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ABSTRACT

The bacterial envelope is a widely studied subject, as it is the element that defines the boundary
between the bacteria and its surroundings. This barrier is important for bacterial viability and
integrity by protecting its contents and optimizing morphology to persist in its environment.
Similarly, it has a central role in the establishment of virulence allowing the bacterium to induce
infections and to secure itself in new living conditions.

The work presented in this thesis focused on the different functions of the envelope and how the
different bacterial species have been able to evolve to best adapt to their hosts and to the selection
pressure of their environment. In a first step, the research is focused on the study of the influence
of the resistance gene: mcr on bacterial fithess with an analysis of the modifications of bacterial
adhesion, resistance to human antimicrobial peptides and colonization of the intestinal tract in
Escherichia coli, showing the diversity of implications of the bacterial wall. Other properties have
been studied through the Neisseriaceae family by focusing on the role of the natural competence,
the adaptation to the microbial flora of the host and also cell-wall in the establishment of
morphology. Through the numerous techniques used and the diversity of the subjects of study
used, the work presented in this thesis testifies to the multiplicity of the roles of the bacterial
envelope, but also identifies the important elements that are composing it, and studied them to
better fight against the emergence of multi-resistant pathogens.

Keywords: Outer membrane, Escherichia coli, Neisseria, bacterial fithess, tropism, morphology.



RESUME

L’enveloppe bactérienne est un sujet largement étudié, car c’est I'élément qui définit la
limite entre la bactérie et son environnement. Cette barriére est importante pour la viabilité et
I'intégrité bactérienne en protégeant son contenu et en optimisant la morphologie pour perdurer
dans un milieu hostile. De méme, elle a un réle central dans la mise en place de la virulence
permettant a la bactérie d’induire des infections et de s'implanter au sein du microbiote.

Les travaux présentés dans ce mémoire se sont focalisés sur les différentes fonctions de la paroi
bactérienne et comment les différentes espéces bactériennes ont pu évoluer pour s’adapter au
mieux a leurs hétes et a la pression de sélection de leur environnement. Dans un premier temps,
les recherches se sont focalisées sur I'étude de l'influence du géne de résistance mcr sur le fitness
bactérien avec une analyse des modifications de I'adhésion bactérienne, de la résistance aux
peptides antimicrobiens humains et de la colonisation du tractus intestinal chez Escherichia coli,
montrant la diversité des implications de la paroi bactérienne. D’autres propriétés liées a la
'enveloppe ont pu étre étudiée au travers de la famille des Neisseriaceae en se focalisant sur le
rble de celle-ci dans le tropisme bactérien, et les mécanismes d'adaptations a la flore
nasopharyngée. Au travers des nombreuses techniques utilisées et par la diversité des sujets
d’étude utilisés, les travaux présentés dans ce mémoire témoignent de la multiplicité des réles de
la paroi bactérienne, mais aussi identifient les éléments importants qui la composent et qui
nécessitent d’étre étudié pour mieux lutter contre 'émergence des pathogénes multirésistants.

Mots-clés : Parois, Escherichia coli, Neisseria, fithess bactérien, tropisme, morphologie.



AVANT-PROPOS

La rédaction de ce mémoire s’inscrit dans la cadre de I'accord de bidiplomation entre la formation
en sciences experimentales de la santé de I'INRS - Centre Armand-Frappier Santé
Biotechnologies Québec et la formation d’ingénierie de la santé, parcours diagnostic biomédical
de I'Université Clermont-Ferrand France. Les résultats présentés ci-aprés sont donc le fruit de
trois mois de recherches, dirigées par Guillaume Dalmasso au sein de l'unit¢é UMR U01771,
M2ISH (Microbe, Intestine, Inflammation and Host Susceptibility) ainsi que dix mois de recherches
au sein du laboratoire de Frédéric Veyrier a I'INRS - Centre Armand-Frappier Santé

Biotechnologie.

La paroi bactérienne est une structure trés complexe et posséde de nombreuses propriétés vitales
pour la bactérie. Etant absente chez les Eucaryotes, elle a rapidement attiré I'attention de la
communauté scientifique dans la recherche de traitements dans la lutte contre les infections
bactériennes(Few et Schulman 1953). Cependant aprés la découverte de traitements
antibiotiques efficaces, 'usage abusif de ceux-ci a déclenché le développement de nombreux
phénoménes de résistances aux antibiotiques et [lapparition in fine de bactéries
« multirésistantes » (pouvant résister a plusieurs familles d’antibiotiques) (« Multiresistant
organisms: bacteria and beyond : Current Opinion in Organ Transplantation » s. d.). L’apparition
de tels organismes inquiete grandement I'Organisation mondiale de la santé (OMS), placant la

résistance aux antibiotiques comme une menace pour la santé publique mondiale.

C’est dans ce contexte que jai commencé a m’intéresser a la paroi bactérienne et a ses
propriétés. En effet, j’ai pu réaliser un stage dans I'unité UMR U01771, M2ISH (Microbe, Intestine,
Inflammation and Host Susceptibility) du Professeur Nicolas Barnich, sous la supervision du
Professeur Guillaume Dalmasso lors de ma premiére année de maitrise. Ce stage m’a permis de
réaliser une étude des variations du fithess bactérien en présence de génes de résistances aux
antibiotiques chez E. coli, en me focalisant principalement sur les modifications du
lipopolysaccharide bactérien en présence du géne de résistance a la colistine mcr et son influence

sur le comportement bactérien.

Pour poursuivre mes recherches sur la paroi bactérienne, j'ai rejoint I'équipe Evolution des
symbiotes bactériens du Professeur Frédéric Veyrier spécialisée dans I'étude de la famille des
Neisseriaceae, et qui est particulierement intéressée par le tropisme bactérien et I'adaptation de
la famille a la flore du nasopharynx. Mes recherches au sein du laboratoire m’ont amené a
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travailler sur la compétence naturelle des Neisseria commensales dans un contexte de modéle

d’infection, mais aussi sur la régulation morphologique de cette famille.

Ce mémoire est séparé en deux sections, une premiére relatant de 'ensemble des résultats que

jai pu récolter lors de mon stage de premiére année de maitrise et la seconde sur mon projet de
recherche de deuxiéme année de maitrise.
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LISTE DES EQUATIONS :

Equation 1 : Calcul pour déterminer ’'UFC ou I'unité formant colonie par puits
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PARTIE | : LES GENES DE LA FAMILLE DES MCR
CONFERANT LA RESISTANCE A LA COLISTINE
INFLUENCENT-ILS LE FITNESS DES BACTERIES ?

INTRODUCTION

l. L’émergence des résistances aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques (RA) est un probléme majeur de santé publique. En effet
'usage excessif et inapproprié des antibiotiques a permis a de nombreuses bactéries de
développer des mécanismes de résistance qui s’avérent délétéres dans le traitement de
nombreuses pathologies (Millan 2018). De plus on détecte un nombre croissant de bactéries dites
mutilrésitantes, c’est-a-dire capables de résister a plusieurs antibiotiques. Un exemple serait la
famille des Neisseria avec particulierement la bactérie Neisseria gonorrhoeae dont le catalogue
de résistance ne fait qu’augmenter les années 80 et qui a touché 82,4 millions de personnes en
2020 .(« Gonorrhée multirésistante » s. d. ) On estime a 700 000 le nombre de décés par an dans
le monde liés a des résistances aux antibiotiques et une étude prédictive annonce méme pour les
années 2050, 10 millions de morts par an dus a la RA soit plus que le nombre de décés liés aux
cancers (O’Neill 2016).

Dans ce contexte, il est indispensable de conserver des antibiotiques toujours actifs contre les
bactéries. Il faut pour cela utiliser de maniére raisonnée les antibiotiques afin de limiter
I'émergence de la RA et utiliser en dernier recours les antibiotiques encore a ce jour efficaces
contre les bactéries multirésistantes. Les antibiotiques ciblent de nombreuses bactéries qui
peuvent étre classées en deux grandes familles en fonction de leur composition membranaire.
Les bactéries dites a Gram positif qui possédent au-dessus de leur bicouche lipidique une épaisse
paroi faite de peptidoglycane et les bactéries dites a Gram négatif qui possédent au-dessus de
leur bicouche lipidique une fine paroi de peptidoglycane surmontée d’'une deuxiéme bicouche
lipidique (Figure 1). La colistine est un antibiotique de dernier recours (figure 4). Cette molécule

fait partie de la famille des polymyxines, des agents cationiques constitués d'un peptide cyclique



et d’'une queue hydrophobe (Figure 2), utilisés contre les bactéries a Gram négatif dont la famille

des Neisseria.

Bactérie Gram - Bactérie Gram +

Membrane externe

Peptidoglycane Peptidoglycane

Périplasme

“ Membrane cytoplasmique illll “ n “ “ n " " “ “ " Membrane cytoplasmique

La colistine a été utilisée jusque dans les années 1970-1980, mais sa forte néphrotoxicité a
Figure 1 : Composition membranaire des bactéries Gram + et Gram - : les bactéries peuvent

Periplasme

étre différenciées en deux catégories selon la composition de leurs parois, les bactéries dites Gram
— possédent une mince couche de peptidoglycane ainsi qu'une bicouche lipidique supplémentaire
: la membrane externe. Pour les bactéries Gram + on retrouve uniquement une grosse couche de
peptidoglycane. Figure modifiée a partir de la publication de (Rohde 2019)

participé a son remplacement vers la fin du XXe siécle par d’autres antibiotiques mieux tolérés
(Abd El-Baky et al. 2020). Les impasses thérapeutiques rencontrées en clinique lors d’infections
par des bactéries Gram négatif multirésistantes ont obligé a reconsidérer 'usage de la colistine
qui fait maintenant partie de la lutte contre ces infections. Cependant, en 2015, il a été rapporté
en Chine des patients porteurs de souches résistantes a la colistine rendant de ce fait le traitement

inefficace (Y.-Y. Liu et al. 2016).
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Il Mcr-1 le géne de résistance a la colistine

Il existe de nombreux mécanismes de résistances aux antibiotiques qui peuvent étre
obtenus par des mutations chromosomiques, mais aussi par l'acquisition d’éléments
extrachromosomiques chez les bactéries. Cette acquisition se fait principalement par des
transferts horizontaux de matériel génétique (Figure 3) (Alekshun et Levy 2007), des éléments

genetiques comme les plasmides peuvent étre des vecteurs de résistances.

Transformation

Cellule receveuse

Transduction

Conjuguaison

Figure 3 : Transferts horizontaux favorisant la transmission des génes de résistances. |l existe
plusieurs mécanismes de transferts horizontaux permettant 'échange de matériel génétique, dont
les génes de résistances.

Dans le cadre de la colistine, un plasmide contenant le géne mcr-1 a été récemment identifié
comme source de la résistance a cet antibiotique chez les Entérobacteriales, et plus précisément

dans I'espéce E. coli (Y.-Y. Liu et al. 2016). Le fait que la résistance soit portée par un plasmide
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inquiéte la communauté scientifique et médicale, car ces éléments génétiques diffusent facilement
entre les souches bactériennes facilitant grandement la transmission de mcr-1. En effet, quelques
années seulement aprés sa découverte, mcr-1 a été retrouvé hébergé dans des bactéries
colonisant aussi bien les humains que les animaux domestiques ou sauvages (Y.-Y. Liu et al.
2016). Mcr-1 code pour la protéine MCR-1, une phosphoethanolamine transférase qui va modifier
un phosphate du lipide A du lipopolysaccharide (LPS), site d’action de la colistine (Bialvaei et
Samadi Kafil 2015) par I'ajout d’un groupement phosphoethanolamine. Ceci a pour conséquence
la neutralisation de la charge du LPS empéchant la fixation de la colistine sur ce dernier abolissant
ainsi son effet bactéricide (Abd EI-Baky et al. 2020) (Figure 4).

Membrane extermne L
7./
/)
1

Peptidoglycane

Membrane cytoplasmique

)OO0V VOO0 OO00®

LPS N
Lipide A N

Colistine O

Figure 4 : Mécanisme d’action de la colistine sur la membrane externe des bactéries Gram
-. Le lipide A du LPS est chargé négativement. La colistine, qui est une molécule chargée
positivement, vient se fixer au niveau du lipide A, entrainant une déstabilisation de la membrane,

la création de pores et donc la mort de la bactérie. (Bialvaei et Samadi Kafil 2015)



M. Propriétés et composition du LPS

Les lipopolysaccharides sont des molécules retrouvées dans la membrane externe des bactéries
a Gram négatif. Les LPS sont constitués d’'un lipide, le lipide A, liée a une longue chaine

polysaccharidique et un antigéne O (Oliveira et Reygaert 2021) (Figure 5).

SMOOTH (S-) LPS
ROUGH (R-) LPS

‘O different sugar moieties

A ;10 00000000V BDBO® ¢ ormimcnirn
\/\/\/\/x z g . . . O O VAVA YA AVAN acyl chains of various length

NAAAN
3 @ phosphate group

@ ethanolamine

Lipid A Core O-antigen
Figure 5 : Structure du lipopolysaccharide (LPS). Le LPS est composé de trois parties : un lipide
A attaché a la membrane, une chaine polysaccharidique et un antigéne O. Les carrés gris

représentent les groupements phosphates du lipide A (Steimle, Autenrieth, et Frick 2016).

Le LPS est une molécule qui posséde de nombreuses propriétés, dont celle d’étre endotoxique
(fonction portée par le lipide A) (Trent 2013), c’est-a-dire capable d’induire une forte réponse
inflammatoire aprés avoir été reconnue par le récepteur TLR4 ( Toll-like receptor ) de 'immunité
innée. Dans le cadre de la résistance a la colistine, les modifications du lipide A le rendent moins
anionique empéchant la colistine, molécule a charge positive, de bouleverser I'équilibre des
charges et de déstabiliser la membrane (Abd El-Baky et al. 2020) (Figure 5). L’étude du lipide A

parait donc capitale pour mieux comprendre la problématique de la résistance a la colistine.
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V. Mcr-1 apporterait aux bactéries d’autres propriétés que la simple

résistance a la colistine

Etant donné l'importance notamment du point de vue clinique de mcr-1, des travaux ont été
entrepris afin de mieux comprendre la régulation de I'expression de mcr-1. Il a été constaté qu'il
est toujours porté par des plasmides qui ont la particularité d’étre présents en faibles copies dans
les bactéries (J. Yang et al. 2021). Parallélement, les bactéries résistantes a la colistine présentent
de faibles CMI (la CMI étant la concentration minimale inhibant toute croissance visible des
bactéries) et des taux de transcrits codant mcr-1 en faibles quantités (Q. E. Yang et al. 2020). Ces
observations suggérent une régulation fine de I'expression de mcr-1. Afin de mieux comprendre
I'importance pour les bactéries de contréler la traduction de MCR-1, le géne a été cloné dans un
vecteur d’expression possédant un promoteur inductible par I'arabinose. Il a été constaté que plus
la concentration d’arabinose était élevée, plus la survie bactérienne était impactée (Q. E. Yang et
al. 2020). L’hypothése avancée est que MCR-1, en s’enchassant dans la membrane bactérienne,

finit par la déstabiliser en tuant ainsi la bactérie.

Des résultats préliminaires obtenus par le laboratoire M2ISH suggérent que MCR-1 joue un réle
qui pourrait aller au-dela de la résistance a la colistine, la protéine pourrait influencer le fitness
bactérien, c’est-a-dire, la capacité de la bactérie a s’adapter aux conditions de son environnement.
Pour aller plus loin, mcr-1 a été cloné dans le vecteur d’expression pBK-CMV (Non publié). Ce
plasmide a ensuite été électroporé dans la souche E. coli CFT073, une souche de référence
responsable d’infection urinaire dont le réservoir naturel est le tractus digestif. Cette souche a
aussi été rapportée comme pouvant induire chez la souris une inflammation lors d’'une infection
par gavage (Rosadini et Kagan 2017). La souche E. coli CFT073 possédant le plasmide pBK-
CMV-mcr-1, arbore une CMI pour la colistine comparable a celle observée pour les souches
d’'origines hospitaliéres possédant mcr-1, alors que la souche E. coli CFT073 possédant le
plasmide pBK-CMV vide est sensible a cet antibiotique. In vitro, le laboratoire a observé que MCR-
1 permet a la bactérie de mieux adhérer aux cellules épithéliales intestinales. Parallélement, les
bactéries qui traduisent MCR-1 exhibent une plus grande résistance aux peptides antimicrobiens
(PAM) aussi bien d’origine bactérienne qu’humains, et possédent un LPS aux capacités
inflammatoires amoindries. Toutes ces modifications se traduisent in vivo par une plus grande
capacité des bactéries a coloniser le tractus digestif des souris tout en inhibant la réponse

inflammatoire.



Figure 6 : Résumé des résultats obtenus par le laboratoire M2ISH concernant I’étude de

mcr-1.(Dalmasso et al., s. d.) L’expression de mcr-1 modifie le fitness bactérien.

(OE))

W

MCR-1 induit un comportement commensal
chez un Escherichia coli pathogéne
extraintestinal

Le LPS dérivé d'une souche
mcr-1 positive est moins

Mecr-1 favorise I'adhésion de inflammatoire Mecr-7 augmente la
£ coliaux cellules résistance aux peptides
épithéliales intestinales antimicrobiens

V. Objectifs du projet de recherche

A ce jour, 10 membres de la famille mcr ont été rapportés dans la littérature. Nous nous

sommes alors demandé lors de mon stage si la modification du fitness bactérien était unique a

MCR-1 ou bien si c’était une caractéristique commune aux protéines de cette famille. Le

laboratoire disposant de souches possédant les génes mcr-3 et mer-9, ces derniers ont été clonés

dans le plasmide pBK-CMV qui a ensuite été introduit dans la souche E. coli CFT073. L’expression

de MCR-3 et -9 a été validée par une augmentation de la CMI en présence de colistine.

Le fitness bactérien est un terme qui peut regrouper beaucoup de comportements et d’actions

des bactéries. Durant ce stage, I'étude de I'impact de MCR-3 et -9 a été orienté sur trois

paramétres : l'adhésion des bactéries aux cellules épithéliales intestinales, le pouvoir

inflammatoire du LPS et la résistance aux PAM.
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MATERIELS ET METHODES

l. Culture cellulaire

Les cellules épithéliales intestinales humaines HT-29 (ATCC) ont été cultivées a 37°C, sous une
atmosphére humide contenant 5% de CO> dans du milieu DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s
medium, Gibco) additionné de 10% de sérum de veau foetal (SVF, Cambrex), 1% d’acides aminés
non essentiels, 1% de L-glutamine, 1% de vitamines, 200 U/L de pénicilline, 50 mg/L de
streptomycine et 0,25 mg/L d’amphotéricine B (Invitrogen). Le milieu de culture a été renouvelé
tous les deux jours et les cellules ont été repiquées a l'aide d’'une solution de 10% de trypsine
lorsqu’elles étaient a ~80% de confluence. La veille de linfection, les cellules HT-29 ont été
ensemencées en plaque 24 puits a une densité de 5.10° cellules par puits dans un milieu dépourvu

d’antibiotique.

1. Culture bactérienne

Les bactéries ont été cultivées en milieu LB (Lysogeny Broth) a 37°C sous agitation. Nous avons
utilisé la souche uropathogéne de référence E. coli CFT073 hébergeant le plasmide pBK-CMV
vide (Agilent Technologies) ou hébergeant le plasmide pBK-CMV contenant le géne mcr-3 ou
mcr-9. De maniére a ce que les bactéries conservent le plasmide pBK-CMV lors de leur
croissance, de la kanamycine (50 ug/mL) a été ajoutée au milieu de culture. Aprés une nuit de
culture, la quantité de bactéries a été déterminée par une mesure de la densité optique (DO) a
600 nm et des dilutions étalées sur géloses nutritives afin de pouvoir établir une relation entre la

DO et le nombre d’'UFC (unité formant colonie).

M. Infection des cellules et quantification du nombre de bactéries

adhérentes

A partir de suspensions bactériennes ensemencées la veille, les cellules ont été infectées pendant
3h a une multiplicité d’infection de 100 bactéries par cellule (MOI = 100). Aprés 3h d’infection, les
cellules ont été lavées 4 fois avec du PBS et lysées dans 500 uL de Triton 1X. Les lysats ont

ensuite été dilués dans de I'eau physiologique (0,9% NaCl) et étalés sur des



géloses Luria Bertani. Aprés 24h d’'incubation a 37°C, les bactéries ont été dénombrées et les

résultats exprimés en UFC/puits (unité formant colonie) (Equation 1).

Equation 1 : Calcul pour déterminer 'UFC ou I’'Unité formant colonie par puits.

Nombre de colonies X facteur de dilution

Volume de culture

V. Résistance des bactéries aux peptides antimicrobiens

Les bactéries ont été ensemencées la veille et cultivées comme décrit précédemment. Le jour
de I'expérience, les bactéries ont été lavées dans du tampon phosphate (5,15 mM NaH2PO.
+ 13,8 mM Na;HPO4, pH = 7,2) puis des suspensions bactériennes calibrées a la densité
optique de 0,5 McFarland ont été réalisées grace a un spectrométre portatif (Densichek plus)
et aliquotées (100 uL) dans des tubes de 1,5 mL. Le peptide LL-37 (PeptaNova) a ensuite été
incubé avec les bactéries a 37°C sous agitation. Aprés dilutions et étalements sur géloses LB,

les UFC ont été dénombrés et les résultats ont été exprimés en pourcentage de survie (%).

V. Dosage de I'lL-8

Les milieux de cultures des cellules HT-29 ont été récupérés, centrifugés 5 minutes a 5000g
et conservés a -20°C. Le dosage de l'interleukine-8 a été effectué en utilisant le « Human IL-
8/CXCL8 Quantikine ELISA Kit » (R&D Systems) en suivant les recommandations du

fabricant.

VI. Purification du LPS

Les bactéries ont été cultivées dans 50 mL de LB toute une nuit comme décrit précédemment
puis centrifugées 10 minutes a 5000 rpm a 4°C. Le culot a été lavé dans du PBS et centrifugé
comme précédemment. Le culot a été repris dans 5 mL de PBS, puis soniqué (Amplification
a 30%, 20 fois 30 secondes avec 30 secondes de pause entre chaque sonification). Le lysat
bactérien a ensuite été incubé 1h a 56°C avec de la protéinase K (200pg /mL). Enfin, du
MgSOs (1M), du chloroforme (1M), de la RNAse (10mM) et de DNAse (10mM) ont été ajouté
et les tubes mis a 37°C pendants 24h. Le jour suivant du phénol a 90% a été ajouté (vol/vol)
et les tubes ont été mis a incuber 15 minutes a 68°C. Les tubes ont été refroidis dans la glace
15 minutes, puis centrifugés 15 minutes a 11000 rpma 4°C. Aprés avoir récupére la phase

supérieure contenant le LPS, 300uL d’eau distillée ont été ajoutés pour extraire de nouveau
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la phase phénolique. La phase d’extraction du LPS a été réalisée deux fois pour étre sire de
bien avoir récupéré toute la phase supérieure dans les tubes d’extractions. Le LPS purifié a

été lyophilisé puis repris dans du PBS stérile (stock a 1 mg/mL) et stocké a -20°C.

VIl. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a partir d’Excel ainsi que du Logiciel GraphPad
Version 8. Pour chaque comparaison un test de Shapiro Wilk a été effectué pour tester la
normalité, puis en fonction du résultat un test paramétrique (Test de Student) ou un test non

paramétrique (Test de Mann-Whitney) a été appliqué pour comparer les différentes conditions.



RESULTATS

l. MCR-3 et MCR-9 augmentent la capacité d’adhésion des bactéries aux

cellules épithéliales intestinales
Les travaux du laboratoire menés sur mcr-1 montrent que les E. coli CFT073 possédant ce
gene sur le plasmide pBK-CMV adhérent mieux aux cellules épithéliales intestinales HT-29 que
les E. coli possédant le plasmide pBK-CMYV vide. (Dalmasso et al., s. d.) Nous nous sommes alors

intéressés a I'impact de mcr-3 et mer-9 sur I'adhésion bactérienne.

Dans un premier temps et afin de vérifier si la présence des génes mcr-3 et mcr-9 n’impactait pas
la croissance des bactéries (ce qui pourrait fausser nos conclusions sur les expériences
d’adhésion), nous avons dénombré les bactéries en culture dans du bouillon Luria comme
présenté dans le Tableau 1 aucune différence significative dans la pousse des bactéries n’a été

observée.

Tableau 1 : Quantité de bactéries E. coli CFT073 aprés une nuit de culture en bouillon Luria
Des E. coli CFT073 transformés avec le plasmide pBK-cmv vide (CFT073 + vide) ou transformée
avec le plasmide pBK-cmv contenant soit le géne mcr-3 (CFT073 + mcr-3) soit le géne mcr-9
(CFTO73 + mcr-9) ont été cultivées une nuit dans du bouillon Luria. Aprés une nuit de culture, la
densité optique (DO) a 600 nm a été mesurée et des dilutions étalées sur géloses nutritives. Aprés

24h, les unités formant colonie ont été dénombres et mises en rapport avec la DO et le volume

etalé.
Quantité de bactéries (CFU/mL/unité de
DO)
CFTO73 + mcr-9 2,34.108
CFTO073 + mcr-3 3,8.108
CFT073 + vide 3,6.108

Les résultats des expériences d’adhésions sont présentés dans la Figure 7. Nous pouvons
observer une augmentation significative de I'adhésion bactérienne lorsque les cellules sont
infectées par la souche exprimant MCR-3 par rapport a la souche témoin (E. coli contenant le
plasmide vide) (Figure 7a). Cette augmentation significative du nombre de bactéries adhérentes

est également retrouvée lorsque les bactéries expriment MCR-9 (Figure 7b).
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Ces résultats montrent que tout comme MCR-1, MCR-3 et MCR-9 induisent une forte

augmentation du pouvoir adhérent des E. coli.
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Figure 7 : MCR-3 et MCR-9 augmentent I’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales
intestinales. Des cellules HT-29 ont été infectées pendant 3h avec une souche d’E. coli CFT073
possédant le plasmide pBK-cmv vide ou possédant le plasmide pBK-cmv permettant I'expression
de MCR-3 (E. coli mcr-3+) (a) ou MCR-9 (E. coli mcr-9+) (b). Aprés plusieurs lavages en PBS afin
d’éliminer les bactéries non adhérentes, les cellules ont été lysées et des dilutions sérielles ont
été étalées sur des géloses nutritives. Les résultats sont exprimés en UFC/puits * I'écart type.

Les résultats sont la représentation de 8 expériences cumulées sur une manipulation. *** p<0,001

Il MCR-3 et MCR-9 diminuent le pouvoir pro-inflammatoire du LPS

Le LPS est une molécule d'origine bactérienne, détectée par le systtme immunitaire inné et
responsable d’'une inflammation. Les cellules épithéliales intestinales sont la premiére ligne de

défense contre les agressions microbiennes et lorsqu’elles détectent des motifs microbiens elles



secrétent principalement de I'lL-8. Cette chimiokine a pour role de recruter le systéme immunitaire

au lieu d’infection (Bickel 1993). Les travaux précédents menés au laboratoire ayant

montré que le LPS dérivé de la bactérie E. coli CFT073 transformée par le plasmide pBK-CMV
permettant 'expression de MCR-1 possédait un LPS moins inflammatoire que celui dérivé de la
bactérie E. coli CFT073 possédant le plasmide pBK-CMV vide (non publié), nous avons alors
testé les capacités inflammatoires du LPS dérivé de la bactérie E. coli CFT073 transformée par
le plasmide pBK-CMV permettant 'expression de MCR-3 ou de MCR-9.
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Figure 8 : MCR-3 et MCR-9 diminuent le pouvoir pro-inflammatoire du LPS. Les cellules HT-29 ont
été stimulées pendant 3h avec du LPS (0,1 pg/ml) purifié a partir de la souche d’E. coli CFT073
possédant le plasmide pBK-cmv vide ou possédant le plasmide pBK-cmv permettant I'expression de
MCR-3 (E. coli mcr-3+) (a) ou MCR-9 (E. coli mcr-9+) (b). La concentration en IL-8 présente dans les
surnageants de culture a été dosée par ELISA. Les résultats sont exprimés en pg/mL + I'écart type.

Chaque point correspond a un réplica. *** p<0,001.
Comme présenté dans la Figure 8a, le LPS dérivé de la bactérie exprimant MCR-3 est

significativement moins inflammatoire que celui dérivé de la bactérie transformée par le plasmide
vide. Les mémes résultats sont obtenus avec le LPS dérivé de la souche E. coli CFT073 exprimant
MCR-9 (Figure 8b).

15



Ces résultats montrent que tout comme MCR-1, MCR-3 et MCR-9 diminuent les propriétés

inflammatoires du LPS des E. coli.

M. Contrairement a MCR-3, MCR-9 ne protége pas les bactéries des peptides

antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAM) sont des peptides aux propriétés antibiotiques produits lors
de la réponse immunitaire innée (Annunziato et Costantino 2020). Les PAM cationique, comme
la cathélicidine ou LL-37, hBD-2 (human beta-defensin-2) et HD-5 (human alpha-defensin-5), ont
des propriétés électrostatiques importantes(Ernst, Guina, et Miller 1999) qui leur permettent de
se fixer par affinité de charges a la membrane externe des bactéries Gram négatif et de les tuer
en y créant des pores (G. Wang et al. 2019). Les modifications du LPS, et plus précisément du
lipide A par ajout d'un groupement arabinose ou phosphoéthalonamine, conduisent a la
modification de sa charge électrique (vers la neutralité) empéchant ainsi la fixation des PAM
cationiques et donc entrainant I'acquisition d’'une résistance a ces derniers (Shah, Hancock, et
Fernandez 2014).
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Figure 9 : Contrairement a MCR-3, MCR-9 n’augmente pas la résistance des bactéries au LL-
37. Les E. coli CFT073 transformés par le plasmide pBK-CMV vide, ou par le plasmide permettant
I'expression de MCR-3 (E. coli mcr-3+) (a) ou I'expression de MCR-9 (E. coli mcr-9+) (b) ont été
incubés ou non pendant 3h avec 20 ug de LL-37. Des dilutions sérielles ont ensuite été étalées
sur des géloses nutritives. Les résultats sont exprimés en pourcentage de survie  I'écart type (la

condition sans peptide étant le 100% de survie). NS, non significatif.

Les travaux menés au laboratoire M2ISH montrent que MCR-1 permet une augmentation de la
résistance aux PAM LL-37, hBD-2 et HD-5. Nous avons testé la résistance au LL-37 de la bactérie
E. coli CFT073 exprimant MCR-3 ou MCR-9. Pour cela, des inocula équivalents de bactéries E.
coli CFT073 transformés avec le plasmide pBK-CMV permettant I'expression de MCR-3 ou de
MCR-9 ainsi que des E. coli CFT073 transformés avec le plasmide vide ont été incubées ou non
avec le LL-37. Comme présenté dans la Figure 9a, la présence de MCR-3 a une tendance a
augmenter la résistance de la bactérie au LL-37. En revanche, cet effet n’est pas observé lorsque
la bactérie exprime MCR-9 (Figure 9b).

Nos résultats montrent donc que la présence de MCR-3 ou de MCR-9 ne semble pas se traduire
par un effet similaire sur la résistance des E. coli au LL-37. Alors que MCR-3 se rapproche de
I'action déja observée par le laboratoire pour MCR-1, MCR-9 ne protége pas les bactéries du LL-
37.

16



DISCUSSION

Les bactéries portant des génes de la famille mcr représentent un danger croissant au
niveau mondial du fait de leur capacité a résister a un antibiotique de dernier recours, la colistine.
Ces génes sont retrouvés préférentiellement chez E. coli (91%). De maniére a mieux comprendre
leur impact sur les bactéries les hébergeant, le laboratoire M2ISH a cloné le géne mcr-1 (le
premier géne de la famille décrit et le plus répandu au niveau mondial) dans un vecteur
d’expression et transformé la bactérie E. coli CFT073 avec cette construction. Le choix s’est porté
sur cette souche qui est une souche de référence d’E. coli uropathogéne, car son réservoir naturel
est le tractus digestif et fait partie des rares E. coli possédant des propriétés inflammatoires chez
la souris, un modéle que souhaiterait utiliser le laboratoire pour tester I'effet de MCR-1 sur la
réponse inflammatoire. Les travaux ont montré notamment que MCR-1 permettait une meilleure
colonisation bactérienne du tractus digestif des souris en i) favorisant I'adhésion aux cellules
épithéliales intestinales, ii) augmentant la résistance aux PAM, iii) diminuant les propriétés

inflammatoires du LPS.

Le laboratoire s’est ensuite posé la question de savoir si les résultats trouvés avec MCR-1 étaient
extrapolables a d’autres membres de la famille MCR. De maniére a répondre a cette question,
mcr-3 et -9, retrouvés dans des souches que possédait le laboratoire, ont été clonés a leur tour.
Les résultats obtenus lors de ce projet semblent confirmer que MCR-3 et MCR-9 vont, tout comme
MCR-1, permettre une meilleure adhésion des bactéries aux cellules épithéliales intestinales. De
plus, les LPS produites par les bactéries exprimant MCR-3 et MCR-9 sont moins inflammatoires
que les LPS produits par des E. coli n’exprimant pas de protéine MCR. Ces données, pourraient
faire penser que la présence chez E. coli d’'un géne mcr « faciliterait » le pouvoir colonisateur de
cette derniére et donc son implantation digestive. En effet, le microbiote intestinal étant un
environnement hautement compétitif, mieux adhérer aux cellules de I'hbte et atténuer la réponse
immunitaire innée pourrait permettre de coloniser des niches écologiques auxquelles d’autres
bactéries auraient difficilement accés. Cette hypothése s’avere d’autant plus intéressante que
MCR-3 (tout comme MCR-1) semble augmenter la résistance au peptide antimicrobien LL-37. La
encore, une meilleure résistance aux PAM permettrait 'accés a de nouvelles niches écologiques.
A ce stade, les résultats obtenus sur les PAM avec la bactérie exprimant MCR-3 ne sont pas
significatifs et seulement une tendance est observée (due notamment a une grande hétérogénéité
des résultats). La variabilité de nos résultats pourrait s’expliquer par le fait que le peptide LL-37

utilisé dans cette étude avait déja subi de nombreux cycles de congélation/décongélation,



ce qui aurait pu altérer son efficacité. En effet, nous avons commencé a tester la résistance des
souches exprimant différents MCR aux peptides hBD-2 et HD-5 qui eux n’avaient jamais été
décongelés, et les résultats semblaient beaucoup plus homogénes. Nous n’avons pu seulement
effectuer deux essais, mais il semblerait que les résultats soient similaires a ceux obtenus avec
le LL-37. Il est a noter toutefois que MCR-9, contrairement a MCR-1 et -3 ne semble pas protéger
les bactéries du LL-37. Ce résultat est différent de ce que nous aurions pu attendre au regard des
données obtenues en ce qui concerne I'adhésion et le pouvoir inflammatoire du LPS des souches
exprimant MCR-9. Nous n’avons pas d’explication a ce stade. Le plasmide pBK-CMV posséde un
promoteur inductible a I'PTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside). Cependant, la répression
n’est pas totale et lorsque mcr-1, et mcr-3 sont clonés dans ce plasmide, nous observons, sans
ajout d’'IPTG, des CMI de 4 mg/L (une entérobactérie est résistante a la colistine lorsque la CMI
est supérieure ou égale a 4 mg/L), ce qui est comparable aux CMI des souches cliniques. En
revanche, les souches cliniques possédant le géne mcr-9 collectées par le CNR du laboratoire de
Bactériologie du CHU de Clermont-Ferrand ne sont jamais résistantes a la colistine et le clonage
de mcr-9 dans le plasmide pBK-CMV donne toujours des CMI compris entre 0,25 et 0,5 mg/L. Les
résultats avec les différents mcr clonés donnant les mémes CMI que les souches cliniques, nous
avons décidé de ne jamais utiliser d'IPTG. Cependant, il serait intéressant de refaire les
expériences en utilisant de I'lPTG de maniére a tester si une transcription plus importante du géne
mcr-9 se traduit par une résistance aux PAM. Il a en effet été montré récemment que le clonage
de mcr-9 induit une résistance a la colistine que lorsqu’il est cloné dans un vecteur inductible et
que I'on ajoute l'inducteur (Ling et al. 2020). Nous pouvons imaginer que la « fuite » du promoteur
se trouvant dans le plasmide pBK-CMYV suffit pour induire une transcription basale conduisant aux
effets observés (adhésion, pourvoir inflammatoire du LPS), mais que la quantité de protéine MCR-

9 reste insuffisante pour induire la résistance a la colistine ainsi que la résistance aux PAM.

Nos résultats ont tous été obtenus in vitro et semblent suggérer que I'expression de MCR-3 et,
dans une moindre mesure MCR-9, pourrait faciliter 'implantation digestive a 'image de MCR-1. Il
serait donc intéressant d’envisager des expériences in vivo en infectant par gavage des souris
avec la souche E. coli CFT073 exprimant on non une protéine MCR et de suivre sa présence dans
les féces au cours du temps. Nous pourrions utiliser des souris gnotobiotiques comme le modeéle
de flore contrblée OMM-12 (oligo-mouse microbiota). Les souris OMM-12 possédent un
microbiote intestinal composé uniquement de 12 souches bactériennes qui sont représentatives
des 5 phyla bactériens les plus abondants dans le tractus digestif des souris (Brugiroux et al.

2016). Elles présentent 'avantage de mimer de maniére simplifi€ée le microbiote intestinal tout en
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laissant 'accés a des niches écologiques a d’autres bactéries, facilitant ainsi leur implantation, ce
qui est bien souvent extrémement difficile sans avoir recours a des antibiotiques dans des souris
possédant une flore complexe (Brugiroux et al. 2016). Ce modéle permettrait de répondre a la
question concernant I'avantage que constituerait la présence d’'un géne mcr dans l'implantation

digestive des souches.

Enfin, des souris déficientes pour 'homologue murin du géne LL-37 (LL37-/-) sont disponibles au
laboratoire M2ISH, et dans le cas ou la plupart des protéines MCR conférent une résistance
accrue a ce peptide, nous pourrions envisager de gaver ces souris afin de comparer la persistance

des bactéries dans le tractus digestif des souris LL37-/- avec des souris sauvages.

Les données obtenues lors de ce stage confirment certains résultats obtenus avec mcr-1.
Cependant, des divergences sont apparues en ce qui concerne la résistance aux PAM. Il serait
donc intéressant d’augmenter la collection de génes mcr étudiés pour pouvoir généraliser ou non
nos conclusions. L’étude du géne mcr-2 avait été envisagée au cours de ce stage, car trés proche
genetiquement de mcr-1 avec 81,3% d’identité (Ling et al. 2020). Cependant, et ce malgré
plusieurs essais (dont certains effectués lors de mon stage), son clonage dans le plasmide pBK-
CMV n’a pas pu étre réalisé. En nous appuyant sur les données de la littérature, nous avons
essayé de formuler une hypothése expliquant notre incapacité a obtenir une souche qui héberge
le plasmide pBK-CMV-mcr-2. Des travaux précédents ont montré que I'expression de MCR-1 était
finement régulée (Liu et al.). En effet, mcr-1 est toujours retrouvé hébergé sur des plasmides
présents en faibles copies et les niveaux de transcrits sont également trés faibles. Ces auteurs
ont également montré a I'aide d’'un promoteur inductible contrélant la transcription de mcr-1, que
la protéine MCR-1 présente en trop grande quantité entraine la mort des bactéries. Les auteurs
expliquent cet effet par une déstabilisation de la membrane plasmique des bactéries du fait d’'une
trop grande accumulation de MCR-1 dans la membrane. Nous pouvons tout a fait envisager que
la protéine MCR-2 exerce elle aussi une action toxique dans la membrane bactérienne. Comme
expligué précédemment, le promoteur du plasmide utilisé, bien qu’inductible, ne présente pas une
répression totale. Il n’est pas exclu que les souches ayant été transformées par le plasmide
recombinant soient tuées a cause d’'une production basale de MCR-2 atteignant des seuils

toxiques pour la bactérie.



CONCLUSION

Bien que trés préliminaires, nos résultats semblent confirmer, du moins in vitro, que les protéines
de la famille MCR conférent aux bactéries un avantage compétitif. En effet, ces protéines sont
capables de modifier profondément la physiologie des bactéries se traduisant par une meilleure
capacité d’adhésion aux cellules hétes, un pouvoir inflammatoire amoindrit ainsi que pour certains
MCR, une meilleure résistance aux PAM. Ainsi, des bactéries possédant un géne mcr seraient
plus @ méme de s’'implanter dans le tractus digestif. L’avantage octroyer par la traduction des
MCR n’est pas minime, et I'étude des phosphoethanolamines transférases doit étre approfondie
pour mieux comprendre les dynamiques de colonisations bactériennes. Cet aspect est d’autant
plus important que des espéces multirésistantes comme les Neisseria possédent elles aussi une
phosphoethanolamine transférase (LptA) avec des propriétés similaires aux MCR (Gao et al.
2016). Une meilleure caractérisation des membranes ainsi que la mise en place de nouveaux

modeles paraissent donc capitales pour une meilleure compréhension du sujet.
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PARTIE Il : ETUDE DU TROPISME DES NEISSERIA
HUMAINES PAR LA MISE EN PLACE D’UN MODELE IN VIVO
CHEZ LA SOURIS.

INTRODUCTION

l. La famille des Neisseriaceae

Au sein des Proteobactéries on peut retrouver les membres de la famille des Neisseriaceae. La
famille des Neisseriaceae constituée du genre Neisseria, mais aussi d’autres genres plus ou
moins éloignés dans I'évolution comme les genres Kingella, Ekenella, Alysiella ou Simonsiella.
Les membres des Neisseriaceae sont pour la plupart des bactéries Gram — , mais aussi des
commensaux retrouvés chez les mammiféres. On notera que certaines espéces sont présentes
chez les insectes comme les abeilles ou les moustiques (Teonjum et van Putten 2017). De
nombreuses morphologies sont présentes dans le genre Neisseria : les coques, les bacilles et les
MulDi (Multicellular Longitudinally Dividing) (Veyrier et al. 2015; Nyongesa, Weber, et al. 2022)

Cette diversité témoigne des divergences évolutives qui ont pu se produire au cours de
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Figure 10 : Arbre phylogénétique des Neisseriaceae. Les Neisseriaceae regroupent de nombreuses
espéces localisées principalement dans le nasopharynx et la cavité orale a I'exception du pathogéne
Neisseria gonorrhoeae qu’on retrouve dans les voix uro-génitales. L’arbre phylogénétique a été obtenu
a partir de I'étude du core genome, c’est-a-dire en se basant sur 'ensemble des génes présents dans
toutes les souches bactériennes étudiées. La distance phylogénique est représentée par la longueur
des branches sur l'arbre. MulDi : Multicellular Longitudinally Dividing (Figure du laboratoire non
publiée)



I'évolution et de I'adaptation des bactéries a différentes niches écologiques (Figure 10). Il est
d’autant plus important que I'établissement de la phylogénie des Neisseria a permis d’identifier un
nceud dans I'évolution au niveau de la morphologie, ou le passage de la morphologie coque a
bacille s'est effectué. Pour déterminer ce nceud évolutif, une étude du core génome a été réalisée.
On parle de core génome pour définir 'ensemble des génes retrouvés dans presque tous les
bactéries d'une méme branche phylogénétique. Lors de cette étude, il a été observé que les
membres bacilles ont tous une délétion du géne yacF. YacF a un role important dans le cycle
cellulaire chez E. coli, en participant a la promotion de 'assemblage de I'anneau FtsZ nécessaire
a la division bactérienne. Un réle potentiellement similaire a pu étre identifié pour la famille des
Neisseria et ce géne a principalement été retrouvé chez les individus coques. YacF est un acteur
important du passage évolutif de bacille a coque. On notera que la délétion du géne yacF
s’accompagne chez certains descendants d’'une perte de la machinerie d’élongation, ce qui
appuie les preuves de son implication dans I'élongation (Veyrier et al. 2015) . Un autre noceud
évolutif a été identifié dans I'étude de (Nyongesa, Weber, et al. 2022) dans laquel une nouvelle
morphologie a pu étre caractérisée : la forme MulDi. Les MulDis sont des bactéries multicellulaires
qui se divisent de maniére longitudinale. Deux branches de divergences de la forme bacille a
MulDi ont pu étre identifiées : une pour les genres Simonsiella et Alysiella et une autre pour le
genre Conchiformibius (Figure 10). Plusieurs génes ont été identifiés comme présents chez les
MulDi et absents chez les formes bacilles, dont amiC2 et cdsA, deux génes formant un locus qui
serait impliqué dans le développement de la multicellularité (Lehner et al. 2011). D’autres génes
comme mraZ ou mreB ont aussi été identifiés comme des acteurs pour la morphologie MulDi,

mais de nombreux éléments restent a déterminer quant a leurs rdles précis.

Les individus de la famille des Neisseriaceae sont principalement localisés au niveau des voies
de la cavité buccale et des voies respiratoires supérieures et peuvent étre retrouvés chez
plusieurs espéces. Les genres Alysiella et Simonsiella par exemple sont présents dans la cavité
buccale de nombreux mammiféres comme I'Humain ou le singe (Kuhn 1981). Lorsque l'on
s’intéresse aux individus colonisant 'Humain, la plupart des espéces localisent au niveau de la
cavité buccale et du nasopharynx avec pour exception Neisseria gonorrhoae dans les voies uro-
génitales. On recense seulement deux espéces caractérisées comme pathogénes dans le genre
Neisseria : Neisseria gonorrhoeae I'agent de la gonorrhée et Neisseria meningitidis induisant des
méningites bactériennes. Neisseria gonorrhoeae a une forte prévalence d’infection avec un faible
taux de mortalité, Ia ou Neisseria meningitidis a une faible prévalence pour un risque de mortalité

élevé. |l a déja était recensés des infections par les bactéries dites commensales, comme des
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conjonctivites causées par Moraxella lacunata ou des infections de plais avec Eikenella corrodens
(Morse 1996).

Il Le genre des Neisseria
a. Tropisme des Neisseria

Le nasopharynx est la partie supérieure du pharynx et permet la connexion entre I'oropharynx et
les cavités nasales (Mankowski et Bordoni 2021). Le nasopharynx est recouvert a 60% d’un
épithélium stratifi€¢ squameux qui crée une barriére physique importante pour le systéme
immunitaire (Coureuil et al. 2019). Le nasopharynx étant un point d’entrée stratégique pour les
pathologies respiratoires, il joue un role important dans I'immunité de I'hdte contre le non-soi
(Flynn et Dooley 2021). En effet, il posséde son propre microbiome qui permet entre autres le

maintien de ’homéostasie immune et la protection contre les espéces pathogénes de passage

dans la cavité (Novak et al. 2008). Le microbiome nasopharyngé est composé d’espéces
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Figure 11 : Le nasopharynx, un carrefour d’entrée dans I’organisme. Le nasopharynx est un
point stratégique pour le systeme immunitaire, car c’est I'entrée de nombreuses espéces
pathogénes. Il possede une flore trés riche composée d’individus commensaux, mais aussi de
pathogénes opportunistes, c’est-a-dire des bactéries qui profitent d’'un déficit immunitaire pour

induire des infections.
commensales, mais aussi des pathogénes souvent « opportunistes » (pouvant induire des



infections chez des patients immunodéprimés (Figure 11)). Chez I'adulte, les genres les plus
retrouvés dans le microbiome nasopharyngé sont: Moraxella, Streptococcus, Fusobacterium,

Neisseria, Alloprevotella ou Haemophilus en ordre d’abondance (De Boeck et al. 2017).

Méme si le genre Neisseria n’est pas le plus prédominant dans ce microbiome, celui-ci est
activement étudié, car une espéce pathogéne importante du genre est retrouvée en portage sain
dans le nasopharynx, Neisseria meningitidis (Hollingshead et Tang 2019) . Celle-ci peut perdurer
plusieurs mois dans le nasopharynx (Glitza et al. 2008). Au total, trente espéces de Neisseria ont
éte reportées. Ce genre occupe une place a part entiere dans le microbiome du nasopharynx. En
effet les Neisseria sont systématiquement retrouvés dans un microbiome sain (Zaura et al. 2009),
quelle que soit la distribution géographique des individus (Nasidze et al. 2009). De plus, on
retrouve au sein de la flore nasopharyngée des espéces de Neisseria dés la premiére semaine
de vie du nourrisson, avec une proportion grandissante jusqu’a 15-20 ans qui décline ensuite en
vieillissant (Cephas et al. 2011; Gold et al. 1978). Chez les Neisseria pathogénes comme N.
meningitidis d’autres facteurs environnementaux peuvent augmenter le portage, comme la vie
dans un environnement exigu, les échanges de salives par baisés et le tabagisme (actif et passif)
(J. MacLennan et al. 2006). Si on se focalise sur les membres commensaux des Neisseria ils sont
tous retrouvés au niveau des muqueuses des mammiféres avec un portage spécifique da a leur
coévolution avec I'héte. On retrouve des espéces de Neisseria principalement chez les humains,
le singe, le chien, le canard, mais aussi dans certains cas dans des espéces autres que les
mammiféres comme les insectes (Cantas et al. 2011; H. Wang et al. 2014; G. Liu, Tang, et Exley
2015). Le portage des Neisseria commensal se fait principalement au niveau des vois buccales
et respiratoires supérieurs avec quelques exceptions comme N. cinerea qui peut aussi étre
retrouvées au niveau du col de l'utérus, de l'urétre ou du rectum (Humbert et Christodoulides
2020) et N. lactamica, N. sicca et N. flava qui ont déja été retrouvées au niveau des voies
génitales (Wilkinson 1952; Johnson 1983).

De nombreuses études ont démontré que les membres du genre Neisseria interagissaient entre
eux au sein du microbiote. Par exemple une étude métagénomique a permis de déterminer la co-
colonisation de plusieurs espéces de Neisseria dans la cavité buccale avec la colonisation de la
surface de la langue par Neisseria flavescens et Neisseria subflava, ou celle de la plaque gingivale
par Neisseria sicca et Neisseria macacae (Donati et al. 2016; Baerentsen, Tang, et Exley 2022).
De méme on notera que des phénoménes de co-colonisation par les souches d’'une méme espéce
ont déja été étudiés (Saez Nieto, Marcos, et Vindel 1998). Dans certains cas, des cas

d’antagonismes sont observés entre les membres du genre Neisseria. On parle d’antagonisme
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lorsqu’'une bactérie réduit la croissance normale ou [lactivit¢ d’'un agent pathogéne. Ce
phénoméne a été observé en in vitro, lors d’'une infection simultanée entre N. cinerea et N.
meningitidis. En effet, les lésions de cellules épithéliales pathogénes étaient réduites par la
présence de I'espéce commensale, cependant aucun mécanisme d’action précis n’avait été
identifié¢ (Custodio et al. 2020). En revanche, trois mécanismes d’antagonismes ont été
caractérisés chez Neisseria spp. : la production de toxines polymorphiques, la production de

molécules antimicrobiennes et la production d’ADN méthylé inhibiteur (Baerentsen, Tang, et Exley
2022).

b. Interactions hotes pathogénes et mécanisme de virulence

i. Adhésion colonisation et dissémination

Bien qu’interagissant dans des flores différentes chez 'Humain (Le nasopharynx pour N.
meningitidis et le tractus uro-génital pour N. gonorrhoeae), les deux pathogénes possédent des
mécanismes d’infections similaires. En effet, le premier contact avec I'héte se fait au niveau de
I'épithélium de la muqueuse. Ce contact va étre médié par des composés se situant a la surface
des bactéries qui vont permettre I'adhésion de celle-ci (Quillin et Seifert 2018). Quatre structures
sont principalement impliquées dans l'adhésion : les pili de type IV, les protéines Opa, le
lipooligosaccharide et la porine PorB (Figure 12).
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Figure 12 : Récapitulatif des éléments nécessaires aux mécanismes d’adhésions et de
colonisation. Les efforts combinés de ces différents éléments de la paroi vont permettre
l'internalisation de la bactérie et la poursuite du processus d’infection (« Figure 2: Overview of

Neisseria Gonorrhoeae Pathogenesis Factors. | Nature Reviews Microbiology » s. d.)

Le pilus de type IV est une structure de la membrane bactérienne qui joue un réle trées important
pour 'adhésion, mais aussi dans d’autres fonctions de la bactérie comme la compétence naturelle
ou dans les mécanismes d’évasion au systéme immunitaire de I'héte. Le pilus va établir le premier
contact avec la muqueuse et permettre le rapprochement de la bactérie (Craig, Pique, et Tainer
2004). Lorsque la bactérie sera rapprochée de la membrane plasmique de la cellule épithéliale,
les protéines Opa de la bactérie vont pouvoir établir une liaison avec les récepteurs membranaires
des cellules épithéliales. Les protéines Opa (Opacity-associated) sont exprimées au niveau de la
membrane externe de N. meningitidis et N. gonorrhoeae et sont des éléments antigéniques
hypervariables. Une souche de N. gonorrhoeae peut contenir jusqu’a 12 génes Opa différents, et
jusqu’a 4 chez le méningocoque. Cette hypervariabilité est due a la traduction de phase ON/OFF
de la protéine résultante en une multitude de combinaisons différentes (Hauck et Meyer 2003). Il

existe deux grandes catégories de protéines Opa chez les Neisseria :

- Les Opans (OPA qui expriment les récepteurs HSPGs), seulement présents chez N.
gonorrhoeae. Ces protéines ont la propriété de se lier aux cellules épithéliales

exprimant les récepteurs protéoglycanes Héparansulphate protéoglycanes (HSPGs).
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Les récepteurs HSPGs sont normalement impliqués dans I'attachement cellulaire, la

croissance cellulaire et 'organisation du

cytosquelette. Lors de la liaison avec Opauns avec les récepteurs HSPGs plusieurs
cascades cellulaires vont étre activées est stimulé l'internalisation de la bactérie, lui

permettant d’initier I'invasion (Dehio 1998)

- Les Opacea qui sont exprimées chez N. gonorrhoeae et N. meningitidis. Les protéines
Opacea se lient aux récepteurs transmembranaires CEACAM (CEA-related cell
adhesion molecule) retrouvé principalement sur la membrane des cellules épithéliales,
mais aussi chez les phagocytes et des lymphocytes activés (Gu et al. 2010; Tchoupa,
Schuhmacher, et Hauck 2014). Ce type de récepteurs ont un role essentiel dans la
communication avec la barriére épithéliale qui représente le premier obstacle contre
les infections. La liaison CEACAM/Opacea va inhiber sur le long terme I'activation du
systéme immunitaire et permettait la persistance des Neisseria dans la flore

nasopharyngée humaine (Gray-Owen et Blumberg 2006; Alcott et al. 2022).

En plus de la liaison entre les récepteurs membranaires et les protéines Opa. Aprés 'adhésion
des Neisseria plusieurs facteurs membranaires peuvent affecter la colonisation. Les porines sont
retrouvées en abondances sur la membrane externe des Neisseria. Ces protéines ont comme
principale fonction de créer un passage pour les ions et les nutriments, mais elles permettent
aussi de lier deux facteurs du complément : le C4pb et le facteur H. Ces deux éléments sont
nécessaires pour l'activation du complément et leurs inactivation induit une suppression de
I'activité immunitaire des neutrophile (Wetzler et al. 1992). L’autre protéine qui peut intervenir dans
la modulation de la colonisation est le LOS. Le LOS est une molécule structurellement similaire
au LPS, avec pour seule différence I'absence d’antigene O (Figure 5). Les variations de la
composition lipidique du LOS lui confére des propriétés de liaisons fortes avec les récepteurs de
limmunité qui leur permettent par la suite de se rapprocher étroitement des cellules. Le
rapprochement trop étroit de la bactérie va induire des réorganisations de la cellule qui peuvent
mener in fine a l'internalisation de la bactérie par endocytose (Song et al. 2000). A partir de cette
étape, les fragments de LOS et de peptidoglycanes libérée par la bactérie vont induire une
activation des cellules du systéme immunitaire. Les fragments vont étre reconnus par les
macrophages et les cellules dendritiques a partir de leurs récepteurs membranaires Toll like 3
(TLR3) et par les récepteurs NOD au niveau intracellulaire (nucleotide-binding oligomerization

domain-containing protein). L’activation de ces cellules immunitaires va induire une libération de



cytokines et chémiokines trés importante qui va permettre le recrutement de leucocytes et de
neutrophiles au site d’'infection. Ces derniéres vont phagocyter les Neisseria et seront ensuite des
vecteurs pour le pathogéne pour sa dissémination dans I'ensemble du tissu (Quillin et Seifert
2018) (Figure 13)
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Figure 13 : Infection par Neisseria. Exemple avec le pathogéne Neisseria gonorrhoeae. La
bactérie va commencer par adhérer a I'épithélium cellulaire par le biais des pili de type IV et des
récepteurs Opa. Les bactéries peuvent ensuite former un mini-biofilm pour permettre de résister
aux autres résidents du microbiotes et ensuite coloniser I'épithélium. Par transcytose les Neisseria
vont traverser I'épithélium est ensuite pouvoir libérer des facteurs de pathogénicités comme les
LOS, le peptidoglycane ou les OMVs (des vésicules de membranes externes). Le contact entre
les récepteurs cellulaires et ces fragments de bactéries vont induire une activation des cellules
immunitaires et une libération de cytokines et de chimiokines dans I'environnement. Cette réponse
pro-inflammatoire va induire elle-méme le recrutement de leucocytes et de neutrophiles qui vont
phagocyter les bactéries et In fine facilité leurs transmissions dans I'épithélium (« Figure 1:
Overview of Neisseria Gonorrhoeae Infection. | Nature Reviews Microbiology » s. d.)

c. Santé publique et résistances aux antibiotiques

Chez 'humain deux espéces ont été définies comme pathogénes : Neisseria gonorrhoeae et N.

meningitidis (Figure 10).

N. gonorrhoeae est un pathogéne obligatoire qui colonise les muqueuses épithéliales de I'urétre
chez 'homme et dans I'endo/ectocervix chez la femme. Lorsque symptomatique, la gonorrhée
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induit une urétrite trés douloureuse chez les hommes et un cervix muco-purulent chez la femme.
Cependant, plusieurs études ont reporté de nombreux cas d’infections asymptomatiques autant
chez les hommes que chez les femmes, ce qui augmente grandement le potentiel d’infection de
la bactérie (GEISLER, YU, et HOOK 2005; Xiong et al. 2016). On a comptabilisé 82,4 millions de
nouveaux cas au niveau mondial en 2020, le plagant au niveau de menace de haut niveau par
'OMS en 2020 (Humbert et Christodoulides 2020; Baerentsen, Tang, et Exley 2022),
'augmentation des cas traduisant 'émergence des nombreuses résistances aux antibiotiques.
Pour traiter le pathogéne, de nombreux antibiotiques ont été utilisés en commencgant par les
sulfonamides dans les années 1940. Seulement des résistances ont été acquises pour cet
antibiotique, ce qui forcera sont remplacement. Une multitude d’antibiotiques se succéderont par
la suite avec dans lordre: les pénicillines, les streptomycines, les tétracyclines, les
fluoroquinolones, les macrolides et les céphalosporines de génération deux aboutissant aux
souches multirésistantes qui circulent actuellement (Unemo et Shafer 2014). Le pathogéne utilise
plusieurs mécanismes pour acquérir une résistance en se basant principalement sur sa capacité
a altérer son matériel génétique. Tous les mécanismes de résistances aux antibiotiques connus

a ce jour sont présents chez N. gonorrhoeae (Figure 14) :

¢ L’inactivation ou la modification de I'antibiotique par une enzyme peut étre illustrée par
I'exemple de la pénicilline : I'enzyme TEM-1 — B-lactamase modifie la conformation de la

molécule d’antibiotique, la rendant inactive (Unemo et Shafer 2014).

e La modification de la cible thérapeutique avec pour d’objectif la réduction de laffinité
antimicrobienne. Celle-ci est utilisée dans le cas de la résistance aux polymyxines
(colistine) ou une partie du lipooligosaccharide (LOS) bactérie est modifiée
(phosphatidylethanolamine transférase EptA), qui empéche in fine la fixation de
I'antibiotique (Jen et al. 2020).

e La diminution de l'influx d’antibiotique induite par la mutation de la chaine membranaire
de porine PorB1b (penB) est un mécanisme utilisé dans la résistance contre la famille des

tétracyclines et des céphalosporines (Unemo et Shafer 2014).

o L’augmentation de I'efflux d’antibiotique régulé par le systéme d’efflux MtrCDE (mutation
du géne mirR) est fortement impliqué dans la résistance contre les macrolides (Chitsaz et
al. 2019).



Neisseria gonorrhoeae est maintenant classé comme un pathogéne superbug, c’est-a-dire qu’il
est résistant a la plupart des antibiotiques normalement utilisés pour leurs traitements (Unemo et
Shafer 2014). Ceci en plus du fait que aucune formulation spécifique de vaccin efficace n’a pour
le moment été trouvée. On notera cependant que le vaccin contre le meningocoque B aurait été
prouvé efficace comme protection contre Neisseria gonorhoeae(« Effectiveness of a group B
outer membrane vesicle meningococcal vaccine against gonorrhoea in New Zealand: a

retrospective case-control study » s. d.)
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Figure 14 : Les différents mécanismes de résistances aux antibiotiques retrouvé chez N.
gonorrhoeae. Les 4 mécanismes principaux de résistances aux antibiotiques sont retrouvés
dans I'espéce N. gonorrhoeae en faisant un pathogéne multirésistant et donc difficile a traiter.
(Eichenberger et Thaden 2019)

N. meningitidis est un commensal du microbiote nasopharyngé humain. Il peut cependant
devenir invasif et causer une septicémie qui peut aboutir en méningite cérébrospinale. Les

symptémes de la méningite cérébrospinale sont causés par une multiplication bactérienne au

niveau des compartiments intravasculaires et intracraniens induisant une inflammation chez
'héte. Les taux d’incidences de la pathologie sont variables entre 0,5 a 10 cas / 100 000
personnes / année en sachant que le taux est beaucoup plus élevé dans les zones endémiques
comme le continent Africain, pouvant augmenter jusqu’a 1000 cas / 100 000 personnes / année

(Humbert et Christodoulides 2020). Il est important de savoir que N. meningitidis est encapsulé a
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contrario de N. gonorrhoeae. La variation des antigénes présent sur la capsule polysaccharidique
permet de déterminer les différent sérogroupes qui sont actuellement au nombre de treize. Les
sérogroupes induisant le plus des infections sont les souches de type A, B, C, Y et W (Yazdankhah
et Caugant 2004) (Figure 15). Le mode de transmission de la bactérie se fait par échange de
microgouttelettes respiratoire lors de contacts rapprochés. (Coureuil et al. 2019) On notera que
l'infection par le méningocoque n’est pas synonyme de la mise en place de la pathologie. Des
paramétres comme la virulence de la souche ou la déficience du systéme immunitaire peuvent

étre la cause d’'une invasion par N. meningitidis (J. M. MacLennan et al. 2021).

Pour ce qui est du traitement de la méningite bactérienne, la prise en charge rapide du patient est
capitale pour éviter la septicémie. Le premier traitement a avoir été utilisé a été les sulfonamides
dans les années 1940, mais comme pour N. gonorrhoeae I'émergence de souches résistantes a
forcer une modification de la prise en charge (van Deuren, Brandtzaeg, et van der Meer 2000).
D’autres traitements comme la pénicilline ou les chloramphénicols se sont succédés et sont
toujours utilisés bien que trés surveillés a cause de l'apparition de nouvelles résistances ces
dernieéres années (Zouheir, Atany, et Boudebouch 2019). Le traitement actuel utilisé est la prise
de céphalosporines de 3™ génération comme le ceftriaxone ou le céfotaxime pour lesquelles
peu de souches résistantes ont encore été recensées (van Deuren, Brandtzaeg, et van der Meer
2000; Zouheir, Atany, et Boudebouch 2019).
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Figure 15 : Distribution mondiale des sérogroupes de N. meningitidis majeurs et des
principales épidémies du sérogroupe B (En violet). La ceinture de la méningite située au
niveau de [I'Afrique sub-saharienne est représentée par des pointillées. (Stephens,
Greenwood, et Brandtzaeg 2007)

Comparer a N. gonorrhoeae, N. meningitidis ne nécessite pas I'utilisation de traitement de dernier
recours, la multi-résistante et beaucoup plus rare et bien que des souches résistantes existes il
existe encore de nombreux traitements efficaces contre le pathogéne. La différence entre les deux
souches peut s’expliquer par une meilleure utilisation des antibiotiques de N. meningitidis a cause
de son taux de mortalité trés rapide et de la nécessité de prendre en charge les patients

rapidement permettant de leurs administrer les soins adaptés (Humbert et Christodoulides 2020).

Il est intéressant de savoir que des vaccins contre les sérogroupes A, C, W135 et Y de Neisseria
meningitidis existent, mais ne sont pas efficace contre les souches de sérogroupe B. En effet le
vaccin A,C, W135, Y se base sur la composition polysaccharidique de la capsule permettant
d’induire une réaction immune et donc 'immunité lors du prochain contacte. Or, les propriétés
faiblement immunogénes de la capsule du sérogroupe B empéchent d’utiliser ce méme procédé
(Vogel et Claus 2011). Pour le sérogroupe B, les protéines des vésicules de la membrane externe
(OMV) sont utilisées. En effet OMVs sont relarguées de maniére spontanée par les bactéries
Gram — lors de leurs croissances, ce qui en fait une cible parfaite pour 'immunité. Il est cependant

bon de noter que les vaccins contre le sérogroupe B sont spécifiques du sous-sérogroupe visé
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seulement, et qu’il n’existe, pour le moment pas de vaccin protégeant contre 'ensemble des sous-

sérogroupes B (Crum-Cianflone et Sullivan 2016).

Les Neisseria commensales peuvent elles aussi induire des pathologies dans certaines
conditions. En effet, des infections et des septicémies ont déja été recensées de nombreuses fois
chez des individus immunodéprimés. On peut retrouver 13 espéces de Neisseria commensales
ayant induit une infection chez I'Humain, dont 7 espéces spécifiques de I'humain (Tableau 2). On
constate donc que ce phénoméne, bien que non systématique, est loin d’étre anecdotique et que
la caractérisation du comportement de ces espéces pourrait étre la clé dans la compréhension de
la colonisation du nasopharynx par les espéces pathogénes. Il est important de noter que les
espéces commensales induisant des infections (Neisseria lactamica et Neisseria cinerea
principalement) sont les plus proches des pathogénes phylogénétiquement (Figure 10). En plus
de leur relation phylogénétique proche, on retrouve des facteurs de virulences communs entre N.
meningitidis et N. cinerea actif comme protéine de liaison au facteur H, un antigéne retrouvé dans
presque toutes les souches de N. meningitidis induisant une infection (Lavender, Poncin, et Tang
2017). La limite entre les individus pathogénes et les commensaux est a nuancer, car de
nombreux éléments appuis sur la nécessité de conditions extérieures spécifiques pour induire des

infections comme par exemple la mise en place de co-infection.

De nombreuses Neisseria commensales ont été étudiées dans un contexte de résistance aux
antibiotiques. Selon les souches étudiées et leurs localisation les profils de résistance peuvent

étre différents (Tableau 3).



Tableau 2 : Tableau récapitulatif des infections attribuées aux espéces de Neisseria

commensales (adapté de I'article Non-pathogenic Neisseria: members of an abundant, multi-

habitat, diverse genus par Guangyu Liu et al).

Especes Cas reportés

Référence

Ostéomyélite : Homme en bonne santé, cas reporté 10 mois aprés I'incision
d'un abcés au niveau du palais.

Garner & Briant (1986)

Endocardite: Homme en bonne santé de 54 ans, 4 mois aprés un traitement
N. elongata dentaire.

Haddow et al. (2003)

Endocardite and septicemie: Homme de 30 ans, avec des antécédents de
cardiomyopathies obstructives hypertrophiques, traité avec du verapamil

Hofstad et al. (1998)

Méningite et septicémie : 5 cas chez des enfants

Lewin & Hughes (1966)

Bactéricémie : Femme de 61 ans, 12 ans aprés une transplantation rénale.

Ramos et al. (1998)

N. subflava Co-infection avec H.pylori dans la formation de follicules lymphoides dans
I'estomac : cas multiples

Nakamura et al. (2006)

Endorcardite : Femme de 49 ans, 1 an aprés la mise en place d'une prothése
de valve mitrale

Molina et al. (2000)

Endocardite : Femme de 82 ans avec un diabéte de type II, de la sclérose
aortique et de I'hypertension

Sinave & Ratzan (1987)

N. flavescens Septicémie : Femme de 20 ans, 7 jours aprés une opération dentaire

Wertlake & Williams (1968)

Pneumonie nécrosée : Homme de 58 ans avec un diabéte de type I, de
I'hypertension et fumeur pendant 40 ans.

Huang et al. (2014)

Méningite : Femme de 33 ans, aprés la dérive d'un implant ventriculo-
péritonéal

Stotka et al. (1991)

Endocardite : 21 cas

Pilmis et al. (2014)

N. mucosa Botryomycose viscérale : Homme de 20 ans avec une pathologie chronique
granulomateuse

Washburn et al. (1985)

Septicémie : Homme de 71 ans, 1 an aprés le remplacement des valves
aortique et mitral

Locy (1995)

Endocardite : 17 cas principalement liés a des remplacements de valve

Sommerstein et al. (2013)

mitraux.
N. sicca Méningite : Femme de 44 ans avec une hémorragie intracraniale. Carter et al. (2007)
Conjonctivite : Femme de 79 ans sans aucun historique de chirurgie ou de
I o q 9 Eser et al. (2014)

Péritonite : Homme de 38 ans avec un diabéte de type II, 2 ans apres une
pathologie rénale au stage terminal.

Taegtmeyer et al. (2006)

Conjonctivite néonatale : nouveau-nés pendant |'accouchement.

Bourbeau et al. (1990)

Pneumonie nosocomiale : Homme de 25 ans atteint du SIDA

Boyce et al. (1985)

Endocardite de la valve tricuspide : Homme de 34 ans, utilisateur de drogues
N. cinerea intraveineuses

Benes et al. (2003)

Méningite et septicémie : Homme de 17 ans, trauma faciale et luxation
alvéolodentaire

Kirchgesner et al. (1995)

Rectite : Petit garcon de 8 ans

Dossett et al. (1985)

Bactéricémie : Homme de 47 ans, avec un septies polymicrobien et une
dépendance forte a |'alcool

Southern & Kutscher (1987)

Septicémie : Homme de 60 ans immunodéprimé

Everts et al. (2010)

Maladie pulmonaire cavitaire : Homme de 64 ans, 2 ans aprés une allogreffe
N. lactamica de rein.

Zavascki et al. (2006)

Pneumonie bactérienne : Homme de 42 ans avec un historique de cirrhose et
20 ans

Wang et al. (2006)
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Tableau 3 : Les résistances aux antibiotiques chez les Neisseria commensales.

Premier auteur de I'étude Année de publication Pays Résistance aux antibiotiques trouvée
Knapp et al., 1984 1984 USA Pénicilline
Bowler et al., 1994 1994 ance/Allemagn Pénicilline
o Berger and Paepcke, 1962 1962 Germany Pénicilline
Neisseria cinerea
Kacey A.king et al., 2021 2021 USA Chlorophénicole, azitromicine, érythromycine
Kochi et al., 1999 1999 France Pénicilline
Chen et al., 2020 2019 China Ciprofloxacine
Kacey A.king et al., 2021 2021 USA Azitromicine érythromicine,
Saez Nieto et al., 1990 1990 Spain Pénicilline; céftriaxone
Takei et al., 2021 2020 Japan Azithromycine, ampicill.ine, céfotaxime,
tosufloxacine
Neisseria lactamica Arreaza et al., 2002 2002 Spain Pénicilline, ciprofloxacine, céftriaxone
Karch et al., 2015 2015 Germany Pénicilline
Shen and Chen, 2020 2019 China Ciprofloxacine
Laumen et al., 2022 préprint Belgique Céftriaxone, azithromycine, ciprofloxacine
Chen et al., 2020 2019 China Ciprofloxacine
L Laumen et al., 2021 2020 Belgique Céftriaxone, azithromycine, ciprofloxacine
Neisseria macacae
Laumen et al., 2021 2020 Belgique Céftriaxone, azithromycine
S’aez Nieto et al., 1998 1998 Spain Pénicilline
i X Kacey A.king et al., 2021 2021 USA Azitromicine érytromicine, pénicilline
Neisseria mucosa
Dong et al., 2019 2021 Vietnam Céftriaxone
Chen et al., 2020 2019 China Ciprofloxacine
Laumen et al., 2021 2020 Belgium Céftriaxone, azithromycine
L i Laumen et al., 2021 2020 Belgium Céftriaxone, azithromycine
Neisseria oralis
Chen et al., 2020 2019 China Ciprofloxacine
Dong et al., 2019 2021 Vietnam Céftriaxone
L Saez Nieto et al., 1990 1990 Spain Pénicilline, céftriaxone
Neisseria polysaccharea
Chen et al., 2020 2019 China Ciprofloxacine
Laumen et al., 2021 2020 Belgium Céftriaxone, azithromycine
Laumen et al., 2021 2020 Belgique Céftriaxone, azithromycine
L Chen et al., 2020 2019 China Ciprofloxacine
Neisseria subflava
Furuya et al., 2007 2007 Japan Pénicilline, céftriaxone, ciprofloxacine
S’aez Nieto et al., 1998 1998 Spain Pénicilline
Dong et al., 2019 2021 Vietnam Céftriaxone

Azitromicine, érytromicine, chlorophénicol,
gentamycine, pénicilline

Neisseria elongata Kacey A .king et al., 2021 2021 USA

De plus, on constate que les souches commensales possédent de nombreux génes de
résistances dont certains partagés avec les individus pathogénes. Par exemple, de N. cinerea, N.
mucosa, N. elongata et N. lactamica ont été identifiés comme résistant a I'azithromycine et a la
ceftriaxone deux médicaments fortement utilisés pour le traitement de N. gonorrhoeae, mais aussi
d’autres antibiotiques comme la pénicilline, 'ampicilline et la tétracycline (Mechergui, Achour, et
Ben Hassen 2014). On sait que la compétence naturelle des individus de la famille Neisseria leurs

permet d’acquérir trés facilement de I'information génétique et favorise les transferts horizontaux.



M. Spécificités du génome des Neisseria: les stratégies induisant de

’hypervariabilité

Le génome du genre Neisseria fait en moyenne 2,2Mbp. Il code pour environ 2000 protéines et
ont un pourcentage de G+C proche de 50%. On retrouve de nombreux éléments extra-
chromosomiques dans plusieurs espéces du genre comme les plasmides, les prophages ou les
transposons. On notera tous de méme que les plasmides sont rarement reportés chez N.
meningitidis & comparer des espéces N. gonorrhoeae ou N. lactamica (Tgnjum et van Putten
2017)

Le génome des Neisseria a grandement été étudié dans un contexte d’hypervariabilité génétique.
Les especes du genre Neisseria sont doté de compétence naturelle. C’est-a-dire la capacité d'une
cellule a prélever une molécule d'ADN libre dans son environnement par le phénoméne de
transformation. Avec ce mécanisme les Neisseria peuvent effectuer des transferts horizontaux de
maniére facilitée par recombinaison homologue. Lorsque des sites de recombinaisons spécifiques
sont reconnus, la bactérie va procéder a un échange de génes permettant 'acquisition de génes,
le plus souvent bénéfique. Des séquences d'ADN hyper spécifique des Neisseria favorisent méme
ce phénomeéne : les DUS (DNA uptake sequences). Les DUS sont des séquences d’'une dizaine
de nucléotides, présentes chez les espéces pathogénes et les commensaux. Elles sont
grandement répétées dans le génome bactérien ce qui permet I'acquisition préférentielle de génes
provenant des autres espéces de Neisseria (Figure 16) (Bennett et al. 2014). Il existe plusieurs
variants de DUS dans le genre Neisseria, souvent spécifique d’espéce. En effet la séquence
classique « ATGCCGTCTAA » est retrouvée dans 5 espéces de Neisseria dont les deux
pathogénes, mais on retrouve aussi des séquences différentes de seulement une ou deux paires
de bases chez d’autres individus (Figure 17). Il est intéressant de noter que la présence du DUS
non spécifique de I'espéce sur un brin d’ADN réduit les taux de transformations de maniére
drastique (Berry et al. 2013).

26



B)

OO Région codante en dehors Etape 1: Donation dADN par lenvironement
du cadre de traduction e d
— - - — — : : S ’\. Etape 2 : Liaison de
. 'ADN et acheminement
l SSM (Slipped strand mispairing) “ <
=

I | | Neisseria spp. f
Membrane

l ép ion des mésappariements cytoplasmique

I: DOADBADDANDADDADG  Région codante dans e
cadre de traduction Etape 3 : Traitement de 'ADN
{ ‘—/

A)

Pili type 4

Membrane externe

ADN génomique

Figure 16 : Représentation schématique des deux mécanismes spécifiques des Neisseria
induisant une hypervariabilité dans le génome. A) Les Slipped strand mispairing sont des
mésaparaillements nucléotidiques qui vont décaler le cadre de lecture lors de la traduction est
induire un changement d’expression des protéines. B) Les séquences DUS sont des séquences
hyperspécifiques des Neisseria qui vont favoriser la translocation de séquences d’espéces proches

bénéfiques (Tanjum et van Putten 2017).

— N. bacilliformis DUS, 51
{ N. elongata

N. sicca
N. mucosa

] DUS,.o AGGTCGTCTAG AGGCCGTCTAG

N. flavescens
N. subflava DUS, 41
L N. mucosa C102

N. cinerea i
N. meningitidis
N. polysaccharea | DUS ATGCCGTCTAG
N. lactamica
0.5.2 N. gonorrhoeae

Figure 17 : Les espéces de Neisseria humaines possédent des DUS spécifiques d’espéces
[l existe deux séquences variantes du DUS des Neisseria DUSvar et DUSvar. Les variations des
séquences DUS sont surlignées en jaune (Berry et al. 2013).



Une autre caractéristique présente chez les Neisseria est la variation de phase par génes switch
ON/OFF. En effet, on parle de génes switch ON/OFF pour décrire les variations d’expression
protéique due a des mésaparaillements nucléotidiques lors de la réplication de I'ADN (Slipped
strand mispairing (SSM)). Ces SSM vont induire une augmentation ou une diminution de la
présence des courtes séquences répétées, induisant une altération de I'expression génique.
(Figure 16B) Ce phénoméne a été longuement décrit pour le genre Neisseria et un peu plus d’'une
centaine de génes de variation de phase ont été identifiés au sein du genre (T@njum et van Putten
2017).

L’ensemble de ces mécanismes permettent le maintien d’'une forte variabilité génique chez les
Neisseria ce qui permet aux pathogénes et aux opportunistes d’échapper plus facilement au

systéme immunitaire de I'héte (Cahoon et Seifert 2011).
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V. Les différents modeéles d’étude de la colonisation pour les Neisseria : De

I’lhumain au modeéle in vivo

a. Modéle d’infections par le genre Neisseria

Pour pouvoir étudier le tropisme du genre Neisseria et leur processus d’infection, il a été
nécessaire de mettre au point des modéles d’études appropriés et représentatifs du microbiote

geénéral humain.

Les premiers modéles d’infections avec le genre Neisseria ont été mis au point dans le but
d’étudier les pathogénes N. gonorrhoeae et N. meningitidis. Des primates comme le chimpanzé
ont déja été étudiés pour des infections urogénitales par la gonorrhée de par la forte similitude de
leurs appareils génitaux avec I’'Humain. Le lapin et le cochon d'Inde ont souvent été utilisés dans
I'étude des deux pathogénes pour leurs capacités a produire du sérum immun et donc pour étudier
la réponse immunologique induite par I'infection (Robert J. Arko 1974). De méme, des essais sur
rat ont été réalisés, mais leur systeme immun élimine rapidement les Neisseria, ce qui limite les
essais sur ce type de modele. De la méme maniére, les expériences sur hamster ont été
abandonnées a cause des difficultés liées a leurs manipulations et des risques de morsures plus
fréquents. I'ensemble des avantages et inconvénients pour chaque modéle ont été rassemblés
dans le Tableau 4. Bien que des essais sur les chimpanzés, les autres animaux cités soient
réalisables, I'entretien, la gestion et la mise en place des essais sont assez compliquées et
nécessitent souvent un apport onéreux plus considérable (R J Arko 1989). Un modéle grandement

utilisé actuellement pour les infections par Neisseria, la souris.



Tableau 4 : Avantages et inconvénients des différents modéles d’étude des Neisseria. (R J
Arko 1989)

Modele animal

tilisé Avantages du modeéle Inconvéniants du modele
utilisé

Demande une organisation logistique
et économique importante en plus
d'un colt éthique

Modele trés proche de I'Humain (Groupes
sanguins, immunoglobine A)

Neisseria gonorhoeae perdure longtemps
Chimpanzé dans les parties urogénitales des chimpanzés
(3 a 6 semaines) et transmission sexuelle

Toutes les souches de Neisseria
gonorhoeae ne sont pas virulentes

o . chez le chimpanzé
entre individus possible P

Bon pour ['évalation de la protection vaccinale

. . o Pas trés sensibles aux infections par
Bon pour la production de serum immunisé

Lapin . . . les Neisseria sans médicament
aprés une infection . o
immuno-supprésifs
Bon pour les études immunologiques, car L, .
- p . ?’q " Modéle éloigné de I'humain, peu de
Cochon d'inde posséde un systéme du complément trés

. lignées consanguines
actif. 9 9

. La composition du sérum empéche
Bon modele pour étudier les effets P P

Rat . , . une infection efficace par les
arthropathiques de Neisseria gonorhoeae. . . L.
Neisseria. (Bactéricide)

Modele de référence pour les infections par Difficultés a faire perduré les
Neisseria meningitidis Neisseria dans les différentes flores
Facile d'entretien et peu onéreux
Souris Modeéle largement documenté avec de

nombreuses techniques d'infections
différentes, nombreuses lignées disponibles,
immunité trés bien caractérisée

Mémes avantage que les souris non
humanisées
Possibilité de faire exprimer aux cellules
murines des génes humains. Permet de

Souris
humanisée

recréer des conditions similaires a I'Humain.

La souris posséde de nombreux avantages, de par sa taille, son rythme de reproduction et son
faible colt a comparer des modéles cités plus haut. Cependant la persistance des souches
humaines chez la souris reste compliquée. Il a été testé d’infecter des souris par N. meningitidis
le pathogéne humain, mais la colonisation ne perdure pas plus que 4 a 6 jours dans les souris
Balb-c, sans induire une septicémie chez le modele (Mackinnon et al. 1992). Pour rendre le
modele plus performant, des modeéles de souris transgéniques humanisés ont été mis au point.

On parle d’humanisation lorsqu’un modéle animal a la capacité d’exprimé un ou plusieurs génes
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provenant de 'humain. Un exemple de modéle murin humanisé pour I'étude de la colonisation par
les Neisseria est le modéle de souris transgéniques hCEACAM. Ces souris expriment le récepteur
humain CEACAM1 qui permet la liaison aux récepteurs Opacea présent chez les Neisseria
pathogénes, mais aussi a certains homologues Opa retrouvées dans les Neisseria commensales
humaines comme N. lactamica, N. subflava ou N.flavescens (Toleman, Aho, et Virji 2001). Le
modéle de référence pour les Neisseria pathogénes sont les souris transgéniques
FVB/hCEACAM (Johswich et Gray-Owen 2019).

b. Modéles animaux mis en place au sein du laboratoire

Le laboratoire de recherche du professeur Frédéric Veyrier utilise actuellement le modéle
FVB/hCEACAM pour étudier le tropisme du genre Neisseria. En couplant 'humanisation des
souris @ une supplémentation en lactoferrine et transferrine humaine (saturés en fer) lors de
I'infection a Neisseria pathogéne. En effet ces deux éléments ont été identifiés comme capitaux
pour la survie de ces espéces et leurs persistances dans le microbiote humain (Blanton et al.
1990; Brooks, Arutyunova, et Lemieux 2014). Pour pouvoir étudier I'infection en temps réel, la
sélection d’une espéece au pelage blanc été capitale. En effet, le pelage blanc des souris
FVB/hCEACAM permet leurs utilisations dans des modéles d’infections par souche
luminescentes. La luminescence des souches est observable dans la souris ce qui permet de
regarder ou les bactéries vont se développer, a quel rythme et combien de temps elles peuvent
perdurer. C’est avec l'appareil d’acquisition d’image in vivo IVIS (Perkin Elmer) que la

luminescence des souches bactériennes peut est observée. (Figure 18)

Grace a la technique d’acquisition par portage de souches luminescentes, plusieurs modéles

d’études ont pu voir le jour :

- Un modéle de septicémie, ou les souris regoivent une injection intrapéritonéale de N.
meningitidis, qui provoque ensuite une infection généralisée a cause de sa propagation

dans la circulation sanguine.

- Un modele de portage nasopharyngé, dans lequel les souris vont recevoir une solution
bactérienne de N. meningitidis au niveau de leurs fosses nasales pour observer les

différences entre le portage chez 'lHomme et chez la souris au sein du nasopharynx.



- Un modele de portage commensal murin, ou les souris vont étre infectés par leurs
commensales naturelles N. musculi par une inoculation orale. La bactérie étant
naturellement présente dans la cavité orale des souris, elle est parfaitement adaptée

et permet un portage qui perdurera plus longtemps.

Liirestente

N. meningitidis

Sauvage

N, musculi

Ko

Facteur assocké & la membrone
N. musculi

Couriz

Figure 18 : Modéle FVB pour l'infection des souris par souche luminescente : exemple
d’infection par Neisseria meningitidis sauvage, Neisseria musculi sauvage et Neisseria
musculi Knock out. Les souris ont été infectées par les différentes souches de Neisseria
exprimant la luciférase et sont le substrat. La luminescence permet de localiser I'infection et de
suivre I'évolution de la colonisation. Images réalisées a partir de I'appareil d’acquisition IVIS
lumina lll. (Figure du laboratoire non publiée)
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Le laboratoire développe aussi un modéle d’induction de septicémie par N. meningitis qui s’appuie
sur une infection par le virus H1N1 murin. En plus des injections de transferrine, la souris va étre
inoculée 7 jours avant l'infection par N. meningitis avec le virus H1N1, ce processus favorise
I'attachement du méningocoque lors de linfection et lui permettra de se développer au point de
créer des septicémies. Le développement de I'infection peut étre suivi sur 24 a 48h et les animaux
doivent ensuite étre euthanasiés. De la méme maniére que pour le modéle d’infection de base,
l'utilisation de souches luminescentes couplée a I'acquisition par I'appareil IVIS permettent le

suivit de l'infection et son développement au cours du temps.

c. Modeéles pour le suivi de la colonisation des Neisseria

Malgré les nombreux essais réalisés avec les infections par pathogénes, il est difficile de pouvoir
observer la colonisation de ces espéces humaines sur le long terme dans les modéles murins.
Cependant une espéce du genre Neisseria est spécifique a la souris : Neisseria musculi. Cette
bactérie commensale, présente chez la souris sauvage, est facilement cultivable et modifiable.
Des modéles d’études avec infection de souris CAST/EiJ (CAST) ou Balb-C par N. musculi ont
permis d’observer linvasion d’une souche de Neisseria chez la souris. Ce type d’essais
permettent une observation de la colonisation sur le long terme pouvant perdurer jusqu’a 1 mois
aprés l'inoculation, ce qui en fait un modéle parfait pour tester le réle spécifique de certaines
protéines ou tout simplement les dynamiques d’adaptation de I'espéce a son environnement (Ma
et al. 2018; Rhodes, Ma, et So 2019).

V. Objectifs du projet de recherche

Mon projet de recherche avait pour objectif d’étudier le tropisme des bactéries commensales du
genre Neisseria sur un modéle murin. Le but était de pouvoir observer la localisation de la
population bactérienne, mais aussi son évolution dans le temps afin de mieux comprendre les

phénomeénes de colonisations au travers d’'un modéle animal.

Pour permettre la visualisation de souches de Neisseria commensales dans le modéle in vivo du

laboratoire et I'optimisation des paramétres deux axes de recherches ont été explorés

- (i) La réalisation de souches luminescentes de trois souches commensales N.

lactamica, N. cinerea, N. polysaccharea.



- (ii) La mise en place d’'une nouvelle colonie de souris avec le changement de leur fond

génétique pour améliorer le bien-étre animal et les conditions de manipulations.

In fine le nouveau modéle aurait pu étre utilisé pour induire des infections, mais par manque de

temps, les essais n'ont pas pu étre réalisés.
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MATERIELS ET METHODES

l. Elaboration des souches luminescentes

a. Souches bactériennes et conditions de cultures

Dans le but de réaliser des clonages, la souche E. coli DH5a a été utilisée comme souche de
clonage pour les constructions plasmiques. La souche a été cultivée a 37°C sur milieu Luria-
Bertani « LB » (Difco) supplémenté en ampicilline (100 pg/mL) lorsque le plasmide pJET été utilisé
ou en kanamycine (50 ug/mL) et érythromycine (300 ug/mL) pour les différents clonages réalisés.
De méme I'ensemble des souches de Neisseria ont été mises en culture a 37°C avec 5% de CO»
sur un milieu gonococcal « GCB » Agar (Oxoid) enrichis en supplément Kellogg décrit dans la
littérature (Kellogg et al. 1963). Lors que nécessaire de la kanamycine (100 ug/mL) ou de

I'érythromycine (3 ug/mL) ont pu étre ajoutées au GCB Agar.

L’ensemble des souches utilisées dans cette étude on était répertorié dans le tableau ci-dessous
(Tableau 7).



Tableau 7 : Tableau récapitulatif des souche utilisées, pour les expériences de clonage et

d’infection dans les Neisseriaceae.

Numéro Fournisseur
de
souche
Neisseria cinerea DSM 4630 | Leibniz-Institut DSMZ GmbH
Neisseria polysaccharea CCUG Culture Collection University
18030T of Gothenburg
Neisseria polysaccharea DSM Leibniz-Institut DSMZ GmbH
22809
Neisseria lactamica ATCC American Type Culture
23970 collection
Neisseria musculi DSMZ Leibniz-Institut DSMZ GmbH
101846
Simonsiella muerelli ATCC American Type Culture
29453 collection
Neisseria meningitidis LNP24198 | CNRM (Centre National de
Références des
Méningocoques de I'Institut
Pasteur)
Neisseria meningitidis LNP20553 | CNRM (Centre National de
Références des
Méningocoques de I'Institut
Pasteur)

b. Construction des plasmides avec la méthode d’intégration des régions

homologues Neisseria spécifiques

l. Constructions avec uniquement le géne de résistance

En se basant sur la compétence naturelle des Neisseria, des régions de 500 a 600 pb (Région 5’
et 3’) ont été générées de maniére a étre localisées de chaque cété de la région d’intérét
sélectionnée pour insérer le géne. Ces régions 5’3’ ont été créés par « overlap-extension PCR »,

les couples d’amorces LactaEcoRV et LactaBglll ont étaient utilisés pour la construction des
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régions spécifiques de la souche Neisseria lactamica, et de la méme maniére les couples
d’amorces : PolyScal et PolyBglll, CineSmal et CineBglll ont été utilisées pour la création des
régions spécifiques de Neisseria polysacchareae et Neisseria cinerhea respectivement (Annexe
1). Ceci a permis d’insérer un site de restriction EcoRI au site de chevauchement des deux box.
L’insert a ensuite été cloné dans le plasmide commercial pJET a partir de la trousse fourni
(Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit) (Figure 19), permettant la création d’'une base
fonctionnelle pour les constructions suivantes. La cassette de résistance a la kanamycine aphA3
ou la casette de résistance a I'érythromycine emr3 ont été inséré au niveau du site de restriction
EcoRI par méthode de ligation-restriction standard permettant la génération des plasmides
pJET53 Lacta:: km, pJET 53Cine: km, pJET 53Poly: km et pJET53Lacta:: ery,
pJETS'3’Cine :: ery, pJETS'3’Poly :: ery (Figure 19).

A)
hol Xba F al
1 ¥ E¢ Ndel i a1
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000
amt gene
I source amt CDS <
TG DR91_1705 source [ ori AmpR
B) Ncol 1
I bal Pme cal
I Bsef pu . fel HindIISapl I Pvul
1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000

\ \ amt gene
I source | | ‘ amt C0S @
&1 DR91_1705 || | source i ] ori AmpR

Pstl Aval PpuMBincII Spel Ndel PmeISapl Bsal Pvul

1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000

amt gene
| source amt C0S <
< DR91_1705 source { 1 ori AmpR

| |

Figure 19 : Plasmides pour l'insertion d’'un géne de résistance : exemple de N. lactamica Carte

linéaire de A) pJET5’3’ Lacta (5077 pb), B) pJET5’3’ Lacta :: km (6457 pb) et C) pJET5’3’Lacta :: ery (6276



pb) avec les régions 5’ 3’ spécifiques de N. lactamica utilisé pour I'insertion d’'un géne de résistance dans

la souche. Les casettes de résistances sont entourées en rouge sur les cartes.

1. Construction avec le gene de résistance et la casette de luciférase

La casette du plasmide pCR-porblux a été utilisée pour induire la luminescence dans les
constructions. En effet cette casette composée de I'opéron luxCDABE, extrait de la souche
luminescente N. meningitidis LNP24198 (Guiddir et al. 2014) et du promoteur porBp provenant
du génome de N. meningitidis pour permettre I'expression de la casette. La construction a été
extraite du plasmide pCR-porblux par les sites de restrictions EcoRI pour ensuite étre insérée
entre les box 5’3’ au niveau de ce méme site de restriction (Figure 20). |l n’est pas nécessaire
d’ajouter une source de luciférine pour I'expression de I'opéron luxCDABE, car la casette code
pour la luciférase et son substrat. La sélection de clones positifs s’est fait par la mesure de

luminescence des clones sur gélose avec I'appareil I''VIS Lumina Il (Perkin-Elmer). Pour

permettre une transformation chez Neisseria des casettes kanamycine aphA3 et érythromycine
emr3 possédant les sites de restrictions Nhel et Spel ont été amplifier par PCR et insérées au
niveau du site de restriction Nhel du plasmide pJET5’3’: lux pour chaque box 5’3’ spécifiques. Ce
qui a permis [l'obtention des plasmides pJET5’3'Lactalux ::km, pJET5'3’Cinelux ::km,
pJETS'3’Polylux ::km, pJETS 3’Lactalux ::ery, pJETS'3’Cinelux ::ery,
pJETS5'3’Polylux ::ery.(Figure 21).
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Figure 20 : Plasmides pour I'insertion de la cassette de la luciférase et de son géne de résistance
associé : exemple de N. lactamica Carte linéaire de A) pJET5’3’Lacta: lux (11420 pb), B) pJETS’3’Lactalux ::km
(12832 pb ) et C) pJET5’3’'Lactalux ::ery (12610 pb) avec les régions 5’ 3’ spécifiques de N. lactamica utilisé pour
l'insertion de la cassette de luciférase dans la souche. Les casettes de résistances sont entourées en rouge sur

1. Constructions pour les mutants MreB (Projet annexe)

La premiére construction réalisée a été un plasmide contenant une cassette permettant
I'expression du gene MreB de 'espéce Simonsiella muelleri dans la souche de N. musculi. Le



plasmide pUCMrebSm-Nmusc::Ery a été désigné avec des régions 5’3’ spécifiques de I'espéce
N. musculi qui cible la région ou se situe le géne MreBn muscu. Entre les deux régions, le géne MreB
de l'espéce S. muelleri a été ajouté avec une séquence modifiée permettant I'expression de la
GFP, ceci dans le but de pouvoir observer aprés transformation la localisation de MreBsimoncep par
microscopie confocale. Le plasmide a été produit par une entreprise externe (Biobasic). Une
version sans GFP du plasmide a aussi été designer en amplifiant le géne MreBsinon a partir de
'ADN génomique de S. muelleri et en amplifiant la box 3’ du plasmide pUCMrebSm-Nmusc::Ery
permettant la création d’'un insert MreBsimonocee pour remplacer MreBsimoncepe dans le plasmide
pUCMrebSm-Nmusc::Ery par les sites de restrictions Nhel et BamHI. On obtenait donc le
plasmide pUCMrebSm@GFP-Nmusc::Ery (Figure 22).

V. La stratégie « unmarked luminescente strain » :

Lors de la création de souches commensales luminescentes de Neisseria, la création de mutants
dits « non marqués » a été envisagée. En effet, cette technique a déja était utilisée dans le
laboratoire pour trois souches de Neisseria : N.musculi, N.meningitidis et N.elongata. Pour
réaliser ce type de souches, 3 étapes sont nécessaires (Figure 21). Dans un premier temps l'alleéle
génique rps/ de la souche Neisseria doit étre muté pour rétablir la résistance a la streptomycine
(rpsl*). Une seconde délétion est ensuite réalisée par insertion d’'une cassette plasmidique RPLK
ou RPCC entre les box 5’3’ sélectionnées. La casette RPLK posséde un gene de résistance a la
kanamycine, le géne de contre sélection rps/ et lacZ induisant le phénotype bleu des colonies
positives. La casette RPCC elle, posséde le géne mCherry pour la différenciation phénotypique
qui induit une fluorescence chez les bactéries. La réussite de la transformation des bactéries par
les plasmides se traduira par une souche streptomycine sensible, kanamycine résistante et
exprimant un phénotype de couleur bleue pour RPLK ou de la fluorescence pour RPCC. La
derniére étape consiste a transformer la bactérie avec une cassette possédant les mémes box
53 que la précédente qui contient le géne de la luciférase. On obtiendra donc finalement des
souches streptomycines résistantes et luminescente. Cette technique permet le recyclage des
résistances antibiotiques et permet une insertion naturelle de la casette luciférase par

recombinaison homologue (Nyongesa, Chenal, et al. 2022).
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Figure 21: La création de souches luminescentes par le processus de « unmarked
luminescente strain ». La construction se réalise en trois étapes. Dans un premier temps le géne
rps/ est muté pour un induire le facteur de sélection de résistance a la streptomycine. Dans un
second temps on introduit une cassette de sélection entre les box 5’3’ sélectionnées pour la
recombinaison souhaitée. Cette cassette va induire une sélection trés spécifique des colonies est
aussi une insertion de la casette de luminescence sans « marquage » du génome. La derniére
étape est linsertion de la casette possédant la luciférase qui sera elle aussi validée par des
facteurs de sélections spécifiques (Nyongesa, Chenal, et al. 2022).
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Figure 22 : Plasmides pour I’insertion du géne MreB provenant de plusieurs espéces dans N.
musculi. Carte circulaire de A) pUCMrebSm-Nmusc::Ery (7416pb) , B) pUCMrebSm@GFP-Nmusc::ery
(6672pb) avec les régions 5’ 3’ spécifiques de N. musculi utilisé pour 'insertion de la cassette. Les

casettes de résistances sont entourées en rouge sur la carte.

Pour transformer les constructions dans Neisseria, les plasmides ont tous d’abord été linéarisés
par le site de restriction Nhel pour les constructions des souches luminescentes et Ndel pour les
constructions des mutants mreB, pour augmenter les chances de transformation. Une goutte de
5 pL de plasmide linéarisé (>10ug) a été déposée sur une plate d’Agar GCB MgCl. (10 pg/mL) ou
des stries de la bactérie avaient été réalisées au préalable. Lorsque la goutte a séché, la gélose
ensemenceée a été incubée a 37°C, avec 5% de CO pour une période d’incubation variable de
'espéce transformée (de 6h a 20h). Les bactéries ont ensuite été prélevées au niveau de I'endroit
ou la goutte de plasmide a été déposée et ensuite rétamer sur milieu GCB complémenté en
antibiotique (Kanamycine 100ug/mL, ou érythromycine 3ug/mL) (Dillard 2011). Les clones ayant
poussé ont été vérifies par PCR sur I'ADN génomique avec des amorces amplifiant

spécifiquement la casette insérée (Annexe 1).
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| Microscopie confocale

La microscopie confocale est un microscope optique qui peut réaliser des images a partir de

plusieurs sections optiques.

Les échantillons ont été préparés de la maniére suivante : Les souches Neisseria musculi
MreBSimonGFP et Neisseria musculi sauvage ont été mis en culture 12h avant I'acquisition des
images. Les tapis bactériens ont ensuite été complétement récupérer avec un grattoir et étaler de
nouveau sur un milieu GCB agarose coulée en tres fine couche (Le GCB a été préparé sous forme
liquide puis filtré pour enlever 'excédent d’amidon, réduisant le bruit de fond). Aprés 3h de pousse,
de petits carrés d’agarose ont été découpés a 'aide d’un scalpel et déposés dans une boite dans
laquelle il y a une lame, permettant I'observation. L’ensemble de ces étapes ont été réalisées a

I'abri de la lumiére en maintenant la plaque d’agarose le plus possible a 37°C.

M. Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission est une technique de microscopie qui utilise un

faisceau d’électrons projeter sur I'échantillon pour générer une image trés résolutive.

Pour acquérir des images du clone N. musculi MreBSimonGFP et MreBSimon@GFP, une demie
oese de bactéries a été re suspendus dans 50uL d’acide glutaraldéhyde pour la fixation. La
suspension bactérienne a été déposeée sur une grille de microscopie électronique et le montage
a été laissé 10 minutes pour que les bactéries se fixent a la grille. La grille a ensuite été séchée
avec du papier absorbant et tremper rapidement dans du PTA (acide phosphotungstique) 2% pour
étre ensuite sécheé de nouveau. Deux grilles par échantillons ont été réalisées, car les grilles sont
trés fragiles et les bris empéchent une bonne visualisation des échantillons dans le microscope.
Les grilles ont ensuite été visualisées par microscopie électronique et des images a plusieurs
magnificences (X2000, X5000 et X7000) ont été acquises a plusieurs endroits de la grille pour

vérifier si les phénotypes observés ont été homogénes.



IV. Séquencgage

Pour vérifier les constructions plasmiques, les plasmides ont été séquencés par méthode Sanger.
En utilisant des amorces spécifiques pour séquencer les constructions de casettes pour les
plasmides pdet5’3’Lacta, pJet5'3’Poly, pJet5'3’Cine et aussi les plasmides pUCMrebSm-
Mmusc::Ery et pUCMrebSm@GFP-Mmusc::Ery. Les couples d’amorces LactaEcoRYV, PolyScal et
CineSmal ont été utilisés pour les plasmides pJet5’3’Lacta, pJet5'3’Poly, pJet53’Cine
respectivement et les couples d’amorces gfpHairF/MreBSimonNmuscR et MreBSimonNumuscF
/BNmuscMreBR pour le plasmide pUCMrebSm-Mmusc::Ery et MreBSimonNumuscF/
MreBSimonNmuscR et 3NmuscMreBR pour pUCMrebSm@GFP-Mmusc::Ery. L’alignement des

séquences a été réalisé a 'aide du logiciel en ligne Benchling.

V. Mise en place de la colonie souris

Toutes les procédures sur animaux ont été approuvées par le comité CIPA (Comité institutionnel

de protection des animaux) du LNBE (Laboratoire National de biologie expérimentale)

a. Changement de fond génétique par rétrocroisement

Les souris utilisées pour le changement de fond génétique ont été des souris males hCEACAM1
a fond génétique FVB (Gu et al. 2010) et des femelles souris Balb-C sauvages provenant du
fournisseur Charles River (6 semaines d’age). Le changement de fond génétique a été réalisé par
une méthode de rétrocroisement ou « backcrossing ». Le principe de cette méthode consiste a
croiser une lignée dites receveuse (qui posséde le géne d’intérét) et une lignée donneuse (qui
posséde le fond génétique sélectionné), ceux sur plusieurs générations dans le but de changer le
fond

génétique tous en gardant le géne d’intérét ici, h\CEACAM1.(« Le rétrocroisement » s. d.). Comme
décrit dans la Figure 23 I'individu de la lignée receveuse, la souris hétérozygote FVB/hCEACAM
va étre croisée avec une femelle Balb-C homozygote ce qui permettra en F1 d’obtenir des
individus hCEACAM avec un fond génétique a 50% Balb-C et des individus sans géne hCEACAM
avec un fond génétique a 50% Balb-C dans une proportion 50/50. On sélectionnera ensuite les

males de la F1 Balb-C/hCEACAMsy, pour les croiser avec de nouvelles femelles Balb-C et on
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obtiendra a la F2 des individus Balb-C/hCEACAM?-sy,. A chaque croisement la proportion de fond
génétique Balb-C va augmenter jusqu’a ce qu’on obtienne un pourcentage proche de 100% (on
arrive a un fond génétique Balb-C de 98,375% aprés 7 générations, on peut considérer que les
souris Balb-C/hCEACAM sont quasiment pure) (Figure 23).
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Figure 23 : Méthode de rétrocroisement pour changement de fond génétique utilisé lors de cette étude.
La reproduction des souris permet le changement de fond génétique de FVB a Balb-C. Il est important de
conserver uniquement les souris possédants le géne hCEACAM pour obtenir des souris Balb-C/hCEACAM a
la fin du rétrocroisement. La couleur violette est associée au portage du géne humain hCEACAM, nécessaire
pour le modele d’infection par Neisseria. La couleur rose est associée aux souris qui ne portent pas le géne et
qui sont donc retirées du schéma de reproduction. La proportion du fond génétique des souris entre chaque
génération est représentée sous la forme de graphiques circulaires par pourcentage de fond génétique. F =
génération filiale. (Sul et al. 2013)
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Pour sélectionner les souris exprimant le géne hCEACAM1 a chaque croisement, un génotypage
a été nécessaire. Des encoches d'oreilles ont été réalisées sur les souriceaux le jour de leurs
sevrages pour permettre I'extraction d’ADN. Les tissus ont été bouillis dans du NaOH (50 nM)
pendant 20 minutes et par la suite du Tris-HCI 1M pH 8,0 a été rajouter avant la centrifugation
des tubes contenant les échantillons. A partir de la mixture obtenue une PCR par Taq polymérase
(Fischer) a été réalisée a partir d’'amorces spécifiques (couple Hceacam génotype) qui amplifies

une partie de 500 pb du géne CEACAM visualisable sur gel d’agarose (Annexe 1).

c. Infection des souris par N.meningitidis pour étudier le changement de fond

génétique

Les souris ont été amenées dans le niveau 2 d’expérimentation 5 jours avant I'infection pour leur
permettre une acclimatation. Aprés anesthésie des souris a lisoflurane, les animaux ont été
infectés par inoculation intranasal d’'une solution bactérienne supplémentée en lactoferrine, avec
25L de solution par narine. La solution bactérienne a été préparée au préalable avec du PBS a
une densité optique (DO) de 2 pour chaque souche de Neisseria meningitidis exprimant
LuxCDABE. Une solution de transferrine sera aussi injectée en intrapéritonéal pendant que la
souris est encore anesthésiée. La croissance bactérienne a été observée grace a I'lVIS lumina lll
sur plusieurs jours. La mesure du signal dans 'lVIS est réalisée avec les souris anesthésiées. La
santé des souris a été surveillée tous les jours de I'expérimentation et si la souris a été identifiée
comme léthargique, elle a été anesthésiée pour éviter leurs souffrances. A la fin de
I'expérimentation, les souris ont été euthanasiées au COg, puis leurs vertebres ont été disloquées

pour assurer la mise a mort.



RESULTATS :

1. Souches de Neisseria commensales luminescentes

C’est en générant dans les régions 53’ spécifiques que les constructions plasmiques ont
commenceé. Pour les inserts 5’3’ Poly et 5’3’ Cine la fabrication a fonctionner du premier coup, en
revanche il a fallu réaliser un gradient de PCR pour déterminer la température d’hybridation de
l'insert 5’3’Lacta, car la PCR ne fonctionne pas avec le Tm obtenu par simulation (56°C) (Figure
24). La PCR gradient a permis l'identification de la température optimale a 59°C, car c’est a cette

température que la bande paraissait la plus intense. Cette étape a permis, par la suite, la synthése

de linsert.
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Figure 24 : Produits de PCR pour la création des régions spécifiques 5’3’ pour N.lactamica,
N.polysacchareae, N. cinerhea. Les annotations en rouge correspondent a la taille de l'insert
pour chaque PCR. Les PCR overlaps ont été réalisées a partir des amorces spécifiques d’espéece
permettant I'insertion des sites de restrictions Bglll et EcoRI.

L’insert contenant les régions 5’3’ a ensuite été inséré dans le plasmide pJet et vérifier par
digestions de vérifications. En plus des vérifications par enzymes de restrictions (Figure 25), les
trois plasmides ont été envoyés a séquencer par méthode Sanger pour valider l'insertion de la
casette (Figure 26). Aucune mutation n’a été trouvée sur les alignements, les constructions
plasmiques ont donc été validées. Par la suite le géne de la luciférase ainsi que le facteur de
sélection ont été ajoutés aux constructions ce qui a permis la réalisation de clones luminescents

et résistant a la kanamycine (Figure 27).
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Figure 25: Digestions, vérifications des plasmides pJET53’Poly, pJET5’3’Lacta et
pJET5’3’Cine. Le plasmide pJET5'3'Poly a été digéré par les enzymes de restrictions Mfel et
Avel. Les plasmides pJET5’3’'Lacta et pJET5'3’Cine ont été vérifiés par 'enzyme de restriction
Bsrbl.
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Figure 26 : Résultats de séquencage des plasmides, pJET5’3’Cine, pJET5’3’Lacta et
pJET5’3’Poly. Chaque pic sur les alignements correspond a un nucléotide reconnu.
Lorsqu’on regarde les alignements, certains pics sont manquants, mais si cette absence
n’est pas présente sur le deuxiéme alignement, alors, on considére qu'’il y a une erreur de
séquengage. Si on regarde les alignements pour chaque plasmide, on n'observe pas de
« gap » présent sur les deux alignements donc les constructions plasmiques sont validées.
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Lorsque les constructions ont été finalisées, il a été essayé d'introduire les plasmides
Pjet5’3’Lactalux ::km dans N. Jactamica, Pjet5'3'Cinelux:km dans N. cinerea et
Pjet5’3’Polylux ::km dans N. polysaccharea respectivement. Mais méme aprés plusieurs essais,
la transformation dans chaque souche n’a pas abouti (Absence de souche luminescente sur les

plates). Pour déterminer quel été I'élément empéchait la transformation dans nos souches de

Neisseria nous avons essayé de transférer le géne de résistance de I'érythromycine (emr3)

Figure 27 : Obtention des plasmides luminescents kanamycine résistante dans Escherichia
coli DH5a . A) pJET5’3'Polylux ::km, B) pJET5’3’'Lactalux ::km, C) pJET5’3’Cinelux ::km. Images
réalisées a partir de I'appareil d’acquisition IVIS lumina lll. La fleche rouge indique la colonie
bactérienne luminescente.

dans la région 5’3’ (Figure 28). Le but a été de déterminer si le géne de résistance a la kanamycine
pouvait étre en cause dans I'échec des transformations. Cette fois-ci, seul le géne de résistance
a I'érythromycine a été inséré dans les plasmides pJet5’'3’Poly et pJet5’3’'Cine. Les constructions
ont ensuite été transformées dans leurs souches spécifiques: pJetS’3’Poly :ery dans N.
polysaccharea et pJet5’3’Cine :ery dans N. cinerhea. La transformation des constructions
plasmiques a fonctionné (des clones érythromycines résistantes ont été obtenus). Une PCR
colony a été réalisée a partir du couple d’amorces PolyScal pour pJet5’3’'Poly ::ery et CineSmal
pour pJet5’3’Cine ::ery dans le but de tester les clones. La PCR colonie a permis de valider

l'insertion du géne de I'érythromycine est ajouté (longueur du géne : 1185 pb).
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Figure 28 : Résultats de PCR colony pour les transformations de pJet5’3’Poly ::ery dans
N.polysacchareae et pJet5’3’Cine ::ery dans N.cinerea. Une PCR colony a été réalisée a partir
du couple d’amorces PolyScal pour pJet5’3’Poly ::ery et CineSmal pour pJet5’3’Cine ::ery. Les
régions 5’3’ des plasmides font respectivement : 1735 pb et 1709 pb pour pJet5’3’Poly ::ery et
pJet5'3’Cine ::ery. Si le géne de I'érythromycine est ajouté (1185 pb) on obtient une amplification
du géne en plus des régions 5’3’ donnant des fragments d’ADN a 2909 pb et 2894 pb.

Méme si dans les régions 5’3’ paraissait fonctionnelle, la transformation de I'érythromycine n’a
pas aboutie dans N. lactamica. A partir de ces résultats nous avons essayé de transformer les
plasmides pJETS5 3’Lactalux ::ery dans N. lactamica, pJET5'3’Cinelux ::ery dans N. cinerea et
pJET5 3’ Polylux ::ery dans N. polysaccharea (Figure 29) en hypothéses que la présence du géne

de résistance a la kanamycine pouvait poser probléme.

- N 4 } =4

Figure 29 : Obtention des plasmides luminescents érythromycine résistante dans
Escherichia coli DH5a. A) pJET53’Polylux :ery, B) pJET53’Cinelux ::ery,

pJET5’3’Lactalux ::ery. Images réalisées a partir de I’appareil d’acquisition IVIS lumina lll.

La fleche rouge indique la colonie bactérienne luminescente.
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Mais encore une fois la transformation n’a pas fonctionné. Malgré les multiples tentatives pour la
mise en place de souches luminescentes commensales, certains paramétres n’ont pas permis la
réussite du projet. L’ensemble des résultats pour les transformations dans Neisseria ont été

résumés dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Résultats des essais de transformations chez les Neisseria commensales pour I’obtention de
souches luminescentes. Chaque condition découle des résultats des différents clonages et traduit de la complexité des
clonages dans les Neisseria commensales. Chaque transformation a été testée au moins 2 fois en suivant le méme
protocole de transformation. Les plasmides initiaux ont été séquencés pour vérifier que les régions 5’3’ ait bien été

construite. Km = kanamycine, Ery = érythromycine.

Constructions plasmidiques (Détails de I'insert) Neisseria cinerea Neisseria polysaccharea Neisseria lactamica

Plasmides séquencés

La transformation a
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1. Rétrocroisement des souris

Le processus de changement de fond génétique a été initié a partir d’'un constat : on a rapporté
de nombreux comportements stéréotypiques dans les souris FVB de la colonie (Tableau 6). La
stéreéotypie comportementale regroupe I'ensemble des comportements dits anormaux, répétitifs
et qui entrainent souvent des complications.(« Stereotypy — Mouse Ethogram » s.d.) Les
comportements les plus observés été le « circling » ('animal effectuer des tours dans sa cage a
répétition sans s’arréter), les « looping » (la souris réalise des saltos arriére dans la cage), le
« barbering » qui rassemble 'ensemble des procédés liés au toilettage que les souris effectuent
de maniéres trop intensives sur elles-mémes ou sur les autres (Arrachage de fourrure, des poils

ou des moustaches) et les bagarres entre animaux (Engineers 2019).

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des cas cliniques relevés du 26 mai 2021 au 15 juillet 2022 pour
les souris de fond génétique FVB. Les cas cliniques permettent un suivi des comportements
stéréotypiques qui ont pu étre observés dans la colonie.

Cas cliniques du 26
mai 2021 au 15
juillet 2022 (13

Comportements
stéréotypiques

Etat alerte/Nervosité 12

alopecie lié au
barbering
circling/looping
convulsions
agressivité

= [IN[(N]|

L’ensemble de ces comportements découle d’'une hyperactivité chronique des souris FVB déja
décrite dans la littérature (Mineur et Crusio 2002; « A Behavioural Characterisation of the FVB/N
Mouse Strain » 2004), qui peut entrainer de nhombreuses complications lors de la manipulation
des animaux et qui peut nuire au bien-étre animal. Pour éviter les effets induits par le fond FVB,
la technique de rétrocroisement pour le fond génétique, Balb-C a été mis en place. Ce type de
souris ont la réputation d’étre moins nerveuses et sont largement utilisées pour les modéles

murins.
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Pour déterminer le génotype des souris lors de la reproduction, des PCR ont été réalisées pour
chaque écouvillon d’ADN des souris nouvellement nées. Les amorces Hceacam (génotypages)

ont été utilisées pour amplifier une partie du géne Hceacam d’environ 250 pb (Figure 30).
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Figure 30 : Détermination des souriceaux Hceacam par PCR colonie. A partir de 'ADN des
souriceaux, une PCR visant le géne Hceacam a été réalisée avec les amorces Hceacam
génotypes. En présence d’une bande, la souris est considérée comme positive et les males
peuvent alors étre réutilisés a I'étape de reproduction suivante. Les carrés verts représentent les
souris positives et les carrés rouges, les souris négatives.




La reproduction pour le changement de fond génétique a débuté le 28 janvier 2022 avec deux
femelles Balb-C. La F1 a généré 18 souris, dont 5 méles Balb-C/hCEACAM. En suivant le méme
schéma de reproduction, la seconde génération a été obtenue avec 18 souris et 4 Balb-
C/hCEACAM males (Tableau 7).

Tableau 7 : Tableau récapitulatif des cycles de reproductions du rétrocroisement. Comme décris
dans le matériel et méthodes, 2 males de chaque génération ont été sélectionnés pour étre croisés a 2

femelles avec un fond génétique Balb-C100%. m =male, f =femelle, WT = sauvage.

Sexe Date de naissance |Génotype

17/02/2022

WT

17/02/2022

WT

20/02/2022

hCEACAM

20/02/2022

WT

20/02/2022

hCEACAM

20/02/2022

hCEACAM

25/05/2022

hCEACAM

25/05/2022

hCEACAM

25/05/2022

hCEACAM

25/05/2022

WT

25/05/2022

hCEACAM

25/05/2022

hCEACAM

25/05/2022

WT

25/05/2022

hCEACAM

25/05/2022

hCEACAM

26/05/2022

WT

26/05/2022

26/05/2022

WT
WT

26/05/2022

hCEACAM

26/05/2022

26/05/2022

WT
WT

26/05/2022

WT

26/05/2022

hCEACAM

"TIT3 131313313

26/05/2022

hCEACAM
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Plusieurs générations aprés celle-ci seront nécessaires pour pouvoir obtenir un fond génétique
proche de 100%. L’obtention de la lignée serait hypothétiquement possible en mars 2023, le
rétrocroisement est un procédé laborieux et chronophage. Il est a noter qu’avec seulement trois
générations décrites il n'est pas possible d’observer les effets bénéfiques sur le fond génétique
des souris ou des modifications comportementales, mais le rétrocroisement en cours devrait
permettre une réduction de I'’hyperactivité de la colonie et permettre une meilleure expérimentation

animale pour I'animal et le manipulateur.

Bien que le fond génétique des souris Balb-c ne soit pas complétement établie, nous avons
essayé de comparer les souris Balb-C/hCEACAM et les souris FVB/hCEACAM dans une
expérience de portage avec le modele d’étude du laboratoire. Les résultats présentés sont trés
préliminaires et pourraient ne pas étre le reflet des résultats finaux lorsque le background Balb-c
sera finalisé. Les souris ont été infectées par 6 souches de Neisseria meningitidis : 24198, 20553,
21359, 21317, 17592 et 10820 provenant toutes d’isolats cliniques différents (Figure 31).

Lors de l'infection, la souche 24198 a induit un sepsis chez la souris FVB induisant la mort de
celle-ci a J2. Ce phénoméne n’a pas été observé pour la souris Balb-c infectée par la méme
souche ou la présence des bactéries a décrus a partir de J1. Pour ce qui est des infections par
les souches 10820 et 20553, les profils d’'infections sont assez similaires pour les souris FVB. On
rapporte un pic de luminescence important a J1 les souris FVB qui n’est pas observé pour les
souris Balb-c. Quant aux souches 17592 et 21359 le signal luminescent des souris Balb-c est
augmenté apres J3 et J4 respectivement, ce qui n’est pas observé chez les autres souches. Le
signal a donc perduré sur le temps chez les souris. On peut noter que pour toutes les souris,
lorsque le signal luminescent se concentre, il localise entre la narine externe et les incisives

supérieures.
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Figure 31 : Infection des souris FVB/hCEACAM et Balb-c/hCEACAM par des souches luminescentes
de Neisseria meningitidis. A) Acquisition des mesures de luminescences au niveau du flanc des souris a
partir de 'appareil de mesure VIS lumina Ill. L’acquisition a durer 10 min pour permettre I'acquisition du signal
qui peut étre assez faible. B) Représentation graphique des mesures de luminescence par ROI (region of
interest) pour chaque ventre de souris.

Nm = Neisseria meningitidis.
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Deux générations de souris Balb-c/hceacam ont été générées lors de ma participation au
changement de fond génétique : la F1 (50% Balb-c) et la F2 (75% Balb-c). Ayant un pourcentage
de fond génétique différent, nous nous sommes demandé si des différences pouvaient déja étre
observées. Encore une fois les résultats restent préliminaires et des essais entre les différentes
générations pourront étre réalisés lorsque le changement de fond génétique sera complété. Si on
compare les deux niveaux de fond génétiques dans une expérience d’infection par les 3 souches
de Neisseria meningitidis (24198, 20553, 21359) on peut observer plusieurs phénoménes (Figure
32) : dans un premier temps on constate un pic de luminescence a J1 pour les souches 24198 et
21359 de F1 qui n’est pas observée pour les souris de F2, les deux souches ont de méme, un
profile de luminescence similaire que ce soit pour la F1 ou la F2. On notera que pour l'infection
par la souche 21359 le signal luminescent a augmenter a J5 pour la F2, ce qui n’est pas observé
pour la premiere génération de souris Balb-c. Enfin pour la souche 20553, les deux profils de

luminescences sont trés similaires sans distinction précise pour les souris de F1 ou de F2.
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Figure 32 : Infection des souris Balb-c/hCEACAM du premier et second croisement par des souches
luminescentes de Neisseria meningitidis. Les souris de premiere génération sont appelées F1 et celles de
seconde génération F2. A) Acquisition des mesures de luminescences au niveau du flanc des souris a partir
de I'appareil de mesure VIS lumina Ill. L’acquisition a durer 10 min pour permettre I'acquisition du signal qui
peut étre assez faible. B) Représentation graphique des mesures de luminescence par ROI (region of interest)
pour chaque ventre de souris.
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DISCUSSION :

De nombreuses difficultés ont été rencontrées lors de la construction des souches de Neisseria
commensales luminescentes. En effet les plasmides élaborés pour induire la luminescence n’ont
pas réussi a atteindre le génome des espéces de Neisseria commensales. Malgré la compétence
naturelle du genre Neisseria, des facteurs peuvent empécher la transformation et quelques
hypothéses peuvent étre apportées. Le géne de I'érythromycine et les régions 5'3' ont réussi a
étre transformés, il est peu probable que ces éléments soient en cause dans I'échec des
transformations. Il est cependant plus difficile de conclure pour N. lactamica, car aucun insert n’est

rentré dans la souche a partir de nos constructions.

Si on regarde les travaux antérieurs du laboratoire, l'insert de la casette Porlux suivi d’'un gene de
résistance a fonctionner dans les espéces N. elongata (Neisseria commensale), N. meningitidis
(Neisseria pathogéne) et N. musculi (Neisseria commensale de la souris) (Nyongesa, Chenal, et
al. 2022). La grande taille de I'insert n'avait pas posé de probléme, on peut donc supposer que
les échecs des transformations ne sont pas reliés a la taille de la casette (environ 10 000 pb). On
notera que l'insertion d’'une cassette similaire (Régions 5’3’ + Porlux + kanamycine) a été testée
dans N. gonorrhoeae mais qu’elle n’a elle non plus pas abouti. De ces résultats on comprend que
les souches de Neisseria pourraient étre dotées de caractéristiques spécifiques d’espéce pour
I'acquisition de nouveaux matériaux génétiques, ou que d’autres paramétres sont a explorer pour

tenter de nouveau ce genre de manipulations.

Une piste de recherche pour mieux comprendre les résultats des transformations serait de
regarder la composition précise des séquences DUS. En effet, lorsque ces séquences sont moins
nombreuses, le taux de transformation peut étre diminué de maniere importante. Lorsque la
fréquence de séquence DUS (ATGCCGTCTGAA) est recherchée dans les régions 5’3’ de chaque
souches ont observé 6 répétitions dans N. lactamica, 9 répétitions dans N. polysacchareae et 5
répétitions dans N.cinerheae. On notera que N. lactamica, N. polysacchareae et N.cinerheae
possedent la méme séquence DUS que les pathogénes N. meningitidis et N. gonorrhoeae (Berry
et al. 2013). Le nombre de répétitions parait cohérent entre les espéces possédant les mémes
séquences DUS. Pour voir si ce paramétre pourrait influer sur le taux de transformant, il serait
intéressant de synthétiser des régions 5’3’ plus ou moins abondantes en DUS couplés a des
résistances aux antibiotiques pour déterminer si les DUS pourraient étre un parameétre de

variation.



Un autre paramétre qui pourrait influencer le ratio de transformation serait les motifs de
méthylation. Comme expliqué dans l'introduction, la méthylation est un processus épigénétique
retrouvé chez les bactéries qui posséde plusieurs propriétés. Elle a comme rdle principal la
protection de 'ADN contre les endonucléases, mais elle permet aussi la gestion du systéme de
restriction-modification (RM) de la bactérie. Ce systéme permet d’identifier ’ADN étranger et de
ne pas les assimiler. Cependant dans certaines espéces bactériennes naturellement compétentes
comme Campylobacter jejuni ou Haemophilus parasuis, les systétmes RM ont aussi la capacité
d’augmenter les taux de transformations de plasmides possédant des motifs de méthylations
spécifiques, et donc favoriser I'assimilation de certains brins d’ADN uniquement a partir des
modifications épigénétiques. (Beauchamp et al. 2017) (« Improvement in the Efficiency of Natural
Transformation of Haemophilus Parasuis by Shuttle-Plasmid Methylation | Elsevier Enhanced
Reader » s. d.). Dans la méme idée, un article paru en 2019 a démontré I'échange d’un brin d’ADN
méthylé spécifiquement entre N. elongata et N. gonorrhoeae induisez une toxicité au pathogéne,
qui permettez a N. elongata d’éliminer les autres compétiteurs de la flore bactérienne (Fleming et
Mulvey 2019). On comprend que la régulation de la compétence naturelle peut étre fortement
impactée par les motifs de méthylations des séquences d’ADN et avoir un effet sur les taux de
transformations. L’hypothése dans le cas de la construction des souches luminescentes serait
que certains motifs de méthylations soient reconnus comme délétéres par I'espéce de Neisseria
et rejetés, inhibant la transformation. Cette idée est appuyée par le fait que les motifs de
méthylations peuvent varier entre especes et que certains motifs produisent dans E.coli lors de la
construction des plasmides pourrait inhiber I'assimilation des casettes. On notera sur la méme
idée que les Neisseria possédent plusieurs systémes de méthylations qui peuvent variés selon
les espéces (Ritchot et Roy 1990), ce qui pourrait expliquer la réussite des transformations pour
certaines constructions et pas d’autre. Il est évident que cette piste est encore trés préliminaire et
gu’elle n’explique pas l'entiereté des résultats, car des casettes de clonages similaires sont
rentrées sans difficulté chez N. meningitidis et N.elongata. Pour tester cette hypothése, il serait
intéressant de déterminer le méthylome des espéces commensales de Neisseria avec par
exemple la réalisation d’un séquengage SMRT (Single-molecule real-time). Cette technique
permet de séquencer de nombreux brins d’ADN de maniére individuelle et spécifique.
L’incorporation de nucléotides fluorescents permet comme dans une séquence classique la
détermination de la séquence nucléotidique, mais aussi des variations épigénétiques. Cette
technique a déja été utilisée dans le but de générer le méthylome de plusieurs bactéries, dont
Neisseria meningitidis (« Single Molecule Real Time Sequencing - an overview | ScienceDirect

Topics » s.d.; Murray et al. 2012). Cette démarche permettrait l'identification de motifs de
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méthylations dans les espéces commensales et on pourrait ensuite les étudier pour déterminer

leurs impacts sur la sélection de matériel génétique lors la compétence naturelle.

Pour ce qui est du changement de fond génétique FVB en Balb-C la colonie a été lancée avec
succeés. En effet, le protocole de croisement a permis de réaliser 2 générations pour le moment
et devrait permettre 'obtention d’'un fonds génétique Balb-C proche de 100% en mars 2023. Le
modéle de souris du laboratoire repose principalement sur des caractéristiques facilitant la
colonisation des Neisseria dans la cavité buccale des souris. Comme expliquer en introduction,
les souris possédent des récepteurs hCEACAM ayant une forte affinité pour les protéines Opa
présentent chez les Neisseria. |l est cependant important de noter que seules certaines espéces
de Neisseria possédent des protéines Opa comme N.lactamica et N.subflava (Toleman, Aho, et
Virji 2001). Le modéle d’infection n’est donc pas adapté pour tous les individus du genre Neisseria.
Une poursuite de recherche pour répondre a ce probleme, ce serait la murinisation des souches
humaines de Neisseria. En effet l'idée serait de mettre en contact une souche humaine de
Neisseria comme N. lactamica avec de 'ADN de N. musculi pour favoriser les échanges de
matériel par transformation naturelle et permettre I'acquisition des génes nécessaires a
I'adaptation de la cavité orale des souris. Aprés plusieurs cycles d’échanges, N. lactamica serait
introduite dans la souris et on serait capable d’observer si la persistance d’'une souche humaine
dans la souris est possible. Les protocoles de murinisations sont actuellement en préparation

dans le laboratoire.

Un autre point a améliorer serait le bien-étre des animaux sur une étape précise : la prise en main
des animaux. En effet la méthode standard pour la manipulation des souris consiste a prendre la
base de la queue de la souris entre le pouce et I'index et de la déposer ensuite sur une surface.
Or il a été prouvé que cette technique induisait un stress trés important chez les animaux et
enclenche une mécanique d’aversion pour la manipulation chez les souris. Une technique
beaucoup moins stressante a été validée par de nombreux articles : le ramassage des souris avec
un tunnel déja présent dans la cage (Hurst et West 2010; Gouveia et Hurst 2013; 2019). En effet,
en en laissant un tunnel dans la cage de souris, I'objet lui devient familier et parait moins
dangereux. Les souris avaient tendance a interagir plus longtemps avec le manipulateur a
comparer des souris sorties par la méthode standard. En plus du stress réduit avec I'utilisation de
tunnels transparents, l'inspection de I'apparence, la posture et des mouvements des animaux est
plus précis, car I'animal n’est pas maintenu dans une position contractée. Un autre point sur lequel
on pourrait moduler le stress des souris est leurs environnements I'étude. Gurfein, B.T et al. a

montré que des cages plus grandes avec des éléments d’enrichissements comme des roues



d’exercices, des tubes en polycarbonate ou du matériel pour faire les nids, réduisent de maniére
importante les niveaux de stress de la souris et avaient méme un effet sur la croissance de leurs

rates, élément trés important pour les fonctions immunes (Gurfein et al. 2012).

Pour ce qui est des expériences d’infections avec les souches de Neisseria meningitidis, deux
parameétres ont été testés sur les deux générations du fond génétique Balb-C : la génération de
croisement (F1 ou F2) et les fonds génétiques (FVB et Balb-C). Les expériences ont été réalisées
avec les deux premiéres générations de souris, Balb-Csg et Balb-C7s+. Cependant cela implique
que dans chaque génération il reste des traces de I'ancien fond génétique FVB. Or, on ne peut
pas déterminer dans quelle proportion la présence restante du fond FVB peut induire des
variations dans le comportement des souris. Les expériences réalisées sur la F1 et F2 ont permis
de mettre en place I'expérimentation, mais lorsque des souris Balb-C1goe seront généré il faudra
réitérer les essais pour valider les résultats observés avec les générations F1 et F2. Plusieurs
souches de N. meningitidis ont été testées lors de linfection des souris. En effet celles-ci
proviennent d’isolat clinique différent et peuvent avoir des niveaux de virulences plus ou moins
variables. Cette hétérogénéité a pu étre observée dans nos expériences d’infections. En effet
certaines souches comme la 24198 qui a induit une septicémie dés les premiers jours chez la
souris FVB, alors que d’autres ont persisté plus longtemps dans la cavité buccale des souris
comme la 21359 et la 17592. Pour valider les profils d’infections observés lors de nos différentes
expériences sur le tropisme des Neisseria il serait nécessaire de reproduire les essais au moins
deux fois de plus, permettant par la suite une étude statistique de nos résultats. L’amélioration du
modele hCEACAM par le changement de fond génétique est encore en cours, mais les

expériences de portage pour Neisseria meningitidis ont I'air d’étre impactées par celui-ci.
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CONCLUSION

La paroi est un élément central chez les bactéries. Lors de de cette étude du genre Neisseria,
plusieurs paramétres ont pu étre explorés dont : les variations de tropisme des bactéries de la
famille des Neisseria avec des essais sur la mise en place d’'un modeéle d’étude in vivo pour des
Neisseria commensales, mais aussi a partir d’'un projet annexe sur la régulation de la morphologie
bactérienne. Lors de mes travaux, des essais sur les souches luminescences de Neisseria
commensales ont pu étre réalisés. Cependant, les constructions plasmiques initiales n’ont pas
réussi a intégrer le génome de nos espéces malgré de multiples tentatives. On notera tous de
méme que le modéle d’infection du laboratoire a pu étre amélioré par le changement de fond
génétique (toujours en cours) des souris, bien que les résultats produits soient assez
préliminaires. Il reste encore de nombreux éléments a comprendre sur I'adaptation des Neisseria
a la flore nasopharyngée, mais les mises en place de modéles d’études comme celui de ce projet
pourraient permettre une meilleure compréhension de leurs interactions et in fine pourrait

permettre I'identification de mécanismes bactériens importants.

CONCLUSION GENERALE :

Lors de ces deux années de maitrise, j’ai pu étudier de nombreuses facettes de la bactériologie
en me focalisant plus précisément sur les roles de la paroi bactérienne dans leurs interactions
avec I'héte et leurs persistances dans le microbiote. En plus de permettre a la bactérie d’échapper
a I'action des antibiotiques, les éléments de la paroi influent énormément sur les modulations de
la réponse immunitaire, permettant la persistance de la bactérie et sa synergie avec I'héte. De
nombreuses pistes sont encore a creuser pour mieux comprendre le tropisme bactérien et leurs
mécanismes d’adaptations dans leurs hotes. Les axes de recherches auxquels j’ai pu participer
permettent la continuation de nombreux projets portés par le laboratoire qui devrait continuer de

se développer dans les prochaines années.
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ANNEXE 2 : PROJET ANNEXE : EFFETS DU GENE MREB SUR LA
MORPHOLOGIE DE NEISSERIA MUSCULI : ETUDE PRELIMINAIRE

Mise en contexte et résultats :

Le géne MreB est un géne de régulation capital pour le maintien de la morphologie bactérienne.
En effet, c’est I'équivalent de I'actine des eucaryotes. Ce géne régulateur est capital pour la
croissance et la formation du PG, car sa délétion améne a une perte de la forme allongée et
'acquisition d’'une morphologie de coque (ceci dans plusieurs espéces bactériennes, dont les
Neisseria) (Holtie 1998; Veyrier et al. 2015). Le gene MreB de S. muelleri est particulierement
intéressant, car c’est une bactérie & morphologie MulDi, trés différente de la forme bacille. De
plus, la bactérie N. musculi a été sélectionnée pour sa capacité a facilement étre introduite dans
les modéles d’infections murins. Le but de cette approche est de déterminer si les différences
morphologiques induites par le changement de mreB ont une influence sur le tropisme de la
bactérie dans un modéle murin, avec I'exemple de mreBsn. En plus de l'observation de la
morphologie, la localisation du géne mreB a souhaiter étre déterminé pour voir si ce parameétre
était lui aussi modifié. Pour ce faire, mreBsimon a été fusionné avec la GFP et ensuite observé par

microscopie confocale.

Aprés avoir vérifié la construction par une enzyme de restriction, le plasmide linéarisé a été
transformé dans N.musculi. Les clones ont dans un premier temps été vérifiés par PCR colony
avec les couples d’'amorces mreB Simonsiella muelleri et mreB Neisseria musculi pour déterminer
la présence de mreBsm et 'absence de mreBn.muscu (Figure 33). Les amorces sont spécifiques de
chaque géne mreB et amplifient une partie d’environ 500 pb pour chacun. Pour valider les
résultats de la PCR, un séquengage du clone a permis de valider que mreBSmGFP c’était bien

inséré a la place de mreBn muscu (Figure 36).
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Figure 33 : : Transformation du plasmide pUCMrebSm-Nmusc::Ery dans N.musculi lux. A)
Le plasmide a dans un premier était vérifier par digestion avec I'enzyme Hindlll. B) Aprés
transformation, les clones ont été testés par PCR colony a partir des amorces mreB Simonsiella
muelleri et mreB Neisseria musculi. Le clone présenté en figure était bien positif a mreBSm et
négatif a mreBN.muscu.

Aprés avoir validé les clones musculi MreBSmGFP I'étude de la morphologie a pu commencer.
En effet par microscopie électronique on observe que les clones MreBSmGFP sont tous de forme
de coque, arborant des diamétres différents par rapport a la forme bacille de N.musculi sauvage.
La morphologie bacille a été perdue lors du remplacement du géne. On a bien un changement de
forme pour les mutants montrant que l'insertion du géne a bien induit un phénotype (Figure 34A
et B).

Pour ce qui est des images de microscopies confocal, les mutants MreBSmGFP n’émettent pas
un signal lumineux intense. En effet, a comparer de la souche sauvage, on observe bien la
présence d’un signal lumineux, mais il est trés diffus et est réparti dans toute la bactérie (Figure
34C et D).
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Sauvage Mutant mreBSmGFP

Sauvage Mutant mreBSmGFP

Figure 34 : Comparaison morphologique des clones, Neisseria musculi mreBSimonGFP et
Neisseria musculi sauvage. Les images des sous-figures A) et B) ont été obtenues par
microscopie électronique a transmission a magnificence x7000, x5000 et x2000 et les images des
sous-figures C) et D) ont été acquises par microscopie confocale et acquisition de la fluorescence

de la GFP (En vert).
Pour déterminer si la morphologie coque était bien causée par le géne mreB et pas la présence
de la GFP, la construction pUCMrebSm@JGFP-Mmusc::Ery a été réalisée. Le plasmide a été cloné

dans N. musculi et observé par microscopie électronique (Figure 35). Encore une fois, la présence



du géne mreB a induit la forme coque chez les clones N. musculi. L’ensemble de ces résultats
nous permet de lier la perte de la morphologie bacille par la présence du géne mreBsm. Pour
valider nos résultats le plasmide pUCMrebSmJGFP-Mmusc::Ery a lui aussi été séquencer
(Figure 35).

Sauvage Mutant mreBSm sans GFP

Figure 35 : : Comparaison morphologique des clones, Neisseria musculi mreBSimon@GFP et
Neisseria musculi sauvage. Les images des sous-figures A) et B) ont été obtenues par microscopie
électronique a transmission a magnificence x7000, x5000 et x2000.
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pUCMrebSm-Mmusc::Ery
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Alignement 1

Alignement 2

Alignement 3

Alignement 4

pUCMrebSm@GFP-Mmusc:: Ery
5" EryR BWP33_RS06040 3

template sequence plUCHr ebSelGFP-Meusc: -Ery

Alignement 3
Figure 36: : Séquencage Sanger des plasmides pUCMrebSm-Nmusc::Ery et
pUCMrebSm@GFP-Mmusc::Ery. Chaque pic sur les alignements correspond a un nucléotide
reconnu. Lorsqu’on regarde les alignements, certains pics sont manquants, mais si cette absence
n‘est pas présente sur le deuxiéme alignement, alors, on considére qu’il y a une erreur de
séquencgage. Si on regarde les alignements pour chaque plasmide, on n'observe pas de « gap »
présent sur les alignements donc les constructions plasmiques sont validées.
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Discussion des résultats :

En ce qui concerne les essais sur mreB, 'ensemble des tests qui ont été réalisés sont encore
assez préliminaires. Le géne a déja été étudié comme acteur dans la régulation de la morphologie
par le laboratoire. En insérant le géne mreB de 'espéce S. muelleri, (une bactérie multicellulaire)
dans N. elongata (Un bacille), on a constaté un allongement de la forme bacille de N. elongata
(Nyongesa, Weber, et al. 2022). |l paraissait donc intéressant de continuer a étudier I'influence de
MreBsimon Sur la morphologie avec d’autres espéces pour savoir si le phénotype était conservé.

Lors de 'acquisition des images au microscope électronique a transmission, les mutants

N.musculi mreBsmGFP avaient tous un phénotype de coque. La premiére hypothése était qu’en
s’'insérant MreBs»GFP aurait induit une inactivation du domaine, créant alors un mutant avec un
domaine MreB inactif (Knock-out) et un phénotype de coque. Cependant, lors que la souche
MreBsm@dGFP a été observée au microscope électronique, le phénotype coque était aussi présent.
La présence de la GFP n’a donc pas I'air d’'influencer le phénotype qui reste le méme avec ou
sans le marqueur. On notera que I'acquisition de la forme coque a été observé lors de la délétion
du locus de mreB chez N. elongata, une espéce bacille (Veyrier et al. 2015). Des essais
supplémentaires sur la construction plasmidique ont été réalisés par le laboratoire. En effet, le
plasmide pUCMrebGFPNmusc::Ery a été généré. Ce plasmide contient une version GFP du géne

mreB provenant de N. musculi et la encore le phénotype coque était observé (Figure 37).
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A) pUCMrebGFPNmusc: :Ery (7487 bp)

Figure 37 : La construction pUCMrebGFPNmusc::Ery posséde aussi un phénotype de
coque. A) Construction plasmidique de pUCMrebGFPNmusc::Ery, le plasmide doit exprimer le
gene mreB de 'espéce N. musculi ainsi que la GFP. B) Acquisition des clones par microscopie
confocale.

On soupgonne donc que la construction serait en cause du phénotype coque, car l'insertion du
géne de la méme espéce ne devrait pas modifier le phénotype. Des travaux supplémentaires
seront nécessaires pour déterminer lequel des éléments du plasmide empécherait I'expression
du géne mreB et induirait le phénotype choqué. Une hypothése serait que le promoteur ne soit
pas fonctionnel et donc empécherait I'expression du géne mreB. Lorsque les problémes de
constructions seront résolus, il serait intéressant de tester si ce phénotype est toujours présent
dans les espéces déja tester mais aussi dans d’autres espéces de Neisseria de forme bacille
comme Neisseria elongata, un commensal de I'humain, ou dans d’autres phénotypes
morphologiques pour étre plus a méme de comprendre les différents génes mreB au travers de
la famille des Neisseriaceae. De méme pour les futures expériences, les souches mutées pourront

étre utilisées dans des modéles animaux pour étudier la colonisation de la cavité orale des souris



ou du nasopharynx, mais aussi les autres paramétres qui pourraient étre modifiés comme la
variation de la virulence des souches ou les mécanismes de résistance aux antibiotiques par

exemple.

Pour ce qui est des images de microscopie confocal obtenues pour le mutant mreBsmGFP, la
fluorescence des bactéries était diffuse et trés faible. En effet, un signal n’était pas concentré dans
une zone précise de la bactérie, mais plutét de maniére homogéne dans toute la cellule. Si on
regarde la littérature, on sait que les protéines MreB sont distribuées de maniére hélicoidale sur
tout le contour de la bactérie chez les morphologies bacilles (Errington 2015; Hussain et al., s. d.).
Les images du confocal peuvent faire penser que MreB pourrait étre distribué sur 'ensemble de
la paroi bactérienne, mais il n’est pas possible de voir si c’est sous forme de filaments hélicoidaux.
Pour creuser cette piste, il serait intéressant d’utiliser des techniques pour pouvoir traquer en
temps réel le mouvement de MreB lors de la mise en place de la morphologie bactérienne pour
déterminer sa conformation chez nos mutants. Une technique envisageable serait la microscopie
a illumination structurée (SIM), qui permet I'excitation de trés petits fluorophores de maniére
spécifique et super résolutive. Cette technique est principalement utilisée pour suivre le
mouvement de petites molécules ou de petits complexes proches de la surface cellulaire, ce qui

serait idéal pour suivre MreB (Errington 2015).
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