerged from a combination of genes or from patho
adaptative mutations (Miquel et al, 2010b). Here we present evidences suggesting that LF82

requires the combined action of the biofilm pathway present on E. coli core genome and a
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particular iron capture system encoded by a pathogenicity island (HPI) acquired by
horizontal transfer to establish the IBC. An analysis of the genetic diversity of E. coli isolated
from patient with Crohn disease revealed that 25 out of 32 strains (78%) encode the irp2
gene and presumably the rest of the HPI cluster in their genome. Among these 32 strains
only 13 presented an AIEC phenotype the prevalence of irp2 in this group was 70%
(Céspedes et al, 2017). By contrast this association was only 30% for the control group. In
addition this analysis revealed that the presence of chuA, fhuD or irp2, three genes involved
in iron capture systems, in the genome is a strong marker for E. coli associated with Crohn’s
disease. Enterobacteriaceae (Yersinia species or ExPEC E. coli) that contain the HPI display
increased virulence. The role of the HPI is to synthesize, export and capture Yersiniabactin
bound to Fe®*. Therefore Yersiniabactin facilitates iron uptake, which is essential for
bacterial growth. In an environment with very limited free iron, such as the human body,
where most iron is bound to proteins, bacterial expression of the HPI genes has been shown
to be elevated (Chauvaux et al, 2007). We observed that 6h P.l. HPI is the only iron capture
system with an increased expression compared to the growth medium. This suggests that
Yersinibactin is particularly well suited for iron capture within macrophage. It has been
observed that Yersiniabactin increases E. hormaechei growth when iron-saturated
Lactoferrin is the main iron source (Paauw et al, 2009). Inside THP1 macrophages Transferrin
and Lactoferrin genes are expressed at a similar level but Lactoferrin is 2.5 overexpressed in
the presence of LF82. Additional experiments will be required to test if Yersiniabactin and
Lactoferrin are indeed present in the LF82 phagolysosomes and may compete for iron. An
alternative possibility could be that the chemical nature of the phagolysosome limits the iron
capture propensity of the enterobactin siderophore and other iron transport system
increasing the selective pressure for Yersiniabactin. Finally, Yersiniabactin might also
contribute to the protection of LF82 from iron (Paauw et al, 2009) or copper toxicity (Koh et
al, 2017) that may be particularly relevant to phagolysosomal compartments and other

restricted spaces in which reactive oxygen species are abundant (White et al, 2009).
Iron capture and biofilm formation

Our results show a direct link between iron capture and biofilm formation. We
simultaneously observed that HPI expression is controlled by the biofilm pathway and the

formation of the exopolysaccharide matrix is altered when the HPI is deleted. This suggests a
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synergistic effect between these elements. Links between biofilm and iron homeostasis
supporting this synergy have already been documented in a couple of cases. First, it has
been observed that the availability of iron greatly influences UPEC ability to form biofilm on
abiotic surface in urine medium (a poor source of iron), interestingly this phenomenon was
also dependent on the Yersiniabactin system (Hancock et al, 2008). Second, Pseudomonas
aeruginosa uses exopolysaccharides to sequester and store iron and stimulate biofilm
formation (Yu et al, 2016 Kang & Kirienko, 2018)). Negatively charged exopolysaccharides
would chelate Fe** and Fe?* in the vicinity of the bacteria and allow its capture. This scenario
could be particularly interesting in the closed environment of the phagolysosomes where

iron might be expulsed by the DMT1 Fe®" transporter.
A complex adaptive strategy to colonize a stressful niche

Altogether our results suggest that to adapt to the harsh environment of the
phagolysosomes AIEC bacteria used a complex strategy involving a huge transcriptomic
response, a phenotypic switch, at mechanisms to capture essential nutriments and a
molecular shield to protect the IBC from environmental stresses. The nutrient scarcity of the
phagolysosomes, because it induces stringent response and HPI expression, appeared to be
an essential determinant of this strategy. Future work will be required to determine if the
phenotypic switch (growing — non growing), the production of extracellular matrix and iron
capture are connected pathways. Links between stringent response and biofilm formation
have already been documented in salmonella (Azriel et al, 2015). Common regulator such as
DksA, CsgD or c-di-GMP for these three pathways might explain the kinetics of macrophage
infection by LF82. Our observations suggest that other pathobiont bacteria equipped with a
biofilm production apparatus and adequate iron capture system might also survive and form
IBC within macrophage. Does the colonization of this difficult niche represent a selective
advantage for AIEC or other bacteria in the context of Crohn’s disease or other disease
involving dysbiosis? Investigating this aspect should provide future leads for antibacterial

based precision medicine strategies.
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Supplementary Figure S1

compared to liquid medium culture were analyzed according to regulon information. Regulon

annotations were extracted from Regulon DB. For each transcription factors the RNA-seq data from

its requlated genes were collected, only genes with a significant fold change (DEseq - P value < 10™)

were considered. Box plot represent the median fold change of up regulated and down regulated

genes from each regulon (bar), the distribution of 75% of the population (box) and outliers (cross). B)

RNA-seq data from LF82 infecting THP1 Macrophages for 6h P.l. compared to liquid medium culture

were analyzed according to regulon information. The numbers of upregulated and down regulated
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genes from each regulon are plotted. C) Histogram showing the fold change of expression of each
LF82 genes belonging to the acid pH response, biofilm and adhesins, flagella, glycolysis, ATP proton
motive force and purine-pyrimidine metabolism annotation groups. For each gene unfiltered 1h P.I

and 6h P.l. RNA-seq data are plotted.
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Supplementary figure S6: 24h P.l. of Raw 264.7 macrophages, extracellular polysaccharide
structures (Cyan) revealed by wheat Germ Agglutinin (WGA) are observed inside phagolysosomes
containing LF82-GFP but not inside phagolysosomes containing only LF82 AHIP-mCherry bacteria.
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Partie 9 : Microscopie électronique des macrophages infectés par LF82

Afin de visualiser la matrice extracellulaire produite dans les vacuoles des macrophages
contenant LF82, j’ai mis au point en collaboration avec Alexis Canette du service de
microscopie électronique de l'institut de Biologie Paris Seine — Jussieu, un protocole nous

permettant de réaliser de la cryomicroscopie sur les macrophages infectés.

Nous avons d’abord mis en images la formation de biofilm in vitro par la bactérie cultivée en
LB, en condition statique durant 24h a 37C°. Pour ces expériences, j'ai choisi comme témoin
négatif le mutant pour le géne csgD qui régule la formation de curli et cellulose notamment.
Dans les conditions in vitro, la différence entre les deux souches sauvage et mutante est

visible. La souche sauvage produit une matrice épaisse bien différentiable, absente chez la

mutante csgD (Figure 50).
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Figure 50 - Biofilm de la souche LF82 in vitro. 2mL de culture a DO 0.1 cultivé dans des puits
individuels IBIDI durant 24h (A-C) LF82 WT Mag=10.00KX et 30.00KX (B-D) LF82 AcgsD
Mag=10.00KX et 30.00KX
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Pour visualiser la matrice extracellulaire ex vivo dans les macrophages, nous avons d’abord
utilisé un protocole a base de Triton nous permettant de retirer les membranes du
macrophage. Nous observons des IBC avec ce protocole (Figure 2) mais I'analyse de la
matrice extracellulaire est compliquée par deux problémes majeurs. Le premier probleme
est que de nombreux filaments sont observés et la plupart semble appartenir aux cellules
eucaryotes (actines, etc.). Les filaments appartenant aux bactéries sont difficiles a dissocier
(Figure 51). Le second probléeme est qu’avec le contréle LF82 AcsgD, nous n’avons observé
aucun foyer bactérien, surement parce que ceux-ci sont moins fréquents et peut étre plus

facilement décrochés des cellules que la souche LF82 WT.
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Figure 51 — Microscopie électronique des macrophages RAW 24h post infection par la bactérie

LF82. A- Mag=5.00kX B- Mag=20.00KX C- Mag=30.00KX
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Nous avons donc adopté une stratégie différente de cryomicroscopie qui permet de
maintenir les échantillons dans un état quasiment physiologique, figés de maniere
instantanée. Les macrophages infectés et fixés au préalable sont déposés dansdes coupelles
de 2mm de diamétre puis congelés & haute pression dans de I'azote liquide. A I'aide d’une
lame, on fracture ensuite notre échantillon, cette fracture suit les plans de fragilité naturelle
de I'échantillon. La fracture peut ensuite étre sublimée en retirant la glace autour des
éléments prisonniers dans I’échantillon pour dévoiler un peu plus les structures d’intéréts.
Pour améliorer le signal, on dépose une fine couche de platine avant d’observer en

microscopie a balayage (Figure 52).

Infiection 11.4.1076 des
macrophages RAW 264.7 avec
LF82 WT ou AcgsD MOLIOD

20h post infection rincé la plaque 1X
avec du PBS | X, resuspendre les
cellules avec de la trypsine

Culot cellulaire C_!)
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Congelation a haute
pression en azote liquide

Cryoliwd sample

Fracture
Du bloc de glace

k) ke [ v
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superficielle

Recouvrement avec
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o
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Figure 52 Schéma du protocole de cryomicroscopie pour visualiser la matrice extracellulaire

produite par LF82 durant l'infection des macrophages RAW.
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Figure 53 - Cryomicroscopie SEM 24h post infection des macrophages RAW par LF82 WT.

Fracture de trois macrophages infectés par LF82 — (A-B) macrophage 1 Mag=4.41KX et 15.00KX
(C-D) macrophage 2 Mag=6.94KX et 15.56KX (E-F) macrophage 3 Mag=5.55KX et 8.10KX.
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Figure 54 Cryomicroscopie SEM 24h post infection des macrophages RAW par LF82 AcsgD.
Fracture d’un macrophage infecté par LF82 AcsgD — A) Mag=5.29KX -B) Mag=17.68KX

Dans cette expérience de cryomicroscopie, on observe la présence d’une membrane lache
autour de chaque bactérie présente dans les vacuoles (Figure 53). Ce résultat encourageant
est toutefois a nuancer, car nous avons également observé cette membrane avec le mutant
csgD (Figure 54). Il pourrait donc s’agir d’une capsule ou d’exopolysaccharides non régulés
par CsgD. Par ailleurs, la présence de cette membrane autour des bactéries ressemble a ce
gue I'on obtient en microscopie confocale lors d’'un marquage des lectines (Figure 55). On
observe dans ce cas un marquage présent autour des bactéries LF82 mais également autour
de C600, une bactérie non pathogéne, lorsqu’elle se trouve dans la méme vacuole que LF82.
Ceci semble exclure I'hypothése de la capsule qui serait spécifiquement associée a la
bactérie qui la produit. A posteriori, nous pouvons penser que le choix du mutant csgD dans
cette expérience n’était pas optimal. L'utilisation d’un double mutant pgaABCD-cgsD ou de
simples mutants pgaABCD ou csgAB permettrait de déterminer plus précisément le type de

structure observée.

LF82 €600 Wheat Germ Agglutinin

Figure 55 Marquage de la lectine
WGA 24h post infection des
macrophages RAW par LF82 et
C600. Coinfection LF82(rouge) et
C600(vert) avec marquage de la
lectine Wheat Germ Agglutinin
(WGA)(Cyan)
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Partie 10 : Caractérisation d’un systéeme de sécrétion de type VI putatif

Les systémes de sécrétion de type VI (T6SS) sont des complexes trans-enveloppes permettant la
translocation de toxines bactériennes chez des cibles eucaryotes ou procaryotes. Les T6SS sont
hautement impliqués dans la pathogénicité. La combinaison d’une approche génomique
combinant RNA-seq (transcriptome) et Tn-seq (identification des génes essentiels) de la souche
d’Escherichia coli LF82 au cours de l'infection des macrophages a permis d’identifier un nouveau
systeme potentiel de sécrétion de type VI (T6SS). Ce systeme est surexprimé dans le macrophage
et plusieurs des genes qui le composent présentent un désavantage sélectif lorsqu’ils sont

interrompus par un transposon (Figure 56).

Ce chapitre décrit les premiers résultats obtenus sur la caractérisation de ce systéme. Ces
travaux préliminaires ont été réalisé par Antinéa Ravet une stagiaire de Master 1 de Sorbonne

Université que j’'ai encadré.
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Figure 56 : Résultats du Tn seq et du RNA seq superposés au cluster de génes du T6SS. Les

parties (A) et (B) de la figure sont liées : la position du cluster de génes est donnée par I'axe des
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abscisses du graphique. Le graphe permet donc de visualiser les résultats de chaque géne
représenté. (A) L’axe des ordonnés de gauche indique les changements d’expression des ARNm
de LF82 WT en macrophages normalisés par I'expression des ARNm de la souche en milieu de

culture des macrophages (DMEM). Lorsque la valeur de la courbe bleue est

Le systeme de sécrétion de type VI regroupe les protéines membranaires (TssL, Tss), et TssM),
les protéines du tube (Hcp, VgrG), et les protéines entourant le tube du T6SS (TssB/TssC). Par un
effet de contraction, la gaine va permettre la perforation d’une cellule proche lors d’'un contact
par la projection du tube d’Hcp. Ce dernier est surmonté du pic VgrG terminé par la protéine
PAAR qui aiguise le systeme chez la bactérie, la gaine se forme dans le cytoplasme en assemblant
les sous-unités TssB/TssC. Le tube constitué d’'un assemblage de protéines Hcp est chargé de
protéines effectrices et le décrochement de VgrG va permettre leur libération. Les protéines
membranaires TssL et TssM forment une plaque d’ancrage (baseplate) du T6SS (Figure 57). Le
locus T6SS potentiel présente deux génes codants pour des protéines homologues a VgrG et une
protéine homologue a une protéine PAAR. L'expression trés forte lors de I'infection ARNm des
protéine LF82_230 et LF82_769 suggére qu’il pourrait s’agir des protéines de la gaine ou du tube

qui nécessitent de nombreux monomeres. _

- Recipient

Tss) e Tss) N AR
| TssM g Tss
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Figure 57 : Protéines de I'appareil de sécrétion de Type VI
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1 — Implication du T6SS putatif dans la survie dans les macrophages

Pour étudier I'implication du T6SS lors de I'infection, nous avons délété le cluster T6SS en entier
ainsi que certains genes individuels du cluster pour déterminer leur importance dans le systéme.
Jai sélectionné le géne LF82 227, ce gene est fortement induit dans le RNA-seq lors de
I'infection, il pourrait coder pour la protéine PAAR du T6SS et les génes LF82_769 et LF82_ 230 ne
présentant pas d’homologies significatives avec des protéines de fonction connue mais
fortement exprimées. Les protéines LF82_769 et LF82_230 pourraient constituer le tube du
T6SS. Nous avons infecté des macrophages murins RAW 264.7 avec les souches LF82 A227, A769,
AT6SS, APAI 1l (ilot de pathogénicité caractérisé montrant un profil d’expression similaire au
T6SS) et la souche AompR (un gene majeur pour la survie de LF82, utilisé comme contrdle
positif). Les trois délétions dans le cluster T6SS affectent la survie dans le macrophage a un

niveau comparable a I'ilot de pathogénicité 2 (Figure 58).

Croissance des mutants en macrophages

™~
& 2
—
[ =
(7]
o
E 1 T -
: F B
-

=
S
g 0‘5 ! -

0,25

WT AOmMPpR ATESS APAIZ ATED A227

n= 12 5 [ 3 3 b

M Ratio 24h/1h

Figure 58 : Représentation graphique du ratio des CFU 24h/1h aprés infection dans les
macrophages murins RAW 264.7. Le ratio 24h/1h détermine la survie de la souche dans les
macrophages. Le log2 du ratio est représenté, lorsque le ratio dépasse 1, les bactéries

proliférent. Ces résultats sont issus des moyennes des réplicas (n).
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2 - Etude du phénotype d’infection des mutants de délétion du T6SS en macrophages murins

RAW 264.7

Pour étudier l'implication du T6SS dans linfection des macrophages et la formation de
communautés intracellulaires (IBC), nous avons mesuré le nombre de bactéries par foci 24h
aprés infection. Avec la souche sauvage, nous observons fréquemment de larges foyers
bactériens (Figure 59A et 59E). La souche délétée du T6SS produit moins fréquemment de larges
foyers (Figure 59B et 4E). Les profils des mutants A227 et A769 sont similaires a celui du A T6SS :
les bactéries vues en microscopie sont majoritairement isolées (Figure 59C et D). Comme la
souche LF82 AT6SS, ces mutants sont dans 50% des cas isolés dans le macrophage (Figure 59F).
La délétion du T6SS semble donc impacter la formation de foyer de division bactérienne au sein

des macrophages.

Fréquence de formation de foci 24h Pl chez LF82 WT

Macrophages LF82
RAW RPSMmCherry Merge et AT6SS
. 50
®
S 40
'S
230
"
o
: 20 L
o 10
S
g0 — e
<1 4, 2 4 8 16 32 64 128

Nombre de bactéries par foci

E ®WT mAT6SS

Fréquence de formation de foci 24h PI chez les

mutants du T6SS
< 60
$ 50
8 40
L
® 30
-
820
b5
e, il
:g 0 —— l l [
d <1 1 2 4 8 16 32 64 128
ke 4 Nombre de bactéries par foci

B AT6ESS mA769 mA227

Figure 59 : Microscopie et représentation graphique de la formation de foyer des mutants du
T6SS en comparaison avec la souche sauvage 24h post infection (Pl) en macrophages murins
RAW 264.7. Tous les panels de microscopie sont en macrophages RAW MOI 50 24h PI. (A) Profil
de LF82 WT RPSM ::mCherry. (B) Profil de LF82 A T6SS RPSM :: mCherry. (C) Profil de LF82 A227
RPSM ::mCherry. (D) Profil de LF82 A769 RPSM :: mCherry. Echelle de la microscopie : 10 um. (E)

Fréquences des foci observés selon leur taille (le nombre de bactéries est estimé en fonction de

232



I'aire de l'objet fluorescent) chez LF82 sauvage et LF82 A T6SS 24h Pl obtenues grdce aux
acquisitions de microscopie. (F) Fréquences des foci observés selon leur taille (nombre de
bactéries contenues par amas) chez LF82 A T6SS, LF82 A227 et LF82 A769 24h Pl obtenues grédce

aux acquisitions de microscopies.

3- Suivi de I'expression de T6SS putatif au cours de l'infection

J'ai construit une souche LF82 769-GFP afin de suivre I'expression de la protéine 769 au cours de
I'infection. Nous avons réalisé des courbes de croissance de la souche LF82 769 a deux
températures 30 et 37°C en LB. La souche contenant la fusion se multiplie a la méme vitesse que
la souche sauvage. Cette fusion n’est pas toxique pour la croissance de la bactérie in vitro en
comparaison a une souche sauvage (Figure 60) et elle ne réduit pas la survie dans les
macrophages lors de I'infection (Figure 61). Durant la croissance exponentielle, la vaste majorité
des bactéries présentent une fluorescence diffuse (Figure 60A a 60G). En revanche, a 37°C dans
la culture a saturation, nous avons pu observer des foci de fluorescence aux poles des bactéries.
Les foci sont pour la majorité par paire : un a chaque pdle de la cellule (Figure 60l et 60J). En
phase stationnaire a 30°C, nous observons une fluorescence diffuse (Figure 62H). Nous ne
savons pas encore si ces foyers correspondent a I'assemblage d’un appareil de sécrétion. Dans

cette éventualité, alors, 'assemblage du T6SS serait sensible a la température.
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Comparaison WT et 769 fusion GFP a 30°C
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Figure 60 : Acquisition d’images par microscopie des cultures de LF82_769-GFP poussant a 30°C

ou 37°C sous agitation 180 RPM. (1) Courbe de croissance a 30°C de la souche LF82 WT et de la

souche LF82 769-GFP. (2) Courbe de croissance a 37°C de la souche LF82 WT et de la souche

LF82_769-GFP. (A) Culture a 30°C DO 0,241 600nm. (B) Culture a 30°C DO 0,473 600 nm. (C)

Culture a 37°C DO 0,274 600nm. (D) Culture a 37°C DO 0,470 600 nm. (E) Culture a 37°C DO 0,731

600 nm. (F) Culture a 37°C DO 1,5 600nm. (G) Culture a 37°C DO 2,3 600nm. (H) Culture ON (Over

Night) 30°C. (1) Culture ON 37°C. (L) Zoom sur la culture ON a 37°C. Echelle : 10 um
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Croissance de LF82 769 fusion GFP en macrophages
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Figure 61 : Représentation graphique du ratio des CFU 24h/1h PI de la souche LF82_769-GFP en

macrophages murins RAW 264.7. Le log2 du ratio est représenté. .

L'infection des macrophages RAW avec la souche LF82 769-GFP HU mCherry a ensuite été
réalisée afin d’évaluer la formation de foci et de visualiser a quel stade de I'infection le gene
LF82_769 est exprimé (Figure 62). 1h aprés infection, les bactéries présentent 2 foci
fluorescents aux péles de la cellule comme nous avons pu observer in vitro en phase stationnaire
(Figure 62A). A 6h PI, des foci caractéristiques sont aussi visibles sur plusieurs bactéries (Figure
62B). A 24h PI, certaines bactéries ont formées des IBC (Figure 62C) tandis que d’autres
bactéries sont isolées (Figure 62D). Dans les 2 cas des structures de LF82_769-GFP sont
observables aux péles des cellules. D’apres ces images, il semblerait qu’une structure impliquant

LF82_769-GFP se forme dans certaines bactéries tout au long de l'infection.
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Figure 62 : Acquisition d’image de macrophages murins RAW 264.7 infectés par LF82_769-GFP
HU mCherry MOI 50 fixés 1h et 24h post infection. (A) 1h Pl. (B) 6h PI. (C) Foyers multiplicatifs a
24h PI. (D) Bactéries isolées a 24h PI. Echelle : 10 um

4-Compétition in vitro entre les souches E. coli C600 GFP et LF82 RPSM mCherry

Les systemes de sécrétion de type VI ont été décrit dans la littérature comme un outil de
défense de certaines souches bactériennes permettant d’injecter une toxine dans les souches
étrangéres |'environnant. Nous avons donc voulu mettre en place une expérience de
compétition entre la souche E. coli C600 et LF82 WT. Pour cela, nous avons utilisé ces souches
chacune dotée d’un rapporteur fluorescent différent. Notre objectif est de déterminer si la

souche C600 est éliminée en étant mise au contact avec LF82 qui possede plusieurs T6SS. Nous
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les avons donc concentrées et mélangées sur un pad agarose de milieu minimum. Nous avons
choisi ce milieu pour déclencher la compétition pour les nutriments entre les deux souches.

L'expérience de compétition nous permet de voir une bactérie C600 verte s’allongeant au
contact d’une bactérie LF82 rouge désignée par une fleche blanche (Figure 63). Sur les images
prise de 260 a 300 min, on peut voir cette bactérie disparaitre. Nous avons observé un faible
nombre d’événements semblables sur le reste du champ. On peut supposer que cette mort
soudaine peut étre due au contact avec LF82. De plus, le contact avec LF82 se fait a son pole, la
ou nous avons localisé la structure d’un potentiel T6SS. Malheureusement la rareté de ces
évenements ne nous a pas permis d’envisager I'analyse des mutants des 3 T6SS codés par le
génome de LF82. Ces travaux, restent a compléter, mais ouvrent la voie vers un autre aspect de

I’adaptation de LF82 a son environnement.

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Figure 63: Time laps de la compétition entre LF82 RPSM mCherry et C600 GFP. Les prises de vue
sont espacées de 20 min. Le champ complet présente 1200 bactéries C600 et 200 bactéries LF82.
Cette prise de vue isolée représente un événement de disparition d’une bactérie C600 au contact

d’une bactérie LF82 désigné par les fléches blanches. Echelle : 10um.
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Discussion

La maladie de Crohn (MC) est un trouble inflammatoire qui peut affecter n'importe quel
segment du tractus gastro-intestinal de la bouche a I'anus. La MC se caractérise par des
périodes de rechute lorsque les gens éprouvent des symptomes et des périodes de
rémission lorsque les symptomes cessent. Malgré des données convaincantes indiquant le
role crucial de la microflore intestinale dans la pathogenése des maladies inflammatoires de
I'intestin (MICI), 'utilisation d’antibiotiques dans la pratique clinique demeure limitée, en
grande partie en raison d'essais hétérogenes et de données souvent contradictoires. La MC
est caractérisée par une modification de la composition des bactéries commensales
intestinales (dysbiose). On considére que la dysbiose joue un réle prééminent dans la
pathogenese de la MC en induisant une réponse immunitaire anormale chez les personnes
génétiquement sensibles. Les patients atteints de la MC présentent une composition
modifiée du microbiote intestinal avec des concentrations accrues de bactéries
envahissantes, en particulier Escherichia coli (E. coli) et une diminution du nombre de
bifidobactéries, lactobacilles et Faecalibacterium prausnitzii, qui possédent des propriétés
anti-inflammatoires. Parmi les protéobactéries qui colonisent l'intestin des patients atteints
de la MC, une nouvelle famille de bactéries E. coli a été identifiée : les E. coli adhérentes et
invasives (AIEC). Les AIEC peuvent envahir les macrophages et s’y répliquer, induisant la
sécrétion de grandes quantités de TNFa, amplifiant la réponse inflammatoire, ce qui est une
caractéristique de la MC. Ces caractéristiques distinguent les AIEC de la plupart des E. coli

qui sont des pathogenes extracellulaires.

Durant ma thése je me suis intéressée particulierement a la caractérisation de I'adaptation
d’une AIEC, LF82, a la survie et a la croissance dans les macrophages. LF82 réside a l'intérieur
des phagolysosomes matures qui fournissent un environnement stressant (pH acide, stress
oxydatif, privation de nutriments, etc.). Cet environnement est la plupart du temps mortel
pour les bactéries ou limite trés drastiquement leur croissance. Les bactéries pathogénes
intracellulaires ont développé de nombreuses stratégies pour détourner ou détoxifier le
trafic phagosomal, rendant ainsi la vacuole plus accueillante pour leur multiplication. La
croissance de la bactérie LF82 dans un phagolysosome mature fait exception parmi les

bactéries intracellulaires.
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Adaptation de LF82 a I’environnement hostile des macrophages.

Durant la premiére partie de ma these, mes travaux combinés a ceux de Gaélle Demarre ont
permis de caractériser 'adaptation de LF82 a I'environnement hostile du macrophage. Nous
avons observé qu’apreés infection, LF82 entre dans une phase de latence qui dure pres de
10h, ensuite certaines bactéries recommencent a se multiplier pour créer éventuellement
des foci réplicatifs que j'appellerai plus tard communautés bactériennes intracellulaires (IBC)
(Figure 64). Nous avons montré que la réponse stringente (le point de contrdle bactérien
impliqué dans la réponse a une limitation des nutriments) et la réponse SOS (la voie
bactérienne impliquée dans la réparation de I'ADN) sont critiques pour la survie et la
multiplication de LF82 dans les macrophages. L'induction de ces deux réponses au stress a
pour conséquence directe de créer une hétérogénéité dans la population bactérienne avec
des bactéries réplicatives qui contribuent a augmenter la taille de la population, mais avec
un taux de mortalité élevé et des bactéries non réplicatives qui elles tolérent facilement le
stress. Nous avons observé que la population non réplicative tolére également les
antibiotiques lorsqu'elle se trouve a l'intérieur d'un macrophage, mais aussi plusieurs heures
aprés la mort du macrophage. Ces bactéries tolérant les antibiotiques sont appelées
persistants ou « persisters », elles sont généralement rares dans les populations
bactériennes (1/10 000 - 1/100 000), alors que nous en observons jusqu'a 10% de la
population de LF82 dans les macrophages. Nos résultats suggérent donc que la quantité de
bactéries LF82 présentes 24h post infection dépend de nombreux paramétres ; la capacité a
résister aux stress initiaux imposés par le macrophage, la capacité a résister aux stress
grandissants avec I'augmentation de la population bactérienne, la capacité a sortir de la
phase de latence imposée par la réponse stringente en début d’infection, la capacité a se
multiplier et enfin du nombre de bactéries non réplicatives formées a chacune de ces
étapes. Pour mieux comprendre I'impact de I'expression de certains génes sur chacun de ces
parametres, nous avons initié une collaboration avec Hanna Schenk et Silvia De Monte (ENS-
Paris) qui ont mis en place un modéle mathématique d’analyse quantitative de la croissance
de LF82 dans les macrophages. Les parameétres de croissance, de mort et de persistance de
la population du modeéle ont été déterminés a partir de nos expériences, mais ils peuvent

étre modifiés a souhait ce qui permet de tester in silico I'impact de leur altération et ainsi de
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Matrix formation

mieux comprendre, et peut étre prédire, 'influence de mutants. Ces résultats sont décrits

dans l'article The Crohn’s disease-associated Escherichia coli strain LF82 rely on SOS and

stringent responses to survive, multiply and tolerate antibiotics within - PLoS Pathogens.
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Les bactéries en persistance lors de I'infection.

Un aspect important de ces résultats est I'observation qu’une grande partie de la population
LF82 (de 0,3 a 10 %) est tolérante a plusieurs heures de traitement antibiotique, et que la
proportion de bactéries non réplicatives dans la population augmente dans les macrophages
en présence des antibiotiques. Ces observations suggérent que I'environnement
phagolysosomique induit des arréts fréquents du cycle cellulaire dans la population et
gu'une partie de cette population arrétée est persistante ou tolérante aux antibiotiques. Un
tel phénomeéne a déja été décrit lors d'une infection a S. typhimurium de macrophages de
souris et rappelle ce qui est observé chez les mycobactéries VBNR (Fisher, Gollan, et Helaine
2017; Mouton et al. 2016). Fait intéressant, nous avons observé une augmentation de la
proportion de LF82 résistante aux antibiotiques induite par les macrophages a des moments
tardifs de l'infection, ce qui suggére la possibilité pour une bactérie de passer de I'état
réplicatif a non réplicatif et vice et versa durant le processus infectieux. Qu’elles soient
réplicatives ou non les LF82 présentent des réponses adaptatives au microenvironnement
intracellulaire. La tolérance (persistance) aux antibiotiques est un probléeme en soit, car elle
peut provoquer la réémergence lorsque le traitement est arrété de bactéries qui étaient
contenues par l'antibiotique, mais plus dramatique encore la tolérance aux antibiotiques
facilite I'évolution de la résistance (Levin-Reisman et al. 2017). De fait, la tolérance précéde
toujours la résistance, c’est parmi la population de bactéries tolérantes que les mutations
ont le temps d’apparaitre et d’étre sélectionnées ou que les transferts horizontaux entre
souches ou especes se mettent en place (Bakkeren et al. 2019). Mes travaux suggérent
gu’au-dela de la maladie de Crohn les risques sanitaires envisageables sont importants avec
des bactéries telles que LF82 ayant 10% de sa population tolérante aux antibiotiques dans
les macrophages. Les macrophages d’individus traités aux antibiotiques pourraient étre des
incubateurs de futures bactéries résistantes a divers antibiotiques. Cela est d’autant plus
envisageable dans le contexte de macrophages ayant phagocytés plusieurs espéces de

bactéries, ce qui pourrait favoriser les échanges horizontaux de matériel génétique.
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La formation de communautés intracellulaire de LF82.

Durant la seconde partie de ma thése, j’ai cherché a caractériser ce qui permettait a LF82 de
se multiplier et de former des IBC dans les macrophages. J’ai mis en évidence la production
et la présence d’'une matrice apparentée aux biofilms, composés de sucres et de fibres
amyloides produits par la bactérie dans les phagolysosomes des macrophages. Les
expériences de microscopie STED super-résolution montre que chaque bactérie individuelle
est entourée par cette matrice. Cette observation a été confirmée par des données
génomiques combinant au cours de l'infection des expériences de RNAseq, réalisées en
collaboration avec le groupe d’Antonin Morillon (Institut Curie), et de Tnseq. Nous avons
observé l'induction des génes permettant la formation d’un biofilm 6h aprés le début de
I'infection. Les régulateurs de cette cascade sont essentiels a la survie dans le macrophage.
Ces observations m’ont permis de choisir un certain nombre de mutants, dont j’ai testé la
survie et la capacité a former des IBC dans les macrophages. Les délétions des genes
impliqués dans la régulation de la formation de biofilm et plus directement dans les
composants de la matrice extracellulaire affectent la viabilité de la bactérie dans les
macrophages et leur capacité a y former des IBC. L'utilisation de I'acide 2 décénoique, qui
perturbe le quorum sensing de nombreuses espéces bactériennes et levures, permet la
dispersion des biofilms in vitro. En I'utilisant dans les macrophages infectés, j’ai observé une
diminution de la quantité de matrice exopolysaccharidique dans les IBC ainsi qu’une
réduction de la taille des IBC. Ce résultat confirme que la présence d’une matrice
extracellulaire sécrétée par les bactéries a partir de 6h apres l'infection permet la formation

d’IBC dans certains macrophages infectés.

Ces résultats sont décrits dans l'article Crohn’s disease related bacterium AIEC LF82
assembles a biofilm like matrix to protect intracellular microcolonies from phagolysosomes

attacks soumis pour publication.

Quel est le role de la matrice extracellulaire ?

La haute tolérance aux stress de la vacuole d’infection pourrait étre due a la combinaison
des deux mécanismes: persistance et production de matrice extracellulaire. Ce qui
protégerait les bactéries qui se multiplient et fourniraient un réservoir de bactéries non
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réplicatives pour tolérer un exces de stress. Toutefois, j'ai observé que les bactéries des IBC
exprimaient fréquemment les biosensors de réponse aux stress (Article PLoS Pathogens et
données non montrées), I'IBC n’est donc pas une zone du phagolysosomes ou les stress
acides, oxydatifs et génotoxiques sont gommés (Figure 65). Une croissance lente laisse le
temps aux bactéries de réparer les possibles lésions a I’ADN et de produire la matrice
extracellulaire pour ensuite augmenter son temps de génération sous la protection du

biofilm.

La mutation de genes impliqués dans la formation de biofilms, celui du régulateur CsgD par

exemple, affecte significativement le nombre de persisters formé au cours de l'infection.

Cela suggere que la formation de persisters est liée a celle du biofilm durant I'infection.

Figure 65- Expression du rapporteur de stress acide p1485-GFP (vert) par la bacétrie LF82

(rouge) - 24h post infection dans les phagolysosomes (bleu) des macrophages (violet).
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Le role de I'acide dans la signalisation de I'infection.

Les résultats de RNAseq et de biosensors montrent que la réponse de LF82 a I'acidification
de son environnement est massive et immédiate aprés la phagocytose. L’acidification
pourrait donc étre utilisée comme signal pour enclencher I'adaptation de LF82. La formation
de biofilm offre une protection contre un large éventail de stress environnementaux, dont
I'acidification du milieu (Senneby et al. 2017). Chez Streptococcus mutans, par exemple,
comme pour LF82, le pH de la niche écologique exerce une pression sélective importante. La
capacité de S. mutans a coloniser la plaque dentaire dépend de sa capacité a tolérer et
croitre dans des environnements contenant des pH acides. S.mutants s’organise en biofilm
dans son écosystéme naturel. La formation du biofilm est enclenchée par une densité
cellulaire élevée il y a alors induction d’un systéme de signalisation via une phéromone qui
controle I'adaptation et la tolérance a un pH acide (McNeill et Hamilton 2003). La dispersion
du biofilm réduit la tolérance a l'acide et la réponse physiologique au stress acide.

Chez LF82, comme la matrice exopolysaccharide apparait dans des phagolysosomes ne
contenant que quelques bactéries, la densité bactérienne ne semble pas étre le déclencheur
de la transition vers le biofilm. Nous avons donc considéré que I'acidification de la vacuole
pouvait étre responsable de I'induction des génes responsables de la synthése de la matrice.
Nos tests in vitro en pH acide n’ont pas montré d’amélioration de la formation de biofilm
(résultats non montrés). L'acide ne serait donc pas le signal déclencheur du phénotype
biofilm, mais je ne peux pas exclure que la formation de biofilm par la bactérie LF82 pourrait

permettre comme chez S. mutans une résistance a ce stress lors de l'infection.

Chez Salmonella enterica et Listeria monocytogenes, le stress acide agit comme un signal
permettant le déclenchement de la sécrétion d’effecteurs permettant respectivement le
détournement du trafic vésiculaire ou la lyse de la vacuole. Le cytoplasme de S. typhimurium
s’acidifie de facon dépendante du systeme de transduction de signal EnvZ-OmpR (capteur du
stress osmotique régulant notamment |'expression de porines de la membrane externe),
permettant I'activation de facteurs de virulence comme les systemes de sécrétion de type I
(Chakraborty, Mizusaki, et Kenney 2015). Des résultats obtenus en collaboration avec
I’équipe de Maude Guiller montrent I'importance d’'OmpR chez LF82 lors de l'infection des
macrophages, la viabilité est drastiquement affectée chez un mutant pour ce géne. Nous

pourrions compléter nos résultats préliminaires en mesurant le pH cytoplasmique in vitro de
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LF82 et tester si les genes enZ-ompR sont absolument nécessaires a cette acidification du
cytoplasme. Un mécanisme similaire a S. typhimurium pourrait se produire chez LF82 dans le
déclenchement de sécrétions d’effecteurs de virulence en réponse au stress acide présent
lors de la maturation du phagosome et tout au long de I'infection (les vacuoles sont acides
en permanence - résultats non montrés). Le biofilm permettrait ensuite la résistance a ce
stress, rendant inutile la détoxification de la vacuole ou la modulation du trafic

intracellulaire.

L'acidification du milieu pourrait également étre un des facteurs déclenchant la présence de
bactéries non-réplicatives et tolérantes aux antibiotiques. Les travaux de Gaélle Demarre ont
démontré qu’in vitro un stress acide ne suffisait pas a augmenter le nombre de persisters
dans une population de LF82. Toutefois, en combinant I'acidification avec un autre stress
comme la réponse stringente ou la chélation des ions Mg?* par de 'EDTA le nombre de
persisters augmente tres fortement. La signalisation vers I'état de « dormance » pourrait

donc impliquer I'acidification de la vacuole si elle est couplée a un autre stress.

Les contraintes mécaniques de la vacuole seraient favorables a la formation

de biofilms intravacuolaires ?

Un stress mécanique lié au confinement spatial des bactéries peut provoquer la formation
de biofilm (Chu et al. 2018; Grant et al. 2014). C’est ce qui a été démontré en faisant croitre
une colonie d’E. coli uropathogene (UPEC) dans un hydrogel (environnement confiné
ressemblant a une vacuole). En réponse a 'apparition progressive du stress mécanique dG a
la compression de I’hydrogel (confinement spatialement uniforme) sur la colonie, les
bactéries expriment des facteurs de réponse aux stress dés le début de la formation de la
colonie et tout au long de la croissance et déclenchent la production d’une matrice
extracellulaire dans I'ensemble de la colonie. Cette réponse aux stress continus et
homogenes permet a la colonie de réagir plus rapidement et avec une meilleure sensibilité
aux changements environnementaux (Chu et al. 2018). Lors de la colonisation des cellules
épithéliales de la vessie, les UPEC sont structurés comme des biofilms, ils expriment de

nombreux composants de la matrice extracellulaire comprenant des exopolysaccharides et
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des fibres protéiques tels que les curli. Les UPEC se multiplient trés rapidement dans les
premiers temps de l'infection avec un temps de doublement moyen de 30 min et peuvent
assez tot dans leur cycle infectieux rencontrer une résistance mécanique venant de la
membrane de la cellule épithéliale. Le développement de biofilms pourrait étre une
conséquence directe de I’évolution des contraintes mécaniques appliquées par la cellule
hote au cours de I'infection. Ces observations suggérent que le confinement physique d'une
colonie en expansion et la résistance mécanique de I'environnement a la croissance de la
colonie peuvent étre des facteurs importants pour déclencher le développement du biofilm.
Dans les régions a forte prolifération cellulaire, le stress mécanique augmente en suivant la
division cellulaire. Il est intéressant de noter que lors de mes observations avec LF82 de
vacuoles marquées par Lampl, je n’ai jamais observé de vacuoles laches autour des
bactéries, la taille de la vacuole semble toujours étre exactement ajustée a la quantité de
bactéries. La pression imposée par la membrane vacuolaire serait donc a peu prés constante
lors de l'infection. Lors de l'infection des macrophages par LF82, les vacuoles au sein d’une
méme cellule contenant les bactéries fusionnent au cours du temps pour former un seul et
unique phagolysosome (Figure 1 de I'article 2). Lors de la fusion de nombreux parametres
des vacuoles peuvent changer et peut étre que la pression peut augmenter, ceci pourrait
aussi étre utilisé par LF82 pour induire des réponses au stress et la formation du biofilm.

Le stress mécanique peut-il impacter d’autres parametres physiologiques des bactéries ?
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code le niveau de réponse au stress. b Distributions spatiales des bactéries E. coli (JM105)
(GFP) et des biofilms signalant des contraintes dans des colonies cultivées dans un hydrogel a
1% de PuraMatrix.. Marquage des biofilms a la concanavaline A et la rhodamine et le curli
coloré au rouge Congo apres environ 6 h de croissance. Barre d'échelle, 20 um. c -
Comparaison de la viabilité entre une culture planctonique et une culture ayant poussée
durant 6 h en hydrogel aprés exposition a 20 ug / mL de kanamycine (JM105) ( n = 2 pour le
téemoin, n= 3 pour le gel), 20 ug / mL de gentamicine (CFT073) (n = 3) et 10 ug / mL
d’ampicilline (CFT073) ( n = 3 pour le contréle, n =4 pour le gel).

Quorum sensing et biofilm multi espéces.

La formation de biofilm est régulée par la sécrétion dans le milieu d’auto-inducteurs
s’accumulant avec l'augmentation du nombre de cellules environnantes. Ce mécanisme
appelé quorum sensing permet de coordonner I'activité d’'une communauté vers un méme
objectif. La mobilité dépendant du flagelle a longtemps été associée a la formation de
biofilm, mais les bactéries peuvent également utiliser la chimiotaxie pour s’associer entre
elles sur une surface et former ensuite un quorum. Les bactéries peuvent s’accumuler au
sein d’une enceinte en suivant la sécrétion d’acides aminés comme la glycine ou la sérine
qui sont des chimioattractants (S. Park et al. 2003). Des expériences dans des labyrinthes
montrent le regroupement des bactéries dans des endroits confinés leur permettant
d’obtenir une densité cellulaire élevée suffisante pour enclencher le quorum sensing. La
fusion des vacuoles LF82 dans le macrophage pourrait permettre d’augmenter la densité
cellulaire dans les vacuoles et encourager le phénomene de quorum sensing déclenchant la

formation de biofilm.

Figure 67-Accumulation d’E. coli et V. harveyi et détection du quorum. (B ) Image de V.
harveyi apres 8 heures dans le labyrinthe. Les passages les plus étroits ont une largeur de 100
um. Les lignes correspondant aux parois du labyrinthe sont superposées pour plus de
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clarté. (C) Image de comptage de photons de la luminescence intrinséque, indiquant la
détection du quorum actif dans les zones ou les cellules se sont accumulées a haute densité.

J'ai réalisé des expériences de co-infections avec des LF82 et des bactéries E. coli K12 non
pathogenes ne formant pas de matrice exopolysaccharidique dans les phagolysosomes ;
elles ont montré que E. coli K12 peut bénéficier de la matrice produite par LF82 lors de
I'infection. Ce phénomeéne pourrait contribuer a la protection de bactéries non pathogenes
et ainsi augmenter leur nombre. En effet dans le contexte de la maladie de Crohn les
protéobactéries qui bénéficient de la dysbiose ne sont pas toutes des pathogénes ou des
pathobiontes. Certaines molécules du quorum sensing pour la formation de biofilm sont
inter-espéces, la production de biofilm et la composition de la matrice pourraient étre

renforcées par la présence d’une autre espece.

Pour visualiser ces effets de communication entre différentes bactéries résidentes d’une
méme vacuole dans les macrophages au cours de l'infection, on pourrait réitérer des
expériences de co-infection en utilisant cette fois-ci un rapporteur de I'activité métabolique
dans la souche E. coli non pathogenes. J’ai construit durant ma these un rapporteur GFP de
I'expression des ATP synthase qui témoignent de l'activité métabolique. Ce rapporteur
pourrait permettre de visualiser si la présence de LF82 augmente le métabolisme de souches
d’E. coli non pathogéne lorsqu’elles sont protégées par la matrice et stimulées par le quorum

sensing.

Importance du recrutement du fer dans la multiplication de LF82 dans les

macrophages.

Le fer est important en tant que nutriment essentiel pour la survie et la multiplication des
micro-organismes. Il intervient dans tous les mécanismes essentiels en tant que composant
d’enzymes, de protéines régulatrices, de complexes métaboliques jouant un réle dans la
signalisation et le métabolisme. Le fer peut également réagir avec I'H,0, lors de la réaction
de Fenton pour former des radicaux hydroxyles toxiques pouvant altérer les protéines, ’ADN

et les lipides de bactéries. Les bactéries ont donc développé différents systémes, décrits en
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introduction, pour maintenir I’"homéostasie du fer. La concentration en fer joue également
un réle important dans la formation de biofilm par les bactéries et affecte leur formation
(Saha et al. 2013). Chez P.aeruginosa le fer sert de signal environnemental pour la formation
de biofilm (Banin, Vasil, et Greenberg 2005). Pendant |'infection des macrophages LF82
présente une forte induction de l'ilot de pathogénicité responsable de la synthése de la
yersiniabactine, un sidérophore. Cette expression est coordonnée avec la mise en place de la
matrice de biofilm. La yersiniabactine renforce la pathogénicité de Yersinia. Cet ilot appelé
HIP est fréquemment présent dans les génomes d’entérobactéries, 80% des souches ExPEC
en possedent (Bach, de Almeida, et Carniel 2000) notamment les UPEC (Henderson et al.
2009). La yersiniabactine est capable de fixer le fer, mais aussi le cuivre et le nickel (Robinson
et al. 2018). Nous avons observé la répression de tous les autres systémes d'acquisition et
d'absorption du fer au cours de l'infection. Ce qui suggére qu’une fois dans le macrophage
LF82 se repose essentiellement sur la yersiniabactine pour acquérir le fer. Les bactéries
pathogenes doivent échapper aux défenses mises en jeu par I’héte qui affecte la capture du
fer. Par exemple la protéine associée a I'inflammation, lipocaline 2, a la capacité de se lier au
sidérophore entérobactine le rendant inactif (Goetz et al. 2002). Les sidérophores acquis par
transferts horizontaux comme salmochéline, yersiniabactine et aérobactine ne se lient pas a
cette protéine et sont qualifiés de sidérophores furtifs. Il est également a noter que
I'utilisation de sidérophores dont le pH optimum de fixation du fer varie permet aux
bactéries pathogenes de s’adapter a différents environnements. La répression chez LF82 des
autres systémes d'acquisition et d'absorption du fer au cours de I'infection pourrait étre due
au fait que la yersiniabactine est un meilleur chelateur de fer dans un environnement avec
un pH acide ou la protonation diminue I’affinité pour les ions ferriques des sidérophores de
catécholate (comme I'enterobactine) (voir figure 20, introduction) (Valdebenito et al. 2006;
Abergel et al. 2006). L'induction de la yersiniabactine chez LF82 est dépendante de CsgD, ce
qui suggere un lien entre la formation de la matrice extracellulaire et la capture du fer. Il est
intéressant de noter que l'induction du systéme bactérien Yersiniabactine a été observée
pendant la maturation du biofilm de la souche E. coli UTI dans de Il'urine. La formation de
biofilms est fortement réduite dans les souches d'infections urinaires dépourvues du gene
fyuA, présent dans le HIP, codant pour le récepteur de I’holo-yersiniabactine. Nous avons
observé un phénotype similaire ex vivo avec LF82 ou I'ilot de pathogénicité 2 (HIP) est délété

et on observe une réduction significative de la coloration WGA des exopolysaccharides sur

249



les IBC. Ces observations suggerent une relation synergique entre la formation de

communauté intracellulaire similaire au biofilm et la capture du fer par la yersiniabactine.

Le Fer et le cuivre deviennent bactéricide quand il sont en présence d’oxygene, ils générent
des especes réactives a I'oxygéne pouvant diffuser dans les bactéries et altérer les clusters
fer-soufre (Macomber et Imlay 2009). Le rble de la yersiniabactine pourrait étre aussi de
protéger les bactéries. La yersiniabactine empéche la réduction cuivre (Il) en cuivre (l) et
pourrait ainsi protéger les bactéries pathogénes durant l'infection. D’'un autre c6té, une
carence en cuivre affecte I'activité bactéricide des macrophages et des neutrophiles. Le
cuivre est importé dans les compartiments phagosomal via la pompe ATP7A (White et al.
2009b). Dans le cas d’une inflammation chronique, la concentration en cuivre augmente
extensivement (el Hawy et al. 1993). La yersiniabactine secrétée durant l'infection des
macrophages par LF82 pourrait donc étre multifonctionnelle en favorisant la formation de

biofilm en protégeant la bactérie vis-a-vis des ROS et en réduisant I'activité du macrophage.

UPEC-AIEC des mécanismes de pathogénicité similaires.

La comparaison des génomes a montré un lien étroit entre les AIEC et les E. coli pathogéenes
extra intestinaux (EXPEC) notamment les UPEC (John HE Nash et al. 2010). La différence
entre les deux pathovars pourrait provenir d’'une évolution différentielle acquise dans
I’environnement pro-inflammatoire de la MC (Martinez-Medina, Mora, et al. 2009).Les
souches AIEC partagent des similitudes avec les UPEC dans leurs profils de genes de
virulence et leurs origines phylogénétiques. Les UPEC forment aussi des biofilms
intracellulaires et codent trés souvent pour l'ilot de pathogénicité de synthése de la
yersinibactine. De plus les UPEC peuvent survivre dans certains macrophages et les AIEC
peuvent également adhérer aux cellules de la vessie (Dreux et al. 2013). Toutefois une
différence importante est que lors de linfection les UPEC se libérent de la vacuole
d’endocytose pour se multiplier dans le cytoplasme. Les cellules épithéliales de I'h6te se
détachent de I'épithélium de la vessie pour étre éliminées. C'est une stratégie efficace, mais
qui expose les couches plus profondes de I'épithélium ce qui est propice a la création de

foyers de bactéries. Dans ces cellules internes de la vessie, les bactéries adoptent un cycle
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d’infection quiescent, ne se libérent pas dans le cytoplasme et restent dans une vacuole liée
a I'autophagie présentant les marqueurs LAMP1, ATG16L1 et LC3, qui, elle, ressemble aux
vacuoles contenant les AIEC. Les UPEC utilisent alors une protéine de la voie de recyclage
endocytaire (Rab35) pour obtenir du fer lors de I'infection de ces cellules épithéliales (Dikshit
et al. 2015). Le détournement du trafic intra vacuolaire est une stratégie fréquente chez les
pathogénes intracellulaire comme Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium,
A.phagocytophilum (Halaas et al. 2010; Huang et al. 2010; Kyei et al. 2006). Cette question
du détournement ou de la modification du trafic par LF82 lors des infections des
macrophages a été abordée durant ma these. J’ai émis I’hypothése d’'un détournement du
trafic autophagique a différents stades de l'infection pouvant contribuer a fournir les
nutriments nécessaires a la multiplication de LF82. Malheureusement aucun des marqueurs
utilisés ne s’est retrouvé sur les vacuoles contenant LF82 (résultats non montrés).
L’exploration des protéines Rab reste une hypotheése intéressante a exploiter. Un marquage
des protéines Rab au cours de I'infection et I'utilisation d’une lignée déficiente pour certains
Rab pour visualiser un éventuel recrutement des endosomes sont des expériences

facilement envisageables.

Implication d’un appareil de sécrétion de type VI putatif dans l'infection des

macrophages par LF82.

Les systemes de sécrétion de type VI (T6SS) sont largement répandus chez les bactéries
Gram négatives, leurs roles principalement reconnus sont la compétition entre espéces
bactériennes et l'interaction avec I’h6te lors d’une infection. Plusieurs T6SS peuvent exister
au sein d’'une méme bactérie comme c’est le cas pour LF82 qui en possede deux, annotés
dans les ilots de pathogénicité | et Ill. La combinaison des expériences de RNA-seq et Tn-seq
au cours de l'infection a permis de mettre en évidence un nouvel appareil de sécrétion de
type VI putatif chez la souche LF82 (Figure 5A article 2 ). Ce T6SS putatif est codé par un ilot
génétique situé a 1-488-257 pb sur le génome. Les génes codant pour la gaine et la plaque
basale sont clairement identifiés. Il est intéressant de noter que les deux autres T6SS

présents sur les ilots de pathogénicité | et Ill ne semblent pas, eux, participer a I'infection des
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macrophages. lls ne sont ni surexprimés ni contre sélectionnés dans |’expérience de Tn-seq.
L’existence de plusieurs T6SS sur le génome de LF82 laisse supposer plusieurs fonctions
différentes, certaines éventuellement impliquées dans l'infection. Les résultats préliminaires
obtenus confirment I'importance de ce nouveau T6SS putatif au cours de l'infection des
macrophages. Les expériences de fusions GFP montrent I’expression de la structure in vitro a
37°C sur une culture en phase stationnaire et ex vivo tout au long de l'infection. Des
expériences complémentaires seront nécessaires pour comprendre son réle dans l'infection.
Les hypotheses sont nombreuses, mais nous sommes particulierement intéressés par la
possibilité que ce systeme participe a ’homéostasie du fer. Les T6SS peuvent intervenir dans
la captation de nutriments essentiels comme le fer. Chez P. aeruginosa, il existe trois T6SS
H1, H2 et H3. Le facteur TseF sécrété par H3-T6SS joue un réle dans I'absorption du fer en
interagissant avec les vésicules de la membrane externe (OMV)(Lin et al. 2017) (Figure 68).
L’absorption du fer pourrait étre une fonction redondante pour les T6SS, ce role a également
été rapporté chez E. coli, Edwardsiella tarda, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei

et Pseudomonas taiwanensis.

/T
/—‘T)
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8 PQS U FptA
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Figure 68-Modéle d’acquisition du Fer chez P.aeruginosa par sécrétion du facteur TseF via
le complexe OMV. Le facteur TseF est exporté par H3-T6SS, puis incorporé dans les OMV qui
permettent le recrutement du fer extracellulaire. Le facteur TseF permettrait une
réintégration dans la cellule via des récepteurs spécifiques.
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Pour vérifier chez LF82 l'implication de ce nouveau T6SS dans un potentiel role de
I'acquisition du fer, on peut envisager de regarder s’il est induit par des conditions de
carence en fer. On peut également regarder si le régulateur Fur (régulateur de I'absorption
ferrique, réprimant les genes impliqués dans [|‘acquisition du fer pour maintenir
I’'homéostasie intracellulaire bactérienne) régule négativement le T6SS putatif en condition

non carencée.

Certains T6SS ont été mis en évidence pour leur réle dans la formation de biofilm ou la
résistance aux stress. C'est le cas pour Yersinia pseudotuberculosis pour qui le T6SS-4 est
impliqué dans la résistance au stress oxydatif en sécrétant une protéine de liaison aux ions
métalliques qui importe le zinc pour atténuer les espéeces réactives de I'oxygene (T. Wang et
al. 2015). C’est un réle qui pourrait s’avérer particulierement utile lors de I'infection des
macrophages par LF82 pour protéger la bactérie contre les dommages causés par les ROS
dans les phagolysosome. L'implication de ce T6SS dans la formation de biofilm au cours de
I'infection est également une piste a explorer pour le cas de la souche LF82, le marquage des
polyméres de la matrice dans les macrophages avec le mutant T6SS ayant montré une
diminution de la quantité de matrice extracellulaire (résultats non montrés). Pour tester
I’"hypothése de I'implication du T6SS dans la formation de biofilm, des tests in vitro en
plagues peuvent étre facilement mis en place combinés a la quantification de I'expression de
Hcp chez les biofilms de LF82 en comparaison a la forme planctonique. On peut également
regarder la résistance aux antibiotiques des biofilms formés par la souche sauvage LF82 en
comparaison a la souche mutante pour le T6SS. La surexpression du di-GMP-cyclique, du
régulateur CsgD ou une carence en nutriment, sur I'activation du T6SS pourrait également

éclairer sur son implication dans la formation de biofilm.

Ce nouveau T6SS putatif pourrait également servir a I'injection de protéines effectrices dans
le macrophage pour permettre aux bactéries de contrOler leur environnement. On n’en
connait pas encore pour les AIEC, toutefois une étude préliminaire a montré que de
nombreuses protéines de LF82 pouvaient se localiser dans des régions particulieres
(vacuoles d’autophagie, noyau, réticulum endoplasmique) lorsqu’elles sont exprimées
directement dans des cellules épithéliales (Collins et Huett 2018). Vibrio cholerae libére des

toxines responsables de la réticulation de I'actine dans la cellule héte eucaryote. Chez
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Legionella pneumophila Le T6SS est nécessaire pour la multiplication dans les phagosome en
inhibant la fusion phagosome-lysosome (Hilbi, Segal, et Shuman 2001). La caractérisation
d’effecteurs est difficile, nous pourrions envisager de les co-immunoprécipiter avec les
protéines du tube du T6SS (Hcp, VgrG et PAAR). Nous pouvons aussi envisager un crible par
microscopie a fluorescence pour chercher les protéines de LF82 sécrétées dans la cellule
hote lors de l'infection. Le systéme « splitfast » développé par le laboratoire d’Arnaud

Gauthier a 'ENS, semble adéquat pour cela (Tebo et Gautier 2019).

Est-ce que les AIEC s’échappent des phagolysosomes ?

La formation de I'IBC, structurée par une matrice extracellulaire, explique que les AIEC ne
s’échappent pas des phagolysosomes a I’échelle de temps de nos expériences (24h). La mort
des macrophages est inhibée par LF82 tout au long du processus d’infection, cette stratégie
peut permettre de laisser le temps au biofilm de se former. Toutefois, nous avons observé
sporadiquement qu’a la mort de certains macrophages infectés, I'IBC n’est pas dispersée et
est rapidement phagocytée par un macrophage voisin. Ce phénomeéne permet d’infecter un
nouveau macrophage avec une charge bactérienne importante ce qui pourrait augmenter
les chances de réussite de la seconde infection. La formation de larges IBC pourrait a
I'inverse permettre d’échapper a la phagocytose secondaire et contribuer a la formation de

granulome.

A l'issu de ce travail, peut-on envisager de nouvelles stratégies

thérapeutiques ?

L’éclairage nouveau de mes travaux sur la pathogenése de LF82 dans les macrophages
pourrait expliquer en partie I'efficacité controversée des traitements antibiotiques chez les
patients atteints de la maladie de Crohn. L’hétérogénéité de la population bactérienne
représente un défi majeur pour I'éradication de cette bactérie dans le contexte
pathologique. La conception d’une stratégie visant a la fois les biofilms et les cellules en

persistance semble essentielle.
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Une des stratégies employées pourrait étre de bloquer I'accés au fer, indispensable au
développement de la bactérie dans les macrophages. La présence de biofilm pourrait
également influencer la réponse adaptative du systeme immunitaire en le bloquant en
réponse Thl, favorisant ainsi les infections chroniques. La modification de la réponse

Th1/Th2 peut également étre envisagée (Gonzalez, Hahn, et Gunn 2018).

L’éradication des persisters reste un défi majeur et pose d’importants probléemes pour le
traitement de nombreuses infections chroniques. Les traitements antibiotiques couramment
utilisés pourraient favoriser I'apparition de résistants génétiques dans ces sous-populations
de persisters. Actuellement le PZA est le seul antibiotique efficace contre les persisters, son
efficacité repose sur le fait qu’il ne cible pas les cellules en multiplication a I'inverse des
autres antibiotiques (il est notamment utilisé contre M.tuberculosis pour le traitement de la
tuberculose). Il est également envisageable d’agir sur le quorum sensing dans le but de
disperser le biofilm et le rendre accessible aux antibiotiques, en utilisant ensuite le PZA on

pourrait cibler les deux types de population (persisters et biofilms).
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