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Titre

Déterminants génétiques de la résistance bactérienne aux bactériophages au cours d'une phagothérapie
pulmonaire expérimentale.

Résumé

La résistance aux antibiotiques est une menace mondiale pour la santé publique. Malgré les plans de lutte contre
I'antibiorésistance, la multirésistance ne cesse de progresser et expose a un risque accru d'impasse
thérapeutique en médecine humaine. Elle est devenue particulierement préoccupante au cours des infections
associées aux soins a Escherichia coli, et notamment dans le contexte de la réanimation au cours des pneumonies
acquises sous ventilation mécanique. Parmi les alternatives a I'antibiothérapie, I'utilisation thérapeutique de
bactériophage est une solution prometteuse et efficace. Cependant, la phagothérapie est mise au défi par
I'émergence rapide de bactéries développant une résistance aux bactériophages. Les mécanismes de résistance
ont pour la plupart été identifiés et étudiés in vitro, tandis que la résistance émergente au cours des traitements
de phagothérapie reste mal caractérisée.

Ce travail se propose de caractériser sur le plan génomique la résistance bactérienne aux bactériophages au
cours d'un traitement par phage dans un modéle murin expérimental de pneumonie aigu a E. coli. Dans un travail
de pharmacométrie et de modélisation de la phagothérapie pulmonaire, nous avons mis en évidence plusieurs
facteurs clés pour le succes du traitement par phage. En couplant un outil d'imagerie in vivo pour suivre
longitudinalement les animaux dans le temps avec un modele mathématique, nous avons caractérisé
I'interaction entre bactériophages et bactéries lors du traitement, par une dose unique du phage virulent 536_P1,
d'une pneumonie murine induite par la souche E. coli 536. Le modele a mis en évidence plusieurs parametres
clés pour l'efficacité thérapeutique des bactériophages, et surtout, souligne le réle critique d'une population
bactérienne réfractaire, comprenant les bactéries inaccessibles aux phages et/ou les bactéries résistantes aux
bactériophages.

Nous avons ensuite caractérisé sur le plan phénotypique et génomique les clones résistants au bactériophage
dans ce méme modele, en comparaison de ceux émergeant au cours d'une culture in vitro en milieu liquide. Nous
avons identifié une convergence mutationnelle des deux conditions vers des génes impliqués dans la biosynthéese
d'un composant de la paroi cellulaire (LPS ou capsule K15). Alors que les mutations liées au LPS étaient associées
a une perte quasi-totale de virulence, les mutants de la capsule K15 restaient aussi virulents que la souche
sauvage. Enfin, certains clones résistants aux phages devenaient sensibles a d'autres bactériophages incapables
d'infecter la souche sauvage, suggérant que les cocktails de bactériophages n'ont pas nécessairement besoin
d'inclure uniquement des bactériophages, tous capables d'infecter la souche pathogéne ciblée.

Enfin, nous avons réalisé une caractérisation phénotypique et génomique d'une banque représentative d'une
centaine de phages, isolés sur plus de 35 souches d'E. coli, et testée sur une collection de 370 souches
représentatives du genre Escherichia. Les bactéries étaient globalement résistantes a l'infection par les phages.
Le spectre d'hotes des bactériophages était corrélé a leur proximité génomique. La phylogénie bactérienne ne
semblait pas étre le déterminant principal du spectre d'h6te au niveau intra-espece, suggérant un role des
systemes de défense et du transfert horizontal de génes.

Ces travaux soulignent I'importance de la résistance bactérienne au bactériophage au cours d'une phagothérapie
comme facteur critique d'échec thérapeutique, notamment selon le mécanisme de résistance. Une grande
attention devrait étre accordée a ces mécanismes au cours de la constitution de cocktails thérapeutiques de
phages, notamment chez des patients présentant d'autres facteurs d'échec du traitement (immunodépression,
biofilm).

Mots-clés Bactériophage, Escherichia coli, Phagothérapie, Résistance, Pneumonie
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Title

Genetic determinants of bacterial resistance to bacteriophages during experimental pulmonary phage therapy.

Abstract

Antibiotic resistance is a global threat to public health. Despite national action plans for combating antibiotic-
resistant bacteria, multi-drug resistance is constantly growing and exposes to an increased risk of therapeutic
impasse in human medicine. It has become of particular concern during healthcare-associated infections with
Escherichia coli, particularly in ventilator-associated pneumonia in intensive care. Among the alternatives to
antibiotic therapy, the therapeutic use of bacteriophages is a promising and effective solution. However, phage
therapy is challenged by the rapid emergence of bacteria developing resistance to bacteriophages. The
mechanisms of resistance have mostly been identified and studied in vitro, while emerging resistance during
phage therapy treatments remains poorly characterized.

This work aims to characterize genetic bacterial resistance to bacteriophages during a phage treatment in an
experimental mouse model of acute E. coli pneumonia. In a pharmacometrics and modeling study of pulmonary
phage therapy, we have highlighted several success factors for treatment efficacy. By coupling an in vivo imaging
tool to longitudinally follow animals over time with a mathematical model, we characterized the interaction
between phages and bacteria during the treatment, with a single dose of the virulent phage 536_P1, of a murine
pneumonia induced by the E. coli strain 536. The model highlighted several key parameters for the therapeutic
efficacy of phages, and importantly emphasizes the critical role of a refractory population of bacteria that include
bacteria inaccessible to phages and/or bacteria resistant to phages.

We then performed a phenotypic and genomic characterization of the phage-resistant clones from this model,
compared to those emerging in a liquid in vitro culture. We identified a mutational convergence of the two
conditions towards genes involved in the biosynthesis of cell wall components (LPS or K15 capsule). While LPS-
related mutations were associated with an almost total loss of virulence, the mutants in the K15 capsule
remained as virulent as the wild type strain. Finally, some phage-resistant clones became susceptible to other
phages unable to infect the wild type strain, suggesting that phage cocktails do not necessarily need to include
only phages, all capable of infecting the targeted pathogenic strain.

Finally, we carried out a phenotypic and genomic characterization of a representative bank of a hundred phages,
isolated from more than 35 strains of E. coli, and tested on a collection of 370 strains representative of the genus
Escherichia. The bacteria were generally resistant to phage infection. The host spectrum of phages was
correlated with their genomic proximity. Bacterial phylogeny does not appear to be the main determinant of the
host spectrum at the intraspecies level, suggesting a role for defense systems and horizontal gene transfer.

This work highlights the importance of bacterial resistance to the bacteriophage during phage therapy as a critical
factor in treatment failure, according to the resistance mechanisms. Great attention to these mechanisms should
be paid during the constitution of therapeutic cocktails of phages, especially in patients with other factors of
treatment failure (immunosuppression, biofilm).

Keywords Bacteriophage, Escherichia coli, Phage-therapy, Resistance, Pneumonia
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AVANT-PROPOS

La résistance aux antimicrobiens est la capacité d’une bactérie a continuer de croitre malgré
la présence d’un antibiotique. On distingue les bactéries qui sont naturellement résistantes a
certains antimicrobiens (résistance intrinseque), des bactéries sensibles qui deviennent
résistantes a la suite d’une adaptation par changement génétique (résistance acquise). La
résistance a un antimicrobien constitue une adaptation de la bactérie a son environnement.
Ainsi, toute utilisation d’un antimicrobien induit une pression de sélection sur une population
bactérienne qui doit s’adapter pour contrer I'effet de I'agent antimicrobien, au risque, a
défaut, de s’éteindre.

En tant que médecin, mon parcours professionnel m’a conduit par une série de heureux
hasards, de rencontres marquantes et de choix réfléchis, a exercer dans les services de
réanimation. Peut-on trouver deux disciplines plus éloignées que la réanimation, un sprint
pour déjouer les regles de la biologie au bénéfice du patient, et la recherche en microbiologie,
un marathon pour comprendre le monde merveilleux du vivant infiniment petit ?

Les patients hospitalisés dans les services de réanimation sont exposés a un risque élevé de
développer des infections associées aux soins (IAS). Autant que la pathologie critique ayant
conduit a leur admission, ces infections pésent lourdement sur leur pronostic et sur la durée
de leur séjour hospitalier. La pneumonie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) est
I'infection nosocomiale la plus grave et la plus fréquente. Les mesures de prévention sont
efficaces pour réduire leur incidence : par la diminution des sources de contamination
(hygiéne des mains des soignants, diminution de la colonisation oropharyngée, réduction du
reflux gastro-cesophagien par la position demi-assise), par la réduction du flux de colonisation
bactérienne (gonflement d’un ballonnet trachéal) et par la limitation de la durée de ventilation
mécanique. Mais en dépit de ces recommandations, la mise en place et le maintien d’'une
sonde d’intubation orotrachéale, assurant un continuum entre les flores oro-pharyngée, oro-
digestive, cutanée d’une part, et le parenchyme pulmonaire d’autre part, aboutit
inéluctablement au développement de PAVM.

Escherichia coli est devenu un pathogéne majeur dans les IAS, et notamment les PAVM. Les
souches du phylogroupe B2 sont plus fréquemment impliquées dans les PAVM, grace a un
excellent potentiel adaptatif a I'environnement respiratoire. Elles sont a la fois plus virulentes
et plus résistantes aux antibiotiques, avec notamment un développement continu de la
multirésistance et de la résistance a des antibiotiques réservés a I'usage hospitalier pour le
traitement des infections les plus séveres ou les plus difficiles.



Face a l'antibiorésistance, le seul développement de nouveaux antibiotiques n’est pas
suffisant. Des changements de paradigmes et des alternatives thérapeutiques sont
développées pour enrayer I'une des plus graves crises écologiques mondiales, menacant les
santés humaine et animale, la sécurité alimentaire planétaire et le développement des
sociétés. L'une de ces solutions repose sur l'utilisation thérapeutique des bactériophages,
stratégie antibactérienne appelée phagothérapie.

Deux questions fondamentales se posent lors de l'utilisation d’un bactériophage en tant
gu’agent antibactérien. Comment sélectionner le meilleur bactériophage thérapeutique ? Et
comment s’assurer qu’il reste efficace tout au long du traitement ? Ces questions recoupent
des concepts biologiques communs, portant sur les interactions entre le bactériophage et la
bactérie : les mécanismes de résistance bactérienne au bactériophage, et leurs dynamiques
de coévolution au cours du temps. Je présente ici comment, a travers deux axes, nous avons
étudié ces interactions bactériophage-bactérie dans une perspective de phagothérapie
pulmonaire a I'aide du modele E. coli: par une approche écologique, pour comprendre
I'importance relative des déterminants du spectre d’hétes d’un bactériophage, et par une
approche thérapeutique pour caractériser les dynamiques de la phago-résistance au cours
d’un traitement par bactériophage.

Le lecteur trouvera en introduction (chapitre 1) une synthése des connaissances portant sur
la crise de I'antibiorésistance, illustrée de chiffres récents sur 'ampleur du probléme ; sur la
phagothérapie et les notions fondamentales de la biologie des bactériophages, nécessaires a
la compréhension du sujet ; et sur la pertinence de |'utilisation du modéle E. coli. Il y trouvera
également une revue récente de la littérature portant sur la résistance bactérienne aux
bactériophages au cours de la phagothérapie, qui fera prochainement I'objet d’une
publication (manuscrit en annexe). Cette introduction n’a pas pour but d’étre exhaustive mais
de donner au lecteur, qu’il soit spécialiste d’un des sujets ou non, les clés pour appréhender
les données des travaux scientifiques exposés dans la suite de ce manuscrit.

Ces travaux sont présentés sous la forme de trois chapitres. lls sont les fruits de quatre années
de travail expérimental, d’analyse, et de discussion scientifique.

Dans le chapitre 2, je présente une étude, publiée récemment dans Cell Reports, qui souligne
les facteurs de réussite d’un traitement par bactériophage, en particulier le contréle des
populations bactériennes résistantes au bactériophage thérapeutique, grace a une approche
combinant des données in vitro et in vivo dans un modéle mathématique in silico. Cette étude
a été le sujet principal de la thése de Raphaélle Delattre, soutenue le 14/02/2022, intitulée
« Etude pharmacométrique expérimentale en phagothérapie : derniére étape avant le
redéploiement ? » Ces travaux seront brievement abordés, du fait de ma participation
partielle a I'acquisition des données expérimentales. Cependant, des résultats fondamentaux
en découlent et sont directement reliés a la deuxieme étude.

Dans le chapitre 3, je présente une étude portant sur les mécanismes de résistance au
bactériophage thérapeutique dans le méme modéle de pneumonie murine a E. coli. Nous y
décrivons un parallele des mécanismes génomiques de résistance bactérienne aux
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bactériophages entre des conditions in vitro et in vivo, mais pas de leur co(t sur la virulence
bactérienne. Ces résultats ont été soumis pour publication dans la revue mBio.

Enfin le chapitre 4 présente les résultats préliminaires d’une étude, combinant des données
phénotypiques et des données génomiques, évaluant les déterminants du spectre d’hotes
d’une collection d’une centaine de bactériophages virulents a I'échelle du genre Escherichia.
Les résultats présentés ici ne sont que partiels et seront complétés dans les mois a venir avant
publication.

L’ensemble de ces résultats sont discutés dans le chapitre 5 qui inclus des perspectives de
recherche dans la continuité de ces travaux.

Enfin, ces travaux sont le fruit de collaborations ancienne ou récente avec diverses collegues
de trois laboratoires aux expertises complémentaires. La Science en 2022 se crée et se vit de
facon collaborative et ouverte.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

11



12



1. Larésistance aux antibiotiques : une menace mondiale pour la santé humaine

Depuis leur découverte en 1925, les antibiotiques sont I'un des plus puissants agents connus
pour lutter contre les bactéries. Leur utilisation a révolutionné la santé humaine, permettant
efficacement de traiter ou de prévenir les infections bactériennes. Bien que précocement
soulevé dés 1945 par Alexander Flemming, le probléeme de I'antibiorésistance est devenu
progressivement un des plus gros défis du XXI™e siécle.

a. L’antibiorésistance menace les progrés médicaux réalisés au XX°™e siécle

L’antibiothérapie a considérablement amélioré le pronostic des infections bactériennes dans
la population générale. Entre 1925 et 1960, deux tiers du gain d’espérance de vie (10 ans sur
15) sont dus au recul de la mortalité infectieuse, en grande partie liée au déploiement de
I’antibiothérapie (figure 1). Deuxieme cause de mortalité avant 1950 en France, les infections
bactériennes ne sont aujourd’hui responsables que de 2 % des décés (1). L'antibiothérapie a
également permis de diminuer considérablement le risque d’infection du site opératoire
(jusgu’a 25% selon le type de chirurgie) (2). Elle a enfin amélioré I'espérance de vie de
personnes dont le systéme immunitaire est affaibli de facon innée, de facon acquise
(chimiothérapies, immunosuppresseurs) (3) ou en lien avec des pathologies chroniques
(diabétiques, dialysés). L’antibiorésistance compromet a la fois la capacité a soigner les
infections courantes et les progres récents réalisés dans les soins de santé comme les
chirurgies prothétiques, les greffes d'organes, les thérapies anti-cancéreuses ou des maladies
auto-immunes. Ainsi, la médecine se trouve progressivement désarmée dans la lutte contre
des infections causées par des bactéries multirésistantes et fait face a un nombre croissant
d’impasses thérapeutiques (4). La résistance aux antibiotiques constitue donc une menace a
court et moyen terme pour la santé humaine.

6 4 Gain en années
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Figure 1. Gain d’espérance de vie attribuée a I'utilisation des antibiotiques (en rouge) entre 1945 et 1990.
Source : Meslé et al. L'évolution de la mortalité par cause : les différentes facettes de la transition
épidémiologique. 1997 (1)
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b. L’antibiorésistance constitue une menace d’envergure mondiale

Une analyse inédite de I'impact mondial de la résistance aux antibiotiques estime que les
infections liées a des bactéries résistantes aux antibiotiques ont joué un réle dans le déces de
4,95 millions de personnes dans le monde en 2019. L’antibiorésistance est elle-méme
directement responsable de 1,27 million de décés (figure 2). Il s’agit de la 3°™¢ cause de
mortalité apres les maladies cardiovasculaires et les cancers, selon la classification Global
Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study (GBD) (niveau 2) (5).

GBD super-region Resistance
[ Central Europe, eastern Europe, and central Asia [ Associated with resistance
150 [ High income [ Attributable to resistance

[ Latin America and Caribbean

[ North Africa and Middle East

[ South Asia

[ Southeast Asia, east Asia, and Oceania
[ Sub-Saharan Africa

100+

i

Deaths (rate per 100000 population)

GBD region

Figure 2. Mortalité directement attribuable et mortalité associée a la résistance bactérienne aux
antimicrobiens par région et par superrégion GBD, en 2019. GBD: Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk
Factors Study. Source: Murray et al. Global burden of bacterial antimicrobial resistance in 2019: a systematic
analysis. 2022 (5)

Si elles impactent plus sévérement les pays des régions avec l'indice de développement
humain le plus faible (Afrique sub-saharienne et Asie du Sud), les infections a bactéries
multirésistantes n’épargnent pas les pays les plus développés. Aux Etats-Unis,
I’antibiorésistance était responsable de plus de 35 000 déces en 2017 (4). Au sein de I'Union
Européenne et de I'Espace Economique Européen (UE/EEE), la résistance aux antibiotiques
était déja responsable en 2007 d’environ 25000 décés et de 2,5 millions de jours
d’hospitalisation supplémentaires (6). Le nombre de déces attribués a I'antibiorésistance a
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depuis été multiplié par 2,4 (7). Santé Publique France estimait en 2012 la prévalence annuelle
a 158 000 infections a bactéries multirésistantes, entrainant 12 500 décés en France (8). Outre
I'impact majeur sur la mortalité, I'antibiorésistance augmente fortement la morbidité liée aux
infections : délai de guérison accru, augmentation de la durée de séjour hospitalier et
altération in fine de la qualité de vie des patients. Elle nécessite également de recourir a des
antibiotiques de seconde ligne, de troisieme ligne, voire de recours.

c. Espéces bactériennes et sites infectieux : un impact variable

La résistance aux antibiotiques est particulierement préoccupante pour six especes
bactériennes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa, (mais aussi a moindre
degré pour Enterococcus faecium). Ces bactéries représentent plus de 70% de la mortalité
directe induite par I'antibiorésistance (929 000 décés annuels) (figure 3A). Cependant, méme
si une forte disparité régionale est observée, les infections résistantes a E. coli constituent la
premiere cause (ou co-premiére avec S. aureus) de mortalité associée a I'antibiorésistance,
guels que soient les pays, a I'exception de ceux d’Afrique sub-saharienne (figure 3B) (5). Dans
les pays de I'UE/EEE, I'antibiorésistance concernait en 2020 majoritairement les espéces E. coli
(41,3 %), loin devant S. aureus (21,9 %) et K. pneumoniae (11,9 %) (9).

La résistance aux classes d’antibiotiques de premiere ou de seconde ligne pour le traitement
empirique des infections graves représentait 55% de la mortalité attribuable a
I'antibiorésistance chez E. coli pour les B-lactamines, 25% pour les fluoroquinolones et 5%
pour les aminoglycosides (5). Au sein de 'UE/EEE en 2020, plus de la moitié (54%) des souches
d’E. coli était résistante a au moins un antibiotique d’aprés le réseau de surveillance EARS-
Net. La prévalence de la résistance des souches d’E. coliy étaient particulierement élevée pour
les antibiotiques de premiere intention (55% pour I'aminopénicilline ; 24% pour les
fluoroquinolones), importante pour ceux de deuxieme intention (15% pour les
céphalosporines de 3™ génération (C3G) ; 11% pour les aminoglycosides) et rare (0,2%) mais
en augmentation pour les carbapénemes, seuls antibiotiques de recours devant les souches
présentant une résistance combinée aux précédentes classes et qui représentent un plus de
5% des isolats (9). La résistance des entérobactéries a ces antibiotiques devrait continuer de
croitre dans les années a venir (figure 4) (10).

Par ailleurs, trois principaux groupes d’infections représentent a eux seuls plus de 75% de la
mortalité mondiale directement attribuable a I’antibiorésistance : les infections respiratoires
basses (400 000 déces, 31%), les bactériémies (370 000 déces, 29%), et les infections intra-
abdominales (210 000 déceés, 17%) (5).
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Figure 3. Mortalité directement attribuable et associée a I'antibiorésistance par agent pathogéne au niveau
mondial (A) et par région (B) en 2019.
Source: Murray et al. Global burden of bacterial antimicrobial resistance in 2019: a systematic analysis. 2022 (5)
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Figure 4. Progression de la résistance aux antibiotiques de premiére ligne (méticilline pour S. aureus), de
seconde ligne (C3G pour E. coli et K. pneumoniae ; FQ pour E.coli) et de troisieme ligne (carbapénémes pour K.
pneumoniae) par rapport a I'année de référence 2005 dans I"'UE/EEE. AMR index: anti-microbial resistance index.
Source : OCDE. Stemming the Superbug Tide: Just a Few Dollars More. 2018 (10)

d. L’antibiorésistance dans les infections respiratoires a Escherichia coli: un
probléme de santé publique

i. Infections respiratoires associées aux soins

E. coli était I'agent pathogene le plus souvent documenté, et les infections respiratoires basses
le type d’infection le plus fréquemment pris en charge a I’hopital, en France en 2016. Le taux
d’antibiorésistance dans ces deux cas était autour de 12%, proche du taux de résistance
moyen, tout site confondu ou toute bactérie confondue (figure 5) (11). L'implication de E. coli
dans des infections respiratoires multirésistantes associées aux soins n’est donc pas une
surprise. E. coli représentait ainsi la troisieme cause de pneumonie bactérienne en 2018 dans
I"hexagone (13 a 14% des isolats). L’antibiorésistance y était préoccupante avec plus de 10%
de souches productrices de B-lactamase a spectre étendue (BLSE), et un peu moins de 2%o
d’entérobactéries productrices de carbapénémase (EPC) (12).
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Figure 5. Nombre d’infections et taux d’antibiorésistance selon le site infectieux et I’espéce bactérienne en
France en 2016.

Source: Opatowski et al. Hospitalisations with infections related to antimicrobial-resistant bacteria from the
French nationwide hospital discharge database, 2016. 2019 (11)

ii. Le cas particulier des pneumonies acquises sous ventilation mécanique
(PAVM) en réanimation

L'admission en réanimation est conditionnée a une défaillance d’un ou plusieurs organes
régulant les grandes fonctions vitales (systéme cardio-vasculaire, respiratoire, rénal,
neurologique, hépatique...) et mettant en jeu le pronostic vital du patient a court terme, en
I'absence de prise en charge. Celle-ci repose a la fois sur un traitement étiologique et sur la
mise en ceuvre de techniques de suppléance des fonctions vitales, temporairement, jusqu’a
la résolution de la pathologie causale. La mise sous ventilation mécanique est la technique la
plus souvent mise en ceuvre, que ce soit pour une défaillance respiratoire aigiie (principale
cause d’admission en réanimation), ou pour une défaillance neurologique (protection des
voies aériennes supérieurs au cours du coma) (13, 14).

Les patients hospitalisés en réanimation sont donc particulierement exposés aux infections
associées aux soins (lAS) : ils cumulent des facteurs de risque infectieux liés au terrain
(immunodépression, diabéte, insuffisance rénale chronique dialysée), et une exposition a des
dispositifs invasifs (85% a une sonde urinaire ; 63% aux cathéters veineux ou artériels ; 60% a
une sonde d’intubation orotrachéale) (15). Ces dispositifs constituent des corps étrangers
établissant un continuum entre des niches écologiques bactériennes (flores cutanée, bucco-
pharyngée ou digestive du patient, ou du personnel soignant qui les manipule) et des sites
anatomiques profonds (circulation sanguine, poumons, vessie). Tous ces dispositifs invasifs
sont donc autant de portes d’entrée infectieuse pour une bactérie pathogene. Les PAVM
constituent de loin la premiére cause d’IAS en réanimation.

La PAVM est définie par une infection du parenchyme pulmonaire chez les patients exposés a
une ventilation mécanique invasive pendant au moins 48h. Cette IAS affecte entre 5 et 40%

18



des patients sous ventilation mécanique invasive (16). En Europe, la densité d'incidence
rapportée est de 18,3 épisodes de PAVM pour 1000 jours-ventilateur (17) (15,4/1000 en
France (15)) et la prévalence est de 6% des patients sous ventilation mécanique (18). Les
PAVM sont en outre des infections graves impactant le pronostic du patient. Elles sont en effet
associées a la fois a une surmortalité, et a une prolongation de la durée de la ventilation
mécanique et du séjour en soins intensifs (17).

E. coli est le troisieme organisme documenté en termes de fréquence (12%) au cours des
PAVM en France par le réseau Réa-Raisin surveillant les IAS en réanimation sur un échantillon
représentant pres de la moitié des services de réanimation du pays (figure 6A) (15). Alors que
les incidences des PAVM a P. aeruginosa et a S. aureus stagnent, celle des PAVM a
entérobactéries progresse (19).

La population hospitalisée en réanimation est également soumise a d'importants facteurs de
risque d’antibiorésistance : plus de la moitié d’entre eux a recu au moins un antibiotique avant
I’'admission en réanimation, et un peu moins de la moitié était préalablement hospitalisée
dans un établissement de santé. Parmi les souches d'entérobactéries isolées au cours d’IAS en
France, le niveau d’antibiorésistance aux antibiotiques utilisés dans les infections respiratoires
graves est préoccupant : la résistance aux C3G, bien que stable, reste élevée (28,3% en 2017
versus 17,8% en 2004) alors que la prévalence des BLSE progresse (17,9% en 2017 versus 9,9%
en 2005). Enfin, 1,5% des souches d'entérobactéries présentent une résistance intermédiaire
ou totale aux carbapénémes (figure 6B) (15). Si les données du réseau Réa-Raisin ne décrivent
pas ces résultats par espéce bactérienne ou site infectieux, Santé Publique France retrouvait
a la méme période une antibiorésistance importante (13% de souches BLSE) dans les
infections respiratoires basses a E. coli documentées par prélévement invasif, prélevement
guasi-uniguement réalisé en réanimation chez les patients sous ventilation mécanique
invasive (prélevement respiratoire protégé ou distal) (12).
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Figure 6. Pourcentages des espéces bactériennes (A) et du taux d’antibiorésistance des entérobactéries (B)
documentés dans les PAVM en réanimation en France en 2017.

Source : Santé Publique France-Réseau REA-Raisin. Surveillance des infections nosocomiales en réanimation
adulte. 2017. (15)
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e. Nouveaux paradigmes et alternatives thérapeutiques

Jusgqu’au début des années 1990, alors que I'utilité des antibiotiques plus anciens déclinait en
raison de la propagation des bactéries résistantes, de nouveaux antibiotiques étaient
découverts pour les remplacer (20). Mais depuis 30 ans, le pipeline de développement de
nouveaux antibiotiques s’asseche drastiquement. Si I'arrivée de nouveaux antibiotiques sur le
marché ces derniéres années peut donner le sentiment que des progres sur I'antibiothérapie
se poursuivent, ces nouveaux antibiotiques sont le résultat de découvertes scientifiques qui
ont eu lieu il y a des décennies. Par ailleurs, alors que les mécanismes de résistance sont
communs au sein de la méme classe d’antibiotique, aucune nouvelle classe d’antibiotique
découverte depuis 30 ans ne cible les bactéries gram-négatives (21). L'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) s’est ainsi alarmée que depuis 2017, sur onze nouveaux antibiotiques
autorisés par la Food and Drug Administration (FDA) et I'European Medicines Agency (EMA),
seuls deux appartenaient a une nouvelle classe chimique (dont un nouvel inhibiteur de B-
lactamase). Enfin, sur les 46 nouveaux antibiotiques, en développement en 2020, 'OMS
remarquait que la moitié seulement concernait les groupes critiques de bactéries
multirésistantes (entérobactéries, P. aeruginosa et A. baumanii), et seulement deux
correspondaient a des médicaments innovants (absence de résistance croisée connue,
nouvelle cible, nouveau mode d'action et/ou nouvelle classe) (22).

Dans ce contexte, un nouveau paradigme a émergé au sein de I'écosysteme de recherche et
de santé pour promouvoir le développement de traitements antibactériens alternatifs a
I'antibiothérapie (20, 23). Des approches trés diverses sont ainsi proposées. La moitié
correspond a des molécules a action directe qui représentent de nouvelles classes, de
nouvelles cibles ou de nouveaux mécanismes d'action (petits peptides antibactériens,
potentiateur d’antibiotique). D’autres proposent des approches plus innovantes : approche
anti-virulence, optimisation de la réponse immunitaire, stratégies de modification du
microbiome. Enfin, une idée centenaire est peu a peu réexaminée : I'utilisation de
bactériophages (figure 7) (24).
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2. Phagothérapie et bactériophages

Les bactériophages sont des virus capables d’infecter spécifiquement les bactéries mais
incapables d’infecter les cellules eucaryotes. Leur nom vient du grec ancien « ¢ayog»,
mangeur, et « Baktnpia », baton, venant de la forme bacillaire des premieres bactéries
observées. Il s’agit d’une traduction littérale de leur capacité a détruire les bactéries, ce qui a
permis de les identifier au début du XX®™e siécle.

a. Découverte des bactériophages: une histoire liée a leur potentiel
thérapeutique

Une découverte scientifique s’apparente davantage a un processus collectif qu'a un
événement unique. Si la paternité de la découverte des bactériophages est traditionnellement
attribuée a Frederick W. Twort et Félix d’Hérelle, des observations effectuées au cours de la
derniére décennie du XIX®™e siécle, décrivant des phénoménes de lyse bactérienne au contact
d’échantillons environnementaux (eaux, filtrats), suggerent que l'action bactéricide des
bactériophages ait été observée bien avant d’étre comprise (25).

En 1915, Frederick W. Twort, microbiologiste britannique travaillant a la Brown Institution a
Londres, étudie la propagation in vitro de « virus filtrables » du matériel vaccinal de la variole.
Il observe une « transformation vitreuse » de colonies bactériennes contaminant des boites
de culture, et décrit également la transmission de ce phénomene sporadique de destruction
bactérienne d'une culture atteinte a une culture saine de la méme espéce (26, 27).

Deux ans plus tard, en 1917 Félix d’Hérelle, microbiologiste franco-canadien travaillant a
I'Institut Pasteur a Paris, rapporte la lyse de cultures de bacilles de Shigella et la production
de taches claires dépourvues de bactéries sur gélose apres mise en contact avec un filtrat de
selles collectées auprés de patients dysentériques. Il rapporte également la capacité de
propager indéfiniment ce phénomeéne d’une culture a I'autre, méme aprés une forte dilution.
Il émit I’hypothese que ce phénomene était dii a un microbe invisible capable de parasiter le
bacille dysentérique. D’Hérelle leur attribua leur nom de bactériophage en raison de leur
capacité a tuer les bactéries. Rapidement il développa le moyen de les isoler, de les purifier,
et proposa de les utiliser comme agent thérapeutique de certaines maladies infectieuses
bactériennes, donnant ainsi naissance a la phagothérapie (26, 28).

Entre 1920 et 1940, de nombreux traitements par bactériophages furent pratiqués pour des
infections principalement staphylococciques et streptococciques, chirurgicales ou cutanées,
mais aussi pour des infections intestinales, génitales, rhinopharyngées ou respiratoires. La
phagothérapie a ainsi eu un succes grandissant dans le monde entier puisqu’elle promettait
la guérison d’infections jusque-la souvent mortelles, avec cependant plus ou moins de réussite
(29).
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b. Phagothérapie : un regain d’intérét lié a la crise de I’antibiorésistance

Aprés des débuts prometteurs, la phagothérapie a été rapidement délaissée au profit de
I’antibiothérapie au tournant de la seconde guerre mondiale. Les raisons de son abandon
furent multiples : les bactériophages étaient moins faciles d’emploi du fait d’'une moindre
stabilité du produit et d’un spectre antibactérien plus étroit ; ils apparaissaient également
moins efficaces en comparaison des antibiotiques, notamment a cause d’'une mauvaise
compréhension du mode d’action et a un usage sans méthodologie rigoureuse. Peu a peu
abandonnée en Occident, la phagothérapie resta utilisée dans les pays d’Europe de I'Est tant
en Pologne a I'Institut Ludwik Hirszfeld a Wroclaw, qu’en Géorgie a I'Institut Elavia a Tiblissi
(29).

Depuis une vingtaine d’année, face a la crise de I'antibiorésistance, I'utilisation thérapeutique
de bactériophages en médecine humaine connait un regain d’intérét. Cependant, son
déploiement est limité par des données anciennes ou parcellaires issues des instituts polonais
ou géorgiens et ne correspondant pas aux normes exigées de nos jours par les autorités de
santé. Fort des connaissances accumulées sur la biologie des bactériophages (figure 8), la
phagothérapie est actuellement repensée afin de ne pas s’exposer a de nouveaux échecs.
Ainsi, depuis une dizaine d’années, I'efficacité et I'innocuité de la phagothérapie ont pu étre
démontrées dans de nombreux modeéles expérimentaux. Sa transposition en médecine
humaine prend peu a peu de I'ampleur : d’'une utilisation exceptionnelle dans un cadre

compassionnel pour le traitement d’infections a bactéries toto-résistantes, on se dirige,
lentement, vers le développement d’essais cliniques (30, 31).
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Figure 8. Chronologie des découvertes majeures dans la recherche sur les bactériophages dans les domaines
de : la biologie des bactériophages (gris), de la génétique (jaune), de la biologie moléculaire (orange), de
I’écologie (vert), des biotechnologies (violet) et de la thérapie (bleu). Plusieurs de ces découvertes ont été
distingués par un Prix Nobel (médailles). EM : electronic microscopy ; sSRNA/DNA : single strain RNA/DNA.
Adapté de Salmond et al. A century of the phage: past, present and future. 2015 (32)
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c. Caractéristiques désirées chez les bactériophages utilisés en thérapeutique

Si la phagothérapie est une solution prometteuse, elle ne constitue pas une stratégie
thérapeutique alternative miracle. Afin de ne pas répéter certaines des erreurs commises avec
les antibiotiques, il est important de définir les caractéristiques qui font d'un bactériophage
un bon candidat pour une utilisation thérapeutique.

Le candidat idéal serait un bactériophage spécifique de la bactérie ciblée, virulent et
n’exposant pas a un risque pour la santé humaine ou pour I'environnement. La caractéristique
la plus importante est ainsi la sélection de bactériophages adoptant exclusivement un cycle
lytique. Les bactériophages tempérés et les bactériophages encodant des genes de virulence
ou de résistance aux antibiotiques dans leur génome sont a exclure afin de prévenir une
dissémination de ce type d’information vers d’autres bactéries. Enfin, une spécificité du
spectre, bien plus étroite par nature que pour les antibiotiques, est souhaitable, et s'inscrit
dans la tendance a une approche plus personnalisée des stratégies thérapeutiques, et moins
délétere pour les microbiotes (33).

L'ensemble de ces traits est étroitement lié au mode de vie que peut adopter le bactériophage
au cours de I'infection de son hote bactérien. Nous discuterons ici de mécanismes propres aux
bactériophages a queue représentant I'immense majorité des bactériophages utilisés en
thérapeutique.

d. Classification des bactériophages

La classification des bactériophages est un domaine en évolution constante : au cours des
décennies, différentes classifications se sont succédées : basées initialement sur la
morphologie virale en microscopie électronique et le type d’acide nucléique, la classification
actuelle par l'International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) se base sur leur
proximité génomique (34).

i. Une classification historique reflétant la diversité morphologique

Le matériel génétique des bactériophages est composé soit d'ADN soit d'ARN, pouvant étre
double brin ou simple brin. Ce matériel génétique est empaqueté dans une capside de
structure variable : polyédrique, filamenteuse, pléomorphe ou reliée a une queue (figure 9)
(35).

La grande majorité des bactériophages isolés a ce jour appartiennent a l'ordre (trés
récemment révoqué) des Caudovirales (>95%) (36). Leur structure commune comprend :

e Une capside (head) icosaédrique constituée par I'assemblage répété de sous-unités
protéiques (capsomeres), parfois allongée et perdant ainsi sa symétrie, et qui contient
le génome viral codé par une molécule d’ADN double brin ;

e Une structure de connexion (connector ou portal-complex), anneau dodécamere
permettant I'attache de la queue sur la téte

24



Une queue (tail) formée par une structure tubulaire protéique en hélice, et permettant
le transit de I’ADN lors de son injection dans le cytoplasme bactérien ;

Et de fibres caudales (fibers ou spikes) et/ou d’une ou plusieurs plaques de base (base-
plate), permettant l'interaction du bactériophage (Receptor Binding Protein (RBP))
avec les récepteurs spécifiques de I’hote bactérien.

a ssDNA
Microviridae (phiX174) Inoviridae
i T=1 12-2
sSDNA, H protein M13

F protein
G protein

| protein

b dsDNA

Tailed

Myoviridae (T4) and Herelleviridae Podoviridae (T7)
& " Capsid

protein
e

Tail fibre

50nm

Baseplate

Ackermannviridae (AG3) Siphoviridae (lambda)

#—Capsid
Head-to-tail —
joining protein
Tail tube
protein

100 nm

=% Star-like

[ structures
fibre

Side tail ==
Tail tip

3-fold prong-like
structure
Non-tailed
Corticoviridae (PM2) Tectiviridae (PRD1)

Capsid

Spike protein P2 protein P1

Spike protein

Penton
protein -
a

Phospholipid
bilayer

‘. E—Capsid
T=21d protein
50nm

Plasmaviridae (MVL2)

Packed circular Dgf I— LiPid;prorein | %7

genomic DNA &\\}7 j membrane 3

X J 3
Bt
c dsRNA d
Cystoviridae (phi6) Leviviridae (MS2)
OQuter capsid T=13 Virion

Maturation protein —

Inner capsid T=2 Core capsid T=13
Figure 9. Classification des bactériophages basée sur la morphologie et le type de génome.

Source : Dion et al. Phage diversity, genomics and phylogeny. 2020 (38)
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Historiquement, selon la taille et le caractere contractile de la queue, trois familles de
Caudovirales étaient décrites : les Podoviridae (queue courte non contractile), les Myoviridae
(queue longue contractile) et les Siphoviridae (queue longue flexible et non contractile) (figure
10) (37).

a Myoviridae b Siphoviridae ¢ Podoviridae
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= { Tail fibre
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(@) Central tail

fibre or spike

Tail tube and sheath Tail—
Tail—

Long tail fibre

Tail fibre
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Central tail fibre or spike
Figure 10. Structures morphologiques des trois principales familles de I’ancien ordre des Caudovirales.
Source: Nobrega et al. Targeting mechanisms of tailed bacteriophages. 2018 (39)

Central tail fibre or spike
Baseplate

ii. Nouvelle taxonomie : vers une monophylie familiale

La classification morphologique des bactériophages a queue échoue a représenter |’évolution
complexe des bactériophages. Son caractére paraphylétique est devenu davantage prégnant
au fur et a mesure de la découverte de nouveaux bactériophages (liée a I'intérét grandissant
pour l'utilisation des bactériophages et a I'exploration des microbiomes) et des progrés en
génomique et en bio-informatique (40, 41).

Les bactériophages appartiennent pour I'immense majorité a la classe | de la classification de
Baltimore des virus a ADN double brin. Leurs genes sont souvent organisés en modules
fonctionnels regroupant spatialement et sous la régulation d’'un promoteur commun les génes
codant pour des protéines assurant un méme processus fonctionnel. Ces grandes fonctions
essentielles au cycle viral sont largement partagées par I'ensemble des bactériophages :
réplication, transcription, assemblage de la capside, de la queue et de la structure de
connexion, ainsi que des modules de lyse cellulaire (et moins systématiquement de lysogénie).

Les Caudovirales ont cette particularité d’étre un ensemble viral homogene partageant des

génes communs codant pour des protéines majeures de capside de type HK97 et pour une

partie de leur systtme d’empaquetage de ’ADN (ATPase-nucléase) (42). lls présentent ainsi

une grande capacité de codage stockée dans un minimum de place grace a un systeme

d’empaquetage a haute densité de ’ADN au sein d’'une capside de méme structure (43). Les
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Caudovirales partagent aussi majoritairement d’autres genes-core (protéine porte, protéase
de maturation et ADN primase-hélicase de la famille DnaB) (42). De fagon remarquable, les
bactériophages a queue présentent également l'une des plus importantes diversités
génomiques de la virosphere, que ce soit par leur taille (de 10kb jusqu’a 500kb) ou par leur
contenu (35). Iranzo et al. ont montré I'absence de recoupement entre les familles de
bactériophages précédemment établies et des groupes de bactériophages génomiquement
homologues (figure 11) (42). Ainsi, les Caudovirales constituent un groupe hautement cohésif
ayant hérité de quelques génes caractéristiques au sein duquel on distingue des groupes de
bactériophages, partageant de fagcon compartimentée un ensemble distinctif de génes-core.
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Figure 11. Représentation du réseau bipartie des Caudovirales selon leur génome et leurs genes homologues.
Source: Iranzo et al. The Double-Stranded DNA Virosphere as a Modular Hierarchical Network of Gene Sharing.
2018 (42)

Ainsi depuis 2018, les Caudovirales ont été progressivement séparés en familles
monophylétiques, appartenant toutes a la classe des Caudoviricetes, supprimant au passage
I'ordre des Caudovirales (44-46). Cette nouvelle taxonomie de I'ICTV a pour objectif de mieux
refléter I"évolution virale : le niveau familial (47 familles en 2022, figure 12) constitue ainsi
I'unité génomique en terme de diversité. Elle est amenée a continuer d’évoluer dans les
années a venir : prés de 37 sous-familles et 493 genres n’appartiennent a aucune famille en
2022. Elle vise a s’intégrer en complément de la classification historique distinguant les
bactériophages par la morphologie de leur queue.
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Figure 12. Classification 2022 ICTV des virus appartenant a la classe des Caudoviricetes (4 genres et 47 familles)
et morphotypes correspondants (podophage en vert, myophage en bleu, siphophage en jaune). Les familles en
gris correspondent a des virus d’archée a queue. D’apres (46).
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e. Cycles infectieux des bactériophages
i.  Adsorption du bactériophage a la surface

L'infection par un bactériophage débute par une premiere étape commune : I'adsorption du
bactériophage a la surface de la bactérie héte. Au cours de cette étape, le bactériophage
reconnait un ou plusieurs composants spécifiques a I'hote situé au niveau de la paroi cellulaire.

Les bactériophages interagissent avec des composants spécifiques situés a la surface de la
cellule bactérienne par le biais de protéines de liaison aux récepteurs (RBP), qui émanent de
la queue. Les RBP peuvent étre classées en trois catégories : les fibres de queue, les protéines
de pointe de queue et les protéines de pénétration de la membrane. Les fibres de queue sont
de longues protéines, possédant a leur extrémité des domaines de liaison aux récepteurs
bactériens d’une grande diversité, et sont dépourvues d'activité enzymatique. Les protéines
de pointe de queue sont des protéines plus courtes, également caractérisées par une grande
variabilité des domaines de liaison aux récepteurs bactériens. Elles ont généralement
également une activité enzymatique envers un composant de la paroi bactérienne : enzymes
dégradant le peptidoglycane (endopeptidases, N-acétylmuramyl-L-alanine amidases, N-
acétylglycosaminidase, lysozymes, transglycosylases lytiques) ou d’autres sucres de surface
comme les capsules polysaccharidiques (endoglycosidases, endosialidases, etc.). Enfin les
protéines de pénétration de la membrane sont des protéines permettant a la queue de
traverser la paroi cellulaire (membrane externe et probablement membrane interne méme si
peu de choses sont connues pour le franchissement de cette derniere) (39).

L'adsorption des bactériophages comprend trois étapes: le contact initial, une liaison
réversible et enfin la fixation irréversible (47). Certains RBP dits RBP primaires (souvent des
fibres de queue) se lient dans un premier temps a des composants de la paroi bactérienne afin
de maintenir le bactériophage proche de la surface jusqu’a sa fixation a son récepteur définitif.
Cette liaison est faible et donc non définitive autorisant une désorption du bactériophage (48).
Elle est suivie d'une fixation spécifique et irréversible de RBP dits secondaires a un composant
de la membrane externe de la bactérie. La liaison du bactériophage déclenche des
changements conformationnels, transmis au connecteur permettant son ouverture et la
libération du génome viral en dehors de la capside (49).

Les RBP interagissent avec une variété de récepteurs situés au niveau de la membrane externe
de la bactérie: protéines de la membrane externe, lipopolysaccharides (LPS), acides
teichoiques, polysaccharides capsulaires et certains organites (flagelles, fimbriae, pili) (figure
13) (50).
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Figure 13. Récepteurs des bactériophages au niveau de la membrane externe des bactéries.

PIP : phage infection proteins; CWPS : cell wall polysaccharide; LTA : lipoteichoic acid; WTA : wall-teichoic acid ;
LPS : lipopolysaccharide ; CPS : capsular polysaccharide ; EPS : exopolysaccharide.

Source: Shen and Loessner. Beyond antibacterials — exploring bacteriophages as antivirulence agents. 2021. (51)

ii.  Différents modes de vie des bactériophages

Les bactériophages peuvent ensuite adopter différentes stratégies d’infection, dépendant a la
fois des acteurs enzymatiques encodés dans leur génome et de |'état métabolique de I’'hote
bactérien. Quatre cycles infectieux sont ainsi décrits dans la littérature. La plupart des
bactériophages suivent des cycles lytiques ou lysogéniques. Plus rarement, certains
bactériophages suivent des cycles dits pseudo-lysogéniques ou des cycles d’infection
chronique (figure 14).

Dans un cycle lytique, le bactériophage détourne la machinerie cellulaire et les ressources de
I'hote pour la réplication de son génome, la production de protéines structurales et leurs
assemblages en de nouveaux virions. Ceux-ci sont libérés dans I'’environnement apreés la lyse
cellulaire provoquée par la déstabilisation membranaire sous I’action de protéines encodées
par le bactériophage (holines, endolysines). Les bactériophages adoptant un cycle strictement
lytique sont dénommeés bactériophages virulents (52).

Les bactériophages tempérés ont, quant a eux, la capacité supplémentaire de pouvoir entrer
dans un cycle lysogénique. Le génome du bactériophage s'intégre alors dans le chromosome
de I'hote bactérien (il prend le nom de prophage) et se réplique de fagcon synchrone avec le
chromosome bactérien. Il est ainsi transmis a la descendance bactérienne qualifiée de
lysogene. Certains bactériophages tempérés (P1 ou N15) peuvent également persister sous

forme d’épisomes (plasmides circulaires ou linéaires a faible nombre de copies) dans le cytosol
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bactérien. Spontanément ou a la suite de signaux environnementaux de stress, un
bactériophage tempéré peut sortir de sa phase de latence : le prophage est excisé et entre
dans un cycle lytique, aboutissant a la libération de nouvelles particules virales (53).

Certains bactériophages suivent un cycle infectieux chronique et faiblement productif. Dans
ce mode de vie, ’hote bactérien n'est pas lysé lors de la libération des virions nouvellement
formés : les particules virales sont assemblées a proximité de la membrane puis excrétées a
travers celle-ci par bourgeonnement ou extrusion. De plus, les cellules infectées sont peu
affectées par cette infection chronique : elles continuent a se diviser, transmettant également
les virions a leur descendance. Les exemples d'infection chronique les mieux étudiés
concernent des bactériophages filamenteux (M13) (53, 54).

Certains bactériophages a ARN (Phi6 ou LeviOr01) suivent une stratégie proche : ils entrent
dans un mode de vie d'infection chronique mais non productif. Les particules virales sont
produites et accumulées dans le cytoplasme de la cellule héte sans libération dans le milieu
extracellulaire, aboutissant a un portage chronique transmis uniquement a la descendance
(53, 55, 56).

Enfin, au cours de la pseudo-lysogénie, le génome du bactériophage semble inactif dans le
cytosol bactérien : il est non intégré au chromosome de I’'h6te et n’est donc pas répliqué. |l
est ainsi transmis de maniére asymétrique aux cellules filles lors de la division cellulaire. La
pseudo-lysogénie pourrait correspondre a un blocage dans le développement du
bactériophage au cours de cycles lytiques ou lysogéniques, en particulier en réponse a une
situation de pénurie de nutriments pour I’héte (53, 57, 58).
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Figure 14. Différents cycles infectieux pouvant étre adoptés par les bactériophages. D’apres (53).
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3. Escherichia : un modeéle écologique et pathogénique

E coli est une bactérie, bacille a Gram négatif non sporulant, colonisant les intestins et les féces
des animaux a sang chaud (59). E. coli est également abondamment retrouvée dans I'eau et
les sédiments qui constituent son habitat secondaire (60-62). L'espéce E. coli est enfin
responsable d’'un grand nombre de pathologies infectieuses. Elle arbore une grande capacité
d’adaptation phénotypique et métabolique afin de s’acclimater a ces différents habitats, dont
les conditions physico-chimiques et les sources de nutriments varient grandement. Ce
polymorphisme (figure 15) est possible grace a une extraordinaire plasticité génomique, et est
mis a profit pour osciller entre mutualisme, commensalisme et pathogénie opportuniste voire
pathogénie spécialisée.

Genome Size Sources Phylogroups

Mammal (non-human) Bird ® A =
4.0 6.0 M Faecal Poultry Meat || gB1 @ G
E Human WFaeca @E @B2
(Mb) E?S‘s:ﬂm Environmental D
B ExPEC M Freshwater

Figure 15. Diversité écologique de I'espéce Escherichia coli, illustrée a partir de 1294 isolats d’hotes vertébrés
humains et non humains et d’échantillons environnementaux collectés entre 1993 et 2015.

Source: Touchon et al. Phylogenetic background and habitat drive the genetic diversification of Escherichia coli.
2020 (63)
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a. Plasticité génomique : un avantage clé dans I’adaptation
i.  Core-génome et pan-génome

Le génome d’E. coli est composé d’'un chromosome circulaire, et souvent, de plasmides,
encodant entre 3900 et 5800 génes pour une taille comprise entre 4,2 et 6Mb (63).Le pan-
génome (ensemble des genes connus de I'espéce) correspond a un répertoire potentiel de
geénes pour I'espéce, dans lequel les souches peuvent y acquérir ou y déposer de nouveaux
génes au fur et a mesure de leur évolution génomique. Il est estimé entre 15 000 genes (64,
65) et plus de 75 000 génes selon le nombre de génomes analysés (63). L'ensemble des
souches d’E. coli partage seulement un peu plus de 2 000 génes en commun qui forment le
core-génome (figure 16) (63, 64).

Pan-genome 75890

Accessory 39699
Persistent [ 2486

MGE (N 29657
Average genome 4683

Average genome 2486 2171 29 4683

Figure 16. Diversité génomique de I’espéce Escherichia coli : moins de 2500 genes (persistent ou core-genome)
sur plus de 75000 (pan-genome) sont communs a toutes les souches.

Source: Touchon et al. Phylogenetic background and habitat drive the genetic diversification of Escherichia coli.
2020 (63)

ii. ~ Meécanismes de plasticité du génome

La grande variabilité de la taille du génome des souches d’E. coli traduit I'extraordinaire
plasticité du génome bactérien par la modification, I'acquisition ou la perte de fragments
d’ADN.

Le taux de mutation du chromosome bactérien d’E. coli est d'environ 1073 par génome par
génération (66, 67), et entre 0,2 et 5 x 101° par nucléotide par génération (66, 68, 69). Bien
gue le taux de petites insertions et délétions (moins de quelques nucléotides) soit élevé au
niveau des séquences répétées, les indels surviennent dix fois moins fréquemment que les
substitutions de bases nucléotidiques (66). Un taux élevé de recombinaison homologue est
également observé sur le chromosome, et survient plus fréquemment que les mutations. La
conversion génique concerne majoritairement des fragments de tailles moyennes (entre
50 bp et 2—4 kbp) (64). Un lien a été trouvé entre certains points chauds d'intégration et
certains points chauds de recombinaison : lorsqu’un nouveau groupe de génes est ainsi
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incorporé dans le génome d'une souche, le locus peut se propager a travers |'espece s'il offre
un avantage, grace a la recombinaison homologue (64, 70). Le core-génome évolue ainsi
principalement par mutation ou par recombinaison (64).

Alors que les genes du core-génome divergent par moins de 3% de leurs séquences
nucléotidiques, cette divergence est de plus de 30% dans le reste du génome (71). Le génome
accessoire dérive en effet d’un intense transfert horizontal de genes (HGT pour horizontal
gene transfer), conduisant a un temps de résidence assez bref des genes accessoires dans le
génome (64). Cet échange du matériel génétique est assuré par trois grands mécanismes (la
conjugaison, la transformation, et la transduction), médiés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, bactériophages, séquences d’insertion, transposons et autres éléments
d’intégration et de conjugaison (pili)) (figure 17). Presque toutes les souches d'E. coli portent
des plasmides (>85%), le plus souvent de deux a quatre plasmides par souche (72, 73). De
méme les souches d’E. coli possédent en moyenne six prophages par génome (74).

Transformation

Conjugation

.
.

Figure 17. Principaux mécanismes du transfert horizontal de génes, a I'origine de la plasticité du génome chez
Escherichia coli. Au cours de la transformation (relargage de I’ADN directement) et de la transduction (relargage
de I'’ADN dans la capside du bactériophage), la transmission de linformation génétique (souvent
chromosomique) passe par la mort cellulaire ; au cours de la conjugaison (souvent plasmidique), elle peut se faire
directement entre deux cellules via les pili. Les systemes d’intégration permettent I'intégration de I'information
dans le génome de la cellule receveuse.

Créée avec BioRender.com

La plasticité du génome est un avantage clé dans I'adaptation d'E. coli a des environnements
variés et changeants. D’une part elle permet I'entrée dans de nombreuses voies évolutives
paralléles par I'acquisition et la perte de génes spécifiques. D’autre part, elle autorise une
multitude de combinaisons de génes, qui, par des interactions épistatiques, conduit a une
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diversification phénotypique. Bien que dispersés sur le chromosome, les flux de genes entrant
sont concentrés au niveau de certaines régions particuliéres du génome, qui présentent ainsi
un important polymorphisme (64).

b. Diversité des structures membranaires

E. coli possede une structure bi-membranaire, composée d’'une membrane externe, d’un
espace périplasmique, et d’'une membrane interne (figure 18).

La membrane externe est une barriére auto-protectrice d’'une grande importance pour la
survie et I'adaptation de la bactérie. Elle joue un role de premier plan dans la morphologie
cellulaire, la croissance (division cellulaire), le métabolisme intracellulaire (absorption de
nutriments et exportation de produits) et I'adaptation au stress (75).

La membrane externe est constituée par une bicouche lipidique dont la surface externe sert
d’accroche a différents antigénes polysaccharidiques de surface dont le lipopolysaccharide
(LPS) et la capsule. Elle sert aussi de point d’insertion pour des protéines servant notamment
au transport (porine), a la mobilité (flagelle) ou a I'adhésion (fimbriae). Cette bicouche
lipidique est reliée au peptidoglycane a sa surface interne (75).

Structure du LPS
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Figure 18. Représentation schématique des différents composants et de la structure de la paroi membranaire
d’E. coli.
Créée avec BioRender.com
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Le LPS est une structure moléculaire complexe constituée de lipides et de glucides couvrant
prés de 75% de la surface cellulaire. Il comprend systématiguement un composant lipidique
hydrophobe formant le feuillet externe de la membrane externe (lipide A) et deux structures
polysaccharidiques phosphorylées (inner core et outer core), et enfin en surface un
polysaccharide (antigéne O) (encadré figure 18). De structure hautement conservée,
I'immense diversité du LPS passe par une gamme de plus de 170 antigénes O connus (76), et
par cing types d’outer core, selon I'ordre des unités de glucose et de galactose du squelette,
mais également selon la nature et la position de la liaison des chaines latérales. La biosynthese
de l'outer core est sous la dépendance de I'opéron waa (anciennement nommé rfa) codant
pour des hexoses transférases qui assurent I'ajout d’'une nouvelle unité saccharidique (figure
19) (77).
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Figure 19. Organisation de I'opéron waa et structure hypothétique moléculaire selon les type de LPS (K12 et
R#). D'apres (77).
Créée avec BioRender.com

La capsule est une structure polysaccharidique a longue chaine. Les polysaccharides
capsulaires (CPS) sont présents a la surface de la plupart des souches d’E. coli (antigene K).
Plus de 80 antigenes K sérologiquement uniques existent chez E. coli. On distingue deux
stratégies d’assemblage et d’export a la surface des CPS : les capsules du groupe 1 et du
groupe 4, dont la biosynthése est sous la dépendance du systéeme Wzx/Wzy, et celles du
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groupe 2 et du groupe 3, sous la dépendance d’un transporteur ABC (figure 20) (78). Les
génomes d’E. coli possédent la plupart du temps plusieurs (jusqu’a quatre) groupes de
capsules différents (79).

La plupart des souches d'E. coli sont mobiles grace a la présence de flagelles. Le flagelle est
une structure constituée de trois régions : le corps, le crochet et le filament. Le filament
flagellaire est composé de plusieurs milliers de copies d'une seule sous-unité protéique, la
flagelline. Les portions N- et C-terminales de la flagelline, importantes pour la structure des
flagelles, sont hautement conservées alors que la région médiane du géne fliC codant pour
des parties de la protéine qui sont exposées en surface est hautement variable et confere sa
spécificité a I'antigéne H-(flagellaire). Plus de 50 antigénes H ont été décrits (80).

E. coli présente ainsi un haut degré de polymorphisme des antigénes capsulaires K, O du LPS
et H flagellaires, permettant de distinguer des centaines de sérotypes différents.
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Figure 20. Organisation du locus capsulaire et structure protéique de biosynthése des CPS selon le groupe
capsulaire. Adapté de Rendueles et al. 2017 (79) et d’aprés Rahn et al. 1999 (81), Schneider et al. 2004 (82)
Créée avec BioRender.com
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c. Diversité du genre Escherichia : phylogénie, clonalité, pathotype

Le genre Escherichia est actuellement composé de trois espéces (Escherichia albertii,
Escherichia fergusonii et Escherichia coli) et de cing clades cryptiques d'Escherichia (clades | a
V). Ces clades sont phénotypiquement impossibles a distinguer d'E. coli mais divergent a divers
degrés au niveau génomique. La taxonomie des souches d’E. coli se décompose en huit
groupes phylogénétiques, répartis en deux clusters : les phylogroupes B2, G, F et D ; et les
phylogroupes A, B1, C et E (83). Ce phylogroupage est accessible par des méthodes basées sur
une PCR multiplex de génes de ménage permettant de distinguer les phylogroupes d'E. coli,
les clades et les espéeces d'Escherichia (84—86), également disponibles in silico (87).

E. coli s’organise également selon une structure de population clonale. Un clone correspond
aunensemble d'isolats indiscernables, ou extrémement proches, qui descendent d'un ancétre
commun. Cette structure clonale est définie par I'existence d’une forte association spécifique
d'alleles de genes-core situés a certains loci. Elle a été observée en se basant sur les sérotypes
(antigénes somatiques (sérogroupe 0), capsulaires (K) et flagellaires (H)). Une autre approche
porte sur la variation allélique de sept a huit génes de ménage (technique du MLST (multilocus
sequence typing)), permettant de déterminer un ST (sequence type) (88, 89). Aujourd’hui a
partir de données de séquencage de génome complet, il est possible de déterminer in silico
I’ensemble de ces typages : sérotypage classique (O:H:K) et ST.

Les souches pathogenes d’E. coli sont généralement classées en pathotypes (ou pathovars),
selon les infections dans lesquelles elles sont retrouvées. On distingue les souches
responsables de pathologies intestinales et de diarrhées (InPEC), avec une sous-classification
selon le mécanisme de pathogénie, et celles en cause dans les infections extra-intestinales
(EXPEC), parfois séparées selon l|'organe ciblé (voies urinaires, poumons, méningites
néonatales, bactériémies) (figure 21).

Environnementale

Escherichia coli - Commensale

Pathogene

J' @ e

~ ExpEC

SEPEC

@l C. Coli associée
aux pneumonies

UPEC

Figure 21. Classification des souches d’Escherichia coli selon la niche écologique et le pathotype.

InPEC : intestinal pathogenic Escherichia coli; ExPEC : extra-intestinal pathogenic Escherichia coli; NMEC :
Neonatal meningitis-causing Escherichia coli ; SEPEC : sepsis-associated pathogenic Escherichia coli ; UPEC : Uro-
pathogenic Escherichia coli.
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d. Niches écologiques : du commensalisme a la pathogénie : des incroyables
capacités d’adaptation

i. E. coli : une bactérie caméléon

E. coli est une bactérie capable de s’adapter a une large gamme de conditions
environnementales. Elle peut ainsi survivre en présence de faibles concentrations de sources
de carbone et d’énergie. Elle est également capable de faire face a une large amplitude de
température (4 a 42°C), a des conditions aérobies comme anaérobies, a un pH aussi bas que
2,5 et a des osmolarités élevées (90). Lors d’une culture in vitro en milieu liquide riche en
nutriments, son temps de génération est rapide : une vingtaine de minute a 37°C. Dans son
habitat intestinal, il est sensiblement plus long (80-120minutes dans les feces de souris) (91).
Au cours d’une infection extra-intestinal le temps de génération a été estimé entre 60min
(sepsis) et 180minutes (pyélonéphrite) dans un modele murin (92).

ji. Commensalisme

E. coli est la bactérie aérobie prédominante dans le tractus gastro-intestinal. Elle colonise plus
particulierement la couche muqueuse du colon et du caecum qui tapisse |‘épithélium
intestinal (93). Elle est ensuite expulsée dans la lumiére intestinale lors de la dégradation du
mucus et excrétée sous l'effet du péristaltisme dans I'environnement avec les matiéeres
fécales.

Cette relation entre E. coli et I'hote vertébré est souvent nommée commensalisme : elle est
profitable pour la bactérie dont le métabolisme est parfaitement adapté au milieu intestinal,
et sans danger pour le second. Dans cette niche écologique nutritionnelle, les souches se
développent grace aux sucres (notamment le gluconate) (94) acquis a partir du mucus produit
par les cellules caliciformes de I'h6te et maximise sa croissance en alternant entre les
respirations micro-aérobie et anaérobie (95). L'espéce bénéficie aussi d’'un environnement
stable, ainsi que de capacités de dissémination dans I’environnement vers d’autres hotes.

ii. Virulence

Cependant, plusieurs souches d'E. coli ont acquis des traits spécifiques de virulence leur
conférant une capacité a s'adapter a de nouvelles niches et provoquant au passage un large
spectre de maladies (96). La pathogenese d’E. coli passe ainsi par sa capacité :
e de colonisation via des facteurs d'adhérence spécifiques (fimbriae et autres adhésines)
de nouveaux sites muqueux, différents de son habitat primaire ;
e 3 produire des toxines (notamment par les systemes de type lll) responsables de
Iésions cellulaires chez I’hote ;
e parl'évasion aux défenses de I'hote (masquage capsulaire ou variation antigénique des
antigenes de surface; protectines réduisant la production des médiateurs de
I'inflammation afin d’inhiber le recrutement des leucocytes au site infectieux) ;
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e ou par sa capacité a se multiplier dans un environnement métabolique ou la

composition en nutriments est différente (systémes d’acquisition du fer).

L’évolution vers la virulence d’une souche repose sur trois mécanismes principaux :

e L'acquisition d’un ou plusieurs génes par transfert horizontal (figure 22). Les facteurs
de virulence sont souvent encodés sur des éléments génétiques mobiles tels que des
plasmides, des bactériophages, des transposons et des flots de pathogénicité (PAl)
(96). Les PAI sont des structures du chromosome bactérien composés de plusieurs
génes impliqués dans la virulence (97). Par leur structure modulaire, ils peuvent se
réarranger selon de multiples combinaisons conduisant a de multiples phénotypes
(70). Le transfert conjugatif et la recombinaison homologue jouent particulierement
un role majeur dans la dissémination par transfert horizontal des ilots de pathogénicité

au sein de l'espéce E. coli (70).

e L'inactivation de genes dont I'expression est incompatible avec la virulence (génes

anti-virulence), essentiellement dans les voies métaboliques (98).

e Les mutations ponctuelles patho-adaptatives aboutissant a un changement de

fonction (99).
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Figure 22. Les éléments génétiques mobiles contribuent fortement a I’évolution vers la virulence des souches

d’Escherichia coli par transfert horizontal de genes.
Tn : trasnposon ; PAI : ilot de pathogénicité ; UTI : infections urinaires.
Source : Kaper et al. Pathogenic Escherichia coli. 2004 (96)
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iv.  Rdle du fond génétique dans la virulence des ExpEC

Il existe une association spécifique entre le fond génétique, la présence de génes de virulence
dans le génome, et le phénotype de virulence de la souche. Les ExPEC arborent des
phénotypes de virulence spécifiques, liés a la présence dans leur génome de nombreux genes
codant pour des facteurs de virulence (adhésines, toxines, protectines et systemes de capture
du fer). lls appartiennent majoritairement a deux phylogroupes B2 et D. Les ExPEC sont
essentiellement répartis en quatre grands complexes de sequence type représentant entre la
moitié et les deux tiers des isolats d’ExPEC : STc131, STc73, STc95 (phylogroupe B2) et STc69
(phylogroupe D). lls ont la particularité de n’étre représentatifs que de quelques sérogroupes
O seulement. Le complexe STc127 est un groupe tres clonal présentant un unique sérotype
(06:H31) (figure 23) (83).

Pathotype Définition Phylogroupe STV Sérotypes
ExPEC Infections non B2 STc131 016:H5, 025:H4
intestinale
STc73 02:H1, 06:H1
STc95 01/02/018/045:K1:
H7, 02:K1:H4
STcl2 04:H1/H5
STcl4 075:H5
D STc69 017/073/077:H18
C STc88 08/09:H4/H9/H19,
078:H4
F STc62 07:K1:H45
E. coli associée Pneumonies B2 STc73 Idem ExPEC
aux PAVM STc127 06:H31
STcl41 02:K1:H6

Figure 23. Caractéristiques génétiques des EXPEC et du pathovar des souches impliquées dans les pneumonies
acquises sous ventilation mécanique.

EXPEC, extra-intestinal pathogenic E. coli; STc, sequencing type complex; STVY, sequence type selon la
classification de la Warwick University; PAVM: pneumonie acquise sous ventilation mécanique

Source: Denamur et al. The population genetics of pathogenic Escherichia coli. 2020 (83)

e. Escherichia : le micro-organisme modeéle

E. coli est donc une espece extrémement versatile : agent pathogéene polyvalent responsable
d’infections aussi bien intestinales qu’extra-intestinales, elle est avant tout une bactérie
commensale et méme parfois environnementale. Cette dualité fait de E. coli un parfait modéle
pour comprendre les dynamiques évolutives complexes d’adaptation a un stress
environnemental telle que la prédation par un bactériophage aussi bien au niveau écologique
gu’au cours d’un traitement d’une infection aiglie. E. coli est également un important

probleme de santé publigue dans le monde, en France et en réanimation comme
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précédemment discuté. De plus, facile aisoler et a cultiver en laboratoire, E. coli est un modeéle
pour les études de génétique des populations depuis des décennies et chaque avancée
conceptuelle ou technique est disponible pour cette espéce.

i.  E.coli536 : une souche modéle pour les pneumonies a E. coli

Les souches d’E. coli isolées dans les pneumonies présentent des caractéristiques qui les
distinguent des autres ExPEC. Leurs spécificités incluent une tres forte proportion d'isolats du
phylogroupe B2; une surreprésentation des STc127 par rapports aux isolats de bactériémies,
et un contenu en génes de virulence singulier : sfa/foc (adhésine S-fimbriae et F1C fimbriae),
iroN (sidérophore Salmocheline), papGlil (adhésine P-fimbriae), cnfl (toxine de nécrose), et
hlyC (hémolysine) (100, 101).

La souche d’E. coli 536 est une souche pathogene extra-intestinale, hautement virulente, et
isolée a partir d’'un prélévement clinique d’infection urinaire dans les années 1980 (102). Elle
appartient au groupe phylogénétique B2, et au complexe STc127 (103). Elle arbore sept ilots
de pathogénicité différents (figure 24), dont les PAI | et Ill impliqués dans sa pathogénicité
pulmonaire chez le rat (104).

PAI Taille du gene (kb) Protéines (géne)

| 76 Alpha hémolysine, F17-fimbriae, CS12-fimbriae

Il 102 Alpha hémolysine, P-fimbriae (pap), hémagglutinine

1} 68 S-Fimbriae, sidérophore Salmochelin (iroN), récepteur

de I’lhéme, toxine, protéase de I’'hémoglobine, Ag 43

IV (HPI) 30 Sidérophore Yersiniabactine

Vv 80 Pilus P (pix), Ag43, antigéne de la capsule (kpskzs)
Vi 54 Polypeptide-polycétide synthase (pks)

Vi 20 Shufflon, protéine de type histone

Figure 24. llots de pathogénicité et facteurs de virulences arborés dans le génome de la souche E. coli 536.
Source: Tourret et al. Effects of single and multiple pathogenicity island deletions on uropathogenic Escherichia
coli strain 536 intrinsic extra-intestinal virulence. 2010 (105)

E. coli 536 est I'archétype pour de nombreux modeles d’infections a ExPEC : infection urinaires
(82, 103), septicémie (103, 105) et pneumonies (106). Dans ce dernier modeéle, la souche 536
est responsable d’'une importante létalité (100%) apres infection par voie intra-nasale par
4.107 CFU en 'absence de traitement chez les souris de lignée BalbCjRj, alors qu’un traitement
par une dose unique du bactériophage 536_P1 deux heures apreés I'infection permet de guérir
I'ensemble des animaux de fagon similaire a un traitement par antibiothérapie par
céphalosporine de 3%™¢ génération.
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4. Interactions bactériophage-bactérie

Les bactériophages sont ubiquitaires, présents dans tous les écosystémes connus hébergeant
des bactéries. lls sont I'entité la plus répandue de la biosphére avec prés de 103! virions, soit
un nombre dix a cent fois supérieur aux bactéries (107). La majorité des espéces bactériennes
a déja été infectée par des bactériophages puisque 45 a 90% des génomes bactériens
posseédent au moins un prophage (74, 108-110).

a. Mécanismes bactériens de résistance aux bactériophages

Les bactéries possedent de nombreux mécanismes de défense contre les bactériophages,
contournés par une vaste batterie de stratégies virales de contre-attaque.

i. Bactérie : un large arsenal de défense

Les bactéries peuvent résister a |'attaque des bactériophages par différents mécanismes
ciblant toutes les étapes du cycle infectieux viral.

=  Empécher I'adsorption du bactériophage

Au cours de I’étape initiale d’adsorption a la surface bactérienne, le bactériophage reconnait
un hoéte potentiellement sensible par la fixation de ses RBP a des composants de la paroi
bactérienne.

Pour contrer cette étape cruciale, la stratégie la plus couramment retrouvée consiste a
bloquer le récepteur du bactériophage. Ce blocage peut se faire par une altération de la
structure tri-dimensionnelle du récepteur, ou, par la modification ciblée de son domaine de
liaison aux RBP. Ces mécanismes surviennent soit a la suite de mutations ponctuelles dans les
genes codant pour sa biosynthése ou par des phénoménes de variation de phase. Le blocage
du récepteur peut aussi étre secondaire a une fixation compétitive du récepteur par une
molécule produite par la bactérie (111, 112).

La seconde stratégie consiste pour la bactérie a masquer son récepteur par la production
d’une matrice extracellulaire ou d’une capsule (111, 112). Les capsules ont cependant
également été décrites comme des récepteurs utilisés par certains bactériophages pour leur
adsorption (50).

La derniére stratégie est |'utilisation de récepteurs comme leurres pour les bactériophages :
des vésicules de la membrane externe exposant des récepteurs a leur surface bourgeonnent
dans I'environnement bactérien et capturent ainsi les bactériophages approchants (111, 112).
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Primary bacterial cell

Figure 25. Stratégies bactériennes empéchant 'adsorption du bactériophage a sa surface : altération (vert),
blocage compétitif (bleu), modification (rouge) ou masquage (cercles bleus) des récepteurs et utilisation d'OMV
leurres. OMV: outer membrane vesicles.

Source: Hampton et al. The arms race between bacteria and their phage foes. 2020 (112)

= Bloquer I'injection de I’acide nucléique viral

Suivant son adsorption a la surface bactérienne, le bactériophage transfert son génome depuis
sa capside vers le cytosol bactérien a travers sa queue. Certains systémes bactériens sont
capables d’inhiber une infection secondaire (appelée super-infection) d’'un hote bactérien
précédemment infecté par un premier bactériophage : les systemes de superinfection
exclusion (SIE). Les SIE bloquent l'injection de I'acide nucléique du bactériophage dans les
cellules hotes, par la production de protéines capables de s’ancrer dans la membrane. Ces
protéines sont souvent encodées dans des genes de prophages (113, 114).

= Dégradation de I'acide nucléique viral

Certains systemes clivent I'ADN au niveau de motifs spécifiques. Ces systemes contiennent au
moins deux composants : 1) une enzyme qui assure une protection du génome bactérien
(auto-immunité), en modifiant le site de restriction au niveau de I’ADN bactérien ; et 2) une
endonucléase de restriction reconnaissant les motifs non modifiés, qui ainsi clive uniguement
I’ADN du bactériophage. Les systémes de restriction-modification (R-M) de type |, Il et llI,
utilisent une méthyltransférase pour protéger le génome bactérien par méthylation des bases
d'adénine ou de cytosine (115), tout comme d’autres systémes plus rares (BREX, DISARM)
(116, 117). D’autres systemes assurent la protection du génome bactérien par des
modifications de I'ADN sans méthylation : les systemes DPD (modification des bases de
guanine en 7-déazaguanine) (118), les systemes DND (modification soufrée) (119). Enfin
certains systémes R-M utilisent a contrario des enzymes de restriction de type IV qui ciblent
des modifications de 'ADN (115). Les argonautes bactériens (pAgo) sont quant a eux des
systémes clivant les acides nucléiques (ADN et ARN) viraux, guidés par des siRNA ou siDNA
(120, 121).
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Tous ces systéemes de défense ont été proposés comme constituant le systeme immunitaire
anti-viral inné des bactéries, en opposition a un systéme adaptatif constitué des systémes
CRISPR-Cas (122).

Les systémes CRISPR-Cas agissent en reconnaissant les acides nucléiques des bactériophages
par le biais d'une mémoire immunitaire constituée de courtes séquences d'ADN viral
incorporées dans le génome bactérien (123, 124). Ces systemes comprennent deux types de
structures : 1) de courtes séquences répétées palindromiques et régulierement espacées
(CRISPR), entre lesquelles on retrouve les séquences d'ADN viral acquises lors d'infections
antérieures (spacer) ; et 2) des génes codant pour des effecteurs protéiques (Cas). Les CRISPR
arrays sont transcrits pour générer de courts ARN CRISPR (ARNcr) contenant chacun un spacer
flanqué des séquences répétées. Ces ARNcr reconnaissent des séquences complémentaires
dans I'ADN ou I'ARN du bactériophage (proto-spacer) et ainsi guident les effecteurs
protéiques. Ceux-ci dégradent I'acide nucléique par une endonucléase.

Les systémes de dégradation de |'acide nucléique viral sont ceux les plus fréquemment
retrouvés dans les génomes bactériens (125).

= Inhibition de la synthése d'ADN et d'ARN

Certains systemes de défense inhibent directement la synthése des acides nucléiques viraux
par des mécanismes de défense chimique (production de petites molécules : vipérines
procaryotes (pVips) ; aminoglycosides) (126—128) ou par déplétion des bases nucléotidiques
(dCTP désaminase et dGTPase) (129).

= nfection abortive

Enfin, une stratégie majeure de défense bactérienne contre les bactériophages aboutit au
suicide de la cellule infectée afin de prévenir la dissémination de I'infection virale au reste de
la population bactérienne. Elle fait appel aux systemes d'infection abortive (Abi) qui
déclenchent la mort cellulaire lorsqu'ils reconnaissent I'infection par les bactériophages, avant
gue ceux-ci n‘aient pu se répliquer (130). Certains systemes Abi comprennent des systemes
de signalisation qui produisent une molécule de signal activant ensuite un effecteur (CBASS,
Pycsar, Thoeris et CRISPR-Cas de type Ill) (131-133). Les systémes Rétrons sont eux constitués
de trois composants : un hybride ADN-ARN (ADNms), une transcriptase inverse et un effecteur
protéique ; leur inhibition par interférence d’une protéine virale induit la mort cellulaire (134).
Certains systémes toxine-antitoxine (TA) sont également utilisés comme systemes abortifs au
cours d’infections par des bactériophages (122, 135, 136).

De multiples autres systemes dont les mécanismes restent inconnus ont également été
découverts ces derniéres années (Lamassu, Avast, Zorya, Shedu...) (137, 138).
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Figure 26 Trois grands types de mécanismes de défense antivirale des bactéries ciblant les étapes du cycle
post-injection de I’acide nucléique du bactériophage : dégradation des acides nucléiques (vert), inhibition de la
synthése des acides nucléiques (violet), et systemes abortifs (bleu).

Source: Tal & Sorek. SnapShot: Bacterial immunity. 2022 (136)

L'immunité procaryote est ainsi extrémement complexe. Le nombre de systémes de défense
codés dans un génome bactérien peut varier considérablement : chez E. coli on comptabilise
en moyenne six systemes de défense par génome. Certains systémes sont tres répandus
(CRISPR et R-M) tandis que d'autres sont extrémement rares (125). Les systemes rares sont la
principale source de diversité dans les arsenaux de défense contre les bactériophages.
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ii. Bactériophages : contre-attaque et modularité du génome
=  Mécanismes de contre-attaque

Les RBP des bactériophages a queue ont une plasticité génétique élevée, ce qui permet aux
bactériophages d'évoluer pour infecter de nouveaux hotes ou restaurer leur pouvoir
d’infectivité envers un hoéte devenu résistant (111, 112). Des mutations compensatrices dans
les genes codant pour les RBP peuvent ainsi restaurer la reconnaissance du récepteur muté
par le RBP modifié. D’autre part, certains bactériophages possedent plusieurs RBP permettant
la reconnaissance de plusieurs récepteurs. Enfin certains bactériophages augmentent la
variabilité de leurs RBP grace a des rétro-éléments. La diversité de la gamme de RBP d’un
bactériophage est ainsi un déterminant essentiel de son spectre d’hotes (139).

Pour pénétrer les matrices d’exo-polysaccharides produites en surface, certains
bactériophages produisent des lyases des polysaccharides ou des hydrolases des
polysaccharides (111, 112).

Les bactériophages sont également capables d’échapper au clivage de leur ADN : 1) en rendant
méconnaissable les sites de restriction des endonucléases dans leurs génomes par
I'accumulation de mutations ponctuelles; 2) en codant dans leur génome des enzymes
capables de reproduire les modifications d’ADN conférant I'auto-immunité a la bactérie ; 3)
ou en codant des protéines inhibitrices de ces systemes. Les bactériophages peuvent
contourner la résistance bactérienne secondaire aux systemes CRISPR-Cas par un grand
nombre de mécanismes : mutation ponctuelle ou perte du proto-spacer ciblé, production de
protéines anti-CRISPR empéchant la reconnaissance et la fixation a I’ADN ciblé ou le
fonctionnement de I'effecteur protéique Cas (111, 112).

Enfin les bactériophages sont capables de contrecarrer les systémes abortifs en produisant
par exemple une antitoxine capable d’inhiber la toxine bactérienne (112), ou des protéines
Tad1 capables d’inhiber un systeme Theoris (140).

=  Mosaicisme et recombinaison : un moteur de diversification

Les génomes des bactériophages présentent un fort degré de mosaicisme, caractérisé par la
présence de régions hautement homologues aux frontieres abruptes avec les régions
adjacentes non similaires. Ce mosaicisme est considéré comme le moteur évolutif des
bactériophages (141).

Il est secondaire a des échanges fréquents de génes entre eux, médiés par différents
mécanismes de recombinaison : la recombinaison homologue permettant I'échange de
séquences similaires est beaucoup plus fréquente que la recombinaison non homologue, qui
se produit aléatoirement a travers le génome ou que la recombinaison homéologue se
produisant sur des régions légerement homologues. Elles font appel a des recombinases
codées par les bactériophages eux-mémes (Gp2.5, UvsX) ou a des systemes de recombinaisons
bactériens (RecA) (142).
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Ce haut degré de mosaicisme est plus souvent retrouvé chez les bactériophages suivant un
cycle de vie préférentiel non strictement lytique, qui favorise la présence de plusieurs
génomes de bactériophages au méme moment dans I’h6te bactérien, augmentant ainsi la
probabilité de recombinaison entre les bactériophages.

b. Dynamiques évolutives bactériophage-bactérie hote

Les bactériophages virulents jouent un role majeur dans I'évolution des populations
bactériennes : important facteur de mortalité (20 a 40% de la biomasse bactérienne
aquatique), et de diversité bactérienne (via la transduction), ils imposent des pressions
évolutives fortes sur leurs hotes bactériens (143).

i. Coévolution bactériophage-bactérie : les modéles évolutifs

La coévolution bactériophage-bactérie désigne un processus d’adaptation réciproque et de
contre-adaptation entre le bactériophage et son héte bactérien (144). Construits a partir
d’expériences de coévolution (chemostat, transfert de culture en série, culture continue) et
de modeles mathématiques, deux modeéles concurrents de coévolution bactériophage-
bactérie ont émergé : la dynamique de la course aux armements et la dynamique des
sélections fluctuantes (figure 27) (145, 146).

Dans la dynamique de la course aux armements, I'h6te bactérien et le bactériophage
développent itérativement une nouvelle résistance aux bactériophages et une nouvelle
infectiosité aux hotes bactériens, tout en maintenant la résistance et l'infectiosité aux variants
ancestraux. Un génotype est remplacé par un deuxieme, lui-méme remplacé par un troisieme
en raison de balayages sélectifs successifs, entrainant des améliorations continues dans les
deux populations au fil du temps : les bactériophages accroitraient ainsi progressivement leur
spectre d'hotes, incluant des hotes arborant de plus en plus de mécanismes de résistance
(147).

Dans la dynamique de sélection fluctuante, les interactions bactériophage-bactérie restent
tres spécifiques. Pour maintenir l'infectiosité, les bactériophages surmonteraient I'apparition
d’une résistance nouvelle de I’h6te bactérien, mais perdraient la capacité d'infecter les hotes
ancestraux. Les hotes ne seraient alors résistants qu'aux variants viraux contemporains et
redeviendraient sensibles aux variants ancestraux. Au cours des cycles évolutifs les génotypes
de populations bactériennes sensibles et résistantes aux bactériophages s'entrelacent avec
ceux des bactériophages parents et de leurs progénitures évoluées qui retrouvent une
infectiosité contre les bactéries résistantes contemporaines (147).

2

L’évolution vers le généralisme, la capacité a infecter un nombre plus élevé d’hotes, est
généralement associée a un colt: 'augmentation du spectre d’hote des bactériophages
coincide avec une diminution de leur taux de réplication ou de leur viabilité. La dynamique de
la course a I'armement devient rapidement trop couteuse dans les environnements hostiles :
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I’évolution vers toujours plus de résistance des bactéries ou toujours plus d’infectivité des
bactériophages se retrouve ainsi limitée (148).
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Figure 27. Deux modéles de dynamique de coévolution entre un bactériophage virulent et son hote bactérien :
la courses aux armements ou la sélection fluctante dynamique.

Adapté de http://www.fieldslab.org/phage-technology.html et (145)

Créée avec BioRender.com

Ces dynamiques aboutissent parfois a des déséquilibres entre le bactériophage et la bactérie
jusqu’aux situations extrémes d’impasses évolutives pour I'un des acteurs (145, 146). Le
bactériophage lyse complétement la population bactérienne sans repousse secondaire
observée : la bactérie met en ceuvre un ou des mécanismes de résistance sans laisser
I'opportunité au bactériophage de développer une contre-mesure. Ou au contraire, la lyse de
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la population bactérienne par le bactériophage est suivie d’une re-croissance, secondaire a la
sélection d’une sous-population résistante au bactériophage, qui remplacera entierement la
population bactérienne initiale (149, 150).

ii. Spectre d’hétes des bactériophages thérapeutiques : le résultat des
dynamiques évolutives environnementales

Le spectre d’hdtes d'un bactériophage se définit par I'ensemble des genres, espéces et
souches bactériens qu'il peut lyser (151).

= Spectre d’hétes : spécificité et diversité

Beaucoup d’études se sont intéressées au spectre d'hotes de bactériophages. Alors que de
nombreux bactériophages modeles bien étudiés semblent présenter un spectre d'hotes étroit,
souvent limité a quelques souches appartenant a une seule espéece bactérienne (152), des
études écologiques et métagénomiques suggerent que les spectres d’hotes des
bactériophages pourraient s’étendre sur un large continuum, d'extrémement étroit a tres
large (153-156).

= Déterminants du spectre d’hétes

Le spectre d’hotes est déterminé par une multitude d'interactions moléculaires entre le
bactériophage et I'h6te bactérien survenant a chaque étape du cycle infectieux (figure 28).
Des mécanismes phénotypiques mais aussi génotypiques jouent ainsi un role prépondérant
dans la définition du spectre d’hotes (139).

Une partie de ces mécanismes a été précédemment présentée dans la partie 4.a
« Mécanismes bactériens de résistance aux bactériophages ».

Par ailleurs, les interactions bactériophage-bactérie sont relativement instables : le mode de
vie des bactériophages peut ainsi changer au cours du temps en réponse aux conditions
environnementales et a I’état métabolique de I’h6te bactérien, passant d’'un mode de vie non
lytique vers un cycle lytiqgue comme discuté dans la partie 2.e « Cycle infectieux des
bactériophages ».

Enfin, au cours du carrier-state (« état de portage »), une partie seulement de la population
bactérienne devient résistante aux bactériophages suite a des changements génétiques ou
métaboliques. Le carrier state fait suite a la réception de molécules de signal diffusées par les
cellules voisines (quorum sensing) ou a la distribution spatiale (comme dans les biofilms) des
cellules bactériennes hétes. Il correspond a un phénoméne de population: une sous-
population de bactéries sensibles assure la propagation continue du bactériophage, tandis
gue celle résistante assure la survie bactérienne (53).
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= |e spectre d’hétes dépend des techniques et des conditions
utilisées pour sa détermination

Les spectres d'hotes testés et publiés refletent une situation plus particuliere que générale.
D’une part il est en effet impossible de tester un bactériophage sur tous les hétes possibles et
dans toutes les conditions possibles. D’autre part, la majorité des interactions bactériophage-
bactérie sont biaisées par les techniques utilisées pour étudier ces interactions.

Ces techniques utilisent toutes des monocultures de hautes concentrations bactériennes,
mélangées a des solutions de bactériophages selon des ratios de particules virales-cellules
bactériennes (Multiplicity of Infection, MOI) variables, soit en milieu liquide (par I'analyse de
la cinétique de croissance bactérienne au cours du temps), soit en milieu gélosé double couche
(Efficiency of plating, Efficiency of center of infection, Spot testing).

Dans tous les cas, ces tests ne peuvent détecter que les bactériophages capables de terminer
un cycle lytigue complet dans les conditions expérimentales données et dans le délai de
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I'expérience (152). Ainsi 'absence de formation de plages de lyse aprés une incubation sur la
nuit n'équivaut pas nécessairement a un échec d’infection productive d’une bactérie par le
bactériophage : des périodes de latence longues, ou des burst size faibles, peuvent diminuer
considérablement la formation de plages de lyses alors méme que de nouveaux virions sont
produits (157). Par ailleurs, la présence de formation de plages de lyse ne signe pas forcément
un cycle infectieux lytique complet. Il peut en effet étre secondaire au phénomeéne de lysis
fom without (« lyse de I'extérieur ») : c’est-a-dire une lyse bactérienne survenant
précocement au cours de I'étape initiale d’adsorption, et qui se produit sans production de
nouvelles particules virales. Ce phénoméne est di a la déstabilisation membranaire par
I'interaction d’un trés grand nombre de virions avec la surface cellulaire, mais ne présage pas
de la capacité du bactériophage a poursuivre plus loin sa réplication. Il peut également étre
observé lors de I'utilisation d’un bactériophage sous forme de lysat : celui-ci peut en effet
contenir des lysines (enzymes de dégradation de la paroi cellulaire produites par les
bactériophages) en forte concentration. Le lysis from without est a distinguer des phénomeénes
d’infection abortive, au cours de laquelle des plages de lyse se forment sans production de
nouveaux virions (158).

iii. Dynamique évolutive au cours des infections bactériennes traitées par
bactériophage

Dans le contexte de la phagothérapie, les interactions entre le bactériophage thérapeutique
et la bactérie pathogene ciblée se déroulent dans un environnement complexe. Ces deux
acteurs entrent en effet en interaction avec les microbiomes résidents (bactériophages,
bactéries) et le systtme immunitaire de I’"h6te humain. Les interactions tripartites entre le
bactériophage, la bactérie et I'h6te humain fagonnent la dynamique évolutive de chaque
composant, et par conséquent le succés ou I’échec d’un traitement par bactériophage.

= Systéme immunitaire : balance entre la synergie immunophage et
la clairance virale

Au cours du processus infectieux, les systemes immunitaires innés et adaptatifs de I'héte
humain reconnaissent la bactérie pathogéne, ce qui active les voies de signalisation
déclenchant les réponses inflammatoires et immunitaires. L’interaction du systéme
immunitaire avec la bactérie vise ainsi a éliminer rapidement I'agent causal afin de permettre
la cicatrisation des dommages tissulaires (159).

Suite a I'administration du bactériophage thérapeutique, les systemes immunitaires innés et
adaptatifs peuvent étre activés par la détection de I'acide nucléique viral par les patterns
recognition receptors (PPR). Cette activation aboutit dans un premier temps au
déclenchement du processus de phagocytose viral, préférentiellement dans la rate et le foie
(160), et dans un second temps, aprés un délai de deux a une dizaine de jours, a la production
d’anticorps neutralisant le bactériophage (161-165). L’interaction direct du systéme
immunitaire de I’'h6te humain avec le bactériophage conduit ainsi a une clairance significative

des particules virales.
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Malgré la limitation possible de I'efficacité de la phagothérapie par la clairance virale de
I'agent thérapeutique (165), la synergie entre le systeme immunitaire inné et le bactériophage
est crucial pour le succes de la phagothérapie.

D’une part la reconnaissance immunitaire des bactériophages via les PRR pourrait contribuer
au recrutement des phagocytes sur le site de l'infection (166). De méme I'opsonisation de la
surface des cellules bactériennes par les bactériophages peut augmenter la reconnaissance
de la bactérie pathogéne par les macrophages et par voie de conséquence sa phagocytose
(167).

D’autre part, une coopération entre les polynucléaires neutrophiles et les bactériophages est
indispensable a la résolution d’infections aussi diverses qu’une bactériémie a P. aeruginosa
(168), une infection cutanée a S. aureus (169), ou une pneumonie a P. aeruginosa (170). Ces
travaux ont mené a I'élaboration d’'un modele éco-évolutif in silico, appelé synergie
immunophage, décrivant l'interaction tripartite entre la bactérie ciblée, le bactériophage
thérapeutique et les polynucléaires neutrophiles (figure 29) (170, 171). L'absence de
traitement peut conduire a une situation ou la densité bactérienne au site infectieux est telle
gue les capacités du systeme immunitaire de I'h6te saturent et ne peuvent plus contréler la
croissance bactérienne, ce qui aboutit au déces de I’hote. En cas de déficience du systéme
immunitaire, une sous-population bactérienne résistante au bactériophage peut émerger et
proliférer sans étre contrélée, ni par le bactériophage, ni par le systtme immunitaire. En
combinant I'effet des défenses immunitaires de I'hote et de la phagothérapie, la croissance
bactérienne des bactéries sensibles aux bactériophages est entravée, et le systeme
immunitaire de I'héte, non saturé, peut alors contrecarrer la croissance des bactéries
résistantes, avant que la densité bactérienne n’atteigne son seuil létal.

immunophage synergy
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Figure 29. Le concept de la synergie immunophage. La coopération entre le systéeme immunitaire inné de I’h6te
vertébré et les bactériophages est nécessaire au succes de la phagothérapie pulmonaire.

Source: Roach et al. Synergy between the Host Immune System and Bacteriophage Is Essential for Successful
Phage Therapy against an Acute Respiratory Pathogen. 2017 (170)
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= Communautés microbiennes

La présence d’'une communauté microbienne peut également faconner les dynamiques
évolutives bactérienne et virale. Les microbiomes limitent I'évolution des acteurs locaux en
restreignant I'espace de niche disponible et en imposant de multiples pressions sélectives
biotiques et abiotiques. Or I'arbre respiratoire arbore un microbiome unique (figure 30). Chez
les individus sains, sa composition résulte de la balance entre la colonisation et I’élimination
de bactéries, qui ne sont donc présentes que transitoirement. Au cours des maladies
respiratoires, la composition change quantitativement et qualitativement, a la faveur d’un
déséquilibre de cette balance: changement de la composition physico-chimique
environnementale, défaut des mécanismes de clairance muco-ciliaire, augmentation des flux

de colonisation bactérienne (intubation oro-trachéale, reflux oesophagien) (172).
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Figure 30. Le microbiome respiratoire chez I'individu sain est essentiellement constitué de bactéries provenant
de la sphére oropharyngée en faible concentration, alors qu’il se déséquilibre fortement au cours des maladies
pulmonaires et bronchiques.

Source: Wypych et al. The influence of the microbiome on respiratory health. 2019 (172)

Les communautés microbiennes peuvent améliorer I'effet du bactériophage thérapeutique en
imposant un co(t évolutif tres élevé a la résistance. La présence d’espéce bactériennes
compétitrices, fréquemment retrouvées dans les voies aériennes des patients atteints de
mucoviscidose, réduit I'’émergence de la résistance de P. aeruginosa a la fois au bactériophage
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ancestral et aux bactériophages contemporains. Cet effet était plus marginal chez un mutant
non sensible au quorum-sensing, suggérant que l'effet protecteur des microbiomes envers
I’apparition de population résistante est dépendante des densités bactériennes en présence
(173). Des résultats similaires étaient retrouvés dans un autre modele : la présence a la fois
de la communauté microbienne et du bactériophage imposait une telle pression de sélection
gu’elle aboutissait a I’élimination de la bactérie pathogene (Klebsiella spp.), contrairement a
ce qui se passait en I'absence de la communauté (174).

Les communautés bactériennes peuvent également modifier qualitativement le
développement de la résistance bactérienne au bactériophage. Ainsi Alesth et al. ont montré
gue les mécanismes de résistance en jeu étaient modifiés par le contexte communautaire : en
présence d'espéces concurrentes, P. aeruginosa a principalement développé une résistance
médiée par I'activation de systéme CRISPR-Cas, alors qu’en leur absence la résistance était
principalement basée sur les mutations de surface (175).

La présence de bactéries concurrentes au site infectieux pourrait ainsi moduler les effets des
bactériophages sur I'agent pathogéne, avec pour limitante que les résultats mentionnés ci-
dessus découlent d’expériences réalisées in vitro.

c. Larésistance aux bactériophages émergeant au cours de la phagothérapie :
état de I'art et questions

Les dynamiques de coévolution bactériophage-bactérie au cours de la phagothérapie sont
donc potentiellement influencées par les facteurs de I’héte humain. Mais elles restent peu
étudiées dans ce contexte particulier, alors méme que le succes thérapeutique en dépend.
Nous résumons ici I’état des connaissances actuelles, qui a fait I'objet d’une revue sur le sujet
dont le texte intégral est disponible en annexe.

= Quels sont les mécanismes de résistance au cours de la phagothérapie ?

L'utilisation actuelle des bactériophages en thérapeutique reste a ce jour semi-empirique, en
raison notamment du manque d'essais cliniques. Peu de données sont actuellement
disponibles concernant I'efficacité clinique des bactériophages (une centaine de série de cas
compassionnels et quelques essais cliniques) (31). Dans le cadre d’un traitement, la sélection
de bactéries résistantes aux bactériophages pourrait compromettre le succes de la
phagothérapie (176, 177).

Décrit trés tot, des les premiers cas de phagothérapie, la résistance n’est pas un phénoméne
rare. |l est en effet rapporté dans prés de la moitié des cas cliniques recensés ces cinqg
dernieres années, et ayant adoptés une recherche systématique de résistance (revue). Des
résultats similaires sont retrouvés dans les modeles précliniques de phagothérapie pour le
traitement d’infections extra-intestinales aigués (178)(revue).
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Il est particulierement frappant de noter que la surveillance de la résistance aux
bactériophages au cours de la phagothérapie est souvent négligée. Et par conséquent, trés
peu de mécanismes de résistance aux bactériophages ont été décrits dans ce contexte :
exclusivement des modifications des composants de la paroi bactérienne (178)(revue).

= [a résistance aux bactériophages est-elle systématiquement un atout
thérapeutique ?

La résistance aux bactériophages peut avoir un impact positif sur les résultats thérapeutiques
en fonction du mécanisme de résistance impliqué. La phagothérapie pourrait capitaliser sur
I’émergence de la résistance bactérienne aux bactériophages : soit en misant sur la résistance
pour améliorer |'efficacité d’un traitement antimicrobien, soit en misant sur la résistance pour
contraindre I’évolution bactérienne vers une impasse évolutive (179).

En effet, la résistance bactérienne aux bactériophages peut étre associée a une diminution de
la pathogénicité bactérienne. Les modifications de la surface cellulaire induisent des codts
physiologiques particulierement élevés pour la bactérie. Les altérations du LPS ou de la
capsule augmente la susceptibilité aux défenses immunitaires, tandis que la troncature de pili
ou de flagelles affecte respectivement I'adhésion bactérienne aux épithéliums de I’'hote
humain et la motilité bactérienne. La modification de la composition de la paroi cellulaire
pourrait également diminuer la capacité bactérienne a absorber les nutriments dans un milieu
pauvre. La production de biofilm, un autre facteur de virulence, pourrait également étre
altérée en empéchant I'adhésion bactérienne par les pili et la synthése de matrice
extracellulaire. Au cours des modéles précliniques et des études cliniques, I'émergence de
clones bactériens résistants au bactériophage n’y est soit pas observée, soit observée a faible
niveau, avec une diminution de la pathogénicité bactérienne et sans échec thérapeutique
(178, 180-183), suggérant que, dans un contexte thérapeutique, pour résister aux
bactériophages, la bactérie est contrainte vers une impasse évolutive.

Par ailleurs, la résistance bactérienne aux bactériophages est capable de favoriser la re-
sensibilisation a un autre traitement. Les composants de la surface bactérienne sont en effet
les cibles de nombreux agents antibactériens. La synergie bactériophage-antibiotique repose
ainsi sur 'augmentation de la sensibilité aux antibiotiques, lorsque le bactériophage induit
une modification de son récepteur a la surface bactérienne, comme une pompe a efflux (182,
184-187). De méme, en évoluant pour résister a un bactériophage thérapeutique, les
bactéries peuvent modifier la structure du récepteur du bactériophage, permettant ainsi a
d’autres bactériophages d’accéder a leurs propres récepteurs. La re-sensibilisation a un
premier bactériophage par acquisition de résistance a un second bactériophage a ainsi été
décrite récemment (182). Cependant, cette synergie n’est pas systématique : certaines
mutations de résistance aux bactériophages peuvent méme conférer une résistance accrue
aux antibiotiques (188).
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= Peut-on prédire les dynamiques de coévolution survenant au cours de la
phagothérapie ?

La prédiction de la dynamique de coévolution bactériophage-bactérie pourrait réduire le
risque d’échec pour un traitement individuel d’un patient. Cependant, bien que la plupart des
caractérisations des interactions bactéries-bactériophages proviennent d’environnements in
vitro hautement contrélés, nous ne savons pas dans quelle mesure les dynamiques observées
in vitro pourraient refléter celles qui se déroulent in vivo quantitativement ou méme
gualitativement.

Des données limitées sont actuellement disponibles comparant les dynamiques de
coévolution bactéries-bactériophages au cours de la phagothérapie et en laboratoire (181,
182, 189). Elles suggerent une dynamique d'évolution parallele, avec des mécanismes de
résistance bactérienne similaires, se produisant lors d'un traitement par bactériophage
(bactériophage unique en traitement de bactériémies a E. coli ou a P. aeruginosa ; cocktail de
plusieurs bactériophages pour une décolonisation nasale a P. aeruginosa) et lors
d’expériences in vitro de co-culture avec une administration similaire du (ou des)
bactériophage(s). Cependant I'extrapolation des résultats de ces études est limitée par le
faible nombre d’observations qui y étaient effectuées et la faible influence des facteurs de
I’hote (systéme immunitaire peu actif dans le nez, absence de communauté microbienne dans
le sang). Des approches populationnelles plus larges ou associées a d'autres facteurs d'échec
thérapeutique permettraient de mieux appréhender les potentielles divergences dans la
coévolution bactérie-bactériophage entre des essais in vitro et une phagothérapie.
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Objectifs et plan de these

Evaluer les interactions bactériophage-bactérie dans une perspective de phagothérapie
pulmonaire a I'aide du modele Escherichia coli.

L'anticipation des dynamiques évolutives est essentielle pour comprendre et controler les
interactions entre le bactériophage thérapeutique, la bactérie pathogéne ciblée et I'hote
humain, et donc finalement pour le succés ou I'échec de la phagothérapie. La conception et
I’évaluation de la phagothérapie se base sur une série d’études, reposant sur des expériences
in vitro et in vivo (modeles animaux), ainsi que sur des modeles informatiques in silico. Ces
études ont fait progresser la compréhension des facteurs affectant les résultats de la
phagothérapie (1-4).

Pour comprendre la complexité des interactions bactériophage-bactérie, je présente ici une
démarche combinant des méthodes d’évaluation phénotypiques a une approche génomique,
a la fois in vitro et in vivo, afin d’affiner des modeles in silico prédictifs du succes du traitement
par bactériophage au cours d’'une phagothérapie pulmonaire dans un modeéle murin.

Dans un premier travail (chapitre 2), en couplant un modéle mathématique avec un outil
d'imagerie in vivo pour suivre longitudinalement les animaux dans le temps, nous avons
caractérisé l'interaction entre les bactériophages et les bactéries, lors du traitement, par une
dose unique du bactériophage virulent 536_P1, d'une pneumonie murine induite par la
souche E. coli 536. Le modele met en évidence plusieurs parameétres clés pour l'efficacité
thérapeutique des bactériophages, notamment le réle critique d'une population bactérienne
résistantes a ceux-ci.

Dans un second travail (chapitre 3), nous avons étudié une large population de clones
résistants aux bactériophages, émergeant au cours de ce modéle de pneumonie murine. Nous
I’'avons comparé a une population résistante émergeant au cours d’une co-culture en milieu
liguide riche en nutriments in vitro. Le séquencage génomique de ces clones bactériens a
révélé une convergence mutationnelle des mécanismes de résistance au bactériophage vers
la modification de deux composants de la paroi cellulaire (hyperproduction de la capsule et
troncature du récepteur (LPS)). La résistance au bactériophage n'a pas conduit ici
systématiquement a la sélection de clones moins virulents, mais a également sélectionné des
clones restant aussi virulents que la souche sauvage. Cependant, la résistance a 536 _P1
conduisait a une sensibilisation a de nouveaux bactériophages. Nos résultats suggérent que la
résistance, survenant dans les premiers jours d’un traitement par bactériophage, pourrait étre
facilement prédite a partir d’expériences in vitro. Elle pourrait également étre contrée par un
cocktail de bactériophages, par leurs effets combinés sur I'évolution bactérienne pour résister
aux bactériophages thérapeutiques.
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Dans un troisieme travail (chapitre 4), nous avons enfin exploré les déterminants du spectre
d’hétes des bactériophages a I'échelle du genre Escherichia. Nous avons combiné une
méthode d’évaluation phénotypique standardisée, a une approche génomique, puis,
développé des modeles préliminaires in silico pour prédire les interactions entre
bactériophages et bactéries. Nous avons réalisé une caractérisation phénotypique et
génomique d'une banque de 120 bactériophages isolés sur plus de 35 souches d'E. coli, et
testée sur une collection de 369 souches représentatives du genre Escherichia. Nos résultats
montrent que le taux d’interaction positive moyenne est de 17%, avec une grande divergence
selon les souches. Le spectre d'hotes des bactériophages est corrélé a leur proximité
phylogénique. La phylogénie bactérienne ne semble pas étre le déterminant principal du
spectre d'hotes au niveau intra-espece. Ce dernier axe est détaillé dans le chapitre 4.

L'ensemble de ces résultats sont confrontés dans le chapitre 5 « Perspectives », ol je discute
de lI'importance a accorder aux mécanismes de résistance bactérienne au cours de la
constitution et de I'utilisation de cocktails thérapeutiques de bactériophages, notamment
chez des patients présentant d'autres facteurs d'échec du traitement (immunodépression,
biofilm).

1. Gordillo Altamirano FL, Barr JJ. 2019. Phage Therapy in the Postantibiotic Era. Clin Microbiol Rev
32:e00066-18.

2. Kortright KE, Chan BK, Koff JL, Turner PE. 2019. Phage Therapy: A Renewed Approach to Combat
Antibiotic-Resistant Bacteria. Cell Host Microbe 25:219-232.

3. Melo LDR, Oliveira H, Pires DP, Dabrowska K, Azeredo J. 2020. Phage therapy efficacy: a review of the
last 10 years of preclinical studies. Crit Rev Microbiol 46:78-99.

4, Roach DR, Leung CY, Henry M, Morello E, Singh D, Di Santo JP, Weitz JS, Debarbieux L. 2017. Synergy
between the Host Immune System and Bacteriophage Is Essential for Successful Phage Therapy against
an Acute Respiratory Pathogen. Cell Host Microbe 22:38-47.e4.
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CHAPITRE 2

MODELE PHARMACOMETRIQUE DE
PHAGOTHERAPIE PULMONAIRE

LA RESISTANCE BACTERIENNE AU
BACTERIOPHAGE THERAPEUTIQUE :
UN FACTEUR D’ECHEC DU
TRAITEMENT
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La translation des résultats expérimentaux pré-cliniques de phagothérapie aux essais cliniques
reste difficile. Une limite majeure pour le déploiement de la phagothérapie a grande échelle
reste la détermination de la dose optimale, de la voie d'administration et de la durée du
traitement. Or les méthodes d’évaluations standard de pharmacologie clinique utilisées pour
les médicaments ne sont pas adaptées aux bactériophages.

L'équipe de Jérémie Guedj, au laboratoire IAME, U1137, a développé une expertise sur la
modélisation des dynamiques virales dans les infections chroniques pour optimiser le
développement de traitement antiviraux (VIH, VHC, Ebola, Zika, grippe) (1, 2). Cette
modélisation inclus une approche pharmacométrique originale qui combine des données in
vitro et in vivo avec un modele mathématique.

En adoptant cette approche, nous avons essayé de mieux comprendre les parametres clés des
interactions tripartites entre le bactériophage thérapeutique, la bactérie pathogene ciblée et
I’h6te murin infecté, dans un modele de phagothérapie pulmonaire. Dans ce modéle
préalablement caractérisé au laboratoire, le traitement par une dose unique du bactériophage
virulent 536_P1, d'une pneumonie aigle létale induite par la souche E. coli 536, est aussi
efficace que I'antibiothérapie standard pour permettre la survie de tous les animaux (3).

A I'aide d’un outil d'imagerie in vivo, nous avons collecté longitudinalement un ensemble de
données sans précédent sur I'évolution des densités bactériennes pulmonaires (souche
bioluminescente) de chaque animal au cours du temps. En les combinant a des données de
biodistribution du bactériophage dans |‘organisme déterminée selon deux voies
d’administration (locale ou systémique), et aux parametres du cycle infectieux de 536_P1 sur
la souche 536, déterminés par des expériences de One Step Growth, nous avons développé un
modeéle mathématique semi-mécanistique décrivant les dynamiques bactériennes observées.

Le modele met en évidence plusieurs parametres clés pour l'efficacité thérapeutique des
bactériophages. Il s’agit en premier lieu de facteurs influencant la quantité de bactériophages
au site infectieux : la dose et la voie d'administration, la burst size. |l retrouve également le
caractere critique de la synergie avec le systéme immunitaire, avec un seuil au-dela duquel le
traitement par bactériophage est indispensable au controle de la croissance bactérienne.
souligne enfin le réle d'une population bactérienne réfractaire qui comprend des bactéries
inaccessibles spatialement aux bactériophages et les bactéries résistantes aux
bactériophages.

Ce travail montre le potentiel critique de I'’émergence d’une population bactérienne résistante
au bactériophage dans le succes thérapeutique, dans un modéle de phagothérapie pourtant
efficace, et ce dés les premiéres heures. La croissance de la sous-population résistante ne peut
étre jugulée que par le systeme immunitaire. Si le traitement par bactériophage controle
suffisamment vite et efficacement la densité des bactéries sensibles et accessibles, le systeme
immunitaire peut prendre en charge la sous-population réfractaire ; dans le cas contraire, les
capacités du systeme immunitaire sont rapidement saturées par sa tentative de contréler la
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croissance de la population sensible et échouent a empécher le développement de celle
réfractaire.

Ce travail a été mené par Raphaélle Delattre (partie expérimentale) et Jérémy Seurat (partie
modélisation), dont il constitue le cceur de leurs travaux de thése respectifs. J'ai réalisé en
collaboration avec Raphaélle Delattre une partie des expériences in vivo présentées ici
(biodistribution du bactériophage 536_P1, suivi des animaux infectés et suivi des animaux
infectés-traités). Ce travail a été publié en mai 2022 dans Cell Reports.

1. Friberg LE, Guedj J. 2020. Acute bacterial or viral infection—What’s the difference? A perspective from
PKPD modellers. Clin Microbiol Infect 26:1133-1136.

2. Perelson AS, Guedj J. 2015. Modelling hepatitis C therapy--predicting effects of treatment. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol 12:437—-445.

3. Dufour N, Debarbieux L, Fromentin M, Ricard J-D. 2015. Treatment of Highly Virulent Extraintestinal
Pathogenic Escherichia coli Pneumonia With Bacteriophages. Crit Care Med 43:e190
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SUMMARY

The clinical (re)development of bacteriophage (phage) therapy to treat antibiotic-resistant infections faces the
challenge of understanding the dynamics of phage-bacteria interactions in the in vivo context. Here, we develop
ageneral strategy coupling in vitro and in vivo experiments with a mathematical model to characterize the inter-
play between phage and bacteria during pneumonia induced by a pathogenic strain of Escherichia coli. The
model allows the estimation of several key parameters for phage therapeutic efficacy. In particular, it quantifies
the impact of dose and route of phage administration as well as the synergism of phage and the innate immune
response on bacterial clearance. Simulations predict a limited impact of the intrinsic phage characteristics in
agreement with the current semi-empirical choices of phages for compassionate treatments. Model-based ap-

proaches will foster the deployment of future phage-therapy clinical trials.

INTRODUCTION

The pronounced slowdown in the discovery of new antibiotics to
treat bacterial infections caused by multidrug resistant (MDR)
pathogens has revived interest in bacteriophages (phages), vi-
ruses infecting bacteria (Gordillo Altamirano and Barr, 2019;
Kortright et al., 2019). Pre-clinical experiments and several clin-
ical case reports have demonstrated the potential of phages to
successfully treat infections caused by MDR bacteria (Aslam
et al., 2020; Bull et al., 2002; Corbellino et al., 2020; Jennes
et al., 2017; Melo et al., 2020; Schooley et al., 2017). These suc-
cesses are nonetheless balanced by unreported failures as well
as disappointing clinical studies (Jault et al., 2019; Leitner et al.,
2020; Sarker et al., 2016), showing that translation from experi-
mental results to clinical trials remains challenging.

A major milestone for the widespread use in human popula-
tions is the determination of the optimal dose, route of adminis-
tration, and treatment duration. This is a particularly complex
endeavor for phages, as standard assessments of clinical phar-
macology used to determine the processes of administration,
distribution, metabolism, and excretion (ADME) of drugs are
not adapted to phages. Indeed, phages massively replicate on
their target bacteria, with kinetic parameters governing this viral
amplification (receptor recognition, genome amplification, parti-
cles assembly, and bacterial lysis) being specific to each phage-

i»

bacteria pair (Dion et al., 2020). Furthermore, phages are
naturally present in human-associated microbiotas, and their
rate and route of elimination do not follow usual metabalic path-
ways of xenobiotic products through kidney or liver (Dabrowska
and Abedon, 2019).

Here, we coupled in vitro and in vivo experiments with mathe-
matical modeling to approach the key parameters of phage-bac-
teria-host interactions and guide treatment strategies. This
approach has been successful in drug development for various
chronic (HIV, hepatitis C virus and acute (Ebola, Zika, influenza)
viral infections (Friberg and Guedj, 2020; Perelson and Guedj,
2015). Unlike previous models that focused on specific aspects
of phage-bacteria, phage-host immune system, or bacteria-host
immune system interactions (Cairns et al., 2009; Roach et al.,
2017; Smith et al., 2011; Weld et al., 2004), here we aimed to
design a synthetic, semi-mechanistic model that could be
used to understand the tripartite phage-bacteria-host interac-
tions in vivo. We designed specific experiments (Figure 1) to es-
timate the key parameters of phage-bacteria interactions using a
previously characterized experimental model (Dufour et al.,
2015). The virulent phage 536_P1 (141,471 bp), a Myoviridae
belonging to the Phapecoctavirus genus, quickly (20 min) lyses
the hypervirulent Escherichia coli strain 536 in vitro. Moreover,
a single dose of phage 536_P1 administered intranasally to
mice 2 h post-infection by a lethal dose of strain 536 rescued

Cell Reports 39, 110825, May 17, 2022 © 2022 The Author(s). 1
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Figure 1. Schematic representation of the experimental design of
the study

In vivo experiments were conducted in mice that were either (1) uninfected and
treated (green box, with phages administered either intratracheally [IT] or
intravenously [i.v.]), (2) infected and untreated (magenta box), or (3) infected
and IT- or iv.-treated at various doses (yellow box). The intensity of light
emitted by E. coli strain 536-lux was recorded along all experiments and
translated to bacterial lung density, while phage 536_P1 density was
measured only once (upon sacrifice) in each animal at specific time points. A
mathematical compartmental model was developed to fit o these data, with S,
R, |5, and |, representing the susceptible, refractory, infected non-productive,
and productively infected bacteria, respectively, and V and Vyeoq the phage
concentrations in lungs and blood, respectively. The arrows indicate the
processes affecting each compartment. Model parameters characterizing
these processes are indicated on these arrows, with « the bacterial growth
rate, dy the maximal immunity effect, Bsy the bacterial load leading to 50% of
du. B the infectivity rate, e the transition rate from latent to productive bacteria,
&y the bacterial lysis rate, b the burst size, F the phage relative bioavailability in
the lungs after i.v. compared with IT, k, the phage absorption rate from the
blood to the lungs and k. the phage elimination rate in the lungs.

100% of animals, while untreated animals died within 72 h,
demonstrating the efficacy of this phage to treat an acute pulmo-
nary infection (Dufour et al., 2015).

Here, dynamic and direct microbiological data were collected
from groups of animals that were either (bacterial) uninfected
and (phage) treated, infected and untreated, or infected and
treated, using different inoculum doses and routes of administra-
tion. These data led us to develop an original mathematical
model recapitulating the tripartite interactions over time. This
model identified key parameters affecting bacterial kinetics
in vivo. It was then exploited to test scenarios including variations
of phage intrinsic properties. The use of such a model will ratio-
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nalize the phage choice, the dose, and the route of administra-
tion in order to optimize the efficacy of phage therapy.

RESULTS

Biodistribution of phage in uninfected mice

Our investigations started by assessing two routes of phage
administration, intratracheal (IT) and intravenous (i.v.), in unin-
fected mice using a single dose of 8 logo plague-forming units
(PFUs) of phage 536_P1 (Figure 2). The observed peak of median
(interquartile range) phage concentrations in the lungs was
reached 4 h post-administration by iv. (5.1 [4.7, 5.5] logg
PFU/g) and was lower than the concentration observed post-
administration by IT at the same time point (7.2 [6.8, 7.8] log1o
PFU/g). The nearly 2-log difference showed that post-i.v. admin-
istration, only a fraction F of the phage, estimated to 0.02%, ul-
timately reached the lung compartment, leading to exposure
approximately 5,000 times lower than post IT administration,
and an estimation of the absorption rate into the lung compart-
ment, ka, of 0.3 h™' (Equations 1 and 2). During the 48 h post-
phage administration, the kinetics of the phage elimination rate
in the lungs was slow following IT administration with an esti-
mated half-life value of 12 h (log(2)/ k. (IT)), while it was much
faster following i.v. administration, with an estimated value of
3 h{(Table 1).

Bacterial kinetics in infected, untreated mice

IT administration of the E. coli strain 536 led to a large variability
in the lung bacterial load of untreated animals (N = 45), as
measured by emitted luminescence and colony-forming unit
(CFU)eq/g (see STAR Methods and Figure S1). Two h post-infec-
tion, bacterial load ranged between 5.0 and 9.9 log;o CFUeq/g
(Figure 3), allowing us to evaluate the impact of phage across
the large spectrum of values that can be observed in clinical con-
ditions (Jiang et al., 2014). The large range of effective inoculums
also informed on the threshold of bacterial density, above which
the immune response of the host cannot control the infection.
When the bacterial load was greater than 6.8 log;, CFUeqg/g at
2 h post-infection, the bacterial density increased continuously
and led to rapid death of all animals within 72 h. In contrast,
below this threshold, a reduction of the bacterial density was
generally observed, likely reflecting the effect of the immune
response in clearing the infection (Figures 3 and S2).

Bacterial and phage kinetics in infected, treated mice
Next, using the same infection procedure as above, mice (N =
138) were treated 2 h post-infection with various doses of phage
536_P1 (low dose: 5.6, medium dose: 6.6, high dose: 7.6 log1o
PFU), administered either by IT or i.v. route. The initial effective
median bacterial inoculum in the lungs 2 h post-infection was
similar across treatment groups, with levels of 6.9 (6.1, 8.0),
7.2 (6.3, 8.5), and 6.7 (6.3, 7.8) logyo CFUeqg/g in untreated and
IT- and i.v.-treated animals, respectively (Figure 3).

Globally, phage density in the lungs of IT- and i.v.-treated an-
imals reached values 2- to 3-log, g higher than in uninfected an-
imals, showing that phages rapidly encountered bacteria and
efficiently replicated (Figure 2). At 4 h post-phage administration
(6 h post-bacterial infection), the median titer of phage in the
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Figure 2. Distribution of phage 536 P1 in lungs following two routes of administration

(Aand B) Lungs of uninfected (empty circles, N = 53) and E. coli-infected (filled circles, N = 76) mice were homogenized at 2, 4, 8, 24, or 48 h post-administration of
a single dose of phage 536_P1 (8 log,o PFU in uninfected mice and 5.6, 7.8, or 8.6 log+o PFU in infected mice), either by i.v. (A, red) or IT (B, blue) route. Lines
connect the median phage concentrations at each time point (dashed lines, uninfected; full lines, infected). The black dotted line represents the limit of quan-

tification (LOQ = 2 log+y PFU/g).

lungs of IT-treated mice (N = 59) was 9.6 [9.3, 9.9] logo PFU/g as
compared with 7.1 [7.1, 7.4] logip PFU/g in uninfected, i.t.-
treated mice (N = 16). A similar difference was also observed in
i.v.-treated animals (N = 79), with phage concentrations of 8.4
(7.0, 9.1) logig PFU/g as compared with 5.1 (4.7, 5.5) logqo
PFU/g in uninfected, i.v.-treated animals (N = 37) (Figure 2).

To illustrate the impact of the above phage amplification on
disease progression, bacterial kinetics and survival were re-
ported following the stratification of animals by the bacterial
load measured 2 h post-infection (Figure 4). Phage therapy
had no significant effect on bacterial kinetics and survival in an-
imals having a low bacterial load (<6.8 log,o CFUeq/g, N = 78),
reflecting the effective role of the immune response to clear
the pathogen. By contrast, in animals having a higher load
(=6.8 log1g CFUeq/g, N = 99), treated animals showed a faster
kinetics of the bacterial control (p = 0.028).

Unraveling bacteria-phage interaction using a
mathematical model

Next, we used the data from both infected and uninfected ani-
mals together with parameters determined in vitro (see STAR
Methods) to build a mathematical model of phage-bacteria-
host interaction (Equations 4, 5, 6, 7, 8, 9, and 10; Data S1;
Figure 1).

Fitting the model to bacterial load data, we first determined
that a model accounting for the control of bacterial growth by
the innate immune response was needed to recapitulate the
threshold effect associated with the effective bacterial inoculum.
This phenomenon could be well captured using our model
(Equation 3), with estimates of 4y, the maximal decay induced
by the immune response, of 6.8 log;; CFUeqg/g/h and Bsg, the
bacterial load needed to reach &y/2, of 7.4 logso CFUeqg/g.
This corresponds to a threshold for bacterial control equal to
6.94 logyy CFUeqg/g. Thus, if the administered bacterial inoc-
ulum, By, was below this value, bacteria were rapidly eliminated
by the immune system with a rate of 6y /Bsy = 0.3 h™', corre-
sponding to a half-life of 2.3 h. However, when the bacterial inoc-

ulum was above this value, the model predicts a saturation of the
immune response, enabling bacterial growth with a bacterium
doubling time estimated at 3.5 h.

In vitro experiments allowed us to estimate two key parame-
ters of phage dynamics that could not be identified in vivo,
namely the median eclipse phase and the burst size (see STAR
Methods and Figure S3). Assuming that these parameters had
the same value in vivo, we could then estimate the in vivo infec-
tion rate of bacteria by phages, denoted as 3, to -6.9 logyp
g/CFU/h and the in vivo elimination rate of phage-infected bac-
teria, 6y, to 0.09 '’ (e.g., a half-life of 7.7 h), which is slower
than in vitro estimation (1.39 h™").

Finally, we also used the model to assess the impact of bac-
terial kinetics on survival. Assuming a log-linear effect of bacte-
rial load on the instantaneous risk of death, h(t), the bacterial
load was found to be highly associated with death (y = 1.44,
p < 107, Wald test). This corresponds to a hazard ratio of
4.2; in other words, an increase of 2 log of the bacterial load
raised the instantaneous risk of death by ~18. The joint model
developed could simultaneously recapitulate bacterial kinetics,
phage counts, and survival rate (Figures 5, S4, and S5), despite
the heterogeneity of the individual profiles experimentally
observed (Figures 5 and S2).

Effects of phage dose and route of administration on the
bacterial kinetics

The model was then used to identify the key factors governing
bacterial kinetics. Unsurprisingly, the bacterial inoculum, By,
was the most important parameter. In animals with By <6 logso
CFUeq/g, bacterial loads rapidly decreased below the limit of
quantification within 48 h regardless of treatment. In animals
with large bacterial inoculum Bg >8 log:o CFUeqg/g, phage ther-
apy was not sufficient to control the continuous growth of bacte-
ria regardless of the route and administered phage dose (Fig-
ure 6). The benefit of phage therapy was apparent mostly for
animals having an intermediate effective inoculum size, e.g.,
6 < By < 8 logig CFUeg/g. In those animals, the larger ratio of
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Table 1. Parameter estimates of the phage-bacteria dynamics model

Fixed effect SD of random

Parameter Name Unit Fixed/estimated from (rse, %) effect (rse, %)
Bacterial growth rate « h' untreated infected 0.21 (-) 0(-)
Initial number of bacteria By log 19CFU g" untreated infected 7.1(1) 0.14 (6)
Bacterial-load plateau Bimax log 19CFU g" untreated infected 10.4 () 0(-)
Time for immunity activation t h untreated infected 3.0(-) 0(-)
Maximal immunity effect o CFUg'h' untreated infected 6.7 10°% (—) 0.05 ()
Bacterial load for 50% of dy Bso CFU g" untreated infected 2.3107 () 0(-)
Infectivity rate B logsp g CFU h™" treated infected -6.9(7) 0.11 (43)
Transition rate e h in vitro 1.2(-) 0(-)
Lysis rate by h’ treated infected 0.09 (25) 0(-)
Burst size b PFU CFU™ in vitro 570 (-) 0(-)
Relative bioavaibility (i.v./IT) F - treated uninfected 0.0002 (-) 0(-)
Phage absorption rate ka h' treated uninfected 0.3(-) 0(-)
Phage elimination rate after IT ke(IT) h' treated uninfected 0.058 () 0(-)
Phage elimination rate after i.v. ke(IV) h' treated uninfected 0.23(-) 0(-)
Phage distribution weight w g treated uninfected 1(-) 0(-)
Initial refractory proportion f - treated infected 0.105 (45) 2.8(19)
Weibull shape K - treated infected 1.8 (11) 0(-)
Weibull scale I3 h't treated infected 2.4 10% (98) 0(-)
Impact of bacterial kinetics T g CFU’ treated infected 1.44 (13) 0(-)
on death

Additive error on bacterial load ag log 19CFU g’ treated infected - 0.47 (4)
Additive error on phage ay log 10PFU g" treated infected - 2.6 (11)

concentration

SD, standard deviation; rse, relative standard error.

phage to bacteria led to a large number of bacteria being rapidly
infected by phages, which prevented bacterial growth and main-
tained the bacterial load under control by the immune response.
Bacterial-load decline was biphasic, with a rapid decline in the
first 4 h of treatment, mainly due to the decay of susceptible bac-
teria (S) by phages, followed by a slower decline afterward. This
slower second phase was attributed in our model to the unre-
stricted replication of a sub-population of bacteria that were
not eliminated by phages (V), representing both phage-resistant
and -inaccessible (spatially out of reach) bacteria (R).

The initial proportion of the phage-refractory population was
estimated to be 10% (Table 1) but could be variable across indi-
viduals (from 0.03% to 76%). The dynamics of refractory bacte-
ria was individual dependent, leading to either a slow but contin-
uous bacterial decline or a rebound of fully refractory bacteria
within 24-48 h (see individual examples in Figure 5). Importantly,
the need to incorporate a compartment of refractory bacteria in
the model was strongly supported by the data and led to a sig-
nificant improvement of the data fitting (p < 10, likelihood ratio
test, data not shown).

The raw data did not allow us to observe a role of the route of
administration in the treatment outcome, except with a low bac-
terial inoculum (Bg = 6 logyg CFUeqg/g) for which the rapid clear-
ance of bacteria limited the encounter rate with phage. With this
inoculum, relative to the kinetics in the untreated group, simula-
tions indicated that an IT or i.v. medium dose of phages halved
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the total bacterial load in 3.1 and 8.1 h after administration,
respectively. Our simulations also indicated that IT and i.v. treat-
ments otherwise led to similarly high phages concentrations (>7
log+o PFU/g) in lungs (Figure 6). IT administration was, however,
associated with a substantially faster time to peak viral load, and
this difference was particularly apparent with a low or intermedi-
ate bacterial inoculum. For instance, with an intermediate bacte-
rial inoculum (Bg =7 log1o CFUeq/q), the time to peak viral load
varied between 1.6 (IT high dose) and 6.0 h (i.v. IV low dose).
As a consequence of this delay in phage maximal replication,
the i.v. route had a lower efficiency to stop bacterial growth,
with a time to peak bacterial load that could be as long as
4.0 h (i.v. low dose), to less than 1.1 h with the IT route (IT low
dose), and as low as 0.3 hin the case of the IT high dose. Overall,
with this lethal intermediate inoculum, the bacteria grew expo-
nentially in untreated mice, whereas the bacterial load declined
in all phage-treated groups. Therefore, in any phage-treated
group, the median total bacterial load was increasingly lower
than that of the untreated group. For instance, 24 h after admin-
istration, the bacterial load in treated groups was more than 100
times lower than in the untreated group (Figure 6).

Effects of phage characteristics on the bacterial
kinetics

Finally, we also used the model to explore the effect of
intrinsic phage characteristics, namely burst size and lysis
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Figure 3. Kinetics of bacterial densities in untreated and phage-treated animals
CFU equivalent data from bioluminescent recordings of infected animals, which were either untreated (black) or treated with phage 536_P1 administered by i.v.
(low dose = 5.6 logso PFU, yellow, or medium dose = 7.6 logqo PFU, red) or IT (low dose, cyan, medium dose, blue, or high dose = 8.6 log, PFU, dark blue). The
dotted horizontal line at 6.8 log,, CFUeq/g corresponds to the threshold value of bacterial load at 2 h post-infection, below which all animals controlled the
infection. The dashed line represents the LOQ of bacterial load (LOQ = 4.7 log,o CFUeq/g).

rate, on the bacterial kinetics. A 10-fold reduction in burst size
(i.e., 57 PFU/CFU) predicted a larger impact of the route of
administration, with a time to bacterial peak of 10 h post-i.v.
compared with less than 3 h post-IT administration. Even
when using a low dose of phage, the time to bacterial peak
relative to untreated bacterial load was estimated at 12 h
post-IT compared with 20 h post-i.v. (Figure S6), However, a
higher lysis rate value counter-balanced the effects of a low
burst-size value (Figure S7), showing the sensitivity of the
model to phage characteristics.

DISCUSSION

Despite many encouraging data from both ancient literature and
recent compassionate treatments, phage therapy remains un-
derexploited, notably because of ambiguous results from clinical
trials (Luong et al., 2020). In fact, the translation from in vitro to
clinical conditions remains unmet, in particular since using
phages as a drug requires specific methods to elaborate a
rational scheme for safe and optimal administration. While
some studies performed in silico or in laboratory conditions
(Cairns et al., 2009; Kasman et al., 2002; Leung and Weitz,
2017; Payne and Jansen, 2001, 2003) led to the proposal of
several mathematical models of phage-bacteria interactions,
very few studies conducted in vivo incorporated the immune
response (Dabrowska and Abedon, 2019; Roach et al., 2017).

Our experimental approach was inspired from work per-
formed during the development of new drugs, where longitudi-
nal pharmacokinetic and pharmacodynamic data are collected
to understand the exposure-response relationship and opti-
mize the dosing regimen (Marshall et al., 2019). It is important
to acknowledge that bioluminescence is nonetheless a proxy
of bacterial load compared with CFU counts from lung sam-
ples, as reflected by the measurement error associated with
bioluminescent data (parameter og; Table 1). However, this lim-
itation is largely compensated by longitudinal recordings that
provide a unique insight on the determinants of bacterial ki-
netics for each animal.

The acute murine lung infection induced by bacterial patho-
gens that we used for this study imposed two constraints. First,
less than 1-log variation of the bacterial inoculum can lead to
contrasted outputs from rapid (24 h) mortality to no lethality
(B.G., L.D., and G. Nouailles-Kursar unpublished observations
with various strains of E. coli or Pseudomonas aeruginosa for
which preliminary experiments were performed to identify the
most appropriate bacterial inoculum). Second, the high pathoge-
nicity of pathogens necessitated a phage administration 2 h
post-infection to preserve a high survival rate of treated animals
(Debarbieux et al., 2010). It is worth noting that until the early
2000s, Enterobacteriaceae were not considered major patho-
gens responsible for ventilator-associated pneumonia (VAP)
(Chastre and Fagon, 2002). However, recent data have consis-
tently shown that Enterobacteriaceae are now frequent etiologic
agents of VAP, more frequently encountered than Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus (Fihman et al., 2015; Ha-
met et al., 2012; Kollef et al., 2017). In particular, several studies
have clearly identified specific traits of strains of E. coli respon-
sible for intensive care unit (ICU)-acquired pneumonia (La
Combe et al., 2019; Messika et al., 2012).

The heterogeneity of the initial bacterial loads observed 2 h
post-infection provided a large range of situations reflecting clin-
ical situations (Jiang et al., 2014). The variety of individual profiles
was captured by using non-linear mixed-effect models to esti-
mate phage-bacterial interaction, a statistical approach that bor-
rows strength from the between-subjects variability to increase
the precision of parameter estimation, and tease out the effects
of bacteria parameters, doses, and routes of administration. A
direct consequence of the above conditions was the precise
quantification of the threshold value (6.94 log,; CFUeq/g), above
which the immune response was overwhelmed in the absence of
phage therapy.

The modeling of phage-bacteria interactions in the host also
unraveled less-evident factors, such as the role of a refractory
bacterial population to capture bacterial-load kinetics. This
compartment could not be phenotypically characterized but en-
compasses bacteria that are escaping phage predation because
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Figure 4. Bacterial load and survival of infected animals stratified by the pulmonary bacterial load at 2 h post-infection

Infected animals were untreated (black) or phage treated (purple). (A-D) The left panels (A and B) show animals with a low bacterial load (N = 78: 15 untreated, 63
treated), while the right panels (C and D) show animals with a high bacterial load (N = 99: 28 untreated, 71 treated). Of note, 6 animals sacrificed at 2 h post
infection were not considered here. The top panels (A and C) show bacterial loads over time, with circles corresponding to live animals and triangles to animals
that died before the scheduled sacrifice time. The difference between untreated and treated groups was assessed using a linear mixed-effects model, where the
slope of bacterial change over time was adjusted on both the bacterial load value and the presence of treatment. The effect of treatment on bacterial kinetics was
significant (p = 0.028, likelihcod ratio test). Solid lines represent the median bacterial load predictions obtained with this model. The bottom panels (B and D)
represent survival curves, with crosses indicating sacrifice time. The difference between untreated and treated groups was assessed using alog-rank tests (B, p=

0.53; D, p = 0.08).

they are phage resistant and/or they remain spatially inacces-
sible to phages (Leung and Weitz, 2017; Lourenco et al., 2020;
Sousa and Rocha, 2019). The inclusion of this compartment is
supported by both the emergence of phage resistance observed
in vitro after 10 h of incubation with phage 536_P1 (Figure S4)
and by previous studies showing that the spatial distribution of
bacteria in organs makes some of them inaccessible to phages
(Lourenco et al., 2020; Sousa and Rocha, 2019). This was also in
agreement with the modelling of phage therapy in immunocom-
promised hosts (Roach et al., 2017). Despite the large variation of
the bacterial loads that directly affect the initial density of this re-
fractory population, our model could appropriately recapitulate
the kinetics of phage-bacteria interactions for each individual
mouse, including the survival probability, testifying to its robust-
ness. In addition, simulations performed with larger or lower
burst sizes and lysis rates showed that the model predicts out-
puts that are in agreement with results from animal studies in
which different phages were used to treat bacterial infections
(Alemayehu et al., 2012; Carmody et al., 2010; Henry et al.,
2013; Morello et al., 2011).
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Toensure thatthe model recapitulates kinetics of phage-bacte-
riainteractions during therapy, it was necessary touse, asmuch as
possible, parameters deduced from animal experiments instead
of in vitro conditions. For instance, the growth rate of bacteria,
infectivity rate, and lysis rate were all deduced from experimental
data. Nevertheless, some parameters should be more deeply
investigated to improve the fidelity of the model. For instance,
growth of the refractory population was approximated as similar
to the susceptible bacteria, neglecting the possibility that the
fitness of mutants might be affected in the host. Indeed, such mu-
tants could be, either or both, less virulent and strongly affected in
their growth, allowing immune cells to eliminate them more effec-
tively (Oechslin etal., 2017; Pouillot et al., 2012; Smith et al., 1987).
The involvement of the immune response in the success of respi-
ratory phage therapy was previously demonstrated and modeled
but remains mechanistically poorly explored (Roach et al., 2017).
In this work, we chose to account for the immune response in a
synthetic way that encompasses mechanical factors, such as mu-
cins and surfactant proteins, as well as various cellular actors of
the innate immune system (Bergeron et al., 1998; Levin et al.,
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Figure 5. The mathematical model recapitulates the individual variations of the pulmonary bacterial loads and estimates the survival of

infected animals

Data and model predictions for three mice (lines) randomly chosen from each experimental group (columns) are shown. The circles correspond to the pulmonary
bacterial loads, the color lines correspond to the individual predictions from the model, and the green line represents the predicted survival probability. Lines are
solid between t = 0 and the last observation time point (death or pre-specified sacrifice) and are dotted after the pre-specified sacrifice. Interrupted lines indicate
the death of animals before the pre-specified time point. The horizontal dashed line represents the LOQ (LOQ = 4.7 log,, CFUeq/g).

2017; Marriott and Dockrell, 2007). However, the immune
response would have been more mechanistically characterized
if several markers (cytokines, immune cells) had been monitored.
Our model also considers the lung compartment homogeneous,
which ignores the complex structure of this organ that will most
likely affect phage-bacteria interactions.

Predictions from the mathematical model showed the impor-
tance of viral load, burst size, and lysis rate to fully capture bacte-
rial kinetics and animal outcomes. Therefore, for a suboptimal
couple phage bacteria, which may often take place in clinics, the
administration route, and to a lesser degree, the dose, will play a
role in the rate at which bacterial growth will be controlled. This
supports the determination of key parameters of phage-bacteria
interactions, such as the infectivity rate and the lysis rate, for opti-
mizing the phage-administration scheme. However, when the
dose and route of administration are appropriately chosen, the
model predicted that substantial variations of the intrinsic charac-
teristics of phages (burst size and lysis rate) were not jeopardizing
the treatment outcome, which fits with the current semi-empirical
choice of phages for compassionate treatments. Indeed,
currently, phages are chosen exclusively for their capacity toinfect
bacteria on in vitro conditions where phage-bacteria interactions
are artificially optimized. To further evaluate the model, we per-
formed simulations (external visual predictive check) from previ-
ous data obtained several years apart with the same phage-bac-
teria couple (Dufour et al., 2015). Despite a different route of
administration (intranasal) for both the bacteria and the phage,
we found that the model predicted acceptable results compared
with the in vivo data, which argues in favor of its robustness and
its putative relevance for many other phages (Figure S8).

Limitations of the study
The use of bioluminescent data as a proxy for CFU counts is
limited by the accuracy of the correlation curve, which may be

improved by lowering the delay between recording the photon
emission from the animals and the actual plating of samples in se-
lective media. Inthe model, we compensated this limitation by tak-
ing into account the error measurements (parameter oB). Another
limitation is a lack of the phenotypic characterization of bacteria of
the refractory compartment. The initial dispersion of phages in the
lungs will not be sufficient to reach every single bacterial cell, but it
remains unknown whethertheir amplification over time will be high
enough and, at the same time, how it would influence the selection
of phage-resistant bacteria. The susceptibility to phages of bacte-
ria recovered from lung tissues collected should inform on the rate
at which phage-resistant bacteria grow over time.

To conclude, the model developed during this work could be
used to predict the efficacy of virtually any phage for which a
minimum set of in vitro and in vivo data must be obtained, which
will considerably lower the number of experiments needed to
validate such a phage during pre-clinical development. Beyond
phage therapy, the model could also be implemented to test
combined anti-infectious therapies such as the association of
phages with antibiotics (Lin et al., 2020).
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KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER
Bacterial and virus strains

Escherichia coli 536-lux Dufour et al. (2015) N/A
Bacteriophage 536_P1 Dufour et al. (2015) N/A
Experimental models: Organisms/strains

Mouse Balb/cJRj Janvier Labs N/A

Software and algorithms

Prism GraphPad Version 8
Monolix (algorithm SAEM) Lixoft Version 2018R2
R The R foundation Version 3.4.3.

RESOURCE AVAILABILITY

Lead contact
Further information and requests for resources, reagents and numerical codes should be directed to and will be fulfilled by the lead
contact, Laurent Debarbieux (laurent.debarbieux@pasteur.fr).

Materials availability
The bacterial strain 536-lux and the phage 536_P1 are available from the lead contact upon completion of a Materials Transfer Agree-
ment (MTA).

Data and code availability
e Data is available from the lead contact upon request.
® The original code of the phage-bacteria mathematical model is available as Data S1 in the supplemental information and soft-
ware used are reported in the key resources table.
o Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is available from the lead contact upon request.

EXPERIMENTAL MODELS AND SUBJECT DETAILS

Ethic statement

A total of 241 eight-week-old BALB/cJRj male mice (Janvier Labs, France) were housed in animal facility in accordance with French
and European regulations on the care and protection of laboratory animals. Food and drink were provided ad libitum. Protocol was
approved by the veterinary staff of the Institut Pasteur animal facility (approval number 20.173) and the National Ethics Committee
regulating animal experimentation (APAFIS#26874-2020081309052574 v1).

Phages and bacterial strains
The E coli strain 536 and phage 536_P1 were previously described as reported in the key resources table.

METHOD DETAILS

Purification of bacteriophages

Phage 536_P1 was amplified on strain 536 and purified by first, filtration of lysate to 0.1 pm followed by tangential ultrafiltration (Viva-
flow™, Sartorius, 100 kDa), two ultracentrifugations on cesium chloride, dialysed against TN (Tris-HCI pH8, NaCl 150 mM), passed
three times through an endotoxin removal column (Endotrap Blue, Hyglos, Germany) and filtered-sterilized at 0.22 um.

Determination of in vitro infection parameters of phage 536_P1
Parameters of the interactions between strain 536 and phage 536_P1 have been determined in vitro, notably the rate of transition e

from infected non-productive bacteria to productively infected bacteria (eg, log(2)/e is the median eclipse phase duration), and the
burst size b, i.e. the number of virions released by a lysed bacteria. The median eclipse phase time and the burst size were estimated
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from non-linear mixed effect models performed with the SAEM algorithm implemented in Monolix software (version 2018R2) (Kuhn
and Lavielle, 2005) using data from one-step-growth experiments (see Supplemental information).

One-step-growth experiments

The one-step growth experiment was performed in triplicate, using Luria Bertani Broth (Lennox). As previously described (Hyman and
Abedon, 2009), an exponential-phase culture (9 mL) of strain 536 (optical density at 600 nm 0.25, ie 9 logsg CFU) was mixed with 1 mL
of 8 logyy PFU of phage 536_P1 (MOI of 0.1). The mixture was placed under constant shaking (100 rpm) at 37°C. Duplicated samples
were collected at 2-min intervals during 30 min. Six minutes after mixing phages and bacteria, the mixture was 1000 fold diluted in LB
medium in order to lower bacterial concentration and avoid any reinfection. Out of the duplicated samples, one was immediately
diluted and plated for phage titration, while the second was treated with 10% (vol/vol) chloroform to release intracellular phages
in order to determine the eclipse period before phage titration.

Dynamic quantification of bacteria and phages over time

We first established the correlation between optical density and CFU for strain 536 by plating on LB agar dilutions of independent
aliquots of exponentially growing cells from which OD600 nm was recorded before dilutions. Then, an exponential bacterial culture
(50 mL of a total of 8.7 log,o CFU) was mixed with 5.7 log,o PFU (ie MOI 1 x 10~°) and incubated under constant shaking (150 rpm,
37°C). Samples from this mixture were withdrawn at specific time points to measure optical density at 600 nm and count the number
of phages after serial dilutions and plating on LB agar covered with strain 536. Experiments were performed three times from inde-
pendent cultures.

Kinetic of lysis

To assess the behavior of strain 536 in presence of phage 536_P1 at different MOI, OD600 nm was recorded over time from microtiter
plates. In each well, 180 pL of an exponential culture of strain 536 (OD 0.1) was mixed with 20 uL of phage 536_P1 at different con-
centrations (each replicated six times) to reach MOI of 0.001; 0.01; 0.1; 1 and 10. Controls included wells with phage alone, or bac-
teria alone or LB alone. The microplates were incubated in a microplate reader (Tecan) set at 37°C during 12 h with orbital agitation.
Three independent experiments were performed.

In vitro data analysis

Models of in vitro data were built using similar methodology used for analyzing in vivo PK/PD data: parameters of mixed models were
estimated using SAEM algorithm and the model selection was based on BIC. Model of phage/bacteria interactions in vitro was built in
three steps.

First, one step growth experiments reproduced a single lysis cycle of the phage and therefore allowed to estimate the burst size (i.e.
the number of virions relased from each bacterium lysed) and the time of a cycle, including an eclipse period. The best fit of these one
step growth data was obtained using a multiple transit compartments model. The burst size (570 virions/CFU) was estimated with
acceptable precision of estimation (relative standard error < 30%). To confirm this burst size value which was higher than expected,
another estimation method was used. A nonlinear regression was performed (y(t) = E0+1‘f0""7§§,_,, with ¥(t) in logyq PFU/infected

cell, EO the baseline, Emax the plateau, log(T50) the time to reach 24572 and y a shape parameter) on the mean data from the
three different experiments. A burst size (b = %—Qﬁ) of 554 virions/CFU was estimated from the estimates of this nonlinear

regression, which was close to the value obtained from the nonlinear mixed effect model. The median period for a phage to produce
and release new phages was estimated at 35 min. Second, bacterial growth was characterized from the above in vitro experiments
exploiting the condition MOI 0 (without any phage). The bacterial doubling time was estimated at 63 min from the model. Third, lysis
kinetics experiments (at MOI> 0) were modelled using a predator-prey model with similar structure to in vivo model (see equations
below and Table S1). The burst size and bacterial growth were fixed at values respectively obtained at the above first and second
steps. The lysis rate (corresponding to rate between infected latent and infected productive bacteria) was fixed from one step growth
experiments on 536_P1. The eclipse period was obtained by sensitivity analysis on the transition rate e. The proportion of phage-
resistant clones at baseline and their relative fitness (w) were characterized from this model.

dS_ S+ly+lL+R
gt Tt T T e
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Presentation of the murine model of pulmonary phage therapy

The E. coli strain 536 is a virulent clinical strain belonging to the B2 phylogenetic group (Brzuszkiewicz et al., 2006). The E. coli strain
536-lux was obtained by the transformation of wild-type 536 strain with plasmid pCM17, which carries the luxCDABE operon from
Photorhabdus luminescens under OmpC promoter (Morin and Kaper, 2009). This plasmid is stable over 7 days without adding anti-
biotic in the medium (Dufour et al., 2015).

Phage 536_P1 (Dufour et al., 2015) is a virulent Myoviridae (149.4 Kb) that was amplified on strain 536 and purified according to
molecular biclogy protocols including an endotoxin removal step (Endotrap Blue, Hyglos, Germany). The stock selution of 8.2
logqo PFU/mL has an endotoxin concentration of 2.15 EU/mL.

Pneumonia was induced by intratracheal (IT) administration of strain 536-lux in eight-week-old BALB/cJRj anesthetized male mice
(mixture of Ketamine and Xylazine administered intraperitoneally, IP). IT was performed using elongated tips guided by the glottis
visualization with a cold light. The correct position of the tip was checked by the liquid movement inside the tip caused by the venti-
latory movement of the animal. The liquid was then expulsed from the tip with a pipette, and 100 uL of air was then pushed to aero-
solize the solution to the lower airways. Mice were maintained in prone position during at least 5 min. Exponentially growing bacteria
in Luria Bertani Broth (Lennox) at 37°C were centrifuged and washed twice and finally resuspended in PBS to obtain inoculums
ranging from 7.6 to 8.2 logso CFU in 20uL. Previous work showed that a single intranasal dose of 7.6 log:o CFU led to a fatal outcome
at 72 h post-infection for 100% of mice. Moreover, mice similarly infected were successfully treated (100% survival 10 days post-
infection) when a single intranasal dose of 7.0 log,y PFU of phage 536_P1 was administered 2 h post-infection (Dufour et al., 2015).

Phage treatment was applied under general anesthesia (isoflurane, inspired fraction = 2%) using IT or intravenous (IV, retro-orbital
injection) administration two hours after infection. A volume of 20uL of phage 536_P1 was used, containing either a low (Lo; 6.6 log1o
PFU), medium (Me; 7.6 log1o PFU) or high (Hi; 8.6 logso PFU) amount of phages.

At 2, 4, 8, 24 and 48 h after phage administration, mice were sacrificed, and blood (in heparin coated tubes) and lungs were recov-
ered and put on ice. Lungs were weighted, homogenized in PBS with protease inhibitor (EDTA free micro Tabs, SigmaAldrich). Lungs
and blood were then centrifuged (5000 g, 15 min, 4°C). The supernatant was collected, serially diluted and spotted (in triplicate) on
agar plates covered with strain 536 to titer phage 536_P1.

Bioluminescence and longitudinal follow up of bacterial load in lungs

In all our experiments photon emission of the luminescent bacteria was recorded at regular intervals under general anesthesia (iso-
flurane, inspired fraction = 2%) using IVIS Spectrum and analyzed with Living Image software (PerkinElmer, Richmond, CA) as pre-
viously described (Debarbieux et al., 2010). Photons emitted within the chest area of each mouse were collected as photon/s/cm?/
steradian.

To fully exploit the in vivo imaging tool we established the correlation between bioluminescence and CFU count in lungs using data
from 17 untreated animals that were euthanized at different time points and for which lung bacteria was quantified by plating (Fig-
ure S1). The relationship obtained allowed us to derive from the luminescence signal an equivalent counts of CFU per gram of
lung (noted CFUeq/g) that was used to obtain in all infected animals (untreated or treated by phages) the bacterial densities. The ac-
curacy of this correlation curve was tested against previously published mice lungs CFUs data obtained 6 h post-infection by the
bioluminescent strain 536 (Dufour et al., 2015). The corresponding amount of emitted light was retrieved for 8 animals and was con-
verted to obtain CFUeq/g. The median predicted value was 2.3 x 107 CFUeq/g (interquartile range: [1.9 x 107, 3.2 x 107]), which is
closeto the observed value of 8.3 x 10° CFU/g (interquartile range: [5.2 x 10°, 1.0 x 107)) initially reported in the Table 1 of that study.

Phage distribution
Adose of 8 log:o PFU of phage 536_P1 was administered in uninfected mice (N =53) using IT (N=16) or IV (N = 37) route. At 2, 4, 8, 24
and 48 h after phage administration, mice were sacrificed, and blood (in heparin coated tubes) and lungs were recovered and put on
ice. Lungs were weighted, homogenized in PBS with protease inhibitor (EDTA free micro Tabs, SigmaAldrich). Lungs and blood were
then centrifuged (5000 g, 15 min, 4°C). The supernatant was collected, serially diluted and spotted (in triplicate) on agar plates
covered with strain 536 to titer phage 536_P1.

We used the following standard pharmacokinetic model to estimate phage biodistribution:

dVg

> i k:Va (Equation 1)
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% = Fk,Vg — k.V (Equation 2)
where V and Vg denote phage quantity in lung and blood compartments, respectively, k. is the elimination rate from lungs, k; is the
transfer rate from blood to lungs, F is the bioavailability in lungs after IV administration. The initial condition of these equations are
Vi(0) = dose and V(0) = 0 in case of IV administration and Vz(0) = 0 and V(0) = dose in case of IT administration. V is divided
by the phage distribution weight (W) to obtain the phage concentration in lung compartment. Before the modeling analysis, the me-
dian phage concentration at baseline (8 log,y PFU/g) was determined following the IT administration of a single dose of 8 log, PFU,
and F was obtained by performing the ratio of IV/IT area under the curves in the lungs. The parameter W was deduced from the phage
concentration at baseline. Estimations of the other parameters were performed by naive pooling of data (i.e. considering all the mea-
sures for each group (IV and IT) as if they came from a single individual and performing a nonlinear regression).

Bacterial kinetics in untreated mice

We characterize the natural bacterial kinetics (i.e., in absence of treatment) in animals infected with doses of 7.6 log;g CFU (34 mice)
or 8.2 logso CFU (12 mice) and the bacterial kinetics obtained by bicluminescence (see above) using the following model (one mouse
was not analyzed due to death during bacterial inoculation, i.e. N = 45):

§—o‘1— 8
dt Biax

B .
)B - 5”@ (Equation 3)

Where « is the exponential growth rate of bacteria (eg, log(2)/« is the doubling time) and By, is the maximal carrying capacity, deter-
mined by sensitivity analysis. The initial condition of B was estimated by the parameter By (B(0) = 10°¢). Consistent with previous
work (Dufour et al., 2019), we assumed that in the first 3 h of infection the immune system had no activity (eg, bacteria could grow
exponentially during this period). After this period the elimination of bacteria by the host was modeled by a non-linear saturable term,
given by dug2g

Phage-bacteria interaction in treated mice

We characterized phage-bacterial interactions using data obtained in 142 mice infected by 7.6 log,o CFU and treated subsequently
(four mice were not analyzed due to death during bacterial inoculation, i.e. N = 138}, using the protocol described above, with a single
dose (low, medium or high) of phages administered using IT or IV route (detail of the groups in Figure 1). Bacterial kinetics was derived
from bioluminescence (see above) and lungs were collected at 2, 4, 8, 24 or 48 h after phage administration to count PFU. We also
considered data in untreated mice (see previous section) for the analysis.

A linear mixed model of longitudinal bacterial load has been built using the Imer function of the Ime4 R package Imer. Two cova-
riates were considered: the treatment (untreated or treated) and the inoculum (<6.8 log,o CFUeqg/qg) or (> 6.8 log,o CFUeq/g). The
basis model included the intercept, the slope (time effect), the treatment and the inoculum effect on the intercept, the inoculum effect
on the slope and the interaction between the inoculum and the treatment. The final model included these parameters as well as the
treatment effect on the slope. To evaluate the phage treatment effect on the bacterial load evolution, a likelihood ratio test was per-
formed to compare the two nested model.

The model describing interactions between phage 536_P1 and strain 536 relied on a system of ordinary differential equations (ODE)
(Figure 1, Equations 4, 5, 6, 7, 8, 9, and 10, presented below). We combined standard model of viral (Perelson and Guedj, 2015) and
bacterial kinetics (Friberg and Guedj, 2020) to tease out the main parameters governing phage-bacteria interaction in mice. In lungs,
phages can infect susceptible bacteria (S) following a mass-action term, with rate 5. We also considered a population of refractory
bacteria (of initial proportion f), noted R, that includes both phage-resistant and phage-inaccessible bacteria.

as S+l +lL+R S .
5 q(1 - B—m)s - 6Mm — BVS (Equation 4)

dl Iy

T B = e o o = (Equation 5)
di, L |
dt ~ el — dvl: — ‘SMm (Equation 6)
dR S+l +l+R R .
dt - m(1 Bimax )H MB T8+l LR (Equation 7)

e4 Cell Reports 39, 110825, May 17, 2022

92



Cell Reports ¢? CellPress

OPEN ACCESS

av,
d—f = — KV (Equation 8)

av )

o = BVS+biyle+FlVa — kV (Equation 9)

We considered the following initial condition for this system: $(0) = 108 (1 — f),/1(0) = 0,/:(0) = 0,R(0) = 108 x f,Vg(0) =
0, V(0) = 0. The dose of phages is added to V or Vg at the phage administration time by IT or IV route, respectively.

Non-linear mixed effect model for phage-bacteria interactions

The model parameters in bold were estimated using data from all infected animals while all other parameters were fixed to the values
determined above, either in vitro (e, b), in uninfected treated mice (ka, F, k¢) or in infected untreated mice (%, Bmax. 6. Bsg). All infer-
ence procedures were performed in a non-linear mixed effect model framework using the SAEM algorithm implemented in Monolix
software (Kuhn and Lavielle, 2005) (see the phage-bacteria mathematical model reported in Data S1 and related to Figure 5). All infer-
ence procedures assumed an additive Gaussian error model on the log-transformed data, with o (resp. oy) representing the stan-
dard deviation of the measurement error associated with bacterial load (resp. phage concentration). All parameters along with their
estimated standard error are summarized in Table 1.

Impact of bacterial kinetics on survival
Finally, we aimed to consider the potential bias due to the fact that more severely infected animals died earlier, making the population
study less and less representative as time goes by. In this approach, called joint models (Desmee et al., 2015), the probability to sur-
ot

(tidt

vive up to time ¢, S(t), is modeled as: S(t) = e Jot where
k-1
h(ﬂ — g(%) ET Xlog(S(t)+11 () +lait)+R(t)) (Equation 10)

h(t) is the instantaneous hazard function, « and 4 are scale parameters characterizing the risk of death in absence of infection and
quantifies the impact of bacterial load on mortality. Thus, in this model vy = 0 is indicative of an absence of association between bac-
terial load and mortality, while v >0 indicates that increased bacterial load is associated with an increased risk of death.

Model evaluation

Individual fits were investigated to evaluate the different models. For the final model, we also evaluated the model predictions i) for the
bacterial kinetics by using prediction corrected-visual predictive checks (Bergstrand et al., 2011), accounting for the risk of death and
ii) visual predictive checks of the survival. Simulations for validation methods were made using mIxR package.

Model based simulations for the impact of treatment procedures and phage parameter values

Model based predictions were performed to investigate various scenarios as follows. For each simulation, the median profile of
different model compartments (S, R, /5. I and V) was investigated using the parameters determined in Table 1 and different exper-
imental conditions regarding the route of administration (IV or IT), the dose of phage administered (Lo: 5.6, Med: 7.6 or Hi: 8.6 logo
PFU) and initial bacterial load (6, 7 or 8 logig CFUeq/g). We also evaluated the effects of different burst size (10 fold lower, 10 fold
larger than the estimated value in vitro), using a single initial bacterial load of 7 logsq CFUeqg/g. Furthermore, when setting a burst
size 10 times lower than the estimated value (and a fixed initial bacterial load of 7 logq CFUeq/g), we investigated the effect of three
different lysis rates values: the value estimated in vivo (0.09 h "); a value three times higher (0.27 h "); a value estimated in vitro
(1.39h77).

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS
Quantification and statistical analysis reported in this work are described in the corresponding Method details sections or figure leg-

ends. The statistical procedures were performed using R, except for those related to non-linear mixed effects models which were
performed with Monolix.
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Figure S1. Correlation of bioluminescence and CFU counts in the lungs of infected and
untreated mice (related to Figure 3)
From 17 mice, 14 were infected with an inoculum of 7.6 logio CFU (grey dots) and 3 with an
inoculum of 8.2 logio CFU (black dots). The regression line equation is log,o(CFU/g) =
1.44 + 1.07 log,o(Bioluminescence). The adjusted coefficient of determination

(adjusted-R?) is 0.52 (p=0.0006, Spearman’s correlation test).
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Figure S2. Representation over time of bacterial loads and individual fits for all infected
mice (N=183; related to Figure 3)

Solid lines represent individual predictions from the infection time to the last observation
time. The dotted lines are individual predictions starting from the sacrifice time point.
Interrupted solid lines correspond to animal that die before the scheduled sacrifice time.
Circles correspond to data in live animals while triangles correspond to animals at time of

sacrifice after recording the bioluminescence.

96



MCi 0

-+ Without CHCI3 (raw data,
mean and SEM)
‘With CHCI3 (raw data,
mean and SEM)

0D 600 nm

log [PFUfinfected cell]

Time (h)
MOI 0,001

0D 600 nm

10" - R — e
[ r
£ 10'% [ 5 10 15 20
c =)
§ 5E' 10* Time (h)
a £ 10* MOI 10
0 107 15

5 10
Time (h)

3
0D 600 nm
a

Time (h)

Figure S3. In vitro experiments describing the dynamic interactions between strain 536
and phage 536_P1 (related to Table 1)

The one step growth data (3 replicates) are presented on top left, the dynamic quantification
of strain 536 and phage 536 _P1 (3 replicates at MOI 0 and at MOI 0.001) are presented on
bottom left, and the kinetics of lysis (3 or 4 replicates at MO1 0, MOI 0.0001 and MOI 10) are
presented on the right (see STAR methods).
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Figure S4. Prediction-corrected visual predictive check for the bacterial load (related to
Figure 5)

The 90% confidence intervals around the 10" (bottom), 50 (middle) and 90 (top) model-
predicted percentiles, obtained from 1000 simulated data sets from the final model, are
represented as blue (10" and 90™ percentiles) and pink (50" percentile) areas. The blue dots

represent the 10™, 50™ and 90" percentiles of the observations from the original data set.
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Figure S5. Visual predictive check plot for the survival of infected and treated mice
(related to Figure 5)
Untreated mice are in black, phage 536 _P1 treated mice (2 h after infection) groups are in
colors, with different phage administration scheme: intravenously (IV) at low dose (5.6 logio
PFU) in orange or medium dose (7.6 logio PFU) in red, intratracheally (IT) at low dose in
cyan, medium dose in blue or high dose (8.6 logio PFU) in dark blue (IT Hi). The dashed lines
around the solid line represent the 10 (bottom), 50™ (middle) and 90™ (top) percentiles of
survival obtained from 1000 simulated data sets from the final model. The stepped line is the

observed survival (Kaplan-Meier curve), with crosses representing censoring.
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Figure S6. Predictive models of the burst size effect in the different treatment groups
(related to Figure 6)

Median profile of model predictions for different burst sizes: 57, 570 (i.c. the estimated value)
and 5700 PFU/CFU in the top, middle, and bottom line, respectively), with a fixed inoculum
of 7 logio CFUeq/g. Each column represents different model compartments; bacteria (S, R, I
and I>) and phages in lungs. The last column represents the ratio of the total bacterial load (B
=S+ R + 11 + I2) in the treated groups to that of the untreated group. The colors are indicative
of both the route of administration (IT or IV) and the dose of phage received (Lo: 5.6 logio
PFU; Med: 7.6 logio PFU; Hi: 7.6 logio PFU): untreated (black), IV-Lo (orange), IV-Med
(red), IT-Lo (cyan), IT-med (blue), IT-high (dark blue).
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Figure S7. Predictive models of the lysis rate effect in the different treatment groups
(related to Figure 6)

Median profile of model predictions for different lysis rates: 0.09 (i.e. the estimated value in
the final model), 0.27 and 1.39 h™! (i.e. the estimated value in vitro) in the top, middle, and
bottom line, respectively, with a fixed inoculum of 7 logio CFUeq/g and a burst size of 57
PFU/CFU. Each column represents different model compartments: bacteria (S, R, I1 and 1)
and phages in lungs. The last column represents the ratio of the total bacterial load (B=S + R
+ I1 + I2) in the treated groups to that of the untreated group. The colors are indicative of both
the route of administration (IT or IV) and the dose of phage received (Lo: 5.6 logio PFU;
Med: 7.6 logio PFU; Hi: 8.6 logio PFU): untreated (black), [V-Lo (orange), IV-Med (red), IT-
Lo (cyan), IT-med (blue), IT-high (dark blue).
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Figure S8 related to Figure 3. External visual predictive checks
The circles correspond to CFUeq/g of observed bacterial loads recorded from live imaging of
animals (inoculum of 7.6 logio of the bioluminescent strain 536 ) previously reported (Dufour
et al., 2015) from the untreated group (infected and PBS-treated; black) on the left panel and
from the phage-treated group (single intranasal administration of 1.2 10% PFU of phage
536_P1 2 h post infection; blue) on the right panel. The red dots correspond to threshold of
detection of the light. Simulations (N=2000 in each group) based on our model have been
performed, using an inoculum parameter corresponding to the median and the variability of
the effective inoculum, observed 2 hours post infection (Dufour et al., 2015). In the
simulations, the phage pharmacokinetics model and parameters were those of an intratracheal
administration. The thick line corresponds to the median and the colored areas included the 5%

and the 95" percentiles of the simulations.
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Table S1. Parameter estimates of the final in vifro model (related to Tablel)

Parameter Name Unit Fixed/Estimated from | Fixed effect | Sd of random
(rse, %) effect (rse, %)

Bacterial growth rate o min’! Coev + Lysis (MO10) | 0.011 (-) 0(-)

Initial number of susceptible So log,, CFU mL! Coev + Lysis (MO10) | 7.9 (-) 0(-)

Bacterial load plateau Brax | logy, CFUmL! Coev + Lysis (MOI0) [ 9.9 (-) 0(-)

Infectivity rate i log,, mL CFU"' min™ | Lysis (MOI > 0) -9.6 (<1) 0.01 (26)

Transition rate e min™! Lysis (MOI > 0) 0.02 (=) 0(-)

Lysis rate Sy min’! Dufour et al., 2017 0.5(-) 0(-)

Burst size b PFU CFU! 0SG 570 (-) 00)

Initial number of resistant Ry log,o CFU mL"! Lysis (MOI > 0) 6.7 (<1) 0.05 (10)

Relative fitness w - Lysis (MOI > 0) 0.49 (4) 0.27 (10)

Additive error on bacterial load Og log,, PFU g Lysis (MOI > 0) - 0.1(1)

Sd: standard deviation, rse: relative standard error; OSG: one step growth
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CHAPITRE 3

ETUDES DES MECANISMES DE
RESISTANCE AUX BACTERIOPHAGES
AU COURS D’UNE PHAGOTHERAPIE

PULMONAIRE
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Le bactériophage 536 _P1, a été caractérisé précédemment dans le laboratoire. Il a toutes les
caractéristiques du candidat idéal face a la souche d’Escherichia coli 536, grace a sa burst size
élevée, son temps de latence faible et son caractére virulent.

Dans un modele de pneumonie aiglie létale chez la souris immunocompétente, une dose
unique de ce bactériophage administrée par voie nasale est suffisante pour assurer la guérison
de tous les animaux, que ce soit avec des posologies faibles (ratio bactériophages bactéries a
0,3) ou forte (ratio bactériophages bactéries a 3). Or dans ce modéle, le développement d’une
population bactérienne résistante a 536_P1 pourrait contribuer a I’échec thérapeutique dans
certaines conditions comme discuté dans le chapitre précédent.

Au cours d’une culture en milieu liquide LB de la souche 536 en présence d’une faible quantité
de 536_P1 (MOl a 0,1 ou 1), apres une lyse de I'immense majorité de la culture bactérienne,
une population résistante émerge en effet rapidement en quelques heures.

Le but de cette étude est de caractériser les dynamiques évolutives bactériennes en jeu dans
le contexte complexe que constitue la phagothérapie pulmonaire, et de les comparer a celles
se manifestant in vitro, afin de déterminer si ces dynamiques pouvaient étre prédites. Nous
avons caractérisé une cinquantaine de clones résistants aux bactériophages, émergeant in
vitro et in vivo. Le séquencage génomique de ces clones bactériens a révélé une convergence
mutationnelle des mécanismes de résistance au bactériophage vers la modification de deux
composants de la paroi cellulaire (hyperproduction de la capsule et troncature du récepteur
(LPS)). La résistance au bactériophage n'a pas conduit ici systématiquement a la sélection de
clones moins virulents, mais a également sélectionné des clones restant aussi virulents que la
souche sauvage. Cependant, la résistance a 536_P1 a conduit a une sensibilisation a de
nouveaux bactériophages.

Nos résultats montrent que : (1) la résistance aux bactériophages qui se produit pendant un
traitement pourrait étre prédite a partir d'un simple test en milieu liquide; (2) la résistance
aux bactériophages a un co(t majeur en terme de virulence, qui n’est pas systématique ; mais
(3) la résistance pourrait étre contrée par |'utilisation d'un cocktail de bactériophages.

Ma contribution a ce travail comprend toutes les étapes expérimentales ainsi que 'ensemble
des analyses bio-informatiques, et la rédaction du manuscrit. Ce travail a été soumis pour
publication dans la revue mBio.
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The two major in vivo bacteriophage resistance mechanisms of the
hypervirulent Escherichia coli strain 536 select for avirulent and as
virulent clones.
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Abstract

Bacteria exposed to killing agents such as antibiotics or viruses develop resistance. While
phage therapy, the use of bacteriophages (phages) for treating bacterial infections, is
proposed to answer the antibiotic resistance crisis, bacterial resistance to phages remains
poorly characterized during phage treatment. We studied a large population of phage-
resistant Escherichia coli clones emerging from both in vitro (liquid medium) and in vivo
(murine pneumonia) conditions. Genome sequencing revealed a mutational convergence of
phage resistance mechanisms towards the modification of two cell-wall components, the K15
capsule and the LPS, showing that their identification could be predicted from the in vitro
conditions. The fitness cost of all phage resistant clones was broad in terms of growth rate
and resistance to grazing by amoeba and could not discriminate K15 capsule to LPS mutants.
By contrast, the virulence of the clones tested in mice showed that K15 capsule mutants were
as virulent as the wild type strain while LPS mutants were strongly attenuated. We also found
that resistance to one phage led to the sensitization to other phages. In clinics, to control
phage-resistant clones that remains virulent phage cocktail should include phages infecting
both phage susceptible and future phage resistant clones.

Importance

Escherichia coli is a leading cause of life-threatening infections, including pneumonia acquired
during ventilatory assistance for patients hospitalized in Intensive Care Unit, and a major
multidrug resistant pathogen. A century-old concept, phage therapy (i.e. using specific anti-
bacterial viruses), is being clinically re-evaluated supported with hundreds of successful
compassionate phage treatments. However, along billions of years of coevolution bacteria
have developed many ways to resist to phages. Phage resistance occurring during phage
therapy remains often overlooked despite its critical role for a successful outcome. During this
work we characterized phage resistant mutants and found that (1) phage resistance taking
place during a phage treatment in vivo could be predicted from an in vitro assay; (2) phage
resistance has, often but not always, a major fitness cost in terms of virulence; and (3) could
be countered by cocktails of phages.
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Introduction

Antibiotic resistance constitutes a major threat for global public health, exposing patients to
an increased risk of therapeutic impasse worldwide and increased mortality (1).

Enterobacterales, which include the genus Escherichia, are one of the most threatening multi
drug resistant (MDR) bacterial families (1). In particular, Escherichia coli strains have become
frequent etiological agents of ventilator-assisted pneumonia (VAP) (2, 3). Specific traits of
extra-intestinal pathogenic strains of E. coli (EXPEC) involved in VAP include higher
antimicrobial resistance and virulence factors, and belongs more often to ST127/B2
phylogroup (4, 5).

Within this context, phage therapy, the use of bacteriophages (phages), is increasingly
considered for patients infected by MDR pathogens (6). Numerous experimental models and
clinical compassionate-use case series support phage therapy efficacy (7-12). Remarkably, in
experimental treatments a single dose of phages is often as efficient as multiple injections of
antibiotics (13, 14). Nevertheless, these successes are currently offset by the lack of convincing
clinical studies (15-17).

Like for antibiotics, bacteria have developed many ways to resist to phages (18). Intense
research has revealed several novel phage-defense systems that target virtually all steps of
the phage life cycle from adsorption to lysis (19, 20). Therefore, emergence of bacterial
resistance to phages is possibly a critical factor, that could lead to treatment failure (21, 22).
Interestingly, while phage resistance has been shown to develop rapidly in vitro, studies in
humans have yielded discrepant results, reporting either the presence (23) or the absence
(24) of phage resistance. This questions the importance of this phenomenon in vivo.
Moreover, when phage resistance is studied in vivo, mechanisms involved are rarely
investigated (25, 26).

A possible explanation for the lack of detection of phage resistance in vivo comes from the
proposed synergistic action of phages with the immune system (27). Assaulted by two
different antibacterial weapons, phages and immune cells, the density of bacteria rapidly
decreases, which lowers the frequency of selection of phage-resistant clones. Alternatively, or
complementarily, phage-resistant clones could display trade-off costs increasing their killing
by immune cells. For instance, in several in vivo models of infection, resistance mechanisms
resulted in altered virulence (14, 28, 29).

In order to gain mechanistic insights of phage resistance during phage therapy, we sequenced
over 50 phage-resistant clones of the E. coli strain 536 exposed to the virulent phage 536_P1
collected from both in vitro (liquid medium) and in vivo (mice lungs) conditions. We previously
reported that a single dose of this phage cures mice developing an otherwise fatal pneumonia
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by the E. coli strain 536 (30). Here, we identify a mutational convergence from the two
conditions towards genes involved in either LPS or K15 capsule biosynthesis. Fitness studies
of phage-resistant clones performed in vitro could not distinguish between the two classes of
mutants. By contrast, a virulence assay in mice revealed that LPS-related mutants were almost
avirulent while K15 capsule-related mutants were as virulent as the wild type (WT) strain.
Finally, we found that some of the phage-resistant clones could become susceptible to other
phages that are unable to infect the wild type strain.

Results

A single dose of phage 536_P1 selects phage-resistant clones more rapidly in vitro than in
vivo

To assess the frequency of phage resistance emergence, as well as the molecular mechanisms
involved, in two conditions, in vitro in liquid broth and in vivo during a phage therapy
treatment of a murine pneumonia, we challenged the ExPEC strain 536 with a single dose of
the virulent Myoviridae 536_P1 (30). We collected and re-isolated more than 90 clones per
condition from multiple replicates (table 1). While less than 0.4% of the naive population is
resistant to phage 536_P1, the mean resistance rate is about 40% after 4 h of incubation in
nutrient-rich liquid medium. In vivo, 13% of the clones recovered from mice lungs 10 h post-
infection are resistant. This rate reached about 40% at 48 h (table 1). We observed that the
bacterial resistance rate is heterogeneous among the replicates in all conditions suggesting
that different resistance mechanisms could be involved (supplementary S1). To obtain a naive
population of bacteria exposed to the mice but not the phage, we also collected clones from
the lungs of untreated mice 24 h post-infection and found that they all remained susceptible
to phage 536_P1 (table 1).

Table 1. Experimental conditions and description of phage 536_P1-resistant clones.

Condition Groups Time?! MolI? Experimental Bacterial Bacterial resistance rate Bacterial Clones
(hours) replicates clones (%) clones carrying
per replicate sequenced mutation

n mean (SD) median mean (SD) n n (%)

lie]]
Initial 0 - 3 96 (+0) <0.4 [0-0] <0.4 (x0)

In vitro 536_P1 4 0.1 7 13 (£5) 25 [20-70] 41 (£30) 18 18 (100%)

In vivo PBS 24 - 8 20 (£0) <5[0-0] <5 (+0) 19 0 (0%)
536_P1 10 3 10 17 (+6) 10 [0-21] 13 (+16) 17 17 (100%)
536_P1 48 3 7 20 (¥12) 30[0-71] 38 (+40) 22 22 (100%)

! Time post-infection (phage treatment administered 2 h post-infection)
2 MOI, multiplicity of infection
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Genome sequencing reveals a mutational convergence of phage resistance mechanisms
towards the modification of two cell-wall components

The genome of a subset of 57 phage-resistant clones from the above experiments was
sequenced, revealing 65 mutations, including 53 different mutations, with at least one
mutation per clone. By contrast, all phage-susceptible clones from control mice (n = 19) do
not carry any mutation as compared to the original WT strain 536 (table 1; supplementary S2).
Out of 53 unique mutations, 50 are expected to alter severely the function of the encoded
proteins: 40 are truncating mutations and 10 are in silico predicted as deleterious mutations
for protein function. None of them is specifically associated to the origin of samples (in vitro
vs in vivo) (supplementary S2).

A large proportion (85%) of phage-resistant clones have at least one mutation in a gene
involved in the LPS biosynthesis pathway, which overall include 77% of all mutations. The
remaining mutations are located in the K15 capsule coding region (18%) and in the three
following genes, all coding membrane proteins (5%): mdtC encoding an efflux system protein
(31); pgiA involved in a membrane stability system (32); and ECP_0298 predicted to be a
homolog of a surface adhesin precursor (figure 1).

By plotting the correspondence between mutated genes and the origin of samples (figure 2a)
and by an MCA analysis (figure 2b), we found that none of the mutations is specifically
associated with either in vitro or in vivo samples, showing that phage 536_P1 exerts a similar
selection pressure on strain 536, independently of the environment where it infects it, liquid
broth or mice lungs. The only obvious singularity are the three clones mutated in membrane
proteins that originate from the lungs of infected and treated mice collected at 10 h post-
treatment. However, these mutations are always associated with another mutation in a gene
involved in LPS or K15 capsule biosynthesis. Nevertheless, while the same pathways (LPS and
K15 capsule) are affected in both conditions, strictly identical mutations remain very low
(three identical mutations among 65 different mutations were found in both conditions),
showing a lack of hotspots (supplementary S2). Interestingly, the mutations located in LPS or
K15 capsule related genes are mainly exclusive as only two out of 57 clones display mutations
in both pathways (figure 2a).

These data argue for a mutational convergence whatever the condition, a hallmark of similar
selection (33).
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Figure 1. LPS and K15 capsule biosynthesis pathways are the two main targets of mutations identified from
phage-resistant clones.

Colours correspond to biosynthetic pathways. For each gene the percentage over the total number of mutations
is indicated (n=57 clones).
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The complementation of LPS but not K15 related mutants restore phage susceptibility

LPS is a surface exposed molecule well-known for its role in phage adsorption and many
mutations in several genes involved in its biosynthetic pathways are associated to a loss of
phage infection (34). The identified mutations would likely result in various degree of
truncation of the LPS, as they occur either in the waa (or galU) cluster, which is involved in the
assembly of the inner and outer cores, or in the gmH cluster (IpcA, rfaE, waaD), which is
required for the synthesis of heptose (supplementary S3). To formally demonstrate that phage
536_P1 uses LPS as a receptor, we trans-complemented some LPS related mutants with a
plasmid expressing the WT version of the mutated genes. Both phage 536_P1 susceptibility
and adsorption were restored (supplementary S4a,b). By contrast, the same strategy applied
to K15 capsule mutants failed to restore phage susceptibility (supplementary S4a), suggesting
that instead of a loss of capsule synthesis these clones may produce a more abundant capsule
to prevent phage infection. By using a K15 capsule specific serum we found that these mutants
display a strong phenotype of agglutination by contrast to the WT strain 536 or a K15-negative
control strain (supplementary S4c). Interestingly, none but one of the K15 capsule related
mutations affects the capsule operon promoter (supplementary S2). We concluded that strain
536 deploys mainly two strategies to escape phage 536 _P1 predation by modifying its
receptor or making it inaccessible. As these two phage defence systems are nearly exclusive,
we next evaluated the fitness cost of these mutations.

The fitness cost of phage-resistant clones is dependant of the target of mutation and the
environment

To determine the potential fitness cost of the various phage-resistant mutations, we studied
their behaviour in three environments of increasing complexity.

First, the maximum growth rate (MGR) in non-limited nutrient medium of all clones with
distinct mutations (n=47) was measured. Compared to WT strain 536 that has a MGR of 0.73
h~%, clones mutated in LPS or in K15 capsule biosynthetic pathways have significantly lower
MGR with a median of 0.53 h™* (range 0.33 t0 0.68 h™; p=0.027) or 0.58 h™* (range 0.47 to 0.61
h=%; p=0.042), respectively, while with a median MGR of 0.61 h™! (range 0.60 to 0.67 h™;
p=0.349) the three clones mutated in membrane proteins remain similar to the WT strain 536
(figure 3a; supplementary S5).

Second, we used Dictyostelium discoideum, a unicellular organism mimicking macrophage
phagocytosis (35—37), to assess the grazing resistance (GR) phenotype of the above clones
(n=47). The WT strain 536 is fully resistant to amoeba phagocytosis with no lysis plaque (GR
phenotype) at densities of 102, 103, 10* and 10° amoebae per 102 CFU of bacteria, whereas the
control strain REL606 is grazing susceptible (GS phenotype) characterized by large lysis
plaques and the formation of fruit bodies (supplementary S6). All the mutated clones showed

an increased susceptibility to D. discoideum, compared to the WT strain 536, with some being
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even more susceptible than the GS control. However, no significant difference in the
amplitude of the grazing phenotype was observed between LPS and K15 capsule mutants
(p=0.80) (figure 3b).

Finally, we wondered if the virulence of phage-resistant clones towards the murine
pneumonia model could be affected. We selected six mutated clones carrying single
mutations either in the LPS (galU, clone T1; waaG clone E15; waaT, clone T11) or in the K15
capsule (ECP_3033, clone E1; ECP_3027, clone L3; A(ECP_3009—kpsE ), clone L22). Kaplan-
Meier survival curves of mice infected by these clones show a significant decrease of the
virulence (p = 0.001) of the LPS mutated group of clones (n=18; 94% survival at 24 h post-
infection), while K15 capsule mutated group of clones (n=24; 62.5% of survival at 24 h pi)
remain as virulent (p=0.24), both compared to the WT strain 536 (n=6; 33% survival at 24 h pi)
(figure 3c). When plotted for each mutated gene, results remain similar (supplementary S7b).
As expected from the survival curves, the median level of CFUs in mice lungs at 24 h post-
infection is 3-log lower for LPS mutants compared to both WT strain 536 and K15 capsule
mutants (supplementary S7a). Therefore, while the above two in vitro assays do not
discriminate any of the mutants, the in vivo virulence assay clearly segregates LPS to K15
capsule mutants.

Resistance to one phage can lead to susceptibility to another one

The selection of K15 capsule phage-resistant clones that remain as virulent as the WT strain
536 could lead to phage treatment failure. We then asked whether other phages could readily
infect these clones as a counter measure. We selected five virulent phages (536 _P3, CLB_P2,
LF73_P1, LF110_P3, DIJO7_P1) (supplementary S8) previously isolated and characterized in
our laboratory for their ability to form plaques on a large collection of E. coli VAP strains (4).
Amongst these five phages, two of them (LF110_P3 and DIJ07_P1) are unable to infect the
original WT strain 536 (figure 4a). We tested these five phages for their ability to form plagues
on 536_P1-resistant clones that have distinct mutations targeting capsule related genes (n =
7). We obtained a susceptibility coverage ranging from 0% (536_P3) to 100% (CLB_P2),
showing that the overproduction of the K15 capsule does not provide a broad protection
against many phages. Unexpectedly, phages LF110_P3 and DIJO7_P1 infect one and two, K15
mutants, respectively (figure 4b). Susceptibility to these two phages is also observed when
testing LPS mutants, with a much larger extent for phage DIJO7_P1 that infects 39% of them
(figure 4c). Therefore, when strain 536 exposed to phage 536 _P1 responds by LPS or capsule
modifications, these phage resistance mechanisms can be bypassed using additional phages,
even if some of them are initially unable to infect the WT strain 536.
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Figure 3. Phage resistant clones display a broad fitness cost in vitro and in vivo.

(A) The growth rate of the 47 clones with distinct mutations in non-limited nutrient medium LB was calculated from kinetics recorded every 15 min in a microplate reader
during 10 h (n=3 for each clone).

(B) Protozoan predation by D. discoideum of the 47 clones with distinct mutations was evaluated by their grazing score (n=3 for each clone).

(C) Virulence in acute pneumonia model was assessed towards a subset of clones carrying either single mutations in the LPS (n=3) or in K15 capsule locus (n=3). The survival
of mice during 24 h post-infection (4 10% CFU intra-nasal) by either the WT strain 536 (n=6) or clones (n=3) carrying single mutations in the LPS biosynthesis pathway (n=6 for
each clone) or clones (n=3) carrying single mutations in the K15 capsule locus (n=8 per clone) is represented as Kaplan-Meier.

LPS, lipopolysaccharide; MGR, maximum growth rate; GR, grazing resistance; GS, grazing sensitive
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@®  Susceptible to phage @ Resistant to phage
A 536 WT a7 n (%)
536_P3 2325028 41 (100%) 0 (0%)
2900008
[ I 2 X171}
CLB_P2 41 (100%) 0 (0%)
LF73_P1 41 (100%) 0 (0%)
LF110_P3 0 (0%) 41 (100%)
DIJO7_P1 0 (0%) 41 (100%)
B K15 @ Susceptible to phage @ Resistant to phage
mutants n (%) n (%)
536_P3 ses 0 (0%) 7 (100%)
CLB_P2 e 7 (100%) 0 (0%)
LF73_P1 see 5 (71.4%) 2 (28.6%)
LF110_P3 ses 1(14.3%) 6 (85.7%)
DIJO7_P1 see 2 (28.6%) 5 (71.4%)
C LPS @ Susceptible to phage @ Resistant to phage
mutants n (%) n (%)
536_P3 2 (4.9%) 39 (95.1%)
CLB_P2 40 (97.6%) 1(2.4%)
LF73_P1 37 (90.2%) 4(9.8%)
LF110_P3 1(2.4%) 40 (97.6%)
DIJO7_P1 16 (39.0%) 25 (61.0%)

Figure 4. Phage 536_P1 resistant clones display uneven susceptibility to five other phages.

Susceptibility tests of 41 clones of the WT strain 536 (A), 7 phage 536_P1 resistant clones carrying a mutation
in K15 capsule coding region (B) and 41 phage 536_P1 resistant clones carrying a mutation in a gene involved in
LPS biosynthetic pathway (C) towards phages 536_P3, CLB_P2, LF73_P1, LF110_P3, DIJO7_P1.
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Discussion

Phage therapy has the potential to help patients infected by MDR bacteria (6). However, the
current use of phages remains semi-empirical because of notably the lack of conclusive clinical
trials. Moreover, the monitoring of phage resistance and the related mechanisms involved in
patients undergoing treatment are often neglected although this resistance could be critical
for the success of phage therapy (25, 26). Here, we studied a large population of phage-
resistant clones from both in vitro and in vivo conditions and evaluated their mutational fitness
costs. By contrast with several reports (14, 38, 39), phage resistance does not systematically
drive the selection of less virulent clones but also selects for clones that remain as virulent as
the WT strain, calling for a systematic monitoring of this phenomenon during treatment.

The sequence analysis of phage-resistant clones revealed a strong mutational convergence
directed towards only two biosynthetic pathways, either the LPS or the K15 capsule.
Nevertheless, the number of identical mutations remained rare, which argues for a lack of
hotspots and support selection events taking place independently during each experiment.
The two identified biosynthetic pathways have been previously reported as targets used by
bacteria to defend themselves against phages in vivo (14, 28, 29, 40). Mechanisms involved in
these two pathways of phage resistance are however different. LPS related mutations led the
bacterium to interrupt phage receptor synthesis, while K15 capsule related mutants mask the
receptor. With half of the bacterial genomes encoding at least one capsule biosynthetic cluster
(41), including extra-intestinal virulent B2 phylogroup E. coli strains (42), the overproduction
of capsule to provide phage resistance might be more frequent than anticipated. It is possible
that the low number of phage resistant clones analyzed in former similar studies may have
prevented the isolation of such mutants (26). We also cannot exclude that our observations
may be restricted to this particular phage/bacterium couple.

It is expected that phage resistance mechanisms affecting the bacterial envelope display a
fitness cost compared to the WT phage-susceptible strain. This was indeed the case for all the
mutants when measuring either their growth rates or their grazing resistance to amoeba.
However, the lack of major fitness differences between LPS and K15 capsule related mutants
towards amoeba remains surprising. Even if both LPS and capsule are envelope components
involved in the pathogenicity of strain 536 (43—-45), it was anticipated that LPS mutants would
be more affected than capsule mutants. However, while serum resistance is directly linked to
the presence of capsule in strain 536 (46) and contributes to grazing resistance (37), a previous
study showed that mutants of strain 536 carrying an increasing number of deletions of
pathogenicity islands did not become less resistant to grazing (47). The grazing test may
therefore not be sensitive enough compared to the in vivo virulence assay, which revealed
that capsule mutants were as virulent as the WT strain, while LPS mutant became avirulent.
Therefore, the selection exerted by phage 536 _P1 on strain 536 gives rise to two populations
of resistant clones with opposite behaviors towards the animal host. However, since the
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frequency of capsule mutants is much lower than LPS mutants, the overall phage treatment
remains successful (30). Nevertheless, we can reasonably expect that in other conditions, such
as an immunodeficient context, the growth of these capsule mutants could lead to the failure
of the treatment.

The time to reach 40% of mutants in vivo (48h) was much larger than in vitro (4h) most likely
because of the time needed for the phage to reach and infect a large population of susceptible
bacteria as well as the time needed for phage-resistant clones to grow. Nevertheless, in both
conditions studied, the selection of phage-resistant clones led to mutations affecting the same
biosynthetic pathways. This suggests that the animal host does not influence this selection
process. However, the acute pneumonia model imposes limitations such as the use of a large
bacterial population to initiate a fatal infection by overwhelming the immune system, as well
as a large phage dose to provide a rapid and efficient treatment (48). It then remains possible
that a putative impact of the animal host on phage resistance mechanisms could not been
detected within this setting and may require extended time of observation. Nevertheless, we
noticed that the frequency of K15 capsule mutants was higher at 48h compared to 10h post-
infection, which is in agreement with their unaffected virulence. Then, the data presented
here suggest that the characterization of phage resistant mutants selected in vitro could be
sufficient to identify, at least, the main mechanisms by which bacteria will escape phage
predation during the first phase of a treatment, in agreement with a recent compassionate
treatment (49).

A counter measure to defeat the selection of phage-resistant mutants relies on the use of
several phages, namely phage cocktails. However, the rules governing the choice of phages to
be incorporated within a cocktail depends on the application. Currently, compassionate
treatments include often several phages selected for their capacity to infect the strain of a
patient, while commercial cocktails available in Georgia include phages infecting different
bacterial species (50). Here, we found that some phage-resistant clones become susceptible
to phages that cannot infect the WT strain 536. Similar phenomenon was recently reported
(51). These observations suggest that phage cocktails may not necessarily need to include only
phages infecting the patient’s targeted strain. Replacing phage therapy in a broader context
of phage-bacteria coevolution could provide opportunities for each phage included in a
cocktail to become at some point the most efficient phage (21).

In conclusion, we anticipate that the rapid analysis of phage-resistant mutants arising in vitro
should be performed for each therapeutic phage in order to help building robust phage
cocktails to be used in clinics.
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Materials and methods

Bacterial strain and bacteriophage

E. coli strain 536 (4,938,920 bp; NC_008253.1) belongs to the B2 phylogenetic group, the
06:K15:H31 serotype and the sequence type 127 (52).

Phage 536_P1 (149.4 Kb) (30), was amplified on strain 536 and purified according to adapted
molecular biology protocols (53) with an additional step of endotoxin removal using
EndoTrap® (Lionex, Germany). The stock solution of 3.1 10'° PFU/mL before use has an
endotoxin concentration of 2.15 EU/mL and was diluted in phosphate buffered saline (PBS).

Bacterial culture conditions

Unless otherwise specified, strains were cultivated at 37°C on LB medium (lysogeny broth)
liquid or agar (Becton Dickinson, USA). Drigalski agar medium (Bio-Rad, France) was used to
count bacteria from mice lungs. In amoeba experiments bacteria were cultivated in glucose-
HL5 medium liquid or agar (Formedium, UK).

Animals and Ethics statement

A total of 73 eight-week-old BALB/cJRj male mice (Janvier Labs, France) were housed in animal
facilities in accordance with French and European regulations on the care and protection of
laboratory animals. Food and drink were provided ad libitum. Protocols were approved by the
veterinary staff of the Institut Pasteur animal facility (approval number 20.173) and the
National Ethics Committee regulating animal experimentation (APAFIS#26874-
2020081309052574 v1 and APAFIS#4947-2016020915474147 v5).

Isolation of phage-resistant clones
From in vitro condition

A fresh exponential bacterial culture of a single E. coli strain 536 clone, from glycerol stock,
was grown in LB medium under constant agitation at 37°C. Bacteriophage 536_P1 was added
at MOI of 1071, The bacterial growth was monitored by measuring the turbidity using a
spectrophotometer (Novaspec I, Pharmacia LKB, UK) at regular intervals. When the nadir was
reached, remaining bacterial cells were centrifuged (4000g, 15 min, 4°C) and the supernatant
removed. The resuspended pellets were plated on LB agar plates and incubated overnight at
37°C. Seven independent replicates were performed.

From in vivo condition

We used a murine model of pulmonary phage therapy as previously described (30). Mice,
anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine by intra-peritoneal administration, were
infected by intranasal inoculation with 1 x 108 CFU of E. coli strain 536, suspended in 20 pL of
PBS (HO). Two hours later, mice, anesthetized by isoflurane inhalation (2%), were either
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treated by an intranasal administration of 20 pL of 536_P1 (i.e. 3 x 108 PFU) (treated group,
n=17), or either received an intranasal administration of PBS (control group, n=8). Mice were
hydrated by subcutaneous route with 150 pL of 0.9% NaCl (Aguettant, France) and monitored
twice a day to assess weight loss and behavior. The treated group was split in an early follow-
up group (H10, n=10) and a late follow-up group (H48, n=7). For the control group, mice were
sacrificed at H24 by intraperitoneal injection of 150 uL of sodium pentobarbital (Ceva Santé
Animale, France). Lungs were aseptically recovered, weighted and homogenized in PBS
(FastPrep 25-5G, MP Biomedical, USA). Homogenates were centrifuged (4,000g, 15 min, 4°C),
and the resuspended pellets in PBS were plated on Drigalski agar and incubated overnight at
37°C.

Determination of bacterial susceptibility to bacteriophage

From each animal and in vitro experiment, a maximum of 20 clones were randomly chosen
and re-isolated three times on LB agar. The susceptibility to 536_P1 was tested by two
independent experiments in both liquid (growth kinetics) and solid (efficiency of plaquing,
EOP) media. See supplementary information

Growth kinetics

The bacterial growth recorded by monitoring the turbidity of the medium using a microplate
spectrophotometer (Tecan Infinite F200 pro, Switzerland) (OD600nm every 15 minutes at
37°C under regular agitation for 10 hours). The OD600nm for each clone in two conditions
(with and without phage) was measured in three different wells. The starting conditions were
standardized: from a saturated culture, the strains were put into an exponential growth
culture, were adjusted to OD600nm 0.1, before 150 pL filled in a 96-well plate (i.e. 4.5 10°
CFU). Ten pL of bacteriophage (i.e. 1.5 10° PFU) were added to the wells; 10 uL of PBS were
added to control wells. A lysis positive control (WT E. coli strain 536) was added in each
microplate. The clones were classified into three categories according to the kinetic profiles
recorded: sensitive (bacterial growth kinetic equivalent to the WT E. coli strain 536 infected
by 536_P1), resistant (bacterial growth kinetic equivalent to the control of the WT E. coli strain
536 not infected), intermediate (any profile different to the two above mentioned).

Efficiency of plaquing (EOP)

Bacteriophage 536 _P1 was serially diluted (10-fold) in PBS and one drop of 4 uL of each
dilution was spotted on LB agar plates previously inundated by a either the WT strain 536 or
each mutant individually. The EOP was calculated as the ratio of the titer on a given mutant
over the titer of the WT strain. A ratio of less than 0.5 indicates the presence of a resistant
phenotype as previously defined (54).

DNA extraction and Whole Genome Sequencing

Bacterial DNA extraction was carried out using the EZ1 DNA tissue kit (Qiagen, Germany) on
EZ1 Advanced XL (Qiagen, Germany) according to the manufacturer's recommendations. The
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libraries were prepared using the Nextera XT DNA Library Preparation Kit (lllumina, USA)
according to the protocol previously described by Baym et al. in 2015 (55). A pair-end
sequencing (300 bp) was performed on the MiSeq platform (lllumina, USA).

Bioinformatics analysis of mutants

Reads quality was checked using FastQC (v0.11.8) (56). Reads were assembled with SPAdes
(v3.11.1) (57). In silico typing of the clones was carried out using SRST2 (v0.2.0) allowing
confirmation of both the sequence type (ST) according to the MultiLocus Sequence Typing
(MLST) Pasteur (ST33) and Warwick (ST127), and the serotype (O6H31) (58). Phylogroup B2 of
all phage-resistant clones was confirmed by the Clermont Typing software (59).

The WT strain 536 used for this study was sequenced together with phage-resistant clones.
Compared to the referenced genome (NC_008253.1), some mutations were identified and
integrated into the reference genome using gdtools utility of Breseq (v0.33).

Mutations were identified by comparing the reads for each phage-resistant clone to the
updated reference genome using Breseq Variant Report (V0.33) (60).

Each single nucleotide polymorphism detected was reviewed and verified manually. For
mutations located in genes of unknown function, protein-to-protein interactions search using
the STRING database (61) was performed.

The functional consequence of mutations was predicted using SIFT (v1.3) (62), PolyPhen-2
(v2.2.2) (63) and PROVEAN (v1.1.3) (64). A mutation was considered potentially harmful if at
least two of the predictions were concordant (EIPD score <0.05, a PolyPhen-2 result equal to
"probably damaging" or "potentially damaging" and a PROVEAN score < 2.5).

Complementation of LPS and K15 capsule mutants

Phage-resistant clones carrying only one mutation in a gene involved in LPS biosynthetic
pathway (galU, T7; IpcA, L15; rfaE, E19) were complemented by the corresponding ASKA
plasmids (pCA24N backbone, chloramphenicol 25ug/mL) (65) To complement K15 capsule-
related phage-resistant clones (ECP_3022, L17; ECP_3031, T10) the corresponding ORFs were
amplified from the WT strain 536 and cloned into the pUC18 plasmid (ampicillin 100ug/mL)
using BamHl and Sphl enzymes (New England Biolabs, USA) (ECP_3022 : F-
GGATCCGAATGAGTTTGTGATGAAATTA, R-GCATGCTTACAAAGACAGAATCACTTTT; ECP_3031 :
F-GCATGCTTAAATTTCTGAGTACGGCAAA, R-GGATCCAATGGTGAAATATGAAAATCAA) Cloned
ORFs were sequenced and plasmids transformed in the corresponding mutants.

Phage adsorption

Adsorption of phage 536 _P1 was assessed as described previously (66). Briefly, cells were
infected at low MOI (0.1) and incubated 10 min at 37°C with constant agitation. 50 uL samples
were collected every 30 sec until 7 min and kept on ice before titration on the WT strain 536
to determine the amount of free phages over time.
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K15 antiserum aggregation assay

Aggregation using a K:15 antiserum (Statens Serum Institut, Danmark) was performed as
described (67). Briefly, 5 pL of two-fold serial dilutions of the K:15 antiserum (range dilution
from 1:20 to 1:2560) were mixed with 10 pL (1.107 CFU) of each bacterium tested and
incubated at 37°C without agitation during 1 h and then at 4°C overnight.

Fitness assays
Growth rate in non-limited liquid medium

For each strain, a single colony was picked from an agar plate to inoculate a single well of a
96-well plate filled with 150 pL of LB, sealed with a sterile gas-permeable film and incubated
overnight under agitation at 37°C. 15 pL of each well was transferred into a new plate filled
with 150 pL of LB, sealed and introduced into a microplate spectrophotometer (Tecan Infinite
F200 pro, Switzerland) to record OD600nm every 15 minutes at 37°C under regular agitation
during 10 h. Three independent replicates were performed for each clone. The growth curves
were analyzed with R software. For each curve, we normalized the initial time point as the
first OD600Nm measurement 0.1. We then smoothed the time series with the smooth.spline
function and calculated the first (growth rate) and second derivatives, with respect to time, of
the data expressed logarithmically. All time points at which the second derivatives changed
sign (i.e., time points at which the growth rate was at a local maximum or minimum) were
identified. We considered those to correspond to the maximum growth rate (MGR expressed
in h™1). Smoothing was required to decrease significantly the contribution of measurement
noise to the maximum growth rate.

Dictyocellium discoideum grazing assay

The amoeba D. discoideum axenic strain AX3 and associated methods have been described
previously (37). Fresh bacterial exponential cultures, cultivated in 10 mL HL5 medium at 37°C
under agitation, were washed in 10 mL of MCPB buffer, and adjusted to a bacterial
concentration of 1.10% CFU in 300 pL, which were plated on HL5 medium agar (55 mm
diameter dishes). Fresh 24 h culture of D. discoideum cells grown in 10 mL of HL5 medium at
23 °C with no agitation, were washed with 10 mL of MCPB buffer, and adjusted to five
concentrations corresponding to 10, 102, 103, 104, 10° amoebae in 300 pL, which were overlaid
on agar plates covered by bacterial lawns. Plates were incubated at 23°C and were examined
at 3 and 6 days to record the appearance of lysis plaques, which translate the phagocytosis of
the bacteria by the amoeba and defined the grazing sensitive (GS) phenotype. Lack of
phagocytosis defines the grazing resistant (GR) phenotype. The strain E. coli REL606 was used
as a negative control (GS) while the WT strain 536 was previously reported as GR. Results were
expressed as a grazing score (number conditions with appearance of lysis plaques: 102, 103,
10%, 10°, and sporulation at D6). The scores were normalised for each independent experiment
from -0.5 (GR of 536 WT) to 0.5 (GS of REL 606). Three independent replicates were performed
by strain.
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Virulence assay using the murine acute pneumonia model

BALB/cJRj mice (n=48) were infected as described above and monitored to assess weight loss
and behaviour three times within 24 h, at which point they were sacrificed to collect lungs
that were processed as described above to count bacteria.

Statistical analysis

Results are presented as the median and range, mean and standard deviation or the number
and percentage of individuals.

Multiple Correspondence analysis (MCA) was performed with the mca function of the
FactoMineR package (v 1.34) (68). MCA generated a simultaneous display of 57 observations
(clones with at least one mutation) and 26 qualitative variables as condition with three
modalities: in vitro, in vivo H10, in vivo H48; as LPS biosynthesis pathway or K15 capsule
pathway or membrane protein coding gene, and as 22 different genes on a two-dimensional
representation.

ANOVA was used to compare the MGRs in LB medium of the clones from three different
conditions (in vitro, in vivo H10 and in vivo H48) and the WT strain 536, as well as grazing
scores. All statistical analyses were carried out with GraphPad Prism software (v9.4.0)
(GraphPad Software, USA) as well as Kaplan-Meier estimates of mouse survival. Survival
differences were estimated by Log-Rank test. Significance is reached when the p value is <0.05.
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Supplementary S1. Bacterial resistance rates to phage 536_P1 from the independent groups of both in vitro
and in vivo conditions.

(A) A total of seven liquid cultures of strain 536 were infected by phage 536_P1 at a phage:bacteria ratio of 1:10
during 4 h before sampling phage-resistant clones (n=10 to 20 per replicate).

(B,C) A total of 17 BALB/cJRj mice were infected by a single dose of 1 x 102 CFU of strain 536 and treated 2 h later
by a single administration of phage 536_P1 (3 x 102 PFU). Mice lungs were collected 10 h (n=10) (B) and 48 h
(n=7) (C) post-infection to sample phage-resistant clones (up to 20 clones per mouse). The identity of sequenced
clones (n=57) reported in this study and listed in Supplementary S2 are indicated over the vertical bars.
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In silico prediction?

Clonet Mutation Nucleotide Gene Protein Function
type change change SIFT PROVEAN POLYPHEN-2
E16 SNP A>C ECP_0298 Y1608 Tolerated (0.08) Deleterious (-6.782) Probably Surface adhesin precursor
damaging (1.000)
EL SNP T>¢ paiA m314T aﬁ:;;:’;’; Zi:) Deleterious (-4.524) damzz:;l():)\.ls o8) Membrane stability
E9 SNP A mdtc L194Q fﬁf:i;;:rg?g) Deleterious (-5.815) damz;‘i’:;l("l‘.’o 00) Efflux system
L19 SNP A->G ygaH = /- mprA K15 capsule biosynthesis (transcriptionnal regulation)
L22 indel del 8494bp [ECP_3009][kpsE] K15 capsule biosynthesis (export)
L17 SNP G->T kpsD G32* K15 capsule biosynthesis (export)
L2; L3; L4 indel del 1bp ECP_3027 K15 capsule biosynthesis (export)
L24 indel del 353bp ECP_3035 K15 capsule biosynthesis (export)
L19 indel del 1bp ECP_3029 K15 capsule biosynthesis (synthesis)
T14; T10 indel del 1bp ECP_3031 K15 capsule biosynthesis (synthesis)
E1l indel del 1bp ECP_3033 K15 capsule biosynthesis (synthesis)
T15 SNP AST ECP_3034 W281R Deleterious (-7.875) Probably K15 capsule biosynthesis (synthesis)
damaging (1.000)
£9 SNP 56 araA Q287p fﬁf::f;:'g_ Zi';) Deleterious (-5.997) dam:::;'(J(IJ\.IQ o8) LPS biosynthesis
T18; L15 SNP 3 IpcA P78L fﬁf::;;zrgzig) Deleterious (-5.603) uang:gal(]gg 59) LPS biosynthesis
L23 indel del 1bp galu LPS biosynthesis
E13 indel del 1bp galu LPS biosynthesis
T1 indel del 1bp galu LPS biosynthesis
E17 indel del 1bp galu LPS biosynthesis
T7; 111 SNP 5T galu Q274* LPS biosynthesis
L10 indel del 1bp rfak LPS biosynthesis
E19 SNP G>A rfaf 2311 fﬁf::f;:'g_ Zig) Deleterious (-5.917) dam:::;'(Jll\.lOO 0 LPS biosynthesis
L9 indel del 1bp waaD LPS biosynthesis
5 SNP G->A waaC W47* LPS biosynthesis
E2 indel del 2468 bp waaV-waaT LPS biosynthesis
T17 indel del 1bp waaT LPS biosynthesis
E7 SNP c>T waaT W290* LPS biosynthesis
£ NP T5C waaT 02126 fﬁﬁfﬁlﬂrﬁﬂg Deleterious (-6.863) dam::i’::l("l‘fo 00) LPS biosynthesis
L24 indel del 1bp waaT LPS biosynthesis
L19 indel del 2bp waaT LPS biosynthesis
E9 indel del 1bp waaT LPS biosynthesis
T16; 112 SNP T waaT G177D fﬁﬁ:;;:’(";zig) Deleterious (-6.916) dam:;?:ga'()llYOOO) LPS biosynthesis
T12 SNP C>A waaT E112* LPS biosynthesis
L16 SNP G->T waaT Y105* LPS biosynthesis
E16 SNP G>A waaT Qog* LPS biosynthesis
T11;T13 SNP G->T waaT $80* LPS biosynthesis
L26 SNP G>A waaT Q76* LPS biosynthesis
L8 indel del 1bp waaT LPS biosynthesis
T8; 79 SNP c>T waa0 W294* LPS biosynthesis
L21 SNP T waa0 Ww276* LPS biosynthesis
T2; 74,76 SNP G->T waa0 $252* LPS biosynthesis
E6; E10; E12 indel del 1bp waa0 LPS biosynthesis
L5 indel del 1bp waaO LPS biosynthesis
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Supplementary S2. List of the 53 distinct mutations identified from the 57 phage-resistant clones sequenced.

1 T#, clones from in vitro condition; E#, clones from in vivo (10 h); L#, clones from in vivo (48 h).

2 predictions of the consequence of mutations on protein function.
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Phage-resistant clones

Mutated genes

Predicted LPS structure
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Supplementary S3. Schematic representation of the LPS structures deduced from the mutated genes identified

in phage-resistant clones.

On the left column are indicated the list of the 47 clones carrying a point mutation in genes involved in the LPS

biosynthesis pathway.
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Supplementary S4. Trans-complementation of LPS but not K15 capsule phage-resistant clones restore phage
susceptibility.

(A) Representative LPS (galU, clones T7 and L11; IpcA, clone T18 and L15; rfaE, clone E19) and K15 capsule
(ECP_3031, clone T10; ECP_3022, clone L17) phage-resistant clones carrying a single mutation were trans-
complemented by the corresponding WT gene cloned in a plasmid (pCA24N) and were assayed for their
susceptibility to phage 536_P1. (B) Phage 536_P1 adsorption on the clone L11 (galU) is restored by trans-
complementation. (C) Agglutination assays of two representative K15 capsule phage-resistant clones (L17 and
T10) compared to strain 536 and the non-capsulated strain MG1655.

EOP, efficiency of plaquing

1.0 1.0
0.8 0.8
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: g
S 04 8 04
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Supplementary S5. The growth rate of phage-resistant mutants is lower than the wild-type strain 536.

The growth of all sequenced phage-resistant clones with no identical mutation (n=47) in a non-limited nutrient
medium (LB medium) is represented as the mean and smoothed growth curve of three independent replicates
compared to the WT strain 536 (black) and displayed by mutated functions in (A) clones involved in LPS
biosynthetic pathway (red), (B) mutated clones involved in K15 capsule genes (blue) and (C) mutated clones in
membrane proteins (green).
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Supplementary S6. Phage resistant clones become susceptible to the protozoan predation by Dictyostelium
discoideum.

Representative images of grazing resistant (strain 536) and grazing susceptible (strain REL606) phenotypes
estimated by the serial dilution of amoeba cells from 0 (left) to 10° (right) on bacteria lawns (108 CFU) as well as
two phage-resistant clones (E5 and L24).
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Supplementary S7. The virulence of LPS but not K15 capsule phage-resistant mutants is strongly attenuated.
(A) Three representatives of LPS mutants (galU, clone T1; waaT, clone T11; waagG, clone E15) and three K15
capsule mutants (ECP_3033, clone E1; ECP_3027, clone L3; A(ECP_3009—kpsE), clone L22) were used to infect
BALB/cJRj mice (a single dose of 1 x 108 CFU; n=6 to 8 per group), whose survival rates over 24 h were monitored.
(B) Lungs from infected mice described in (A) were collected 24 h post-infection to count bacteria.

Supplementary S8. List of the six phages used in this study.

Bacteriophage Morphology Genus Genome size (kb) Infects WT strain 536
536_P1 Myoviridae Phapecoctavirus 149.4 Yes
536_P3 Podoviridae Phapecoctavirus 39.7 Yes
CLB_P2 Myoviridae Dhakavirus 171.8 Yes
LF73_P1 Myoviridae Tequatrovirus 168.9 Yes
LF110_P3 Myoviridae Felixounavirus 88.2 No
Dl07_P1 Myoviridae Phapecoctavirus 142.8 No
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CHAPITRE 4

SPECTRE D’HOTES DES
BACTERIOPHAGES : DETERMINANTS
GENOMIQUES BACTERIENS ET
VIRAUX

UNE ETUDE AU NIVEAU DU GENRE
ESCHERICHIA

139



140



L'identification d’un ou de plusieurs bactériophages virulents efficaces contre un isolat
bactérien spécifique reste dépendant d’expériences effectuées au laboratoire. L'infectivité
des bactériophages est traditionnellement caractérisée par des tests d’interaction sur géloses,
appelés phagogrammes. Plusieurs auteurs ont proposé récemment le concept de
phagogramme in silico reposant sur des données « omics », permettant d’accélérer et de
simplifier la sélection des bactériophages a utiliser (1, 2). Malgré de bons résultats, les
approches prédictives in silico restent limitées a la détermination de I'espéce bactérienne hote
d’un bactériophage (3-8). A ce jour, par un manque de compréhension de la complexité des
mécanismes déterminant le spectre d’hote, par une difficulté a les détecter, et du fait dans les
précédentes études d’agrégation de données expérimentales trés hétérogénes, aucun modele
ne permet de prédire correctement le spectre d’hétes d’un bactériophage, sur un taxon plus
précis que I'espéce.

L'objectif de ce travail est de mieux comprendre ses déterminants a I'échelle du genre
Escherichia. Nous avons combiné une méthode d’évaluation phénotypique standardisée sur
gélose (dérivée de |'Effiency of plating), a une approche génomique (détection par des outils
bio-informatiques pré-existants de traits associés a la résistance bactérienne aux
bactériophages). Nous avons réalisé une caractérisation phénotypique et génomique d'une
banque de 120 bactériophages, isolés sur plus de 35 souches d'E. coli, et testée sur une
collection de 369 souches représentatives du genre Escherichia. Nos résultats montrent que
le taux d’interaction positive moyenne était de 17%, avec une grande divergence selon les
souches. Le spectre d'hotes des bactériophages est corrélé a leur proximité phylogénétique.
La phylogénie bactérienne ne semble pas étre le déterminant principal du spectre d'h6tes au
niveau intra-espéce, ni le nombre de systémes de défense, de capsule ou de prophages. Nous
avons ensuite développé de facon préliminaire des modeles statistiques (régression
logistiques, random forest) pour tester notre capacité a prédire a partir de quelques données
génomiques les interactions entre bactériophages et bactéries.

Ma contribution a ce travail comprend la conception et la coordination de I'étude et des
expériences en collaboration avec Aude Bernheim. J'ai aussi participé a la production des
données expérimentales, a I’analyse des matrices d’interactions, au séquencage des bactéries
et des bactériophages, ainsi qu’a I’analyse statistiques des données. J’'ai rédigé le manuscrit de
ces résultats préliminaires. Au cours de ce travail collaboratif de grande ampleur, jai
également assuré l'encadrement de trois étudiants en master 2. Les analyses bio-
informatiques et les modéles prédictifs ont été réalisés par Florian Tesson. Ce travail n’a pas
été soumis pour publication a ce jour.
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Introduction

Antibiotic resistance became in few decades a global public health problem, responsible for
millions of deaths worldwide (1). With the prevalence of antibiotic resistance on the rise,
alternative antibacterial treatments are needed (2). Phage therapy, the use of bacteriophages
for therapeutic purposes, is experiencing growing interest. Phages are viruses targeting
bacteria capable of killing their host upon release of viral progeny. Their interest lies in their
lower impact on the ecology of bacterial communities, compard to antibiotics, by their narrow
host spectrum. Finding infective phages against a specific pathogenic bacterial isolate remains
a challenge. Thus, understanding phage-host interactions is crucial for the application of
phages in medicine (phage-therapy).

Bacteria and phages have co-evolved for billions years (3). These never-ending evolutionary
dynamics have been shaped by reciprocal selective pressures exerted by changes in resistance
and counter-resistance mechanisms, targeting every step of the infection process (4).
Productive infection requires phages to adsorb to specific receptors at the bacterial cell
surface, then bypass immune host defenses and hijack bacterial metabolism, before being
released often by killing the host in the process. Successful propagation of a phage is restricted
by numerous and highly diverse systems, including phage receptor repertoire (surface
proteins and membrane glycans), shields of extra-cellular polysaccharides (capsules), and a
large arsenal of cytosolic antiviral systems (5). All these molecular interactions determine the
host range of a phage, i.e. the taxonomic diversity of hosts it can successfully infect (6).

Phage infectivity is traditionally tested against a specific bacterium by a culture-based
approach (plaques assays or growth in liquid medium). New methods have recently been
developed, like microfluidic-PCR (7) or fluorescence in situ hybridization (8). However, all
these bench approaches are laborious, costly and takes time, and are challenging especially
when scaled up for high-throughput screening of large libraries of several hundred phages.

With the rise of omics data, new tools have been developed to detect prokaryotic genomic
features - defense systems (9, 10), capsules (11), prophages (12—-15) - and to recognize the
phage life cycle (16). It is an open question whether it is possible to predict in silico from
genomic data the result of an interaction between a phage and a bacterium. Predictive
models have been recently developed (17-23). Although promising, these models fail to
predict the host spectrum of a phage at a taxonomic level deeper than the species. These
studies are based on public databases, which combine phage-bacteria interaction datasets
determined according to heterogeneous methodologies and with a limited representativeness
of bacterial and viral diversity (6).

We investigated here, how much of the phage host range can be inferred from genomics data

at the species level. To do so, we built predictive models that use genomes of bacterial strains

as an input and evaluated their performance, focusing on the well characterized species

Escherichia coli. To train the models, we combined a standardized phenotypic evaluation

plague assay of 369 bacterial strains representative of Escherichia genus and of 120 phages
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representative of Escherichia coli phages, with an in silico detection of bacterial and viral
genomic features.

Results

Genomic characterization of a diverse collection of Escherichia strains

To study phage host range at the species level, we set out to gather a collection representative
of the diversity of Escherichia strains both at the ecological and genomic level (25). We
expected that the host range would not be dependent on one single trait like phylogeny or
habitat. A high turnover of mobile genetic elements leads to a continuous change of gene
content in E. coli, so closed phylogenetic strains can be phenotypically and genomically
heterogeneous (24). It was for example shown that the number and types of defense systems
vary greatly from one strain to another in E. coli (9). We thus hypothesized that a diverse
collection from an ecological level would reveal diversity in terms of phage resistance
mechanism.

Together, the 369 bacterial strains are representative of all phylogenetic groups (figure 1): the
three Escherichia species (E. coli, E. fergusonii and E. albertii) and the eight phylogroups and
five cryptic clades of E. coli strains. Unlike other collections, this one brings together both
clinical isolates but also commensal and environmental strains (figure S1a), collected from a
variety of human, animal and aquatic sources. From an epidemiological perspective, all the
main pathogenic clones responsible for extra-intestinal infections (ExXPEC) are well
represented.

We detected genomic traits that we hypothesized could be involved in phage resistance. We
used Defense Finder (9) to detect the up-to-date anti-phage defense system families; Capsule
Finder (11) to detect capsule systems, that could shield against the phage access to its
receptor; Virorter2 (12) to detect prophages, which can encode for systems inhibiting the
infection by another distant phage (i.e. superinfection exclusion system) (26).

We found that in Escherichia, these mechanisms are numerous, extremely diverse and not
dependent on the phylogeny (figure 1). On average, Escherichia strains encode 8 defense
systems (7.7). This number varies widely from a minimum of one to a maximum of 16 (figure
S2a). To estimate the diversity of this antiviral arsenal, we computed the number of distinct
families of antiviral systems per genome. On average, the strains encode five distinct families
of antiviral systems (5.3), varying from one to 12 different families (figure S2b). Some of these
families are widely presents in the Escherichia strains. Restriction modification systems (RM
types IV and |, more than 80% of the strains genomes) and CRISPR-Cas systems (about 70%)
are extremely common. Between a quarter and a half of the strains have also a Mokosh, an
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RM type Il or a PsyrTA system. And 11 other systems (Druantia, Septu, PD-T4-3, CBASS, RM
type IIG and lll, Retron, Lamassu, PD-Lambda 1, Gabija and Shango) have been found in more
than 10% of the genomes (figure S2c). Besides these common systems, 83 other families were
detected, highlighting the huge diversity of the arsenal in the Escherichia genus, in accordance
with Tesson et al (9).

We also identified from one to 14 prophages per bacterial genome with an average of six
prophages (5.8) (figure S2d), in accordance with previous data (24, 27). The prophages belong
to 22 viral genera, with a frequent co-occurrence of several genera (until 7 different genera)
(figure S2e).

Finally, all bacterial genomes encoded at least one capsule system, averaging three (2.8). We
found that 98% of them had more than one, from two to four different systems (Figure S2f).
Capsules from group IV and group | (Wzx/Wzy-dependent biosynthetic pathway) were the
most frequent, accounting for 56% and 30% of the total, respectively. Among the strains
possessing several capsules, only one coded for capsules belonging to the same group. These
results demonstrate that the capsulated trait is widespread in Escherichia strains, confirming
previous data (11). The co-occurrence allows diversification of the capsulation phenotype with
15 different combinations of capsule systems observed. Six of them were present in more than
10 strains.

Our collection sampled the diversity of phage resistance-related traits of the Escherichia
genus, reflecting its versatility to respond to viral predation.

Establishing a collection encompassing the diversity of phages of E. coli

In mirror to Escherichia diversity, we wondered to what extent the diversity of phages in terms
of counter-defense systems and receptor binding proteins might shape their ability to infect
certain E. coli hosts rather than others. We therefore wanted to constitute a collection
representative of the diversity of all currently known phages whose preferential or exclusive
host was E. coli. Despite the complexity of their evolutionary pathways, shaped by the
mosaicity of their genome, phages specifically share hallmark genes with some other phages,
coding for structural proteins or essential enzymes (28). With the recent update of phage
taxonomic classification by International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), a viral
genus includes phages with at least 70% nucleotide identity and is monophyletic for the
signature genes (29).

We assembled a collection of 120 phages. 118 phages were previously isolated in our labs
from sewage water collected over 10 years in different locations around Paris area (France).
With a total of 35 different E. coli hosts used to isolate these phages, we hypothesized that
this method of isolation would lead to an important diversity. The two archetypal E. coli
phages T4 and T7 were added to the 118 phages. Genome sequencing reveals that all these
phages were different from another (figure S3). Out of 7080 possible phages couples, 50 are
more than 98% but less than 100% identical at the nucleotide level over their full genome
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length tested reciprocally. All the phages belong to the Caudoviricetes class according to the
ICTV classification. They represent 21 different genera of Caudoviricetes, of wich 40% are
podovirus, 27.5% myovirus and 32.5% siphovirus (figure S1b and c). Excepted for one
(Lambdavirus), none of the phages belonged to the same genera than strains prophages. In
addition, these phages were initially isolated for their ability to form lysis plagues on a
bacterial overlay agar plate.

We then wondered if this new collection covered the diversity of viral genera of phages whose
host species is Escherichia. We compared its diversity with two reference collections: the
BASEL collection comprising 77 phages (30), and all the known genomes of phages in the
RefSeq database having for host Escherichia (n = 407) (figure 2). To do this, we used the
vConTACT2 software: a network-based phylogeny improves the representation of
phylogenetic links between phages, since it also takes into account horizontal gene transfer.
Escherichia phages clustered into large viral clusters. The phages belonged to about ten known
major Escherichia phage clusters. Compared to BASEL collection, four viral clusters were
missing, representing six viral genera (Eseptimavirus/Tequintavirus; Nonagvirus/Seuratvirus;
Peduovirus; Punavirus), while thirteen genera were specific to this study. Three additional
main clusters from RefSeq genomes are non-represented: Kuravirus, Kuttervirus and
Carltongylesvirus/Sabourvirus. As expected, since all our phages belong to the class of
Caudoviricetes, we didn’t match with non-tailed-phages clusters from the Inoviridae,
Fiersviridae and Microviridae families (figure S4).
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We conclude that the collection of 120 different phages represents a large phylogenic diversity
and is suitable to investigate phage-bacteria interactions within Escherichia genus.

Phage host range of Escherichia phages is highly variable

We then wanted to determine which phages were capable of infecting which bacterial strains.
With the exception of studies in the marine environment, most previous studies found that
the phage-bacteria infection networks were predominantly nested (31) : generalist phages
can infect both the most susceptible and the most resistant bacteria, while specialist phages
can only infect the most susceptible hosts. We conducted a large-scale study of plaque assays.
The host range of each of the 120 phages was determined on the 369 Escherichia strains
(figure 3a). A positive interaction corresponded to the appearance of a lysis plaque in the
bacterial layer, at least on the highest Multiplicity of Infection (MOI, i.e. ratio between the
number of viral particles and bacterial cells) (see methods), indicating a molecular interaction
between the phage and its host.

We found that most bacteria were resistant to the majority of phages with few positive
interactions. Out of 44,280 phage-host interaction tested, only 16.6% displayed lysis plaques
on the agar overlay. On average, one bacterial strain was infected by 20 phages, with a huge
variability from pan-resistant clones with no infecting phage (n =15), to very susceptible ones
(infected by 76 phages) (figure 3b). Interestingly, pan resistant strains did not differ from the
others either by their ecological niche (birds, humans and other mammals), their lifestyle
(EXPEC and commensal strains), their phylogroup (B2, B1, A, C and E. fergusonii and E. albertii)
or their number of families of defense systems (4.8), capsules (2.4) and prophages (5.9).

A phage could infect on average 61 strains. The host ranges considerably varied from only one
to 230 susceptible hosts (figure 3c). The phage-bacteria interaction network is overall
organized in a nested fashion (figure 3a). We spotted different profiles of phage: from phages
which have a broad host range of more than hundreds susceptible hosts, to the phages with
a very narrow host range (less than 50 susceptible hosts). In mirror, we can distinguish hosts
which are susceptible to more than 30 phages, from hosts which can be infected by less than
10 phages. We conclude that most of the time, the phages of E. coli are not able to infect
Escherichia strains, and that their host range varies considerably, with generalist phages being
able to infect many strains, and specialist phages being able to infect only the most susceptible
strains. Host range depends on the number of strains on which the phage is tested (32, 33).
Understanding what determines the size of the host range is therefore a key question.
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Figure 3. Phage host range varies from narrow to extremely broad spectra, with an overall nested organization.

(A) Bacteria-phage interactions between the 369 strains (in rows) and the 120 phages (in columns). All 7373 positive interactions
are represented by an orange square, representing the summary of three independents replicates of plaque assays (see Methods).
Bacterial strains are ranked according to the number of phages by which they can be infected; phages are ranked by their number
of susceptible hosts. (B) Histograms of number of phages each bacterial strain is susceptible to, and (C) of the number of bacterial
hosts a phage can infect.



Factors influencing overall the phage host range
Antiviral systems, capsules and prophages

We wanted to know to what extent traits linked to phage resistance, such as antiviral defense
systems, capsules or prophages, could explain that certain strains are more susceptible to
infection than others. As bacteria are believed to have a large antiviral arsenal to enhance
their diversity (9), and since its maintenance has a fitness cost (34, 35), we hypothesized that
the number of phages infecting a strain might be reduced by the number of phage infection-
opposed systems encoding in the host genome. We found no correlation between the
percentage of phages infecting a strain and the number of phage resistance traits, either the
number of defense system families (or the total number of defense systems, data not shown),
the number of prophages or the number of capsule groups (figure 4). We conclude that by
increasing the size of its antiviral arsenal, Escherichia does not improve its protection against
phage infection.
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Figure 4. Susceptibility to phages is not associated with the number of defense systems, prophages or capsules. (A)
Percentage of phage infecting each host according to its number of defense system families, (B) its number of prophages, or

(C) its number of capsule groups. Line is simple linear regression models. Pearson correlation test was performed using SciPy
python module v1.9.0.

Bacterial phylogeny and lifestyle

When plotting the phage-host interaction matrix by grouping bacterial strains by phylogroup
(Figure S5), we observed that the weakest susceptible strains to a large range of phages belong
particularly to B2 and F phylogroups. We therefore wondered whether the size of the host
range could also be influenced by the phylogeny of Escherichia strains. We computed a one-
way ANOVA and found a difference in the number of phages a strain could be infected by (p <
0.0001) (figure 5d). We then performed a post hoc analysis by pairwise multiple comparison
(Tukey's HSD). Strains of phylogroup B2 were more susceptible to phages than strains of
phylogroups A (p = 0.001), or to strains belonging to the albertii and fergusonii species or to
cryptic clades (p = 0.001). Similarly, phylogroup F strains were more phage-infected than
phylogroup A strains (p = 0.01) or cryptic clades and other non-E. coli species (p = 0.004).
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However, the pathogenic strains of Escherichia more frequently belong to phylogroups B2, D
and F, whereas most strains of phylogroups A, B1 and E are commensal (36). We then asked
whether the host range was wider in pathogenic strains than in commensal strains. We only
focused on extraintestinal pathogenic strains (EXPEC) because our collection contained few
intra-intestinal pathotypes. We found that EXPEC strains are susceptible to a greater range of
phages than commensal strains (p < 0.001) (Fig. 5c). We conclude here that certain
phylogenetic traits related to the bacterial lifestyle could promote better resistance to phage
infectivity.

Viral phylogeny

As we assumed that phages belonging to the same viral genus share a large number of
characteristics in common that could influence their ability to infect a specific host (RBP,
capsule-targeting enzymes), we wondered to what extent the phylogeny of phages could
influence the host range. On the phage-host interaction matrix ordered by viral genus (Figure
S5), phages belonging to the same viral genus shared similar host ranges. We therefore looked
at whether the magnitude of the host range varied according to viral phylogeny. We found
that some viral genera could infect more hosts than others (Figure 5b). All these phages have
a myovirus-like morphotype. Myophages infected four times more bacterial strains than
siphophages or podophages: on average 144 (39.1%) against 34 (6.7%, p < 0.0001) and 24
(9.4%, p < 0.0001) hosts (Figure 5a). As myoviruses have a larger genome (Fig. S6c), we
wondered if these differences could be explained by the size of the viral genome. The capsid
size constrains size of the viral genome with a variation range of 5 to 10%, theoretically limiting
the number of escape mechanisms that a phage can acquire (37). We found a strong positive
correlation between viral genome size and host range size (Fig. S6a). But we no longer found
this correlation within phages belonging to the same morphotype: a large variable size of the
host ranges was observed for phages with identical genome sizes. Moreover, while genome
size within the myovirus varied by a factor of two (from 70kb to over 160kb), the number of
susceptible hosts was not correlated with genome size (Fig. S6b). We conclude that the viral
morphotype, and not the size of the genome, is a factor associated to the size of the host
range, with myovirus genera having a broader host range.
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Figure 5. Phage phylogeny and strain pathotype are determinant factors for host range. (A) Percentage of Escherichia
strains infected by phage according to their morphotype (comparison two by two by t-test), and (B) according to their viral
genera (one-way ANOVA, post-hoc analysis by Tukey’s HSD), colored by morphotype (podovirus, yellow; siphovirus, orange;
myovirus, green). (C) Percentage of phages each bacterial strain can be infected by according to the bacterial lifestyle
(comparison two by two by t-test), and (D) to the phylogroup (one-way ANOVA, post-hoc analysis by Tukey’s HSD).

EXPEC: extra-intestinal pathogenic Escherichia coli.
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Specificity of the host range at the individual level

Environmental studies show that in very similar strains (38), the host range is solely
determined by the defense systems. Thus, we examined closely related strains and found that,
for example, within closed strains of phylogroup B1, only six strains have a Shango system:
they are all resistant to three Felixounaviruses (LF82_P3, NRG11A2 and NRG11B1) (figure 6a).
Similarly, within phylogroup B2, the NILS78 strain encodes a PD-T4-5 system, unlike its close
relatives, and have an almost pan-resistant phenotype to Felixounavirus, unlike close strains
which are more susceptible (figure 6b). Thus, host range is shaped globally by phage
phylogeny, but also appears to be determined to a finer degree by defense systems.
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Figure 6. Zoom in on the phage-bacteria interaction matrix to a finer degree. Two examples are illustrated here: the
interaction between phages of the Felixounavirus genus (myophage) and strains of phylogroup B1 (A), or strains of
phylogroup B2 (B). Each positive phage-host interaction is represented by an orange square. The presence of a defense
system in the bacterial genome is indicated by a blue square.
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Preliminary results of statistical models to predict bacteriophage-host interaction

As deduced from the above tests, characterizing the host specificity of phages remains
challenging. Computational methods have been broadly implemented to investigate biological
systems, including for virus-host interaction (17, 18, 21, 22, 39, 40). We wanted to determine
to what degree we could predict phage-bacteria interactions in the Escherichia genus from
previously explored phylogenetic and genomic data. Given the strong correlation we found
between viral genus and host-range, we expected that the interactions would be mostly
determined by viral genus. We also hypothesized that even if their number did not influence
the size of the host range, a qualitative approach to the defense systems could reveal their
impact on the host range. In the same way we assumed that by relating the genus of the
prophages with the genus of the phage, we could determine if a phage is able to infect a
bacterial host. We therefore started by developing two models: a linear logistic regression (LR)
model and a random forest (RF) model, that we implemented with 21 viral genera, 15 host
phylogenetic groups, as well as 89 families of defense systems, 5 capsule groups and 22
prophage genera. To do this, we separated our dataset into two balanced datasets for all
features. The training dataset, corresponding to 70% of the phage-bacteria interactions, made
it possible to train the models, which were then tested with the test dataset corresponding to
the remaining 30% of interactions. We then assessed their performance using the F1 score
(i.e. harmonic mean of precision and recall). Precision is the proportion of correctly predicted
phage-bacteria interactions among all positive interactions that were predicted. Recall is the
proportion of correctly predicted phage-bacteria interactions among all interactions that are
actually positive. The models had poor predictive performances. The areas under the curve
(AUC) of the ROC curves were 80.6% (RF) and 76.3%(LR), while those of the Precision-Recall
curves were 47.2% (RF) and 38.5% (LF) (figure 7a and c). In the best-performing model, the F1
score reached a maximum of only 50.1% (RF), with an accuracy of 41.7%, a sensitivity of 62.9%
and a specificity of 82, 8%. We also assessed the weight of different features in this model.
Phage genera contributed most of the prediction (ROC-AUC ~77.8%, PR-AUC ~41.1%), while
other categories had very little impact (figure 7b and d). We have some predictive power in
this model, but our understanding of the host range determinants remains limited. Assessing
the quality of these predictions gives us a way to measure our progress as the models improve.
These analyzes were started only recently, and we expect that a better understanding of
factors influencing host range will allow us to refine our models.
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Figure 7. Performance of host range predictive models. 152 Genomic features were defined as potential predictors of host
range (see methods) and used to build predictive models of the host range. (A)(B) ROC curves (the true positive rate (TPR)
against the false positive rate (FPR) at various threshold settings), for a linear model (logistic regression, LR) and a nonlinear
model (random forest, RF). (C)(D) Precision-Recall curves (the true positive rate (TPR) against the positive predictive value
(PPV) at various threshold settings), for LR model and RF model.

Discussion

In this study, we investigated what is shaping phage host-range within the genus Escherichia.
We established that despite its huge variability, phage host range is associated to viral
phylogeny on a large scale. In a second finer layer of reading, our results suggest that host
range could be influenced by other traits such as defense systems.

We have used here collections which are intended to be exhaustive of the bacterial diversity
of Escherichia and its phages. We thus hope to have resolved the representativeness biases of
previous studies which analysed either the host range of very diverse phages against one or
few strains, or that of a few phages against very diverse strains. Our standardized
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methodology (see Methods) will facilitate its reproducibility and will make it possible to enrich
it in the future with the missing viral genera.

However, our work has some limitations. First, our experimental approach was limited to the
detection of lytic interactions, and therefore ignores all other alternative infectious cycles,
mainly lysogeny, but also pseudo-lysogenic and chronic cycles. Then, a positive interaction
here corresponded to the appearance of a lysis plaque in the bacterial overlay, which could
be secondary to a productive infection (cell lysis during the release of the progeny), to an
abortive infection, or to an phenomenon of lysis from without. This last phenomenon could
however be easily excluded: it is estimated as rare and only appears by saturation of the
surface receptors by virions leading to the destabilization of the cell envelope. Lysis can
therefore be observed in a situation where the quantity of phage is much higher than that of
bacteria but disappears for dilutions with a multiplicity of infection (MOI) much lower than 1
(41).

We initially thought that phage genome size could be a major constraint for broader host-
range. While bacteria can dramatically expand their genome size (24, 42) and so integrate
multiple defense systems (9), the limitation in the size of the phage genome that can be
encapsidated (37) could limit the number of escape mechanisms a phage can encode. We
rather found that polyvalency (i.e. ability to infect a broad range of hosts) was far more
frequent in myophages. Our results are aligned with data obtained with environmental
cyanophages amongst which myovirus-like structure displays broader host range than
podovirus (43).

Variations in susceptibility to phages were also associated with bacterial lifestyle. Commensal
strains were most resistant to phage infection than extra-intestinal pathogenic strains. As the
non-pathogenic strains are thought to have a higher rate of genome divergence, notably via
horizontal gene transfer (24), and that most of the E. coli anti-viral systems are carried on
mobile genetic elements (44), a large turnover of mobile genetic elements could greatly
enhance immune system of commensal Escherichia strains. Gut is extremely phage rich (45),
compared to EXPEC ecological niches like urine (46), blood (47) or lung (48). Faced with intense
and diverse viral selective pressures, commensal strains may need to acquire a wide range of
antiviral mechanisms to escape phage predation. This trait also questions the influence of the
strain used for phage isolation. We wonder whether phages isolated mainly from ExPEC strains
(24 out of 35) are not preferentially adapted to infect this type of host, and in particular on a
possible similar profile of defense systems and prophages of strains sharing the same lifestyle,
which we will have to explore in the future.

Prophages are known to confer protection on the host against infection by another phage
(49). Superinfection exclusion systems prevent the triggering of a new infection by the same
or closely related phage, by preventing viral adsorption on its receptor, or by inhibiting the
injection of the phage DNA (5). Superinfection immunity is more akin to a classic resistance
phenomenon that can also counter more distant phages. Many prophages encode an antiviral
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system (50). Some antiviral systems are even mainly detected in prophages (9), suggesting
that these systems target competing phages while protecting the prophage from
autoimmunity upon excision and virion production. It is therefore surprising that our results
do not find an influence of the prophages of a bacterial host on the number of secondary
phages able to infect it. Escherichia indeed encodes a high number of prophages in its genome
but also an important viral phylogenetic diversity. Our analysis only focused on the number of
phages, so it is not excluded that the specificity of the prophage genera repertoire can shape
the interactions between a bacterial host and a secondary phage.

We also highlighted here that Escherichia strains had a larger arsenal of defense systems than
the average of prokaryotic world (50% more defense systems) (9). Interestingly, increasing
resistance mechanisms doesn’t lead to a better protection against phage infection. Neither
we observed major differences between ExPEC strains and commensal ones, for the number
of defense systems or the number of families of defense systems (figure S7). The number of
antiviral systems didn’t influence here the size of the host-range, which does not exclude that,
by their composition, the profiles of the defense systems do not shape the host ranges at
individuals’ level. Few antiviral systems are abundant, even almost ubiquitous, in Escherichia
genomes, whereas most of them are far more specific. We previously found that the rare
systems drive the defense arsenal towards a broader diversity (9). The profile of defense
systems of the toto-resistant strains is similar to the average (data not shown). We will further
explore how different defense systems pattern could explain that two strains have different
susceptibility to a phage repertoire. We couldn’t exclude that our perception of phage-host
interaction through the prism of defense systems is probably limited by our poor knowledge
of the immune systems of bacteria, especially as there is a difference between detections of
a system without activity or of an active system. Many new systems have been discovered in
the last few years. It is likely that many more will be identified, and their mechanisms
characterized to give us a better understanding of the bacterial immune system.

In Escherichia, capsule didn’t seem to shape host range, contrary to Klebsiella (51-53).
Capsules are versatile features regarding phage-host interaction. The capsule might function
as a primary receptor, to facilitate the irreversible binding to a cell wall component (54).
Several phages of E. coli use the capsular antigen as receptor (55-57). But the capsules can
also block the spatial access to the cell membrane receptor if the phage doesn’t have the
specific enzyme to degrade it (58, 59). Over 80 different types of E. coli capsules have been
identified (60). This huge diversity is complexified by a frequent co-occurrence of capsule from
different groups (11). Our understanding of capsule role to moderate phage-host-interaction
was here limited through a quantitative approach. Interestingly, most of K1-dependant
phages are siphovirus or podovirus (61), even if myovirus have been recently identified (54).
Further investigation should be needed to understand how capsule diversity protect or
facilitate some phage infection.

The preliminary predictive models that we have developed, explain only very imperfectly the
interactions between the bacterial host and the phage in Escherichia. A main limitation is the
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lack of consideration in our models of the first layer of selection: the interaction between viral
RBPs and bacterial cell surface receptors. However, the known phage receptors of Gram-
negative bacteria (61) are widespread or even ubiquitous. Their detection in the genome of
bacterial strains then becomes non-informative. New tools have recently been developed to
predict phage RBPs (62) as well as the prediction of domain-domain interactions between two
proteins (63). We will therefore explore this direction in the future. We plan to detect all the
structures that can be a receptor and to classify them (for example the type of O antigen, or
the type of LPS core), as well as to predict the potential RBPs phages and the positive
interaction with one of the possible bacterial receptors. We could thus test whether viral
phylogeny shapes the host range mainly because two phages of the same genus share the
same RBPs or whether other undetected traits such as anti-defense systems play a role.

Overall, this study provides a novel large-scale collection of E. coli phages, representative of
their diversity, and uncovers new insights of determinants shaping phage host-range within
the Escherichia genus. Further work will be needed to fill the gaps for developing in silico
models that could predict the interaction between a given phage and a bacterium.

Materials and methods
Culture media and solutions

Strains were cultivated at 37°C on LB Lennox medium (agar or broth) (Becton Dickinson, USA).
The thickness of the agar plates was standardized using an automatic pump dispensing 50 mL
per 120mm x 120mm petri dish on a flat surface. Phosphate-buffered saline (PBS) was
prepared by dissolving commercial tablet (Sigma-Aldrich, USA) in 200 mL of deionized water
and sterilized by autoclaving. All the batch media were prepared within few days to ensure
the most homogeneous condition.

Bacterial strains
Bacterial collection

The bacterial collection including 370 strains was previously described. One strain could not
be retrieved for this study. This collection representative of the phylogenetic diversity of the
genus Escherichia includes strains belonging to the species E. coli (n = 325), E. albertii (n = 7),
E. fergusonii (n = 5), and to the cryptic clades of Escherichia (n = 32). The 325 strains of E. coli
belong to the eight phylogroups of the species: A (n=72), B1 (n=41),B2 (n=111), C(n=35),
D (n=20),E(n=19), F(n=12) and G (n = 15). Their characteristics are detailed by Galardini
et al. The genomes of the 369 strains were already available.
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Detection of genomic features

We detected several genomic traits, known to confer phage resistance with the following
tools: DefenseFinder (defense systems), CapsuleFinder (capsule operon), Virsorter2
(prophages) with a sorting of data by CheckV.

In silico typing of the clones was carried out using SRST2 for the sequence type (ST) according
to the MultiLocus Sequence Typing (MLST) Warwick. Phylogroup were confirmed by the
Clermont Typing software. Bacterial genomes were compared by PanACoTA and phylogenic
tree annotated with iTOL online tool.

Bacteriophage collection
Isolation

Phages were isolated from different samples of sewage water collected over 10 years from
several wastewater treatment plants of the urban region of Paris (France). Phage isolation was
performed on a specific host with an enrichment step as described by Van Twest et al. Isolation
host strains were all E. coli isolates, including clinical isolates from ventilator associated
pneumonia (n = 22), urinary tract infection (n = 2), and intestinal strains from inflammatory
bowel disease patients (n = 7), as well as EAEC (n = 1), commensal strain of mice (n = 1) and
lab strains (K12 and E. coli B, n =2). All phage lysates were filtered (0.2 um) before use. By
convention, phage titer was determined on the host of isolation.

Genome sequencing

Phages nucleic acid was extracted by a conventional molecular method. Briefly, after a pre-
treatment of the lysate with DNase and RNase, capsid was disrupted by adding proteinase K
and SDS, and the nucleic acid retrieved by phenol-chloroform-acid-isoamyl alcohol 25:24:1
separation followed by a sodium acetate-ethanol precipitation step. The libraries were
contructed using the Nextera DNA prep Kit (Illumina, USA) according to the manufacturer’s
protocol. A pair-end sequencing (300 bp) was performed on a MiniSeq platform (lllumina,
USA).

Genome phage analysis

Reads quality was checked using FastQC. Adapters and quality reads were trimmed by
TrimGalore. Reads were de novo assembled with SPAdes in one single contig, and ambiguities
were resolved with the Bandage visualizing tool. We used Prokka to annotate phage genomes
with restriction of the database to phage genomes only. Phages were sorted by family and
genus based on whole-genome blastn searches against the nonredundant nucleotide
collection database. Genomic identities were assessed by two-by-two comparisons using
BLASTn and calculated into a genomic proximity score (% identity x proximity length / phage
genome length). This identity score was computed between genome of this study and ICTV
reference genomes of phages. It allowed to identify extremely close related phages and to
assign a taxonomic classification according to the latest release of the ICTV classification (June
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2022). Virus assignment into genera (>70% similarities) and species (295% similarities) ranks
follows the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) genome identity
thresholds.

Distance between phage were calculated by vConTACT2 v0.11.3, using both viral genomes of
this study as well as the 77 public genomes of BASEL collection and the 4,482 RefSeq phage
genomes. Phage phylogenic network was then visualized and annotated with Cystoscape
software.

Composition of the collection

In total 128 phages were sequenced and analyzed. Phages closely related to other isolates
were deliberately excluded if they shared a nucleotide identity upon 98% unless they
displayed obvious phenotypic difference of their host-range. Ultimately 120 unique phages
were obtained, with 50 phage couples with a genomic proximity score between 98% and 100%
but a different host range.

Plaques assays

The infectivity of a given phage on a given host was quantified by plaques assays. First all the
phage solutions titers were normalized at 5 x 108 PFU/mL in PBS. Then the phage-bacteria
interaction was assessed by adding a 2 uL drop of phage solution on a bacterial lawn on a agar
plate. Each bacterial strain was overlaid on agar plates, from a fresh liquid medium culture,
that reached the exponential growth phase (ODgoonm 0.25 =5 x 107 PFU/mL). Three different
concentrations of each phage were tested (5 x 108 PFU/mL, 5x 10’ PFU/mLand 5 x 10 PFU/mL)
against each bacterial strain, representing either a MOI 10, 1 or 0.1. The multiplexing and
standardization of phage deposit was performed by automation with Viaflo 96 device (Integra
Bioscience, Swiss). Agar plates were incubated overnight a 37°C. Three independent replicates
were performed to assay the interactions of the 44,280 phage-bacteria couples at three
different MOI.

The reading of the results was standardized. All plates have been digitized with a high-
resolution scanner after 16 hours of incubation and reviewed manually. The result of each
interaction was encoded according to defection in bacterial lawn: 2 for a complete defect
circle in the bacterial lawn, 1 for individual lysis plaques, O for no defect, -1 for uninterpretable
result due to errors or artefacts. A summary of the interactions at the three MOIs was
computed into a single predefined score: 0 for no interaction at the three concentrations, 1
for positive interaction (lysis for at least one of the highest concentrations), -1 for
inconsistency (presence of lysis but not at the highest concentration). Discrepancies between
replicates were resolved by retaining the most frequent value among the three replicates.

Association analysis

To identify an association between the number of phages a strain can be infected by and the
number of defense system families, capsules or prophages, we fitted linear regression models
and computed a Pearson correlation test using Scipy library. We also explored the correlation
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between phage genome size and the size of the host range with the same method. To compare
the percentage of phage-host positive interactions according to the strain phylogroups and to
a subset of phage genera (genera with more than three phages), we computed one-way
ANOVA analysis with a post-hoc analysis by performing multiple pairwise comparison (Tukey's
HSD) using bioinfokit library. t-test were used to compared two-by-two phage morphotypes
and strain pathotype (statannot library).

Predictive models

In order to have two comparable train and test datasets, we clusterized Escherichia strains,
and then we splited it to have a proportion of each group in both dataset, with a 70% / 30%
ratio for train and test datasets. We then trained both linear (logistic regression) and nonlinear
(random forest) statistical models, implemented with 152 different genomic and phylogenetic
features (21 viral genera, 15 host phylogenetic groups, as well as 89 families of defense
systems, 5 capsule groups and 22 prophages genera). We then evaluated their performance
by computing AUC of ROC, Precision-Recall curves. Keeping best predictive model (random
forest with all features implemented and maximum F1-score), we computed its sensitivity,
specificity and accuracy.

Software libraries

Bioinformatic code is based on the Python and Bash programming languages and the following
softwares: Defense Finder v1.1.0, Capsule Finder (personal lab modified version), Virsorter2
v2.2.3, CheckV v1.0.1, Macsyfinder v2.0rc6, SRST2 software v0.2.0, Clermont Typing v21.03,
PanACoTA v. 1.3.1, FastQC v0.11.8, Trim Galore v0.4.4_dev, SPAdes v3.11.1, Prokka v1.14.5,
BLAST v2.12.0+, vContact2 v0.11.3.

Analysis code is only based on the Python programming language and the following libraries:
pandas v1.4.2, numpy v1.21.5, seaborn v0.11.2, matplotlib v3.5.1, plotly v5.6.0, bioinfokit
v2.0.8, scipy v1.7.3, scikit-posthocs v0.7.0, statannot v0.2.3, statsmodels v0.13.2, squarify
v0.4.3, python v3.9.12.

There are version of other softwares: Bandage v0.9.0, Cytoscape v3.7.1, iTOL v6.
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Supplementary S1. Diversity of Escherichia bacterial strains and phages used in this study. (A) Pathotypes of bacterial strains
used in this study. EXPEC: extra-intestinal pathogenic Escherichia coli; ND: non-determined. (B) Morphotype of the phage of
this study collection and (C) their viral genera.
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Supplementary S2. Anti-viral arsenal and prophages of the Escherichia strains genomes. Histograms of genomic features
encoded in bacterial genomes. (A) Number of each type of defense systems (some systems are present in multiple copy in
the genome). (B) Number of defense systems families (example CRISPR-Cas, Restriction Modification, as compared to type
like CRISPR-Cas Type I, RM Type I). (C) Most frequent families of defense systems (present in more than 10% of strains). (D)
Number of prophages. (E) Number of different genera of prophages. (F) Number of capsule families (similar to the number
of capsule systems).
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Supplementary S3. Genomes of the phages of this study collection cluster into more than 15 different groups, related to
21 ICTV genera. Hierarchically clustered heat map of the identity score of the 120 phages genomes of this study collection.
Genomic identities were assessed by two-by-two comparisons using Blastn and calculated into a genomic proximity score (%
identity x proximity length / phage genome length). Heatmap was generated by hierarchical clustering using the complete
linkage method in the Seaborn v 0.11.2 visualization module for Python v3.9.12. Clusters are indicated by the dendrogram.
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Common This study BASEL col. RefSeq database
Caudoviricetes Caudoviricetes Caudoviricetes Caudoviricetes
Dhillonvirus Dhakavirus Berlinvirus Asteriusvirus*
Felixounavirus Gamaleyavirus Changchunvirus Avunovirus*
Guelphvirus Justusliebigvirus Enquatrovirus Bonnellvirus*
Lambdavirus Kagunavirus Eseptimavirus¥ Carltongylesvirus/Sabourvirus
Mosigvirus Kayfunavirus Hanrivervirus Drulis virus*
Tequatrovirus Krischvirus Nonagvirus¥ Ermolevavirus*
Teseptimavirus Phapecoctavirus Peduovirust Goslarvirus*
Tunavirus Przondovirus Punavirus¥ Jilinvirus*
Sashavirus Rtpvirus Kuravirus
Vectrevirus Sertoctavirus Kuttervirus
Veterinaerplatzvirus Seuratvirust Lavrentievavirus*
Wanchaivirus Teetrevirus Muvirus*
Wifcevirus Tequintavirust Uetakevirus*
Tlsvirus Microviridae
Vequintavirus Enterogokushovirus
Warwickvirus Emesvirus
Gequatrovirus*
Alphatrevirus
Inoviridae
Inovirus*
Infulavirus*
Lineavirus*
Fiersviridae
Qubevirus*

Supplementary S4. Phage genera of the known E. coli host-related phages. Each genus is indicated in a different column
depending on whether it is present in all collections, only in this study collection, or only in the BASEL collection, or in the
RefSeq database. The viral genera are grouped in their class (Caudoviricetes) for the tailed phages and by family for the others.

* three or less representant Escherichia phages in RefSeq.

¥ genus whose don’t belong to same cluster with phage of our collection.
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Supplementary S5. Phage host range patterns foIIow the viral phylogeny. Matrix of the bacteria-phage interactions between
the 369 strains (in rows) and the 120 phages (in columns). All 7373 positive interactions are represented by an orange square,
representing the summary of three independents replicates of plaque assays. Bacterial strains are ordered according to the
phylogenic tree; phages are ranked by viral genus.
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La phagothérapie est en cours de développement en France et dans I'Union Européenne,
accompagnée par des évolutions réglementaires (1-3). Aprés deux décennies de recherche
préclinique croissante, la translation des connaissances au lit du patient est plus proche que
jamais. En ao(t 2022, prés de 30 essais cliniques interventionnels, recensés sur
ClinicalTrials.gov, vont bient6t débuter, sont en cours de recrutement de patients ou d’analyse
de leurs résultats.

L'un des aspects essentiels de la relation entre un bactériophage et une bactérie est la capacité
de ces deux entités a coévoluer pour contrecarrer les phénomeénes de résistance et de contre-
résistance. Ma these a porté sur I'étude des déterminants génétiques de la résistance
bactérienne aux bactériophages a travers un modéle de phagothérapie pulmonaire chez
E. coli. ) ai présenté ici trois approches pour explorer les interactions bactériophages-bactéries
dans une perspective thérapeutique. Deux d’entre elles ont permis de mieux comprendre les
dynamiques de coévolution entre un bactériophage et la bactérie ciblée (approches
pharmacométrique in silico et génomique in vivo). La troisieme propose une photographie de
la diversité écologique des interactions bactériophage-hote au sein du genre Escherichia
(approche génomique in vitro). Ces connaissances pourront servir a trois étapes de la
constitution d’un traitement personnalisé par bactériophages : 1) le choix des bactériophages,
2) leur assemblement, apres identification des mécanismes de résistance, 3) la détermination
des posologies et voies d’administration.

1. Résistance bactérienne au bactériophage : lecons pour la phagothérapie.
a. Larésistance comme facteur d’échec thérapeutique

L'échec de la phagothérapie peut étre défini comme une situation cliniqgue dans laquelle le
traitement par bactériophage ne parvient pas a guérir le patient en éliminant l'infection. Le
contréle de la densité bactérienne est I'élément central dans le succes d’'un traitement
antibactérien. Ceci répond a un double objectif: d’'une part la diminution des lésions
tissulaires, et d’autre part la réduction du risque de dissémination a distance du site infectieux
initial.

La croissance de la population bactérienne favorise la résistance par mutation

La mutation de novo d’un composant de surface est l'unique mécanisme de résistance
retrouvé au cours de la phagothérapie. En ce sens, nos résultats obtenus avec la souche E. coli
536 et le bactériophage 536_P1 confirment le reste de la littérature sur le sujet (4)(revue en
annexe). Comme la survenue de mutations dans un géne est proportionnel au nombre de
générations bactériennes (taux d’erreur par réplication du génome) et a la taille de la
population (nombre de réplications), un contréle de la croissance de la population bactérienne
diminue I'’émergence de la résistance aux bactériophages.
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Ce controle doit étre le plus précoce possible. Les premiers clones bactériens résistants sont
détectés deés les premiéres heures de linfection dans le couple bactériophage/héte
536_P1/536. Gordillo Altamirano et al. rapportent aussi plus de 80% de clones d’A. baumanii
résistants par mutation dés la 11®™¢ heure d’infection (5). Ces résultats sont similaires a
d’autres données qui confirment I’émergence rapide de la résistance dés les premiéres heures
de phagothérapie au cours de modeles pré-cliniques (6) ou bien encore dans les premiers jours
du traitement de patients (7, 8).

Un déséquilibre dans la synergie immunophage favorise la croissance incontrolée des

bactéries

Le contréle de la densité bactérienne repose sur une synergie entre les bactériophages et le
systéme immunitaire. Dans un précédent travail, nous avions démontré au laboratoire la
nécessité d’une coopération entre les polynucléaires neutrophiles et les bactériophages pour
la résolution d’une infection pulmonaire a P. aeruginosa. Le modeéle éco-évolutif proposé,
appelé synergie immunophage, posait le postulat que I'émergence d’une population
bactérienne résistante au bactériophage ne serait un facteur d’échec thérapeutique que si les
défenses immunitaires de I’hdte ne parvenaient plus a éliminer la bactérie pathogene (9).
Nous avons confirmé par un nouveau modele, cette fois-ci de pharmacométrie et chez E. coli,
I'existence d’un seuil de densité bactérienne au-dela duquel le contréle de linfection
nécessite une coopération entre le bactériophage et le systeme immunitaire murin. Ainsi, une
diminution de I'efficacité du bactériophage ou du systéeme immunitaire conduit a la saturation
du systeme immunitaire, et donc a la réplication incontrolée de la population bactérienne,
favorisant 'émergence par mutation de clones résistants au bactériophage.

Les facteurs de déséquilibre de la synergie immunophage

Facteurs pharmacocinétiques

L'un des facteurs réduisant la capacité du bactériophage a éliminer la population bactérienne
sensible est son inaccessibilité spatiale. Pour les virus, qui ne sont pas mobiles, cette situation
correspond a des problemes de distribution jusqu’a I'organe cible et de concentration au site
infectieux. Nous avons montré dans notre modéle pharmacométrique que le succes de la
phagothérapie reposait en particulier sur des parametres qui influencent Ia
pharmacocinétique du bactériophage. Ainsi, la voie d’administration et la posologie impactent
la capacité des bactériophages a contre-carrer la croissance bactérienne. Mais, I'intérét des
bactériophages passent aussi par leur capacité a s’amplifier au site infectieux, et donc a
limiter, a priori, les conséquences d’une faible concentration. Or dans notre exemple, malgré
des propriétés intrinséques excellentes (burst size élevée et temps de latence faible), celles-ci
ont eu un impact limité. Ces résultats sont cohérents avec les travaux de De Sousa et al. qui
ont montré par modélisation qu’un environnement compartimenté, dans lequel les bactéries
ne sont pas facilement accessibles aux bactériophages, facilite 'émergence de populations
bactériennes résistantes (10).
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Biofilms

Les bactéries ont également tendance sur certaines surfaces a s’organiser au sein de biofilms,
constitués de colonies de cellules bactériennes reliées en un ensemble cohésif par une matrice
extra-cellulaire. Lorganisation structurelle des biofilms peut fortement réduire la capacité
d’un bactériophage a controler le foyer infectieux bactérien. D’une part, la matrice diminue la
pénétration et la diffusion des bactériophages au sein du biofilm : elle forme une barriére
protectrice épaisse et contient des enzymes capables d’inhiber les particules virales (11, 12).
D’autre part, le contingent interne de la population bactérienne est métaboliquement peu
actif, du fait d’'un gradient de raréfaction des ressources en nutriments. Or, les bactériophages
ont besoin d'une machinerie active de I'hote pour se répliquer (13, 14). Enfin, les biofilms se
structurent sous la dépendance du Quorum Sensing. La détection d’une densité virale élevée
dans l'environnement immédiat, favorise |'expression de facteurs de résistance aux
bactériophages : diminution du nombre de récepteurs en surface (15), répression de
I’activation métabolique (16), activation de systémes CRISPR-Cas (17, 18). Simmons et al. ont
d’ailleurs montré que I'organisation de E. coli en biofilm favorise I'émergence de populations
résistantes aux bactériophages. Des clones résistants s’organisent en grappes de cellules
séquestrant les bactériophages pour empécher leur acces a d’autres cellules (19).

Immunodépression, pharmacocinétique et biofilm en pratique clinique

Les biofilms sont retrouvés dans 65 % de toutes les infections, notamment : 1) les infections
associées aux dispositifs médicaux (cathéters, sonde urinaire), fréquentes en réanimation ; 2)
les infections de prothéses orthopédiques ; 3) les infections pulmonaires chez les patients
atteints de mucoviscidose (20).

Les patients immunodéprimés englobent une partie importante de la population,
représentant environ 3% des adultes (14,5 millions de personnes dans I'Union Européenne, et
10 millions d'individus aux Etats-Unis (21)). Un état d’'immunodépression peut également
s’installer, y compris chez les patients avec un systéme immunitaire sain, au cours d’une
infection sévere. Cause majeure d’admission en réanimation, le sepsis est une réponse
inflammatoire systémique induite par une infection, entrainant une altération de la réponse
immunitaire innée et adaptative (22).

Enfin, des variations substantielles de la pharmacocinétique des médicaments sont
fréquentes chez les patients en réanimation (23), diminuant considérablement I'efficacité
attendue des traitements.

Toutes ces situations cliniques sont encore peu explorées dans les études pré-cliniques au
laboratoire, notamment par manque de modeles animaux pertinents.

Contrecarrer la résistance par des cocktails de bactériophages

L'assemblage de plusieurs bactériophages en un cocktail contraint la course a I'armement

entre I'accumulation par I’hote bactérien de mutations des récepteurs, et les modifications

adaptatives des RBP par les bactériophages en retour. Le développement de la résistance
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nécessite en effet des mutations dans de multiples loci, avec un codt sur le fitness bactérien
augmenté. L’association de deux bactériophages diminue sensiblement la proportion de
clones résistants de 10 - 20% a presque nulle dans des modeéles murins de bactériémies (24,
25). Yuan et al. ont montré que dans ce dernier cas le cocktail de deux bactériophages
réduisait jusqu’a 3 log le taux de mutations des souches d’A. baumanii par rapport a un
bactériophage isolé (25). Cependant, la constitution du cocktail doit étre soigneusement
réfléchie. Si les bactériophages partagent le méme récepteur, sa mutation confére une pan-
résistance a moindre co(t. L’association de plusieurs bactériophages non apparentés ciblant
collectivement une gamme de récepteurs diverse, répartit ainsi la pression de sélection sur
plusieurs récepteurs de bactériophages. Ceci requiert un intense travail de caractérisation des
bactériophages au préalable. D’autres approches proposent de s’affranchir de cette limitation
par la constitution de banques de bactériophages modifiés par bio-ingénierie couvrant
I’essentiel de la diversité possible de leurs RBPs (26—28).

Nous avons débuté un travail préclinique visant a évaluer le succés d’une phagothérapie
pulmonaire par des cocktails de plusieurs bactériophages dans un modele murin a E. coli et
P. aeruginosa. Ce travail, en collaboration avec d’autres équipes en France et en Allemagne,
vise a comprendre notamment, comment la résistance bactérienne aux bactériophages peut
émerger dans ce contexte en présence ou non d’autres facteurs (immunodépression,
biofilms), et expliquer I’échec du traitement par bactériophage.

b. Larésistance comme stratégie thérapeutique

Devant I'émergence quasi-certaine d’une résistance bactérienne aux bactériophages, des
auteurs recommandent de s’appuyer sur celle-ci au bénéfice du patient.

Co(t physiologique de la résistance au cours de la phagothérapie

Mutations des récepteurs et virulence

L’acquisition de la résistance bactérienne aux bactériophages a souvent un codt sur d’autres
traits bactériens (29, 30), notamment sa capacité a croitre ou sa virulence. Comme exposé en
introduction, les modifications des composants de la paroi cellulaire imposent un co(t
physiologique élevé pour la pathogénicité bactérienne. Dans notre modele murin 85% des
clones d’E. coli résistants au bactériophage 536 _P1 présentent une modification du LPS,
associée a une diminution de leur croissance, de leur résistance a la phagocytose et de leur
virulence. La résistance au traitement par bactériophage survient quasi-exclusivement par
mutation dans un géne codant pour la synthése d’un composant a la surface de la cellule hote
(5, 6, 31-33). Ces travaux, a la fois des modeles pré-cliniques et des cas cliniques, retrouvent
systématiquement un compromis a l'acquisition de la résistance, qui s’"accompagne en effet
d’une diminution de la virulence bactérienne.
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Contre-sélection des mécanismes de défense inductibles

L'acquisition d’un nouveau systeme de défense est principalement médiée par transfert
horizontal de genes (34). Or, ces flux de genes sont fortement réduits dans le contexte
d’infections mono-bactériennes extra-intestinales, ol les communautés microbiennes sont
pauvres. Par ailleurs, si les mécanismes constitutifs de défense sont associés a un co(t fixe, les
mécanismes de défense inductibles sont typiquement associés a un co(t de résistance induit
(35—-37). Le colt d'une stratégie de résistance inductible dépend en particulier de la densité
virale (38), ce qui favorisait, dans une étude récente chez P. aeruginosa, I'immunité médiée
par un systéme CRISPR par rapport a une résistance par modification de composants de la
paroi bactérienne dont le co(it est constant (39).

L'absence d’observation de tels mécanismes au cours de la phagothérapie suggere qu’une
stratégie d’adaptation par mutation du récepteur est a la fois plus aisée, rapide et
probablement moins couteuse, notamment parce qu’il permet d’offrir une résistance a un
plus large spectre de bactériophages que les systémes inductibles. Notre analyse des systémes
de défense inductibles dans le genre Escherichia montre que la diversité ou le nombre de
systéemes de défense inductibles ne sont pas associés a une résistance a une plus large gamme
de bactériophages. La spécificité de ces systémes inductibles (37, 40-43) impose leur
multiplication ou celles des composants jouant le réle de senseur dans ces systémes (par ex.
le nombre de spacers dans un systeme CRISPR), ce qui est couteux, pour en faire des systémes
généralistes.

Deux stratégies possibles pour exploiter la résistance aux bactériophages sont proposées.

Stratégie n°1 : moduler la pathogénicité bactérienne par la résistance aux bactériophages

Certains auteurs ont proposé de contraindre la bactérie ciblée dans une impasse évolutive :
sous la pression de plusieurs bactériophages, la bactérie ne pourrait résister qu’en accumulant
plusieurs mutations, dont le cot cumulé réduirait voir anihilerait la virulence de la souche
(44). Si cette approche est alléchante, nous avons montré que I'acquisition d’une résistance
par mutation a un bactériophage n’était pas systématiquement associée a une perte de
virulence.

Stratégie n°2 : re-sensibilisation de la bactérie a un autre agent antibactérien

Par ailleurs, la résistance aux bactériophages peut favoriser la sensibilisation a d’autres
antibactériens, lorsque la résistance a un bactériophage induit des modifications structurelles
a la surface bactérienne, comme des pompes d’efflux de médicaments (5, 45—48). Cependant,
I’effet inverse a également été décrit : certaines mutations pour résister aux bactériophages
conferent une résistance accrue aux antibiotiques (49). De facon similaire, nous avons observé
gue l'acquisition d’une résistance au bactériophage 536_P1 conduisait a la sensibilisation a
d’autres bactériophages antérieurement non infectants. Ces résultats sont corroborés par
Gordillo Altamirano et al. qui retrouvent une sensibilisation au bactériophage LKO1 d’une
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souche d’A. baumanii aprés traitement par le bactériophage FG02. Ces observations
suggerent que les cocktails de bactériophages ne doivent pas nécessairement inclure
uniguement des bactériophages infectant la souche ciblée du patient, mais également ceux
pouvant étre a un moment donné sensibles aux clones mutés.

Le recours a ces stratégies thérapeutiques demande cependant de parfaitement caractériser
les mécanismes de résistance en jeu et de les anticiper.

2. Prédire les dynamiques évolutives : enjeux et limites

Pour répondre a cette question, le recours a des modeles prédictifs in silico peut permettre
de simuler les dynamiques évolutives bactériophage-bactérie. Leur performance est
fortement dépendante de la qualité des jeux de données qui servent a leur développement,
leur amélioration et leur maintien. Elle est donc intimement liée aux biais des études
expérimentales. Nous discutons ici ceux que nous avons identifiés dans nos travaux, et ne
reprendront pas ceux concernant la détermination du spectre d’h6te que nous avons
précédemment exposés dans le chapitre 4.

Biais du modéle de pneumonie murine

Les biais de notre modele préclinique limitent en partie la translation des résultats obtenus
vers la pratique médicale. Ce modeéle correspond a une infection suraigie : I'inoculum
bactérien est trés important et I'efficacité du traitement dépend du controle de la densité
bactérienne durant les premiéres heures. Cet état est imposé par la difficulté a obtenir des
modeéles létaux ou avec une morbidité objective chez la souris a partir d’inoculum plus faibles,
comme l'illustre parfaitement les données acquises lors du premier travail : les individus
infectés avec des inoculum sous le seuil de saturation du systéme immunitaire guérissaient
rapidement méme en 'absence de traitement. Malgré cette limitation, nos résultats nous
permettent de conclure que les premiéeres heures sont déterminantes pour |'efficacité du
traitement par bactériophage, en miroir de ce qui a été décrit dans le traitement des infections
séveres par des antibiotiques (50, 51). Le temps d’observation ne permet pas, en revanche,
de prendre en compte le développement d’anticorps neutralisant les bactériophages puisque
ceux-ci ne se développent au plus tot qu’entre deux et dix jours apres leur administration (52—
55). Il ne permet pas non plus de comprendre la coévolution bactériophage-bactérie sur un
temps plus long que les 48 premiéres heures.

Limites des proxy in vitro a refléter les dynamiques in vivo

L’extrapolation de conclusions obtenues a partir de proxy in vitro pour comprendre les

dynamiques au cours de la phagothérapie est également limitée. Cette extrapolation est

rendue nécessaire pour répondre aux enjeux éthiques liés au bien-étre animal au cours de

I’expérimentation animale : la réduction du nombre d’animaux utilisés, la diminution de la
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sévérité des procédures, et le remplacement par des méthodes alternatives si elles sont
appropriées. Le développement de méthodes alternatives se heurte parfois a leur
représentativité des résultats obtenus in vivo, mais aussi a leur adaptation a de nouveaux
modeles infectieux. Ainsi, le modéle D. discoideum ne refleéte que trés imparfaitement la
virulence de la souche dans le modeéle de pneumonie, alors qu’il est bien corrélé a la
pathogénicité des souches d’E. coli dans un modele de septicémie (56). En effet, I'étude du
fitness des clones résistants de la souche E. coli 536 au bactériophage 536 _P1 retrouve une
sensibilisation de tous ces clones au paturage par le protozoaire, quel que soit la cible (LPS ou
capsule), contrairement au modéle murin dans lequel les mutants de la capsule demeurent
aussi virulents que la souche sauvage.

Biais dans l'identification des mécanismes de résistance

L'identification des mécanismes de résistance peut s’accompagner d’un biais de mesure.
Comme ces mécanismes s’accompagnent parfois d’un défaut extréme de la vitesse de
croissance, le temps d’apparition de colonies visibles sur une gélose peut étre
considérablement allongé. Cela réduit la probabilité que ces clones soient étudiés, si la
méthodologie n’est pas adaptée. Or, une capacité de croissance altérée dans un milieu de
culture standard ne se refléte pas forcément dans un autre environnement (par exemple un
organe).

3. Des connaissances au service d’'une médecine personnalisée

La médecine mute petit a petit vers 'utilisation de traitements spécifiques, sélectionnés de
facon personnalisée en regard des caractéristiques uniques d'un individu, pour plus
d’efficacité et moins d’effets secondaires. La phagothérapie a la capacité de pleinement
s’inscrire, et méme de promouvoir, cette marche vers la médecine personnalisée (57) (figure
31). L'utilisation d’aides automatisées a la décision pourra faciliter la définition d’une stratégie
thérapeutique utilisant des bactériophages.
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Figure 31. Deux paradigmes complémentaires de phagothérapie : la phagothérapie personnalisée et
I'approche universelle.
Source: Verbeken et al. European regulatory aspects of phage therapy: magistral phage preparations. 2022 (57)

Isoler et identifier les bactériophages efficaces

L'identification rapide du ou des meilleurs bactériophages pour cibler une bactérie pathogéne
est un enjeu crucial. Ceci doit inclure une meilleure compréhension des dynamiques de
coévolution des mécanismes bactériens de résistance et d’adaptation réciproque du
bactériophage. Notre analyse globale a I’échelle du genre Escherichia a souligné la complexité
des déterminants du spectre d’h6te, dont un des composants majeurs est liée a la phylogénie
virale. A ce stade, il nous est impossible de conclure si cette notion de phylogénie virale
recoupe la diversité des RBPs, d’autres structures de la queue, des mécanismes anti-systeme
de défense viraux, ou d’autres caractéristiques. Une analyse comparative du génome des
bactériophages permettrait de combler ce manque de connaissances. Un nouvel outil
permettant de prédire les RBPs des bactériophages a récemment été publié (58), ce qui nous
permettrait de confirmer que les interactions récepteurs-RBPs fagonnent le spectre d’hbtes a
large échelle. De plus, nous nous attacherons prochainement a comprendre le réle des
systéemes de défense dans la spécificité interindividuelle du spectre d’hotes.

Par ailleurs, l'isolement de bactériophages sur un profil de souches majoritairement
pathogenes extra-intestinales a pu biaiser leur profil d’infectivité en faveur des EXPEC : nous
allons essayer de comprendre en quoi le répertoire de prophages, de systemes de défense et
la phylogénie bactérienne des souches d’isolement pourrait influencer le spectre d’hote d’une
collection de bactériophages.

A moyen terme nous espérons mettre a disposition de la communauté scientifique et
médicale un outil d’identification du « meilleur » bactériophage candidat, et d’orientation
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vers I'hote idéal pour isoler de nouveaux bactériophages afin d’enrichir une banque
préexistante.

Déterminer la stratégie thérapeutique selon les mécanismes de résistance identifiés

Une approche mécanistique de la résistance est indispensable a I'adaptation des stratégies
thérapeutiques comme nous I'avons précédemment discuté. Nos résultats suggerent que les
mécanismes de résistance mis en jeu dans les premiéeres heures d’un traitement par
bactériophage convergent avec ceux observés in vitro. Cela vient confirmer des observations
préliminaires chez P. aeruginosa. Une évolution génomique similaire était retrouvée soit par
mutation soit par augmentation de la fréquence de variants génétiques préexistants : 62 %
des modifications génétiques in vitro ont été trouvées in vivo, dont 77 % étaient des mutations
de novo (59). Des données cliniques viennent appuyer la possibilité de prédire les dynamiques
évolutives par une expérience de coévolution en milieu liquide in vitro. En composant un
cocktail de bactériophages avec un premier bactériophage efficace contre la bactérie initiale
mais aussi avec des bactériophages pouvant infecter les clones d’A. baumanii résistants a ce
premier bactériophage, cette stratégie a été couronnée de succés (8). Des études
supplémentaires spécifiguement pensées en ce sens sont nécessaires pour confirmer la
prédictibilité des mécanismes de résistance au cours d’un traitement, et leur généralisation a
d’autres couples bactéries-bactériophages.

Définir les parameétres pharmacologigues du traitement

Notre modéle pharmacométrique permet de prédire I'efficacité sur la densité bactérienne du
traitement par bactériophage en fonction de critéres pharmacocinétiques (biodistibution) et
pharmacodynamiques (neutralisation et élimination en fonction de la concentration au cours
du temps) et des parametres infectieux du bactériophage (burst size, temps de latence). A
terme, des recommandations de posologie et de voie d’administration pourraient étre
proposés a |'aide de ce modele, sous réserve de son extrapolation a d’autres sites infectieux
et d’autres couples bactérie-bactériophage.

Collection de bactériophages de E. coli

Finalement, une phagothérapie comme traitement personnalisé nécessite la constitution et
le maintien de banques de bactériophages pré-établies dans lesquelles piocher les meilleurs
candidats sélectionnés a l'aide d’outils d’aide a la décision, comme ceux évoqués
précédemment. Nous avons assemblé ici une large collection de bactériophages d’E. coli,
présentant une grande diversité génomique et phylogénique, complémentaire de la collection
BASEL (60). Elle sera mise a disposition de la communauté pour la recherche et la thérapie. La
poursuite de sa caractérisation (annotations génomiques, identification de leurs récepteurs
bactériens) est cependant indispensable pour répondre aux ambitions de ressource utile pour
la phagothérapie.
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4. Perspectives : vers des modéles complexes permettant leur généralisation

Nous souhaitons obtenir a terme un modeéle pharmacométrique permettant d’anticiper
I’évolution des densités bactériennes au cours d’'une phagothérapie pulmonaire a partir des
caractéristiques intrinseques du bactériophage obtenu par One Step Growth, de la virulence
attendue de la bactérie pathogéne, et des parametres pharmacocinétiques du bactériophage
thérapeutique. Au laboratoire, j'ai encadré dernierement un étudiant en Master 2 dont le
sujet était de caractériser deux autres couples bactéries-bactériophages de facon identique
au couple 536/536_P1. Ces deux couples sont constitués d’une seule bactérie, P. aeruginosa
souche PAK, et de deux bactériophages PAK_P1 et CHA_P1. Alors que PAK_P1 a été isolé avec
la souche PAK, CHAP_P1 a été isolé avec la souche CHA et n’infecte la souche PAK qu’avec une
EOP de 0,4. A I'aide d’un modele de pneumonie aigle initiée par la souche PAK, nous avons
collecté un ensemble de données de biodistribution et d’efficacité qui est aujourd’hui utilisé
pour implémenter le modéle initial. Enfin, les données recueillies au cours du projet franco-
allemand portant sur l'efficacité d’'un cocktail de bactériophages dans le traitement de
pneumonies murines a E. coli et P. aeruginosa seront aussi utilisées pour raffiner ce modele.

Nous cherchons également a développer des modeéles prédictifs des interactions lytiques
bactériophages-bactéries, a un degré de précision plus élevé que I'espece, et basés sur un
ensemble informatif de déterminants du spectre d’hétes sous formes de données
génomiques. Ces modeles visent a intégrer les différentes couches de sélection d’un
bactériophage se basant sur la biologie d’un cycle infectieux (récepteurs, systémes de défense
et antisystémes, modes de vie du bactériophage). lls seront a terme confrontés a d’autres jeux
de données (génomiques et matrices d’interactions) portant sur d’autres genres bactériens
(Staphylococcus, Acinetobacter, Klebsiella, Pseudomonas) pour identifier leurs limites et les
améliorer.

5. Conclusion

Notre travail s’intéresse uniquement a la phagothérapie pensée comme une utilisation isolée
de bactériophages pour traiter des infections bactériennes. Je n’y aborde donc pas sa version
2.0 qui consiste a combiner des bactériophages et d’autres agents antibactériens
(antibiotiques, lysines, dépolymérases de biofilm, probiotiques...).

Les progres réalisés ces dernieres années dans la compréhension des interactions
bactériophages-bactéries, notamment au cours de la phagothérapie, laissent espérer une
translation accélérée en pratique clinique. Projetons-nous dans le futur et imaginons un
patient hospitalisé en réanimation qui développe une pneumonie acquise sous ventilation
mécanique. L’identification microbiologique de la bactérie causale révele un E. coli
multirésistant. Son génome complet est obtenu en quelques heures grace aux nouvelles
techniques de séquencage a la paillasse de type Nanopore. Les données génomiques sont
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entrées dans un logiciel : un premier modele identifie en quelqgues minutes les bactériophages
candidats disponibles au sein d’une banque; puis un second modeéle simule les mécanismes
de résistance attendus aidant a adopter la stratégie thérapeutique (synergie avec un
antibiotique, association de bactériophages, évolution dirigée vers |'avirulence); enfin un
troisieme modele détermine la voie d’administration, la posologie, le nombre de doses et la
durée du traitement idéal. Les bactériophages purifiés selon les conditions GMP sont alors
assemblés dans un traitement personnalisé, qui sera administré au patient idéalement
qguelgues heures aprées l'identification de la bactérie causale.
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Abstract

Multi-drug resistant (MDR) bacteria are associated with a significant increase in morbidity and
mortality. While the discovery of new antibiotics remains weak, phage therapy, the use of
bacteriophages infecting bacteria to cure infections, is investigated as alternative or
complementary treatment to antibiotics. However, one of the major limitations of this
approach lies in the antagonistic coevolution between bacteria and bacteriophages that lead
to success or failure of phage therapy. Here, we review how the animal host could influence
phage resistance and its consequence on the efficacy of phage therapy. We also discuss the
value of in vitro assays to anticipate phage resistance dynamics taking place during in vivo
treatments with the aim to provide personalized treatment.

Introduction

Antibiotic resistance is a major threat for public health worldwide, exposing human
populations to an increased risk of therapeutic failures (1). Yearly deaths are expected to rise
to ten million globally by 2050 if no major novel treatment becomes available (2). In the
current context of low discovery rate of new antibiotics, phage therapy is gaining weight as a
solution against MDR bacteria (3). However, beside case-series and few randomized
controlled trials (RCT), little data are currently available regarding the clinical efficacy of
bacteriophages (phages) (4).

Bacteria and phages coexist and coevolve in the environment including within animals. The
antagonistic nature of their relationships has been the subject of many studies that have
uncovered a large portfolio of molecular mechanisms of bacterial defences and phage counter
defences systems (5). Owing the appropriate set of genes, bacteria have the ability to interrupt
every step of phage infection cycle, from the adsorption of the viral particle to the release of
progenies (6). While a first wave of discovery of bacterial defences mechanisms, such as
restriction-modification systems, encompasses the golden age of phage research from the
50’s to the 80’s, we are currently experiencing a second wave that started with Crispr/Cas
systems and that is amplifying with the intense in silico search of novel defence systems, some
being experimentally validated (7-14).

Despite these diverse and numerous defence systems, many treatments of experimental
infections support the efficacy of phage therapy. Interestingly, these proofs of concept studies
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have often ignored the eventual issue of the selection of phage-resistant bacteria. A possible
explanation lies in the role of the animal host immune system that is synergistically acting
against bacteria whether they are susceptible or resistant to phages (15). Alternatively or
complementarily, reports have shown that phage-resistant bacteria carry such a fitness cost
(ie. loss of virulence) that they are unable to jeopardize the overall efficacy of the treatment
(16—18). In a retrospective analysis of human treatments provided over several years in Poland
authors have reported that phage resistance varied from 17% to 85% when phages targeting
Staphylococcus aureus and Escherichia coli, respectively, were used (19). Lebeaux et al.
reported in a case report that mechanisms of phage resistance were mutation (20). Moreover,
in a review of experimental models, Oeschlin showed also that phage resistance is not a rare
event (21). Confronted to the issue, the monitoring, analysis and exploitation of phage
resistance for improving the success of treatments has been previously discussed and
reviewed (22-24).

Here, we review recent clinical case reports of phage therapy (n=14) that included the study
of phage resistance. In addition, we collected 11 recent preclinical studies of phage therapy
targeting acute extra-intestinal infections and that monitored emergence of phage resistance
(Figure 1). We highlight the potential role of the animal host in the selection of phage resistant
clones and examine the consequence of phage resistance on the outcome of treatments.
Based on identified phage resistance mechanisms, we then discuss the value of in vitro tests
to predict which of those are taking place in vivo and how this information could be useful for
phage therapy.

The immunophage synergy underlies the success of phage therapy despite phage resistance

The success of a phage treatment relies on the intrinsic lytic properties of therapeutic phages,
the probability of encountering the targeted bacteria and the synergistic antibacterial action
with the immune system. The preponderance of this immunophage synergy was observed
when the phage treatment of an acute pneumonia by Pseudomonas aeruginosa failed in
immunocompromised mice (15). This failure was caused by the uncontrolled growth of phage
resistant bacteria that otherwise are eliminated by the immune system as predicted (25).
These experiments took advantage of an in vivo imaging tool to measure and quantify the real
time kinetics of phage therapy treatments (26). More recently, a pharmacometric study
assessing the dose and the route of administration to cure a lethal murine pneumonia induced
by a pathogenic strain of Escherichia coli relies on the same imaging tool to develop a
mathematical model that emphasizes the critical role of a refractory bacterial population,
including bacteria inaccessible and/or bacteria resistant to phages, in the therapeutic
outcome in immunocompetent animals (27). These studies demonstrate that during phage
therapy tripartite interactions between phages, bacteria and the host take place. It remains
to be determined the rate at which each of the two antibacterial components is synergistically
managing bacterial growth.
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The type of phage resistance affects the bacterial clearance by the host

During the course of an inhaled phage therapy for treating a P. aeruginosa pneumonia in mice,
Chang et al. reported that the phage resistance rate increased with the phage dose (30% for
MOI 4, 74% for MOI 250, and 90% for MOI 25000), while bacterial loads in the lungs at 24 h
post-treatment remained similar (1.3-1.9 log10) suggesting that phage resistant clones grew
in the lungs as well as the wild type strain (28). Phenotypes associated to the phage resistant
clones include increased susceptibility to ciprofloxacin, impaired twitching motility, and
reduced blue-green pigment production, suggesting that several resistance mechanisms could
be involved. Moreover, the level of cytokines in lungs 24 h post-treatment gradually decreased
with increase phage dose, which suggest that phage-resistant bacteria are less pro-
inflammatory than the parental strain, which in turn suggest that they could eventually persist
longer by not being as rapidly eliminated by the immune response than the wild type strain.
These data contrast to several reports showing that phage resistant bacteria display reduced
virulence and are then outfitted to persist at the site of infection (21, 29-32). Indeed, many
receptors used by phages (LPS, pili, flagella, capsules...) are also major virulence factors,
sometimes-even essentials for the pathogenic trait of bacteria (33). However, the diversity of
phage resistance traits has also been reported to be linked to the conditions of selection (34,
35). Moreover, a recent study by Gaborieau et al. (36) supports the above interpretation of
the study by Chang et al., yet by adding another layer of complexity. Indeed, these authors
found during an experimental phage therapy study that an E. coli strain become resistant to a
single phage by mutations affecting either the LPS of the K15 capsule. While the LPS mutants
have lost their virulence, the K15 capsule mutants kept an intact virulence trait (assessed in
mice), showing that during the course of a treatment phage resistant clones with opposite
fitness costs can be selected. Therefore, to which extent the selection of phage resistant
clones temporally coincide with the immunophage synergy process will be key in the overall
success or failure of the treatment.

The host responses to phages during treatment

In contrast to a single phage dose often used in experimental infections, several
administrations are provided during human treatments. Such repeated doses culminated with
the intravenous administration of phages twice a day over several months to manage a
Mycobacterium abscessus infection in a lung-transplanted cystic fibrosis patient (37).
Interestingly, no phage resistance emerged during this treatment as well others still targeting
M. abscessus, showing that phage resistance is not always observed over long periods of
treatment. Interestingly, the same phage treatment was applied to another patient, not
immunosuppressed during which authors noted the production of neutralizing antibodies
leading to stop phage administration (38). Additional phage treatments of mycobacterial
infections on 20 patients led to observed that neutralizing antibodies are not systematically
detected and are not significantly associated with treatment failures (39). The observation
that neutralizing antibodies to phages can be detected without jeopardizing the outcome of
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the treatment is an encouraging data as treatments often last long enough to build such
response. However, it raises the broader question on how the host immune response deals
with phages in general and in particular during treatment. The difference between these two
conditions lies in one hand on the relatively large amount of one or a few phages compared
on the other hand to the low amount of broad diversity of phages present in human associated
microbiota. The direct interaction between phages and immune cells, in absence of bacteria,
has been studied in vitro and in vivo and reviewed, but to date no conclusive general
observation could be drawn, which probably reflects the broad diversity of structural proteins
entering in the composition of viral particles (40). A recent case report provided a large
overview of the immune response during a phage treatment targeting P. aeruginosa (chronic
osteoarticular infection) using transcriptomics from whole blood samples over time (41).
These data revealed that most of the affected genes relate to the immune response to the
bacteria including those involved in autophagy, while few belong to intracellular viral
trafficking. Based on these data, authors advocate that phages drive globally a positive
immunomodulatory effect while they kill bacteria over time. Altogether, these case reports
support deeper investigations on the mechanistic role of the immune response during phage
treatment. Within the phage resistance focus of this review, it must be mentioned that any
significant impact of the immune response on the density of either bacteria or/and phages
would potentially affect the emergence rate of phage resistance.

Phage resistance mutations from in vitro and in vivo conditions converge towards the same
pathways

Since environmental conditions shape the dynamics of phage bacteria interactions, it is
anticipated that during phage therapy the conditions for the selection of phage resistant
clones would be different to well-controlled in vitro conditions in the laboratory. Salazar et al.
explored the arm-race evolution of an E. coli phage/bacterium couple in a murine model of
bacteriemia and in solid medium in vitro. Phage resistant clones emerged in both conditions
and their genome sequence revealed that the 21 resistant clones presented a mutation
located in the LPS biosynthesis pathway and additionally 10% of them had mutations in the
porin OmpA (30). Similarly, phage resistant clones of the A baumannii strain AB900 challenged
by phage ¢FG02 during a bacteriemia model or a co-culture in vitro displayed mutations only
in the K genes coding for the capsule. Interestingly, a strong convergence towards one gene
was also observed as five out of eight resistant clones isolated from eight mice targeted gtr29,
which was previously identified from in vitro condition (31). An original study followed the
parallel evolution of P. aeruginosa subjected to phage treatments in a single patient
(intranasal decolonization during 5 days) and in rich medium in vitro during 12 days (42). Phage
treatments were similars in both conditions with a daily phage application. Phage resistance
followed comparable dynamics, with similar rates associated with trade-offs on bacterial
virulence (assessed in a wax moth larvae model) or growth rate. The analysis of the genomes
of phage resistant clones revealed that 62% of mutations in vitro were also found in vivo, of
wich 77% were de novo mutations. These mutations occurred at high frequency in the same
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genes in vitro and in vivo (30% for flgL, 45% for mutS, 50% for mreC, 30% for mreD=30% and
40% for pilB) (42). Finally, a study of more than 50 phage resistant clones isolated from animals
(murine pneumonia) 24 h post-phage treatment and from in vitro liquid medium confirmed
the convergence reported above as mutations affected only the LPS and the K15 capsule
biosynthetic pathways, independently of their origin of isolation (36). The rate of emergence
of these resistant was faster in vitro than in vivo and their fitness costs evaluated by their
growth rate and their resistance to phagocytosis (amoeba model) could not distinguish neither
their origin (in vitro vs. in vivo) nor the mutated pathway (LPS vs. K15 capsule). Interestingly,
these authors found that some but not all phage-resistant clones affected in the same
pathway were susceptible to other phages that are unable to infect the ancestral bacteria.
This observation, also reported by Gordillo Altamirano et al. (31), offers an opportunity to
build phage cocktails based on the information collected from phage resistant clones.

Perspectives

The recent clinical reports of compassionate phage treatments are increasingly including the
monitoring of phage resistance. This is necessary and should be systematically considered
during future trials as it informs on the coevolutionary dynamics taking place in vivo. Based on
a vast literature reporting the characterization of phage resistance in laboratory conditions,
this naturally occurring phenomenon is undoubtedly taking place during phage therapy
treatment. However, the emergence of phage resistance does not systematically preclude the
positive outcome of treatments. Here, the nature of mutations will have a major impact on
the behaviour of phage resistant clones that could either take over the susceptible population
and worsen the clinical outcome, or could be rapidly eliminated to the benefit of the patient.
These opposite outcomes depend in part also on the immune response available to support
the management of pathogenic bacteria through immunophage synergy. The recent reports
reviewed here have shown that in vitro selected phage resistant clones displayed a mutational
convergence with in vivo selected clones. We then anticipate that the characterization of each
putative therapeutic phage will shortly include the sequencing of phage resistant clones
selected in vitro. Moreover, these resistant clones should also be further exploited to
determine their susceptibility to other phages. Altogether these data incorporated in public
databases will help guiding the choice of phages to be assembled into therapeutic cocktails
(43). Therefore, the mutational convergence between in vitro and in vivo conditions argues
against a direct role of the immune system on the nature of the selection of phage resistant
clones. However, the impact of the immune system on the density of bacterial or/and phage
populations certainly affects the rate of selection of phage resistant clones. Finally, most of
the current clinical treatments are provided in combination of antibiotics. When bacterial
targets of antibiotics are involved in phage infection it has been observed that phage resistant
clones display either higher or lower susceptibility to antibiotics (44, 45). The exploitation of
the re-sensitization of bacteria to antibiotics by the use of phages has been recently discussed
(24). The expected benefit of the combination of phages with other antibacterials should
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provide a more rapid decrease of the bacterial load that will ultimately accelerate the control
of the infection by the immune response (46).
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Figure 1. Phage resistance topic during phage therapy in 25 studies published since 2017. A. Number of studies
interested in phage resistance and proportion of resistance occurrence and mechanisms characterization; B.
Antibacterial treatments; B. Infection models; C. Bacterial species.
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