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RESUME

Le microbiote intestinal est constitué de milliards de microorganismes formant un écosysteme
complexe. Celui-ci influence 'homéostasie de son hote et exerce plusieurs rbles bénéfiques tels
que la résistance a la colonisation, la maturation du systéme immunitaire et la sécrétion de
peptides antimicrobiens. Lorsque I'équilibre du microbiote intestinal est perturbé (dysbiose) par
une prise d’antibiotique, des bactéries pathogénes telles que Clostridioides (Clostridium) difficile
peuvent croitre et engendrer des infections. La consommation de probiotiques pourrait prévenir
les dysbioses et réduire les risques d'infection & C. difficile (ICD). La formulation composée de
Lactobacillus acidophilus CL1285, L. casei LBC80OR et L. rhamnosus CLR2 est connue et
supportée par de nombreuses études cliniques pour aider a réduire lincidence des ICD.
Cependant, les mécanismes d’action restent a étre élucider. L’hypothése émise est que cette
combinaison de lactobacilles inhiberait la bactérie C. difficile et atténuerait ses facteurs de
virulence plus précisément sa production de toxines. L’objectif principal du projet est de
démontrer que cette combinaison spécifique de probiotique affecte C. difficile et ses facteurs de
virulence au-dela de l'acidification de I'environnement. Les résultats ainsi obtenus suggérent
gue 1) le glucose favorise la sécrétion d’acide lactique par les souches probiotiques ce qui
inhibe la croissance de C. difficile et empéche la sécrétion des toxines; 2) en absence de
glucose et en contrdlant la sécrétion d’acide lactique, les lactobacilles n’affectent pas la
croissance de C. difficile mais inhibent tout de méme la synthése de ses toxines A et B. De
plus, ce phénoméne d’interférence avec la pathogenése de C. difficile semble dépendant de la
présence et de la viabilité des lactobacilles. En résumé, il est possible d’affirmer que la
fermentation lactique est un mécanisme d’action important par lequel la formulation probiotique
L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R et L. rhamnosus CLR2 neutralise la virulence de C.
difficile, mais ce n’est pas le seul. En effet, méme en absence de la sécrétion d’acide lactique,
la présence des lactobacilles dans I'environnement permet d’atténuer la sécrétion des toxines
de C. difficile.

Mots-clés : probiotiques, Clostridium difficile, Clostridioides difficile, Lactobacillus, infections a
C. difficile, L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R, L. rhamnosus CLR2, microbiote, dysbiose






ABSTRACT

The intestinal microbiota is composed of billions of microorganisms forming a complex
ecosystem. It influences the homeostasis of the host and plays several beneficial roles such as
colonization resistance, immune system maturation and secretion of antimicrobial peptides.
Therefore, when the balance of the gut microbiota is disturbed by antibiotic usage, pathogenic
bacteria such as Clostridioides (Clostridium) difficile can grow and cause infections.
Consumption of probiotics may prevent dysbiosis and reduce the risk of C. difficile infections
(CDI). A specific formulation comprising L. acidophilus CL1285, L.casei LBC80R and L.
rhamnosus CLR2 is known to help reduce the incidence of diarrhea associated to CDI.
However, the mechanism of action remains to be elucidated. The hypothesis is that this
combination of lactobacilli inhibits C. difficile and mitigates its virulence factors more precisely its
toxin secretion. The main objective of the project is to demonstrate that this specific probiotic
combination affects C. difficile growth and its virulence factors excluding acidification. The
results suggest that 1) glucose promotes the secretion of lactic acid by probiotic strains which
inhibits the growth and toxin secretion of C. difficile; 2) in the absence of glucose and by
controlling the secretion of lactic acid; lactobacilli do not affect the growth of C. difficile but still
inhibits the synthesis of its toxins A and B. Moreover, this ability to interfere with C. difficile
pathogenesis seems to depend on the presence and viability of the strains. At the end of the
project, it is possible to confirm that lactic fermentation is an important mechanism of action by
which the formulation comprising L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus
CLR2 neutralizes C. difficile virulence factors, but it's not the only one. In the absence of lactic
acid secretion, the presence of lactobacilli in the environment allows to attenuate toxin secretion
in C. difficile.

Keywords : probiotics, Clostridium difficile, Clostridioides difficile, Lactobacillus, C. difficile
infections, L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R, L. rhamnosus CLR2, microbiota, dysbiosis
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1 INTRODUCTION

Le présent mémoire traitera des travaux de recherches en microbiologie et biologie
moléculaire, qui ont été effectués afin de mieux comprendre le mécanisme d’action des
probiotiques pour prévenir les infections a Clostridioides (Clostridium) difficile (ICD).
Pour bien illustrer la problématique de ce projet, un survol des principes de bases du
microbiote intestinal, des ICD et des probiotiques sera présenté. Dans un deuxiéme
temps, le but, les hypothéses du projet et les objectifs spécifiques seront abordés. Dans
un troisieme temps, les résultats seront présentés sous forme d’article et les résultats
préliminaires seront présentés dans un prochain chapitre. Finalement, une discussion

sera entamée et se terminera par la conclusion et les perspectives.

1.1 Le microbiote intestinal

Vers la fin du 19° et le début du 20° siecle, de nombreux membres de la flore intestinale
humaine, maintenant nommeé le microbiote intestinal, ont été identifiés comme des
agents responsables d'un certain nombre dinfections humaines. Par exemple,
Staphylococcus aureus a été isolé, par Friedrich Rosenbach en 1884, d’'une plaie
chirurgicale infectée (Cowan et al., 1954). Cependant, a I'époque, la connaissance sur
la composition du microbiote humain ou animal était tres restreinte. Initialement,
personne ne s’était rendu compte que ces bactéries nouvellement reconnues en tant
gue pathogénes étaient en fait régulierement présentes chez certains voire tous les
étres humains en bonne santé. Par la suite, a mesure que la connaissance sur le
microbiote s’est enrichie, il est devenu de plus en plus intéressant de faire des
recherches approfondies sur ses effets bénéfiques et néfastes dans la santé humaine.
Plus récemment, il a été découvert que non seulement des membres individuels du
microbiote peuvent provoquer une maladie, mais que des changements dans la
composition globale du microbiote d'un site tel que [lintestin peuvent entrainer

différentes maladies.

Notre microbiote intestinal regroupe des micro-organismes pathogenes et non-
pathogenes qui forment un écosysteme complexe qui est en grande partie responsable

de notre santé. Le microbiote humain contient 10** microorganismes, représentant 10



fois le nombre de cellules constituant le corps humain et plus de 150 fois le nombre de
génes retrouvés dans I'ensemble du génome humain (Perez-Cobas et al., 2015). Le
microbiote intestinal est de loin le plus abondant et le plus diversifié, alors qu'on peut
dénombrer prés de 10'? bactéries par gramme de féces. Récemment, un groupe a
démontré que le nombre de bactéries est en réalité trés similaire au nombre de cellules
humaines. lls ont réévalué le rapport B/H (nombre de bactéries/nombre de cellules
humaines) qui était largement cité (10:1) et ont conclu a un ratio de 1.3:1 (Sender et al.,
2016). Dans leur étude, les auteurs ont estimé la quantité de bactéries et le nombre de
cellules humaines chez un homme de 20-30 ans qui pese 70 kg et mesure 170 cm,
considéré comme une personne moyenne. Les scientifiques ont réussi a démontrer qu’il
y a 3,0x10* cellules humaines et de 3,8 x 10* bactéries dans le corps (Sender et al.,
2016).

Le tractus gastro-intestinal humain est un systeme trés complexe qui commence par la
cavité buccale, le larynx, I'cesophage, se poursuit dans l'estomac et les diverses
sections des intestins, et se termine finalement a I'anus. La densité et la composition du
microbiote varie en fonction des conditions physico-chimiques et des nutriments
disponibles tout au long du tractus gastro intestinal. Dans le passé, seulement 100-300
espéeces bactériennes étaient identifiees dans le microbiote intestinal (Eckburg et al.,
2005). Maintenant, avec le développement des outils moléculaires et d’analyses bio-
informatiques sophistiquées, le catalogue bactérien de cet écosystéme comprend plus
de 1952 especes différentes (Almeida et al., 2019). Jusqu’a tout récemment les études
sur le microbiote étaient majoritairement axées sur les bactéries; cependant de plus en
plus d’études récentes démontrent que des levures, des moisissures, des virus et des
protozoaires forment une part importante de ce microbiote intestinal, contribuent a la
dynamique de I'écosystéme et interagissent étroitement avec la physiologie et le
systeme immunitaire de I'héte (Hillman et al., 2017). La composition du microbiote
intestinal est unique et peut varier selon la génétique de I'héte, son régime alimentaire
et son age (Claesson et al., 2011). Deux principaux embranchements bactériens
composent I'essentiel du microbiote intestinal : les Firmicutes et les Bacteroidetes. De
plus, il y a aussi les Actinobactéries, les Protéobactéries et les Verrumicrobias qui

peuvent étre présent en grande quantité. A une faible proportion, il est possible de



trouver les Fusobactéries, les Tenericutes, les Spirochaetes, les Cyanobactéries, les
Archées et les Saccharibactéries (anciennement les TM7) (Hillman et al., 2017). Les
especes présentes en faible proportion varient d’un individu a un autre. Méme avec les
avancements technologiques, il n’est toujours pas possible de définir les especes de
bactéries composant le microbiote intestinal parfait. Les bactéries présentes au sein du
tractus gastro intestinal exercent plusieurs fonctions bénéfiques pour la santé. Les
membres du microbiote produisent des acides gras a chaines courtes (AGCC) tels que
'acétate, le propionate et le butyrate qui interviennent dans la croissance et la
différentiation des cellules épithéliales et la modulation du systeme immunitaire. lls
peuvent aussi étre impliqués dans la dégradation des hydrates de carbone et des
sucres complexes qui sont indigestibles par I'héte. Il joue aussi un réle métabolique en
favorisant la digestion et la transformation des aliments digérés ainsi qu’en produisant
des vitamines. L'une des principales fonctions du microbiote est d’empécher les

bactéries pathogénes de coloniser la muqueuse intestinale.

Ce phénomeéne est nommeé résistance a la colonisation (Buffie & Pamer, 2013). Afin de
maintenir I'équilibre dans le microbiote intestinal, les microorganismes emploient des
mécanismes directs et indirects. Les mécanismes directs sont les interactions
microbes-microbes (voir Figure 1.1) (Lawley & Walker, 2013). Les microorganismes du
microbiote intestinal essaient de séquestrer les nutriments pour eux-mémes afin d’éviter
la concurrence et linvasion par les bactéries étrangeres. De plus, la muqueuse
intestinale agit comme une barriere (Juge, 2012). Les pathogenes doivent réussir a
traverser I'épaisse couche de mucine afin d’atteindre les récepteurs d’adhésion sur
I'épithélium intestinal. Les métabolites issus des fonctions métaboliques exercées par le
microbiote peuvent aussi inhiber la croissance et I'expression des facteurs de virulence
des pathogenes. La sécrétion des AGCC, l'utilisation d’O, et la sécrétion d’acides
organiques (acide lactique, acide acétique,...), qui permet la réduction locale du pH,
sont des mécanismes directs afin de contrer les intrus (Cherrington et al., 1991; Duncan

et al., 2009). Par exemple, I'exposition de Salmonella enterica au butyrate diminue



'expression de ses facteurs de virulence et diminue sa capacité a envahir et induire
'apoptose des cellules hotes ce qui est une étape cruciale afin d’induire I'inflammation

intestinale (Gantois et al., 2006).

Les mécanismes indirects, qui sont plutét les interactions microbe-h6te, sont médiés
par la stimulation du systéme immunitaire ou par la sécrétion de métabolites par les
membres du microbiote (voir Figure 1.1) (Lawley & Walker, 2013). Les récepteurs tels
gue « Toll-like receptor » (TLRs) et « Nucleotide-binding oligomerization domain-like
receptor » (NODs) sont situés a la surface des cellules de I'hdéte ou dans certains
organites et reconnaissent les bactéries du microbiote ou 'ensemble des molécules
produites par les membres du microbiote tels que les protéines, nucléotides ou
lipopolysaccharides (lwasaki & Medzhitov, 2004). Ces récepteurs permettent de
maintenir une homéostasie de la muqueuse intestinale. Lorsqu’ils percoivent la
présence de pathogénes, elles activent une cascade d’activité qui permet d’activer le

systeme immunitaire (Lawley & Walker, 2013).
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Figure 1.1 Représentation schématique des mécanismes d’action directs et indirects permettant la

résistance ala colonisation (Kamada & Nunez, 2013).

Toutefois, cet équilibre intestinal peut étre perturbé par I'alimentation, le vieillissement
ou la prise d’antibiotiques. Ceci a un impact direct sur les différents métabolites libérés
lors de la digestion des nutriments et le métabolisme des bactéries intestinales. La prise
d’antibiotiques est un facteur de risque majeur pour le développement de la diarrhée
associée aux antibiotiqgues (DAA) (Hickson, 2011). Ceux-ci perturbent I'équilibre du
microbiote intestinal, ce qu'on appelle une dysbiose, causant une altération du
métabolisme microbien des glucides et de l'activité antimicrobienne des bactéries du
cblon (Hogenauer et al., 1998). La réduction de la fermentation des sucres diminue la
concentration des AGCC et augmente la pression osmotique, réduit I'absorption de
leau par lintestin et provoque une diarrhée liquide (Hickson, 2011). Tous ces
phénomenes perturbent la diversité microbienne intestinale, ce qui favorise la

propagation de bactéries pathogenes telles que C. difficile (Willing et al., 2011).



1.2 La bactérie C. difficile

C. difficile est une bactérie en forme de bacille, anaérobie stricte, sporulante, & Gram
positif retrouvée dans le microbiote intestinal de 2 a 5 % des adultes en santé et chez
10 a 20 % des personnes ageées de 65 ans et plus (ASPC, 2014). Cette bactérie vit en
équilibre avec les autres microorganismes du microbiote intestinal sans les affecter.
Cependant, les infections a C. difficile (ICD) sont une importante cause de morbidité et
de mortalité chez les patients hospitalisés (ASPC, 2014). L’infection par cette bactérie
se fait lorsque le microbiote intestinal est altéré par la prise d’antibiotique. Cette
altération du microbiote aide la bactérie a établir une infection qui implique une
colonisation de [I'épithélium entérique et la sécrétion de toxines provoquant une
inflammation intestinale et la nécrose des cellules épithéliales du célon. Cette infection
cause des diarrhées qui peuvent étre simplement des selles molles sans grande
conséquence ou étre tres fréquentes et contenir du sang (Barnett, 2012). Dans les cas
ou la situation persiste et s’aggrave, la bactérie peut causer des colites
pseudomembraneuses. Ces colites se caractérisent par une inflammation et une
nécrose cellulaire plus séveres. Lors des examens cliniques, la présence de toxines
dans les selles, produites par C. difficile, peuvent étre retrouvées chez les patients qui
souffrent de colites. Ces toxines détruisent la muqueuse intestinale ce qui peut mener a

la mort.

1.2.1  Epidémiologie

Selon lInstitut national de santé publique du Québec (INSPQ, 2018), 2152 cas de
diarrhées associées a C. difficile (DACD) nosocomiales ont été rapportés entre 1°" avril
2017 et le 31 mars 2018 dans les 90 centres hospitaliers universitaires et non
universitaires ayant participé a la surveillance des DACD. Durant cette période, le taux
d’incidence des DACD nosocomiales a été de 4,39 cas par 10 000 jours-présence et la

mortalité dans les hopitaux fut de 232 déces dans les 30 jours d’hospitalisation. Les ICD



engendrent des codts important pour le systeme de santé canadien qui dépense plus
de 51 millions de dollars par année en frais directs pour gérer les ICD, sans compter les
frais reliés aux honoraires professionnels et ceux associés aux personnes qui sont
hébergées dans les centres de soins de longue durée (INSPQ, 2015). Aux Etats-Unis
(E.-U.), les dépenses de santé reliées & la gestion des ICD s’éléve & plus de 4,8
milliards de dollars par année (CDC, 2015). On estime qu’il y a environ 500 000 cas
d’'ICD et 29 000 déces annuellement, et le nombre de cas ne fait qu’augmenter
d’année en année aux E.-U. (Lessa et al., 2015). Le nombre de cas d’ICD associées a
une forte mortalité a connu une hausse en Amérique du Nord et en Europe depuis le
début des années 2000 (O'Brien et al., 2007). Cette augmentation pourrait étre
expliquée par la propagation d’une souche hyper-virulente nommée BI-NAP1-027
(North American pulsed field (NAP) type 1) (O'Brien et al., 2007).

1.2.2 Mode de transmission

Malgré qu'’il s’agisse d’'une bactérie anaérobie stricte, c’est-a-dire qu’elle ne tolére pas
l'oxygéne, la bactérie C. difficile est tres persistante dans I'environnement puisqu’elle
produit des spores qui lui permettent de survivre dans des conditions hostiles (ASPC,
2014). La transmission de C. difficile se fait par voie fécale-orale (ASPC, 2014). Ce type
de contamination se produit par contact indirect entre un hote réceptif, tel qu'un patient
hospitalisé, et une surface contaminée par des spores (mains souillées, instruments

meédicaux mal nettoyés, aliments contaminés, etc...) (ASPC, 2014).

1.2.3 Les facteurs de risques

La prise d’antibiotique est un facteur de risque majeur pour le développement d’une ICD
(Hickson, 2011). Selon la dose d’antibiotiques, sa classe, son spectre d’action et la
durée de l'antibiothérapie, un patient aura plus ou moins de risque de développer une
ICD (Ananthakrishnan, 2011). Toutefois, la consommation de médicaments tels que les
inhibiteurs des pompes a protons (IPP) est aussi considérée comme un facteur de
risque pour le développement d’'une ICD (Cadle et al., 2007). En effet, les IPP réduisent
I'acidité gastrique ce qui permettrait & C. difficile de survivre au passage gastrique et de

rejoindre I'intestin (Surawicz, 2007).



Par ailleurs, il est important de noter que tous les antibiotiques peuvent déséquilibrer le
microbiote intestinal (Barnett, 2012), incluant une dose prophylactique avant une
chirurgie (Barnett, 2012), mais que seulement certains d’entre eux favorisent les ICD
(Barnett, 2012). Les classes d’antibiotiques qui augmentent le plus les risques de
développer une ICD sont les pénicillines, les céphalosporines, les lincosamides et les
fluoroquinolones (Kelly & LaMont, 2008). A ce propos, la consommation de
fluoroquinolones augmente particulierement les risques de développer une ICD,
puisque ce sont des antibiotiques a trés large spectre connus pour altérer
significativement le microbiote intestinal et pour lesquels C. difficile présente
généralement une forte résistance (Barnett, 2012). Le risque de contracter une ICD
augmente aussi avec I'age et avec la durée d’'un séjour a I'hépital ou dans un centre
d’hébergement et de soins de longue durée, ou de nombreux cas peuvent déclencher

des éclosions (Loo et al., 2011).

Les personnes agées, les femmes en péripartum (la période comprise entre le 9° mois
de grossesse et ceux qui suivent I'accouchement) (Rouphael et al.,, 2008), les
personnes immunodéprimées et les enfants sont les personnes les plus a risque
(Ananthakrishnan, 2011). Les personnes agées sont des gens plus sensibles aux
infections puisque leur systéme immunitaire est affaibli (Hookman & Barkin, 2009). En
vieillissant, le microbiote intestinal change modifiant ainsi la proportion de bactéries
intestinales qui nous protégent. Il y a également les jeunes enfants (moins de 2 ans) qui
sont considérés comme vulnérables aux ICD, car leur systéme immunitaire n’est pas
suffisamment développé (McDonald et al., 2018). Les personnes avec une
immunodéficience sont une population hautement a risque (McDonald et al., 2018). En
effet, le systtme immunitaire de ces patients est non-fonctionnel ou moyennement

fonctionnel ce qui permet la prolifération de bactéries opportunistes telle que C. difficile.

1.2.4 Les symptomes

Les ICD se caractérisent par plusieurs signes cliniques et symptdomes dont des
nausées, de la fievre, une perte d’appétit et des crampes dans le bas de 'abdomen
(Barnett, 2012; Rodriguez et al., 2016). Lorsqu’une ICD progresse, les patients ont des
episodes de diarrhées fulgurantes et nauséabondes (Barnett, 2012). Une diarrhée se

10



caractérise par au moins trois selles liquides par jour pendant au moins deux jours. Du
mucus pourrait étre présent dans les selles ainsi que du sang (Barnett, 2012).
Toutefois, la présence de sang est une condition plutdét rare en début d’infection
(Barnett, 2012). Aprés une évaluation en laboratoire, il est possible d’observer une
leucocytose et une hypoalbuminémie (DuPont et al., 2008). La leucocytose est
caractérisée par une quantité anormalement élevée de globules blancs dans le sang.
Ainsi, lorsqu’un patient souffre d’'une ICD, une plus grande prolifération de globules
blancs est le signe que I'organisme combat un agent pathogéne et tente d’éliminer les
toxines (Barnett, 2012). Lors d’une ICD, les patients atteints souffrent souvent d’'un
hypoalbuminémie, c’est-a-dire une baisse du taux d’albumine dans Il'organisme.
L’albumine est la protéine la plus abondante dans le sang. Elle est produite par le foie,
sert de nutriments pour les tissus, transporte les hormones, les vitamines, les
médicaments, les ions et aide a la rétention de I'eau dans les vaisseaux sanguins. Dans
le cas d’'une inflammation, le foie produit moins d’albumine a cause de la présence de
diverses protéines inflammatoires. Généralement, ces patients ont 15 a 30 épisodes de
diarrhées par jour et une hypotension avec un taux de créatinine élevé (DuPont et al.,
2008).

1.2.5 Les traitements

Un antibiotique est une substance naturelle ou synthétigue possédant la capacité
d’interférer avec la croissance des micro-organismes (van Hoek et al., 2011). Dans le
passé, les antibiotigues généralement prescrits pour traiter les ICD étaient la
vancomycine, le métronidazole ou une combinaison des deux (Ananthakrishnan, 2011).
Ces deux antibiotiques étaient habituellement donnés pour le traitement primaire des
ICD (Ananthakrishnan, 2011). La vancomycine fait partie de la famille des
glycopeptides (van Hoek et al., 2011). Cette famille d’antibiotique bactéricide agit en
inhibant la synthése de la paroi de peptidoglycane des bactéries empéchant ainsi leur
proliféeration (van Hoek et al., 2011). Le métronidazole est un antibiotique dit
bactériostatique, faisant partie de la famille des nitroimidazoles et inhibant la synthése
des acides nucléiques, ce qui inhibe la multiplication des bactéries (van Hoek et al.,

2011). Auparavant, le meétronidazole et la vancomycine avaient une efficacité similaire
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(Cohen et al.,, 2010). Cependant, une étude récente a montré une diminution de
I'efficacité du métronidazole chez les patients atteint d’'ICD sévére (Zar et al., 2007). Le
pourcentage de guérison était de 76% pour le métronidazole et de 97% pour la
vancomycine. (Zar et al., 2007). La diminution de I'efficacité du métronidazole pourrait

étre expliquée par une résistance acquise par le C. difficile (Barnett, 2012).

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques a l'aide de différents mécanismes (van
Hoek et al., 2011). Elles peuvent diminuer leur perméabilité membranaire par la
fermeture des pores de la membrane par lesquels I'antibiotique pénétre dans la cellule.
Elles peuvent aussi refouler les antibiotiques avec des pompes a efflux, les inactiver a
l'aide d’enzymes, modifier la cible de I'antibiotique au niveau cellulaire ou encore

introduire des mutations dans le géne qui code pour la cible (van Hoek et al., 2011).

En 2018, The Society for Healthcare Epidemiology of America et I'Infectious Diseases
Society of America (SHEA-IDSA), suggere que les ICD soient traités par la prise de
vancomycine et de fidaxomicine (McDonald et al., 2018). Le dosage suggéré est de 125
mg de vancomycine oralement 4 fois par jour ou 200 mg de fidaxomicine 2 fois par jour
pendant 10 jours. La fidaxomicine est un agent bactéricide a spectre étroit qui vise les
bactéries Gram positif anaérobies. Cet antibiotique est dit non-systémique, c’est-a-dire
qu’il est peu absorbé par la circulation sanguine. De ce fait, il permet I'éradication
sélective de C. difficile en limitant la perturbation du microbiote intestinal (Barnett,
2012).

Selon SHEA-IDSA, la premiere étape pour le traitement des ICD est 'arrét de la prise
d’antibiotique qui est a l'origine de la DACD et 'administration d’'un traitement de
vancomycine pendant une semaine si le cas est grave (Cohen et al., 2010). Si les
meédecins choisissent de poursuivre la thérapie, il est conseillé d’utiliser la vancomycine
ou la fidaxomicine a la place du métronidazole (McDonald et al., 2018). Au début d’une
infection non séveére, dans les cas ou la vancomycine et la fidaxomicine est limitée, la
prise de métronidazole (500 mg oralement 3 fois par jour pendant 10 jours) est
conseillée (McDonald et al., 2018). Dans les cas de colites (une inflammation du c6lon)
ou de colectasie (une dilatation du célon), une colectomie pourrait étre la meilleure

solution pour sauver la vie du patient (Cohen et al., 2010). Une colectomie est I'ablation
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d’'une partie ou de la totalité du cdlon par intervention chirurgicale. La colectomie est
envisagée dans les cas ou il y a une inflammation chronique, qui cause une destruction
de lintestin et dans certains cas d’inflammation du cbélon comme la sigmoidite, la

maladie de Crohn ou la rectocolite hémorragique (Hookman & Barkin, 2009).

Depuis les derniéres années, de nouveaux antibiotiques tels que la rifaximine et la
téicoplanine sont en évaluation dans le traitement des ICD (Barnett, 2012). La
rifaximine, qui agit en inhibant la synthese des protéines, est plutét utilisée comme
traitement pour les patients qui souffrent de diarrhées du voyageur. Quant a la
téicoplanine, il s’agit d’'un glycopeptide similaire a la vancomycine qui agit en diffusant
dans la paroi bactérienne et se liant aux disaccharides-penta peptides, empéchant leur
polymérisation et entrainant l'arrét de la synthése du peptidoglycane de la paroi
bactérienne (Shea & Cunha, 1995). Son spectre antibactérien est semblable a celui de
la vancomycine, mais avec une plus grande efficacité sur les entérocoques (Shea &
Cunha, 1995). Ainsi, ces traitements, comparé a la vancomycine, sont considérés plus
efficaces contre les ICD et réduisent la récurrence des ICD. Cependant, la rifaximine et
la téicoplanine nont pas encore été approuvées aux E.-U. puisque ces deux
antibiotiques semblent favoriser l'apparition de résistance chez de nombreuses
bactéries (Ananthakrishnan, 2011).

Une autre des solutions proposées, mais réservée aux patients souffrant d'ICD sévere,
est le recours aux perfusions de selle (communément appelé le fecal transplant). La
transplantation fécale implique le transfert de matieres fécales d’un individu en santé
vers le patient via une colonoscopie ou un tube nasoduodenal et un lavement rectal.
Ce traitement est utilisé afin de restaurer le microbiote intestinal et traiter les cas de
multi récurrence d’ICD ou chez des patients qui ne répondent pas bien aux traitements
conventionnels (Salkind, 2010). Jusqu’a présent de nombreuses études ont démontré
gue la transplantation fécale est un traitement efficace chez les patients présentant de
multiples récurrences d’ICD (Quraishi et al., 2017; van Nood et al., 2013). Le
pourcentage de guérison apres une perfusion pour les cas d’'ICD est a 95.6% (Lai et al.,
2019). Le risque d’une récurrence dans les 8 semaines aprés traitement d’antibiotique
standard est de 15-25% et s’éléve a 40-65% pour les patients qui ont des récurrences

multiples (Baktash et al., 2018). Aprés une analyse de la séquence du géne codant
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pour 'ARNr 16S, il a été déemontré que le microbiote intestinal des patients avec des
récurrences avaient un microbiote avec une composition bactérienne tres variable par
rapport a la prédominance normale de Bacteroidetes et Firmicutes (Baktash et al.,
2018). Apres une transplantation fécale, une augmentation de la diversité alpha est
souvent observée chez les patients avec une baisse des membres de la famille
Enterobacteriaceae (Kang et al.,, 2017). Ainsi, une transplantation fécale pourrait
permettre de reconstituer un microbiote intestinal varié et robuste. Cependant, cette
affirmation a été remise en question apres que le groupe Ott et al (2017) ait démontré
gu’un filtrat stérile de matiére fécale (donc exempt de tous microorganismes) était
capable de traiter les récurrences aux ICD (Ott et al., 2017). Cette étude n’a pas encore
été répétée dans une étude randomisée. Ainsi, il est un peu prématuré de tirer des
conclusions définitives. Bref, la transplantation fécale semble jouer plusieurs réles :
restauration d’un microbiote intestinal diversifié, restauration du niveau d’acides gras a

chaine courte et le métabolisme des acides biliaires (Seekatz et al., 2018).

La réussite du traitement a également été observée chez les patients ayant recu des
anticorps monoclonaux avec de la vancomycine ou du métronidazole (Lowy et al.,
2010). Plusieurs autres traitements expérimentaux sont en cours d’évaluation tel que
l'utilisation de probiotiques (Salkind, 2010), d’agents liant les toxines (Salkind, 2010) ou
des immunoglobulines intraveineuses (Barnett, 2012).

1.2.6 Récurrence des infections a C. difficile

L’un des principaux problémes associés a une ICD est sa récurrence (Johanesen et al.,
2015). En effet, 30% de patients qui ont souffert d’'une ICD sont a risque de développer
une infection récurrente au cours des huit semaines suivant le premier diagnostic
(Johanesen et al., 2015). Dans cette population, 60% des patients auront des multiples
épisodes de récurrence (Johanesen et al., 2015). Pres de 25% des patients qui ont été
traités avec le métronidazole ou la vancomycine ont des symptémes de récurrence

aprés avoir complété quatre semaines d’antibiothérapie (Johanesen et al., 2015).
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Plusieurs facteurs de risques sont associés a la récurrence des ICD. L’age du patient,
la durée de son hospitalisation, 'admission des patients dans une unité de soins
intensifs ou certaines comorbidités telles que des problémes rénaux, un usage excessif
d’antibiotiques dans le passé (céphalosporines), une utilisation récente d’antibiotique

ainsi qu’une utilisation des IPP (Hookman & Barkin, 2009).

1.2.7 Pathogénése des infections a C. difficile

Les ICD peuvent étre d’origine endogéne ou exogéne (Peniche et al., 2013). Les
individus porteurs de C. difficile peuvent avoir une infection d’origine endogéne. Les
infections d’origine exogéne sont causées par une contamination par voie fécale-orale.
Dans les deux cas, l'infection est déclenchée lors une dysbiose intestinale, c’est-a-dire
un déséquilibre dans le microbiote intestinal (Peniche et al., 2013). En effet, lors d’une
dysbiose, la population bactérienne de lintestin est moins diversifiée, ce qui permet la
propagation de bactéries pathogenes, telle que C. difficile, et génére de l'inflammation
(Peniche et al., 2013). Les infections exogénes, provenant d’'une source externe, sont
généralement dues a une contamination par des professionnels de la santé qui peuvent
véhiculer malgré eux des spores lorsqu’ils prodiguent des soins aux patients (Peniche
et al.,, 2013). La germination des spores est un processus déclenché lors d’une
limitation de nutriments (Abt et al., 2016). La phosphorylation de la protéine de
sporulation A stage 0 (SpoOA) par une histidine kinase active une cascade de signaux
qui permet la création d’'une préspore dans la cellule mére de la bactérie (Abt et al.,
2016). Apres la lyse, la spore est relachée dans I'environnement. Le noyau de la spore
contient le chromosome condensé et encapsulé par trois couches soit le cortex, le
manteau, et I'exosporium (Abt et al., 2016). Les spores sont dans tous les cas ingérées
oralement. Tres résistantes a I'acide gastrique, les spores traversent I'estomac jusqu’au
petit intestin. Dans le petit intestin, lors de I'exposition aux acides biliaires primaires tel
gue le taurocholate, les spores germent et se transforment en cellules végétatives
(Peniche et al., 2013). Lorsque le taurocholate se lie au récepteur CspC qui se trouve a
la surface de la spore, I'activation de 'enzyme SleC est amorcée par CspB qui cause la

dégradation du cortex et le développement en cellule végétative. Lorsque la cellule
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végétative de C. difficile arrive dans le caecum, elle peut proliférer et coloniser la
muqueuse intestinale selon I'état de santé du patient (Peniche et al., 2013). Lors d’'une
dysbiose, la perte de I'abondance et de la diversité du microbiote intestinal va réduire le
taux de conversion des sels biliaires primaires en sels biliaires secondaires
normalement effectué par le microbiote (Taur & Pamer, 2014). Puisque les sels biliaires
secondaires inhibent la croissance des cellules végétatives de C. difficile, en cas de
dysbiose, celles-ci vont entrer dans une phase de croissance chez un patient colonisé
et déclencher une infection (Figure 1.2.0). Ainsi, les cellules végétatives de C. difficile
s’infiltrent dans la couche de mucus de la paroi de I'intestin. Dés lors, la bactérie devient
métaboliquement active et sécréte les toxines A et B (Peniche et al., 2013). Le systeme
immunitaire détecte les toxines et déclenche des signaux intracellulaires d’activation.
Elles vont ensuite produire des médiateurs protéiques solubles appelés cytokines,
responsables de la communication entre les populations leucocytaires, de leur
activation et de leur recrutement au site de l'infection (Pothoulakis et al., 1998). Les
anticorps produits par les cellules immunitaires neutralisent les toxines, tout en
s’agglutinant sur les antigénes de C. difficile. Cela permet aux leucocytes activés de
phagocyter les bactéries causant linfection. Par ailleurs, la réaction immunitaire
causera une inflammation des tissus, la mort cellulaire et la formation d’une
pseudomembrane. Tous ces dommages résultent en une colite pseudomembraneuse
gui peut mener a la mort de lindividu infecté (Peniche et al., 2013). Dans le cas
contraire, les cellules végétatives attendent en phase de dormance les conditions

propices a une prolifération et une colonisation subséquente de l'intestin.

16



A B Toxins C

Disruption of ——
norallmicrcbiota M C: @ificile Aand B

| colonization released Pseudomembrane

LN
:}%x%/: \ W/{"}'\W\\:%m Inflammation Cell death

Epithelium

Mucosa

Neutrophil

Figure 1.2.0 Représentation schématique de la pathogénése d’une infection a C. difficile. Dans la portion
a gauche, une colonisation par C. difficile due a une dyshiose intestinale est observable. La
portion du centre présente une libération des toxines A et B et le recrutement des cellules
immunitaires au site de I'infection. Dans la portion de droite, il est possible d’observer la
progression de [Iinfection, le développement d’'un site inflammatoire et d’une
pseudomembrane (McCollum & Rodriguez, 2012).

1.2.8 Virulence de C. difficile

Les souches de C. difficile pouvant causer des ICD secrétent principalement deux
toxines, soit la toxine A et la toxine B (Carter et al., 2012). La toxine A fait partie de la
famille des entérotoxines et la toxine B, quant a elle, fait partie de la famille des
cytotoxines (Carter et al., 2012). Les deux toxines agissent en synergie et cause une
inflammation en détruisant les tissus épithéliaux intestinaux (Lyerly et al., 1985). La
toxine A est transcrite par le géne tcdA et la toxine B par le géne tcdB (Braun et al.,
1996). Ces genes sont localisés dans un filot de pathogénicité chromosomique appelé
PaLoc (Abt et al., 2016).

Le domaine CROP (combined repetitive oligopeptide repeat) de TcdA se lie sur les
hydrates de carbone de la face apicale des cellules épithéliales, tandis que tcdB se lie
au récepteur PVRL3 (poliovirus receptor-like 3) exprimé sur les cellules épithéliales du
cblon. Par la suite, les toxines sont internalisées dans une vésicule appelé endosome
ou il y a acidification. Cette acidification engendre la translocation de la protéase et de
la partie enzymatique vers le cytosol. L’inositol hexakisphosphate présent dans le
cytosol se lie a la toxine et active son clivage ce qui permet a la partie enzymatique de
la toxine d’étre relachée dans le cytosol. Lorsque les toxines sont libérées, elles
effectuent une monoglycosylation des GTPases, de la famille des protéines Rho, qui

sont impliqués dans la régulation de la synthése du cytosquelette d’actine (Johanesen
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et al.,, 2015). La monoglycosylation cause une nécrose des cellules, une perte de
l'intégrité des membranes et de I'arrondissement cellulaire (Genth et al., 2008). Pendant
plusieurs années, les scientifiques ont cru que la toxine A était plus virulente que la
toxine B, puisque celle-ci endommage les tissus afin de permettre a la toxine B d’entrer
dans les cellules. Des études réalisées chez des hamsters avaient dailleurs
démontrées qu’une injection de la toxine A purifiée causait des signes cliniques propres
a une ICD, alors qu’une injection de la toxine B purifiée ne causait pas d’effet (Lyerly et
al., 1985). Or, une étude plus récente a plutét démontrée que la toxine B pouvait
produire des signes cliniques propres a une ICD sans la présence de la toxine A.
(Savidge et al., 2003). A ce jour, le rdle synergique de ces deux toxines n’est pas
clairement définit et fait toujours I'objet d’'un débat. Toujours est-il que les scientifiques
suggérent d'utiliser des traitements qui cibleraient les deux toxines pour atténuer les

symptdmes causées par C. difficile (Carter et al., 2012).

En plus des génes codant pour les toxines, la région PaLoc (Figure 1.2.1) transcrit trois
autres genes accessoires : tcdR, tcdC et tcdE (Abt et al., 2016). Les genes accessoires
tcdR et tcdC permettent la régulation de I'expression des génes de toxines tcdA et tcdB
(Carter et al., 2012). Le gene tcdR joue le réle du facteur sigma qui permet I'expression
des genes de toxines (Braun et al., 1996). Contrairement au géne tcdR, le géne tcdC
est un facteur anti-sigma qui régule négativement I'expression des génes tcdA et tcdB
en bloquant I'association du tcdR avec 'ARN polymérase (Matamouros et al., 2007). Le
géne tcdE code une protéine qui présente une forte homologie avec les holines, c’est-a-
dire une protéine de phage (White et al., 2011). Il est a noter que les protéines holines
sont des protéines cytolytigues qui provoquent la lyse des bactéries hbdtes pour
effectuer la sortie de phages (White et al., 2011). Ainsi, le géne tcdE pourrait
perméabiliser la membrane ou fonctionner comme une protéine lytique qui faciliterait la
libération de tcdA et tcdB dans I'environnement extracellulaire sans I'entremise d’un

peptide signal (Tan et al., 2001).
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Figure 1.2.1 Représentation schématique du locus de pathogénicité (PaLoc). Sur ce dernier, se trouve

les génes qui codent pour les toxines A (entérotoxine) et B (cytotoxine), soit tcdA et tcdB.
Ce locus transcrit aussi trois autres genes accessoires soit le gene tcdR, un facteur sigma
qui est un régulateur positif pour I’expression des toxines et le géne tcdC, un facteur anti-
sigma qui est un régulateur négatif qui contréle I’expression des toxines. Le géne tcdE est
aussi présent sur le locus. Il code pour une protéine lytique (Bouillaut et al., 2015).

En plus des principales toxines, C. difficile peut produire plusieurs autres facteurs de
virulence incluant une troisiéme toxine nommée toxine binaire CDT, des fimbriaes, la
production de p-crésol, de protéine de liaison de la fibronectine (FbpA) et plusieurs
autres (Carter et al., 2012). Cependant, le réle principal de chacun des facteurs de

virulence reste a étre déterminé dans la virulence (Carter et al., 2012).

La toxine binaire CDT est une ADP-ribosyltransférase spécifique de 'actine (Carter et
al., 2007). La CDT est codée par les genes cdtA et cdtB qui sont localisés dans la
région CdtLoc du chromosome de C. difficile (Carter et al., 2007). Avec I'aide du géne
cdtR, les genes cdtA et cdtB régulent la production de la toxine binaire CDT (Carter et
al., 2007). Le rble de la toxine CDT n’est pas encore défini clairement (Carter et al.,
2012). Cependant, certaines études avec la toxine purifiee ont démontré que celle-ci
crée des protubérances dans le cytosquelette des cellules intestinales, ce qui permet a

C. difficile d’adhérer et de se loger plus facilement dans l'intestin (Carter et al., 2012).

Bref, la virulence refléte le degré de pathogénicité d’'une souche (Carter et al., 2012).
De plus, l'intensité de la maladie varie d’'une personne a une autre selon plusieurs

facteurs tels que I'age et la santé de la personne.

Plusieurs facteurs peuvent réguler a la baisse I'expression des toxines chez C. difficile.
Tel que mentionné précédemment, le facteur sigma TcdR permet I'activation de la
transcription des toxines A et B tandis que TcdC, un facteur anti-sigma permet la
répression des genes reliés aux toxines. En plus de TcdC, plusieurs facteurs peuvent

réprimer la synthese des toxines A et B chez C. difficile. La présence de nutriments,
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plus précisément les sources de carbones et d’acides animés présents dans
'environnent ou co-habite C. difficile, peut jouer un rdle sur la production de toxines A
et B (Martin-Verstraete et al., 2016). La présence de glucose et de carbone facilement
métabolisable dans le milieu de croissance réprime la production de toxines
indépendamment des variations de pH dues au métabolisme du glucose (Dupuy &
Sonenshein, 1998). En effet, la plupart des sources de carbone qui pourrait réprimer la
synthése de toxines sont transportés dans la bactérie par un systeme de
phosphotransférase (PTS) (Kazamias & Sperry, 1995). Un systeme de « carbon
catabolite repression » (CCR) permet a la bactérie d’assimiler les sources de carbone
préféré telle que le glucose lorsqu’elle est exposé a plus qu’un hydrate de carbone de la
facon la plus rentable et économique pour la cellule (Martin-Verstraete et al., 2016).
Chez C. difficile, le meécanisme principal qui contréle CCR est le régulateur
pléiotropique Ccpa qui est aussi membre de la famille de répresseur Lacl/GalR (Martin-
Verstraete et al.,, 2016). Le régulateur Ccpa détient des génes impliqués dans
I'absorption du sucre, la fermentation et le métabolisme des acides animés. Le taux de
glucose présent dans I'environnement peut jouer un réle dans l'activation du Ccpa. En
effet, la production de toxine chez C. difficile peut étre contrélé par le Ccpa qui pourrait
interagir avec la région promotrice tcdR ou les extrémités 5 de plusieurs génes du
locus PalLoc (Antunes et al., 2012). De plus, elle peut jouer un réle dans l'inhibition de la
production de butyrate qui lui, a son tour, est un activateur de la production de toxine
(Martin-Verstraete et al., 2016). D’autres facteurs tels que la présence de proline,
glycine et de cystéine régule négativement la synthése de toxines (Karlsson et al.,
1999).

Le régulateur global de transcription CodY est aussi connu pour inhiber la synthése des
toxines chez C. difficile (Dineen et al., 2007). L’affinité de liaison de CodY pour ses
génes cibles est favorisée en présence d’acides aminés a chaine ramifiée (isoleucine,
leucine et valine (BCAA)) et de GTP, individuellement ou en combinaison (Karlsson et
al., 1999). La présence de ces cofacteurs est un signe de disponibilité de nutriments
dans I'environnement. Ainsi, CodY réprime tcdR. Cependant, lorsque les nutriments

deviennent limitants, le niveau intracellulaire de BCAA et GTP est réduit, CodY n’est
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plus en mesure de réprimer tcdR. Bref, plusieurs autres facteurs peuvent moduler la

production de toxines chez C. difficile (voir Figure 1.2.2)
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Figure 1.2.2 Représentation schématique des effets produits par des métabolites ou protéines
régulateurs sur la synthése des toxines de C. difficile (Martin-Verstraete et al., 2016).

1.3 Les probiotiques

1.3.1 Qu’est-ce qu’un probiotique ?

En 1965, pour la premiere fois par Lilly et Stillwell, le mot probiotique a été utilisé en
opposition a antibiotigue afin de qualifier une substance microbienne capable de
stimuler la croissance d’un autre micro-organisme (Lilly & Stillwell, 1965). Pendant cette
période, le mot probiotique était défini comme étant un microorganisme vivant
présentant des avantages pour la santé de I'héte en modifiant I'équilibre du microbiote
intestinal (Brian, 2016). Maintenant, avec la découverte de divers mécanismes d’action,
I'Organisation Mondiale de la Santé a défini les probiotiques comme étant des micro-
organismes vivants qui, lorsqu’ingérés en quantité suffisante, produisent des effets
bénéfiques sur la santé de celui qui les consomment (FAO/WHO, 2001). L’idée de
bactéries bénéfiques est trés ancienne. Au 12° siécle, a I'époque de Gengis Khan, le
lait fermenté était considéré comme une source d’énergie et de santé (Brian, 2016). Les
femmes mongoles en aspergeaient les chevaux et les cavaliers pour les protéger
pendant les combats. Au début du 20° siécle, Elie Metchnikoff a établi une corrélation

entre la longévité des Bulgares et leur consommation de lait fermenté (Metchnikoff &
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Mitchell, 1908). Au cours de la méme période, le pédiatre Francais Henry Tissier, a
observé que des nourrissons souffrant de diarrhée avaient peu de batonnets a Gram
positif en forme de Y dans les selles, alors que ces bactéries étaient dominantes dans
les selles des nourrissons en bonne santé (MH, 1906). Son observation lui a permis de
suggérer aux enfants qui ont la diarrhée de prendre un a deux verres de culture de
Bacillus acidiparalactici ou une symbiose de cette espece avec Bacillus bifidus (Brian,
2016; MH, 1906). Les observations de Metchnikoff lui ont permis de comprendre les
bienfaits du lait fermenté mais aussi de son composant bioactif, les bactéries. Ses
observations 'ont amené a soutenir que tous les microbes ne sont pas dangereux pour
la santé (Brian, 2016). Le concept des bactéries bénéfiques pour la santé a été oublié
pendant I'ére de la découverte de l'antibiotique et de la vaccination; cependant

maintenant, il y a un plus grand intérét qui se développe.

Il existe quelques dizaines d’espéces de bactéries probiotiques, les plus étudiées sont
les souches lactiques appartenant aux genres Lactobacillus sp. et Bifidobacterium sp.
(FAO/WHO, 2001). lls jouent un rdle positif sur la santé humaine en agissant sur le
microbiote intestinal. Parmi les effets favorables sur la santé intestinale, mentionnons
'amélioration de la tolérance au lactose, la diminution de formation de composés

carcinogenes et le contréle des maladies inflammatoires de l'intestin (Hickson, 2011).

Afin qu’un produit soit considéré probiotique, les souches qui le composent doivent
avoir certaines caractéristiques (FAO/WHO, 2001). Premiérement, ils doivent démontrer
que la ou les souches réussissent a franchir lintestin en survivant au stress
physiologique durant lingestion, l'acide gastrique et la présence d’acide biliaire.
Deuxiemement, l'effet bénéfique du probiotique doit étre démontré par une étude
clinique sur une population spécifique et une indication donnée. Troisiemement, ils ne
doivent avoir aucun effet néfaste sur I'héte. De plus, toutes les caractéristiques des
souches doivent étre stables tout au long du processus de fabrication et de stockage
dans la matrice dans laquelle ils sont incorporés. Les probiotiques sont souvent isolés a
partir de divers aliments fermentés ou non tels que les saucisses, viandes et légumes
mais aussi du microbiote humain et animal. Les bactéries considérées probiotiques ne

sont pas obligatoirement une bactérie lactique. En effet, certaines souches appartenant
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aux genres Enterococcus, Propionibacterium ou Escherichia procurent quelques
bienfaits sur la santé humaine (Brian, 2016). Les levures telles que Saccharomyces
boulardii ont aussi été reconnues comme étant probiotique. Ainsi, les probiotiques ne
sont pas seulement des bactéries. Les souches de lactobacilles, bifidobactéries,
lactocoques et levures sont classées en tant que produits sécuritaires pour la santé
« Generally Regarded as Safe» (GRAS) (Brian, 2016).

1.3.2 Réles des probiotiques

Lorsqu’on fait une revue de littérature de la grande classe des probiotiques, c’est-a-dire
sans tenir compte que l'effet d’'un probiotique dépend des souches d'un produit
particulier, il est possible de recenser d'innombrables bienfaits sur la santé humaine ou
animale. Quelques souches ou produits probiotiques ont démontré une forte capacité a
lutter contre de nombreux pathogénes. Plusieurs mécanismes d’action ont été proposés
afin d’expliquer comment certains probiotiques spécifiques peuvent prévenir les

infections telles que les ICD.

Les probiotiques ont plusieurs modes d’action. Un des principaux mécanismes d’action
est I'amélioration du microbiote en renforgant la barriére intestinale (Bermudez-Brito et
al., 2012). Afin de limiter la colonisation par les bactéries pathogénes, la résistance a la
colonisation est souvent employée (Hickson, 2011). Ceci inclut la sécrétion de
bactériocines, de métabolites ou de tous autres biosurfactants ayant une activité
antimicrobienne (Bermudez-Brito et al., 2012). La sécrétion d’AGCC et d’acides
organiques réduit le pH et rend la croissance bactérienne des pathogénes plus ardue.
Un deuxiéeme meécanisme d’action employé par les probiotiques en activant une
cascade d’activité de signalisation est 'amélioration de la muqueuse intestinale (Ohland
& Macnaughton, 2010). L’'augmentation de la sécrétion de défensines, de la sécrétion
de mucus, et le renforcement des jonctions entre les cellules épithéliales sont des
moyens utilisés par les probiotiques afin de contrer les pathogénes. Le troisieme
mécanisme d’action est I'activation du systéeme immunitaire. Il est & noter que 70% des

cellules immunitaires se trouve dans lintestin, spécifiquement dans la muqueuse du
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petit intestin, appelé les tissus lymphoides associé a lintestin (GALT) (Brian, 2016).
L’activation du systéme immunitaire se fait par I'entremise des récepteurs TLRs et
NODs qui se trouve sur les cellules immunitaires innées (Lebeer et al., 2010). Par la
reconnaissance de certaines composantes bactériennes, l'activation des cellules
lymphocytes T auxilliaires permet la différentiation en cellules Thl et Th2 ce qui active
la sécrétion des cytokines pro et/ou anti inflammatoire (Bermudez-Brito et al., 2012).
Selon la cytokine activée, un probiotique peut avoir un effet local ou systémique. Un
effet local peut conduire a la sécrétion des IgAs dans la lumiere intestinale. De plus, les
probiotiques peuvent jouer un role bénéfique par la production d’enzymes telles que la
béta-galactosidase qui améliorait les symptdomes gastro-intestinaux liés a l'intolérance
au lactose. Bref, les mécanismes d’action employés par les probiotiques varient d’une

souche a une autre.
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Figure 1.3 Résumé des mécanismes d’action potentiellement employés par les probiotiques pour lutter
contre les bactéries pathogenes (Bermudez-Brito et al., 2012)

1.3.3 Les probiotiques efficaces contre C. difficile

Au cours des 30 dernieres années, divers probiotiques ont été étudiés afin de prévenir
les ICD. Les bactéries probiotiques les plus courantes appartenaient aux genres

Bifidobacterium et Lactobacillus (Giau et al., 2019). De plus, la levure Saccharomyces
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boulardii CNCM [-745 est connue pour inactiver les toxines A et B de C. difficile par
l'entremise une protéase de 54 kDA. En 2000, Surawicz et al a réalisé une étude
randomisée en double aveugle et contre placebo avec le S. boulardii pour le traitement
des récurrences de ICD (Surawicz et al., 2000). Quotidiennement, la vancomycine 500
mg, 2g ou 1g de métronidazole était administré aux patients pendant 10 jours. A la 7°
journée apres leur traitement aux antibiotiques, S. boulardii 500mg ou placebo était
administré et continué jusqu’a 28 jours. Les résultats de I'étude ont démontré que la
prise de S. boulardii durant I'antibiothérapie a permis de réduire le pourcentage de
récurrence de 50% a 16.7% (Giau et al., 2019). Cependant, S. boulardii n’a pas eu un
effet préventif sur les DAA chez les patients agées (Pozzoni et al., 2012). D’autres
combinaisons tels que Lactobacillus rhamnosus GG et Lactobacillus plantarum sont
aussi reconnu pour contrer les ICD. Cependant, il a été récemment démontré que ce ne
sont pas tous les probiotiques qui ont la capacité de coloniser lintestin de tous les
individus (Zmora et al., 2018) ou d’étre efficace pour retourner le microbiote a son état
originel suite a une prise d’antibiotiques (Suez et al., 2018). Ces deux publications
laissent présager que ce ne sont pas tous les probiotiques qui peuvent aider dans la
lutte contre les ICD. De plus, Goldenberg et al (2013) ont montré que seuls certains
produits probiotigues peuvent prévenir les ICD (Goldenberg et al., 2013). Aussi,
McFarland et al (2018), ont démontré par une méta-analyse qu’un probiotique est
efficace par la spécificité de la souche et pour une maladie en particuliere (McFarland et
al., 2018a). Par exemple, dans I'étude clinique PLACIDE, un probiotique contenant
quatre souches spécifiques (Lactobacillus acidophilus CUL60, L. acidophilus CUL21,
Bifidobacterium bifidum CUL20 et B. lactis CUL34) a été testé sur 2 981 patients et
s’est révélé inefficace a prévenir les DAA et les ICD (Allen et al., 2013). De plus, il
semble que le moment de prise du probiotique soit cruciale. En effet, Shen et al. (2017)
ont recemment démontré l'importance d’administrer le probiotique le plus rapidement
possible suivant la premiére prise d’antibiotique afin d’obtenir un effet préventif

intéressant.

D’ailleurs, l'une des combinaisons possédant une trés forte capacité a réduire
l'incidence des DAA et des DACD chez les patients hospitalisés démontrés par trois

etudes randomisées en double aveugle et contre placebo est la combinaison de
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Lactobacillus acidophilus CL1285, L. casei LBC80R et L.rhamnosus CLR2 (Bio-K+)
(Giau et al., 2019). Dans l'une des études cliniques (Gao et al., 2010), il a été démontré
gue les patients qui prenaient deux capsules de ce probiotique par jour pendant la
durée de l'antibiothérapie et pour les 5 jours suivants, réduisaient de 65% le risque
d’avoir une DAA et de 95% le risque de développer une DACD. Ainsi, a la suite de la
publication de ces résultats et du dépét d’'un dossier réglementaire, les produits Bio-K+
ont obtenus deux allégations par Santé Canada stipulant que les produits probiotiques
Bio-K+ aident a réduire les risques de DAA et aident a réduire les risques de DACD

chez les patients hospitalisés.

De plus, une étude observationnelle conduite a I'H6pital Pierre-Le-Gardeur depuis
maintenant plus d’'une décennie, démontre que I'utilisation routiniére des probiotiques
Bio-K+ chez plus de 44 500 patients hospitalisés et sous antibiothérapie, a permis de
maintenir le taux d’incidence des infections a C. difficile (ICD) parmi les plus bas au
Québec selon des données recensées par lInstitut national de santé publique du
Québec (INSPQ). Ce produit contenant les trois souches de lactobacilles a été
administré aux patients 2-12h suivant la prise d’antibiotique. Ce traitement
prophylactique s’est poursuivi pour la durée du traitement antibiotique et 30 jours
suivant l'arrét de [I'antibiothérapie. Le taux d’ICD a été réduit de 18,0 cas par 10 000
patients/jours a une moyenne de 2,3 cas par 10 000 patients/jour. Aucun effet
secondaire sévére n'a été répertorié ni de probléeme d'utilisation du produit par le

personnel hospitalier (Maziade et al., 2013).

1.4  But, hypothéses et objectifs

Depuis le début des années 2000, le nombre d’éclosions graves d’'ICD sont en hausse
constante, constituant ainsi un fardeau important pour le systéme de santé. De plus,
30% de patients qui ont souffert d’'une ICD sont a risque de développer une infection
récurrente (Johanesen et al., 2015), laquelle est souvent associée a une perte de

diversité microbienne suite a 'usage d’antibiotique. Au cours des derniéres années, il y
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a eu un accroissement de l'intérét pour [utilisation des probiotiques dans le
traitement de diverses pathologies. Depuis la derniere décennie, plusieurs études ont
démontrés que la consommation de certains probiotiques est associée a une diminution
significative du risque de développer une ICD (Goldenberg et al., 2013). Jusqu’a
maintenant, diverses études ont été réalisées démontrant les effets bénéfiques de la
consommation des produits Bio-K+ dans la prévention primaire des DAA et des ICD
(Beausoleil et al.,, 2007; Sampalis et al., 2010). Cependant, le ou les mécanisme(s)
d’action employé par ce probiotique spécifique était inconnu(s). Récemment, il a été
démontré que les trois souches de probiotiques avaient un effet inhibiteur sur la
croissance de C. difficile. Ces données antérieures obtenues par des tests de diffusion
radiale et d’ Agar Spot Test ont démontré que les probiotiques inhibaient la croissance
de C. difficile par la sécrétion d’acide lactique. Cette activité anti-C. difficile des souches
Bio-K+ est un mécanisme d’action dit « non spécifique », car la sécrétion d’acide
lactique est commune au genre Lactobacillus sp. (Tejero-Sarinena et al., 2012).
Cependant, aucun autre lactobacille n’a démontré un effet préventif contre les DACD.
L’acidification lactique ne peut donc pas étre le seul mécanisme d’action anti-C. difficile
spécifiques aux trois souches. Ainsi, le mécanisme d’action employé par ce probiotique
spécifigue est toujours inconnu. Le but de ce projet consiste a développer les
connaissances scientifiques sur les mécanismes d’action anti-C. difficile par lesquels la
combinaison de L. acidophilus CL1285, L.casei LBC80OR et L.rhamnosus CLR2

exercent une action préventive contre les DACD au-dela de l'acidification lactique.
Les hypotheses de ce travail sont les suivantes :

) La présence de lactobacilles inhibe la croissance de C. difficile;

1)) La présence de lactobacilles neutralise les toxines de C. difficile;

11)) La présence de lactobacilles inhibe la synthése des toxines de C. difficile;

V) Les lactobacilles devraient étre vivantes et présentes pour inhiber la synthese
des toxines de C. difficile;

V) La présence de lactobacilles inhibe I'expression des génes de toxines.
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Les objectifs de ce travail sont:

)

)

1)

V)

V)

Vi)

Confirmer que les souches de L. acidophilus CL1285, L. casei LBC8OR et
L. rhamnosus CLR2 inhibent la croissance de C. difficile par I'acidification;
Démontrer que les souches probiotiques spécifiques inhibent la synthese de
toxines de C. difficile par I'acidification;

Déterminer un moyen afin d’éliminer le facteur d’acidification lorsque
C. difficile est co-cultivé avec les souches probiotiques;

Démontrer que les trois souches probiotiques ont un effet sur la synthese des
toxines sans que ce soit due a I'acidification;

Démontrer que les trois souches de lactobacilles peuvent neutraliser les
toxines de C. difficile;

Evaluer I''mpact des souches probiotiques sur I'expression des génes de

virulence de C. difficile.

Les moyens pour atteindre les objectifs sont :

)

)

10

Afin de confirmer que les souches de L. acidophilus CL1285, L. casei
LBC8OR et L. rhamnosus CLR2 inhibent la croissance de C. difficile par
I'acidification, les trois souches ont été co-cultivées avec le C. difficile dans un
bouillon riche en glucose Reinforced Clostridial Medium (RCM). L’effet de la
fermentation lactigue du glucose sur le C. difficile par les souches
probiotiques peut étre vu tel que démontrer par Tejero-Sarinera et al (2012);
L’inhibition de la synthése des toxines de C. difficile dans un milieu avec
glucose a pu étre démontrée par une cinétique de croissance bactérienne
dans du Brain Heart Infusion (BHI) modifié ;

L’acidification par les souches probiotiques dans un milieu riche en glucose a
pu étre évitée par l'utilisation d’'un milieu sans glucose nommé Tryptose-
Yeast Extract (TY);
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IV)

V)

Vi)

La co-culture des souches probiotiques avec C. difficile dans un bouillon TY a
permis de démontrer l'inhibition de la synthése de toxines sans que ce soit lié
au pH;

Par la suite, un test de cytotoxicité (Bartel's Cytotoxicity Assay) tel que utilisé
par Darkoh et al 2016, a été fait afin de déterminer si les résultats de
guantification des toxines A/B obtenues avec un test ELISA ne serait pas due
a un changement de conformation des protéines de toxine;

L’optimisation du protocole d’extraction d’ARN a été débutée afin de pouvoir
extraire 'ARN de C. difficile pour voir I'effet sur 'expression des génes de

virulence.
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Les infections a Clostridioides (Clostridium) difficile (ICD) sont un probléme de santé publique
important survenant lorsque l'intégrité du microbiote intestinal est affectée, par exemple suite a
la prise d’antibiotiques. La formulation composée de Lactobacillus acidophilus CL1285, L. casei
LBCB8OR et L. rhamnosus CLR2, homologué par Santé Canada pour aider a réduire l'incidence
des ICD, est supportée par de nombreuses études cliniques. Cependant, le mécanisme d’action
reste a étre élucider. Notre hypothese est que cette combinaison de lactobacilles inhibe
C. difficile par des mécanismes autres que par la sécrétion d’acides organiques. Ces
mécanismes ont été étudiés dans un modeéle in vitro de co-culture de C. difficile et de
probiotiques. En présence de glucose, une baisse rapide du pH est corrélée a une inhibition de
la croissance de C. difficile et des toxines. En absence de glucose, la croissance de C. difficile
est stable, mais la sécrétion de toxines est significativement réduite de 24% pour toxine A et de
43% pour la toxine B aprés 24h. Ces résultats suggérent que: 1) le glucose favorise la sécrétion
d’acide lactique, ce qui inhibe la croissance de C. difficile et la sécrétion des toxines et ; 2) en
absence de glucose, les lactobacilles n’affectent pas la croissance de C. difficile mais inhibent
tout de méme la synthése des toxines A/B. Ce phénomeéne d’interférence avec la pathogenése
de C. difficile semble dépendant de la présence et de la viabilité des lactobacilles. Il est donc
possible de conclure que la production d'acides organiques n'est pas le seul mécanisme

responsable de l'inhibition de la toxicité de la C. difficile.

MOTS CLES : Clostridium difficile, Clostridioides difficile, probiotiques, lactobacilles, infections,

toxines, facteurs de virulence



2.2 Abstract

Clostridioides difficile infections (CDI) result from antibiotic use and cause severe diarrhea
which is life threatening and costly. A specific probiotic containing Lactobacillus acidophilus
CL1285, L. casei LBC80OR and L. rhamnosus CLR2 (Bio-K+) has demonstrated a strong
inhibitory effect on the growth of several nosocomial C. difficile strains by production of
antimicrobial metabolites during fermentation. Though many Lactobacilli can inhibit C. difficile
growth through lactic acidification, this probiotic has demonstrated unique potency for CDI
prevention among hospitalized patients; an effect replicated in multiple clinical trials. Here, we
have investigated novel acid-independent mechanisms by which these strains impair C. difficile
virulence. The hypervirulent strain C. difficile R20291 was co-cultured anaerobically with Bio-
K+ probiotic strains in various media and glucose concentrations that inhibit or stimulate toxin
production, for 24h at 37°C. At 5g/L glucose, no C. difficile toxin was produced and co-culture
with these lactobacilli resulted in potent acidification and C. difficile growth inhibition. At 3g/L
glucose, C. difficile toxin production occurred and acidification by the lactobacilli resulted in
growth inhibition, 292% reduced Toxin A and =251% Toxin B production. In the absence of
glucose and a starting pH of 7.0, TY broth, C. difficile produced the greatest amount of toxin. In
co-culture, the lactobacilli did not acidify the medium and C. difficile growth was unaffected.
The amount of Toxin A and B produced was decreased by 24% and 43% respectively. The
supernatant of C. difficile cultured alone under these conditions was cytotoxic to human
fibroblast cells, but when co-cultured with the Lactobacilli the cells exposed to the supernatant
were able to survive. These results suggest that the combination of L. acidophilus CL1285,
L. casei LBC80OR and L. rhamnosus CLR2 interferes with C. difficile pathogenesis through: 1)
inhibition of C. difficile growth (via lactic acid secretion), 2) reduced toxin A/B quantity and 3)
toxin neutralization. These results might explain the strain specificity of Bio-K+ probiotic
bacteria in potently preventing C. difficile associated diarrhea in antibiotic treated patients

compared to other probiotic formulae.

Keywords: C. difficile; Clostridioides difficile; Lactobacillus; probiotic; antibiotic; infection;
pathogenesis, microbiota, colonization resistance; infection control, preventive intervention,
Bio-K+
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2.3 Introduction

In the United States, as well as in other industrialized countries, Clostridioides (Clostridium)
difficile infection (CDI) is an important cause of nosocomial diarrhea in hospitals and long-term
care facilities, which adds to the patient’s length of stay and may even lead to death (22%
mortality within 90 days) [3]. The high morbidity, mortality and rate of recurrence highlight the
need for strategies in primary prevention of the illness.

C. difficile is a strict anaerobe, spore-forming, Gram-positive bacillus found in the intestinal
microbiota of 2 to 5% of healthy adults and in 10 to 20 % of the elderly (ASPC, 2014). CDI
mostly develops when patients undergo antibiotic therapy and experience dramatically
decreased diversity of species of normal intestinal microbiota. The alteration of the microbiota
helps the bacteria to establish an infection that involves colonization of the enteric epithelium.
When the vegetative cells reach the stationary phase and glucose is scarce, they begin to
secrete toxin A and toxin B, resulting in intestinal inflammation and colonic epithelial cells
necrosis. Toxin production is increased with quorum sensing as well as under low nutrient

conditions, for example, when glucose is scarce (Dineen et al., 2007).

Lactobacilli employ non-specific mechanisms, such as secretion of organic acids, bacteriocins
or hydrogen peroxide, to compete with pathogens like C. difficile (Tejero-Sarinena et al., 2012).
Though often considered for the primary prevention of CDI, many lactobacilli-based probiotics
have failed to demonstrate efficacy in preventing CDI indicating that not all probiotics are
equal. A specific probiotic formulation (Bio-K+) has been evaluated in three randomized double
blinded, placebo-controlled studies for the primary prevention of CDI (Beausoleil et al., 2007;
Gao et al., 2010; Sampalis et al., 2010). In meta-analysis there were 80% fewer cases of CDI
when treated with these live bacteria than with placebo (Goldenberg et al., 2017; McFarland et
al., 2018b). A very large study of 2,981 subjects randomized to a mixture of 2 strains of
Lactobacillus and 2 strains of Bifidobacteria failed to demonstrate a protective effect against
CDI (Allen et al., 2013). Only the microbial preparation comprised of L. acidophilus CL1285, L.
casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2, has reproducibly demonstrated equivalent potency for
CDI prevention suggesting strain specific differences result in differential clinical effects
(Goldstein et al., 2015).

However, the mechanism by which the three lactobacilli prevents infection is not fully
elucidated. Co-culture experiments demonstrated that these specific lactobacilli are able to

inhibit the growth of several hospital-acquired C. difficile strains (Auclair et al., 2015). It has
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been also demonstrated that antimicrobial metabolites are synthesized and secreted during
fermentation (Auclair et al., 2015). Furthermore, L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and
L. rhamnosus CLR2 probiotic formulation have the capacity to, individually and collectively,
protect epithelial cells in vitro by neutralizing the toxins (Auclair et al., 2015). In each
experiment, there was acidification of the medium; a possible explanation for the findings

which is not specific to these Lactobacillus strains (Tejero-Sarinena et al., 2012).

The objective of these studies was to quantify the antimicrobial and anti-virulence capacity of
L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2 against C. difficile and to
evaluate the role of acidification. Hence, in this study, the degree of in situ acidification by the
lactobacilli is controlled by using media of differing glucose concentrations (Reinforced
Clostridial Medium (RCM), Brain Heart Infusion (BHI) and Tryptose Yeast Extract (TY)), and
determine if these probiotic strains are able to minimize C. difficile virulence without
acidification.

2.4 Material and methods

2.4.1 Bacterial strains

C. difficile strain R20291 (BI/NAP1/027) was kindly provided by Professor Louis-Charles
Fortier, Ph.D. (University of Sherbrooke, Sherbrooke, Canada). The strains were stored at -
80°C in Reinforced Clostridial Medium (RCM) broth with 20% glycerol. Lactobacillus acidophilus
CL1285, L. casei LBC8BOR, and L. rhamnosus CLR2 were graciously provided by Bio-K Plus
International Inc. (Laval, Canada). They were stored in De Man, Rogosa and Sharpe Agar
(MRS) broth enriched with 20% glycerol at -80°C until utilization.

2.4.2 Growth kinetics

All growth kinetics were performed in an anaerobic chamber supplemented with a gas mix
of 10% hydrogen, 5% carbon dioxide and 85% nitrogen (MEGS Specialty Gases and
Equipment, Quebec, Canada). In all the following growth kinetics experiments, each lactobacilli
strain were thawed and transferred in 9 mL of MRS broth and incubated at 37°C without
oxygen. After 24h of incubation, 3 mL of the culture was split and sub-cultured into three tubes
containing fresh 9 mL of MRS broth. This step was repeated three times in order to have

triplicates. The cultures were incubated at 37°C for 24h. The same procedure was repeated with
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the C. difficile strain. The bacterial content of C. difficile R20291 vial was thawed and cultured in
9 mL of pre-reduced RCM and incubated at 37°C for 24h. After two consecutive sub-cultures of
all strains, bacteria were washed twice with Phosphate Buffer Saline (PBS) and centrifuged 10
min at 3700 x g (ThermoFisher Scientific Legend RT Plus, St-Laurent, Quebec). Thereafter, the
bacteria were suspended in 15 mL of the medium used in each of the experiment, either RCM,
modified Brain Heart Infusion(BHI) with 3g/L of glucose or Tryptose Yeast Extract (TY) (pH of
7.4). Even though the TY medium without adjustment was set to pH 7.4 initially, after adding
bacteria the pH dropped. To run the assay at neutral pH, the solution was titrated to pH 7.0 with
NaOH before starting the experiment. Optical density (OD) was then measured at 600nm,
(Biomate Spectronic 3, ThermoScientific, Saint-Laurent, Quebec) Reader, Molecular Devices,
San Jose, California) and the culture was standardized to 0.05 OD units for C. difficile and 0.5
OD units for the Lactobacillus sp. strains in a final volume of 30 mL. Several parameters were
followed for 24h such as the bacterial count, pH, toxin quantification and cytotoxicity to Human
Fibroblast Cells.

2.4.3 Microbial analysis

Samples of 2 mL were harvested at 0, 6, 12 and 24 h in order to evaluate the bacterial
concentrations. Bacterial enumeration for C. difficle was carried out in a selective medium
Cycloserine-Cefoxitin Fructose Agar (CCFA, Anaerobe System, CA, USA) under the same
anaerobic conditions as described above. Lactobacilli were enumerated in MRS agar under
aerobic atmosphere. Serial dilutions (in 1:10 dilution steps) were done by diluting the C. difficile
monoculture and co-culture of C. difficile with the probiotic strains with reduced peptone water.
A volume of 100 pL of the appropriate dilutions were plated. The CCFA plates were then
incubated at 37°C for 24 - 48h, whereas, MRS plates were incubated 48h at 37°C. Bacteria

confirmation steps and sterility controls and triplicates were executed in each experiment.

24.4 Quantification of toxins A/B

The quantification of toxins A/B was performed using a commercial ELISA method
(tgcBIOMICS GmbH, Mainz, Germany). According to the manufacturer’s instructions, samples
were added in microtitre plate coated with antibodies specific to toxin A and B and incubated for
60 min at 37°C. Subsequent to three washes with the wash buffer, anti-toxin A and B were

added and incubated at 37°C for 30 min. After three washing steps, the substrate was added in
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each well and incubated at room temperature for 15 min. The color development was stopped
with H,SO,. A standard curve was done with the inactivated pure toxin A and B samples
provided by the manufacturer. The results were measured by a spectrophotometer (Vmax
software, Molecular Devices, California, United States) at 450 and 650 nm. In all experiments,
toxin A and B were quantified in supernatant from 24h co-culture of C. difficile with and without

the probiotic strains. Percentage of toxin reduction was calculated using the following equation:

mL
ng

CD toxin A or B concentration (—)

CD toxin A or B concentration (%) — (CD + LB)toxin A or B concentration (M)
% = x 100
mL

2.4.5 Cytotoxicity assay

Cytotoxicity test was performed with The Bartels Cytotoxicity Assay (NovaCentury Scientific
A Trinity Biotech Company, Burlington, Ontario) according to the manufacturer’s instructions.
Bartels Cytotoxicity Assay, containing Human Fibroblast Cells, was used due to its specificity to
toxin B. The culture supernatants were centrifuged for 10 min at 3700 x g (ThermoFisher
Scientific Legend RT Plus, Saint-Laurent, Quebec), filtered and added to the wells. As it is
suggested by the manufacturer, 100 uL of the supernatant was diluted with 100 uL of the
diluent. The cells were then incubated at 37°C. After 2 - 24h of incubation it was possible to
differentiate impaired cells from normal cells using a microscope (EVOS Xl Core Cell Imaging
System, ThermoFisher Scientific, Saint-Laurent, Quebec) at a 20x magnification. The positive
control was the addition of purified C. difficile toxin B to the cells resulting in a rounded, asteroid-
like shape and a stringy cytoplasm (Auclair et al., 2015). Cells were exposed to supernatant
produced after 24h of C. difficile cultured alone or in co-culture with the three lactobacilli strains
in TY medium.

2.4.6 Statistical analysis

All experiments were performed in three independent triplicates. For each replicate three

samples were analyzed. Concentration of toxins A and B were compared between the
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monoculture of C. difficile and the co-culture of C. difficile with the three lactobacilli. The one-
way ANOVA was employed for the toxin A and B analysis. Therefore, a Welch’s ANOVA was
performed for toxin A analysis. P-values inferior or equal to 0.05 (P < 0.05) were considered as
significantly different. The growth and pH were measured in each condition then compared by
using ANOVA one-way where p-values inferior or equal to 0.05 (P< 0.05) were considered as

significantly different.

2.5 Results

25.1 Inhibition of toxin synthesis in high glucose medium

First, toxin levels were quantified in a high-sugar medium where C. difficile was cultured
alone or co-cultured with the Bio-K+ probiotic strains. RCM broth is a medium containing a high
concentration of glucose (0.5% (w/vol.)) and formulated to promote the growth of Clostridium sp.
As shown in Figure 2.1, RCM supported C. difficile R20291 growth. An average increase of 1.8
log;p CFU/mL was observed followed by entry into stationary phase after 6 hours. However,
when exposed to L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2, C. difficile
R20291 growth was completely inhibited in triplicate experiments. This inhibition could be
explained by medium acidification; an average pH difference of 1.02 log between the
monoculture and the co-culture after 12 hours of incubation. At 24 hours, C. difficile was not
detected. As expected, in the presence of a high concentration of glucose, toxins were not

detected by ELISA in any of these experiments.

25.2 Toxin secretion inhibition in low glucose medium

The amount of glucose in solution was decreased in order to demonstrate that acidification
affects toxin production. Modified BHI broth containing 3 g/L of glucose was used in this series
of assays. The growth of C. difficile was quantified in co-culture and monoculture. In Figure 2.2,
an average difference of 1.49 log;o CFU/mL in C. difficile growth was observed after 6 h of co-
culture with the probiotic strains. After 12 h of incubation, a drop of 2.51 log;q CFU/mL was
observed in the co-culture compare to the monoculture of C. difficile. A drop in pH of 0.75 log

was also observed between the co-culture and monoculture of C. difficile. The use of a lower
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guantity of glucose level allowed the detection of toxins as compared to RCM media where
toxins were not detected. The concentration of toxin A and B in co-culture of C. difficile and
probiotic strains after 24h of incubation at 37 °C was reduced by 292+4% and 251111%
respectively(Figure 2.4A). Toxins A and B concentration were lower than the limit of
quantification of the ELISA kit (< 1.25 ng/mL) in each of the triplicate experiments in the co-
culture. In monoculture of C. difficile, there was not as much Toxin B produced relative to Toxin

A, which may be related to the presence of glucose in the growth medium.

2.5.3 Toxin secretion inhibition in glucose-depleted medium

Other mechanisms of action specific to Bio-K + strains are suspected to be involved.
Hence, C. difficile was co-cultivated with the Bio-K+ probiotic strains in TY medium. TY
medium was selected because it has no glucose, it permits the growth of lactobacilli with
minimal acidification and C. difficile can thrive and secrete toxins A and B. As shown in
Figure 2.3, C. difficile growth increased by 1.04 log,, CFU/mL on average after 24h. In the
co-culture with the three lactobacilli, the growth of C. difficile also increased, by an average
of 0.76 log;, CFU/mL. After 24h, of uninhibited growth C. difficile, toxin A and B
concentrations were 127+11 ng/mL and 202+46 ng/mL respectively in monoculture, and
were 96+16ng/mL and 114+32 ng/mL in co-culture. Thus, in the presence of the Bio-K+
strains there was a statistically significant reduction of toxin A and toxin B production,
24+8%; p=0.001 and 43+5%; p=0.001 respectively (Figure 2.4B) . In this experiment, pH
value was set to 7, throughout the experiment medium acidified significantly to 6.3+0.0;
p=0.000 in monoculture of C. difficile and 6.6+0.2; p=0.01,in the co-culture of C. difficile with

lactobacilli. pH of C. difficile monoculture ended up with a lower pH than the co-culture.

254 Cytotoxicity assay

Human Fibroblast Cells are highly sensitive to intact C. difficile toxin B. Even a decreased
amount of toxin B production should lead to potent cytotoxicity to the cells. as observed under
an inverted microscope. Cells were exposed to the monoculture and co-culture supernatant for
4h; Table 2.A represents healthy cells. As shown in Table 2.B, the supernatant of C. difficile
monoculture, harvested after 24h, drastically affected the morphology of the cells. Human

Fibroblast Cells became rounded up and appeared refractile. In contrast, cells exposed to the
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supernatant from the co-culture of C. difficile with the three lactobacilli cultivated in TY, cells had

only started to detach and adopt a stringy shape, Table 2.C, but remained viable.

2.6 Discussion

Primary prevention of C. difficile-associated diarrhea (CDAD) is achieved by targeting a variety
of stages of this pathogenic anaerobe’s life cycle. Here we focused on the stationary phase of
the bacterium and observed that these probiotic bacteria inhibited growth, reduced toxin
production and minimized the cytotoxicity of toxin. By controlling the experimental conditions,
we were able to demonstrate that each of these mechanisms of action is amplified at lower pH.
Tejero-Sarinena et al. (Tejero-Sarinena et al., 2012) investigated fifteen selected probiotic
strains against a wide range of pathogens including C. difficile and have shown by agar well-
diffusion assay that the main inhibitory mechanism employed by probiotics is synthesis of
organic acids resulting from the fermentation of glucose which lowers the pH in the culture and
kills C. difficile. When C. difficile and Bio-K+ strains are co-cultivated with a high amount of
glucose (5g/L, RCM, Figure 2.1), the growth of lactobacilli results in lactic acidification and a
bactericidal effect on C. difficile occurs within 12 to 24 hours. But, it was not possible to
determine if lactobacilli had an effect on toxin production, since C. difficile do not produce any
toxins under these conditions. The presence of glucose inhibits the CodY global transcriptional
regulator in C. difficile which represses toxin genes located on the pathogenicity locus (Martin-
Verstraete et al., 2016).

The anti-C. difficile activity of Bio-K+ strains observed in previous in vitro experiments may be
associated to a non-specific mechanism available to many lactobacilli; the secretion of lactic
acid, a major end-product of glucose fermentation (Tejero-Sarinena et al., 2012). However, very
few lactobacillus-based probiotics have demonstrated an ability to reduce CDI in hospitalized
patients. Therefore, lactic acidification is unlikely to be the only anti-C. difficile mechanism of
action. In one series of experiments, a lower glucose concentration, 3 g/L, was employed to
created conditions where toxin production and lactic acidification by lactobacilli could both
occur. Thus we were able to quantify toxin A and B production while C. difficile growth is also
inhibited. These co-culture conditions resulted in potent C. difficile growth inhibition, an average
of 3.8 log;y CFU/mL decrease, which confirms again that acidification inhibits C. difficile growth

(Figure 2.2). At the same time, Toxin A production was reduced by at least 92% and B by 51%
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(Figure 2.4A). This demonstrates that these 3 lactobacilli employ at least two complimentary

mechanisms for reducing C. difficile virulence, inhibition of growth and toxin production.

To minimize the influence of lactic acidification, the experiments were repeated in a glucose-
depleted medium, TY. When cultivated in a medium at neutral pH, C. difficile survived in the
presence of Bio-K+ probiotic strains. Interestingly, a significant reduction in toxin synthesis of
24% and 43% (Figure 2.4B) for toxin A and B respectively was observed even though C. difficile
growth was uninhibited (Figure 2.3). Thus, toxin production by C. difficile is sensitive to pH, but
even at neutral pH the presence of these lactobacilli appeared to impair production.

Toxin quantification by ELISA is only an estimate of the activated and inactivated toxins present
in the culture. Hence, a cytotoxicity test was done in order to see if the toxins measured were
active. The qualitative cytotoxicity of each sample was assayed with human fibroblast cells
which are highly sensitive to even one picogram of Toxin B as per the manufacturer. The cells
exposed to the supernatant of C. difficile grown alone and without glucose, about 23.2 ng of
Toxin B, expectedly rounded cells within 4 hours (Table 2.C). Though C. difficile Toxin B
production was diminished in the presence of the probiotic cultures there was still 3-4 orders of
magnitude sufficient amount of Toxin B to round the cells in this assay. Exposed to
approximately 13.2 ng Toxin B from the co-culture of C. difficile with lactobacilli in TY broth, the
cells appeared morphologically different from controls after 4 hours, but were still viable(Table
2.B). Thus, the lactobacilli are able to neutralize Toxin B in a manner that protects living cells

and was partially effective at neutral pH.

Many lactic acid producing bacteria decrease C. difficile viability and virulence, and, most of
these lose their effect when the pH is neutralized (Naaber et al., 2004). Recently it was shown
that certain strains of lactic acid producing bacteria have pH independent mechanisms of action
against C. difficile (Fredua-Agyeman et al., 2017; Najarian et al., 2018) related to bacteriocins or
bacteriocins like compounds (Cheikhyoussef et al., 2008; Fredua-Agyeman et al., 2017).
L. acidophilus La-5 showed reduced cytotoxicity and cytopathic effects of C. difficile on HT-29
and CaCo-2 cells, excluding lactic acidification (Najarian et al., 2018). In our study, we
demonstrated that the presence of L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R, and L. rhamnosus

CLR2 reduces toxin A and B production by C. difficile without lactic acidification and without
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inhibiting its growth. The dual mechanisms of diminished production of toxin, plus, neutralization
of the remaining toxin effectively protected Human Fibroblasts Cells from cytotoxicity. Several
guestions remain about how these probiotic bacteria modulate toxin A and B production, which
could be investigated by looking more closely at the impact on C. difficile gene expression or
other pathways. Nevertheless, the observation that Bio-K+ strains interfere with C. difficile
pathogenesis through multiple complimentary mechanisms, helps explain why these strains
have demonstrated potency for primary C. difficile-associated diarrhea prevention when many
others probiotics have not.
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Figure 2.1 In vitro model of Clostridioides difficile R20291 growth kinetics when cultured alone or in

the presence of Lactobacillus acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2
in medium containing glucose (RCM broth) leading to acidification of the medium. (m)
Growth of C. difficile monoculture; (o) pH of C.difficile monoculture; (e) Growth of
C. difficile after co-culture of C. difficile with the three lactobacilli (LB); (o) pH of the co-
culture of C. difficile with the three lactobacilli. Growth of C. difficile was measured by plate
count on Cycloserine-Cefoxitin Fructose Agar (CCFA) under anaerobic conditions after 48h
at 37°C. This experiment was carried out in triplicate.*indicates that the growth values of the
co-culture of C. difficile with lactobacilli are significantly different from the monoculture of
C. difficile. + indicates that the pH values of the co-culture of C. difficile with lactobacilli are
significantly different from the monoculture of C. difficile.
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CCFA agar count (log,;, CFU/mL)

Figure 2.2
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In vitro model of Clostridioides difficile R20291 growth kinetics in co-culture with or without
Lactobacillus acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2 in medium with
low glucose (BHI broth) limiting acid production in the medium. (m) Growth of C. difficile
monoculture; (o) pH of C. difficile monoculture; (¢) Growth of C. difficile after co-culture of
C. difficile with the three lactobacilli; (o) pH of the culture C. difficile with the three
lactobacilli. Growth of C. difficile was measured by plate count on CCFA agar under
anaerobic conditions after 48h at 37°C. This experiment was carried out in triplicate.
*indicates that the values are significantly different from the monoculture of C. difficile. +
indicates that the pH values are significantly different from the monoculture of C. difficile.
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Figure 2.3 In vitro model of Clostridioides difficile R20291 growth kinetics in co-culture with or without

Lactobacillus acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2 in medium
without glucose (TY broth) limiting acid production in the medium. (m) Growth of C. difficile
monoculture; (o) pH of C. difficile monoculture; (¢) Growth of C. difficile after co-culture of
C. difficile with the three lactobacilli; (o) pH of the culture C. difficile with the three
lactobacilli. Growth of C. difficile was measured by plate count on CCFA agar under
anaerobic conditions after 48h at 37°C. This experiment was carried out in triplicate.
*indicates that the values are significantly different from the monoculture of C. difficile. +
indicates that the pH values are significantly different from the monoculture of C. difficile.
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% of Toxin A and B reduction after 24hrs in an In vitro model of Clostridioides difficile
R20291 co-cultured with or without Lactobacillus acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and
L. rhamnosus CLR2. Cultures were cultivated in an acidifying medium with low
concentration of glucose and in an non acidifying medium without glucose (BHI & TY broth).
Figure 2.4.A represents % of toxin A and B decrease in co-culture of C. difficile in BHI broth
(). Figure 2.4.B represents % of toxin A and B decrease in co-culture of C. difficile in TY
broth (m). This experiment was carried out in triplicate. In all conditions below the
concentration of toxin A and B in the co-culture was significantly different from the
monoculture of C.difficile
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Table 2.0 Cytotoxicity Assay of Cell-Free Supernatant from 24 h of co-culture with or without
Lactobacillus acidophilus CL1285, L. casei LBC80OR and L. rhamnosus CLR2 in TY medium

on Human Fibroblasts. After adding the supernatant results were taken after 4h of

incubation at 37°C with CO;

Experiment Bartel's Cytotoxicity Assay microscopy pH Score
A) Healthy 1.Cells are
!—luman 6.9 morbhologically
Fibroblast ’ health
Cells y
B) Exposed to
supernatant 2.Cells are
of C. difficile 6.6 morphologically
co-cultured ' different but
with the healthy
Lactobacilli
C) Exposed to 3.Cells are
supern_a_ta_nt 6.3 dead, rounded
of C. difficile and detached
culture alone
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3 RESULTATS PRELIMINAIRES

Le modéle de co-culture en tubes dans du TY, tel que décrit dans la section 2, a permis
d’évaluer I'impact des souches Bio-K+ sur le taux d’expression des toxines de C. difficile. Tel
gue démontré dans le chapitre précédent, une réduction de 24% de toxine A et de 43% de
toxine B dans la co-culture avec les souches Bio-K+ par rapport a la culture pure de C. difficile a
été observée. A la lumiére de ces résultats, plusieurs hypothéses ont été formulées afin
d’expliquer cette diminution de toxines observée dans la co-culture de C. difficile avec les
souches probiotiques. Voici un diagramme qui représente les nouvelles questions de recherche

qui ont été soulevees :

Est-ce que les lactobacilles adsorbent ou dégradent les toxines dans le
milieu TY?

32 ) E\s(t;ce que les lactobacilles doivent étre présentes dans le milieu

Inhibition de la 33 ) Est-ce que les lactobacilles doivent étre vivantes dans le milieu TY?

synthese des

toxines

. Est-ce que les lactobacilles empéchent la sécrétion des toxines dans
le milieu TY?

Est-ce que les lactobacilles inhibent I'expression des geénes de toxines A
et B?

3.1 Méthode

3.1.1 Conditions de culture

Toutes les expériences réalisées et expliquées dans ce chapitre ont été réalisées dans une
chambre anaérobie maintenue a 37°C (Whitley DG250, DonWhitley Scientific) et contenant

10% CO,, 10%H, et 80% N,. Les milieux de culture, le tampon phosphate, 'eau peptonée
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utilisés dans les expériences sont conservés en anaérobie 24h avant chaque expérience afin
d’enlever toute trace d’'oxygéne. Le dénombrement des bactéries lactiques a été fait en aérobie

sous la hotte laminaire.

3.1.1.1 Entreposage et préparation des bactéries

Avant chaque expérience, un tube de C. difficile R20291, contenant 1mL de C. difficile (=7
logUFC/mL) dans du bouillon de culture RCM (Reinforced Clostridial Medium) et 20% de
glycérol et conservé a -80°C, a été vidé dans une éprouvette contenant 9 mL de bouillon RCM
pré-réduit stérile et a été incubé pendant 24h a une température de 37°C. Aprés les 24 h, 1 mL
de culture de C. difficile a été transféré & nouveau dans 9 mL de bouillon de culture RCM pour
gue la transition entre -80°C et +37°C soit mieux tolérée par les bactéries et que les
expériences soient réalisées avec des bactéries moins stressées. De méme, les tubes des trois
souches probiotiques ont été conservés a -80°C dans du bouillon de culture MRS (de Man
Rogosa et Sharpe) additionné de 20% de glycérol. Chaque tube a été vidé dans 9 mL de
bouillon MRS pré-réduit stérile et a été incubé 24 h a 37°C. Aprés 24 h, 1mL de culture de
chaque lactobacille a été transféré a nouveau dans 9 mL de bouillon de culture MRS. Aprés les
deux repiquages successifs, les bactéries ont été centrifugées pendant 10 minutes a 3700 x g
puis subissent deux lavages successifs dans 20 mL de tampon phosphate 1X (PBS). Aprés les
lavages au PBS, les souches ont été chacune suspendues dans 15 mL de TY et la densité
optique a été par la suite mesurée a la longueur d'onde de 600nm a laide d’un
spectrophotomeétre (Biomate Spectronic 10, ThermoScientific). Pour constituer la co-culture de
C. difficile avec les souches probiotiques, les trois souches ont été combinées, a partir d’'une
DOgoonmde 0,5 chacune et de 0,05 pour C. difficile. Selon le volume final employé dans

I'expérience, les co-cultures ont été complétées avec du TY.

3.1.1.2 Quantification des bactéries sur gélose et mesure du pH

Aprés 24h, le dénombrement de C. difficile ont été fait sur des géloses Cycloserine Cefoxitin
Fructose Agar (CCFA). Pour ce faire, la culture a été diluée en série et un volume de 100 pl des
dilutions a été étalé sur les géloses CCFA a l'aide de billes de verre stériles. Les géloses ont
été incubées a 37°C anaérobie pendant 24 h. Le dénombrement des lactobacilles a été fait, tel

gue décrit précédemment, sur des géloses MRS et incubées a 37°C en aérobie pendant 48 h.
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Le pH des co-cultures et monocultures a été mesuré grace a un pH metre (Thermo Scientific,
Orion Star LogR).

3.1.1.3 Quantification des toxines A et B

La quantification de la concentration de toxines A et B a été réalisée en suivant les
recommandations du fabricant du kit ELISA (Separate detection of C. difficile toxins A and B,
tgcBIOMICS). Afin de pouvoir doser la concentration de toxines, des échantillons 1 mL de la
culture pure et de la co-culture sont prélévés et centrifugés a 3700 x g pendant 10 minutes. Les

échantillons sont par la suite conservés a 4°C jusqu’a I'analyse (1 semaine maximum).

3.1.2 Effet des souches probiotiques sur les protéines de toxines de

C. difficile
Un tube de C. difficile R20291 a été ensemencé dans RCM aprés deux repiquages consécutifs,
la culture a été lavée avec PBS et ajustée a une DO de 0,05 dans du TY. Aprés 24h
d’'incubation a 37°C, la culture a été centrifugée et filtrée. Le surnageant a été cultivée en
présence d’'une culture des trois lactobacilles (DO de chacune ajusté a 0.5) (voir Figure 3.1). Le
test de T-Student a été utilisé afin de voir s’il y a une différence significative entre la quantité de

toxines au début et a la fin de I'expérience apres I'ajout des souches probiotiques.

o~ o
- 5

DY
CD cultivé 24h Centrifugation & 5100xg ”-l
a 37°C Homogénéisation . |
pendant 10 min \ﬁj
par vortex Surnageant de
(30-40 sec) Surnageant toxines mélangés
filtiré avec une avec culture de
filtre 0,2UM lactobacilles
Figure 3.1 Schéma représentant les étapes a suivre afin de prépare le surnageant de toxines de

C. difficile
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3.1.3 Préfermentation du milieu de culture par les souches probiotiques et
impact sur le taux d’expression des toxines de C. difficile

Apres les étapes de lavages et de resuspension dans TY, trois cultures ont été constituées soit
une monoculture de C. difficile & une DO de 0,05, une co-culture des trois souches probiotiques
a une DO de 0,5 chacune et une troisiéme co-culture qui contient les trois souches probiotiques
a un DO de 0,5 chacune et C. difficile a un DO de 0,05. Les cultures ont été incubées a 37°C
pendant 24h en anaérobie. Les cultures ont été filtrées, puis leur pH a été ajusté a 6,7 avec du
NaOH 1M. Le surnageant a été a nouveau filtré avec un filtre 0,2 uM et mélangé avec du TY
frais a 25, 50 et 100% (vol/vaol). Par la suite, C. difficile a été inoculé dans chacune des cultures
(25, 50 et 100% (vol/vol) de milieu préfermenté) a une DO de 0,05. Aprés 24h d’incubation a
37°C en anaérobie, le dénombrement de C. difficile, le pH et la mesure du taux de toxines

présentes dans le milieu ont été mesurés.

314 Importance de la viabilité des souches probiotiques dans leur capacité
a réduire le taux d’expression des toxines de C. difficile

Les trois souches Bio-K+ ont été cultivées dans du bouillon MRS, puis lavées 2 fois au PBS et
suspendues dans du TY afin d’obtenir une culture des trois lactobacilles ayant chacun une DO
de 0,5. Deux cultures ont été préparées ainsi en triplicata. Une des deux a été bouillie pendant
10 minutes. La seconde a été traitée par irradiation gamma (source de cobalt 60) a une dose de
9kGy (taux de dose :10,976 kGy/h) en utilisant un irradiateur de type Underwater Calibrator
UC15-A (Nordion Inc, Laval,Qc,Canada) (Baldwin et al., 2010). Une fois les bactéries tuées, les
milieux ont été ramenés a un pH de 6.9 avec du NaOH 2M, puis ensemencés avec C. difficile
(DO= 0,05). Apres 24h d’incubation en anaérobie, C. difficile a été dénombré sur gélose CCFA.
Le taux d’expression des toxines a été mesuré pour chacune d’elles aprés 24h d’incubation a
37°C et comparé a celui d'une culture pure de C. difficile dans du TY. Des mesures de pH et

des dénombrements bactériens ont également été effectués dans les trois cultures.
3.15 Séquestration intracellulaire des toxines de C. difficile lorsque
C. difficile est exposé aux souches probiotiques

Dans ces expériences, C. difficile en culture seul et en co-culture avec les lactobacilles dans le
TY ont été lysés avec une méthode combinant l'utilisation de lysozyme et de billes de verre. Le

protocole qui a été employé provient de Jonquiere et al (1999) qui comprend de la mutanolysine
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(60ug/mL), la RNAaseA (250 pg/mL), TAEBSF (2 mM) ainsi que des cycles de gel/dégel.
Cependant le volume de solution de lyse employé a été modifié a 500 uL et le culot de cellule
gui a été obtenu suite aux lavages a été resuspendu dans un volume de 6 mL de TY. Au TO et
T24, aprées les lavages et aprés la lyse, des échantillons ont été recueillis afin de pouvoir

effectuer des dénombrements bactériens et la quantification des toxines.

3.1.6 Optimisation de I’extraction de ’ARN de C. difficile

Plusieurs techniques d’extraction ont été testées afin d'optimiser I'extraction d’ARN de
C. difficile. En premier lieu, I'extraction de 'ARN de C. difficile a été faite avec le kit RNeasy Mini
Kit (Qiagen) en combinant le RNase-Free Dnase Set (Qiagen) et le RNAprotect Bacteria
Reagent (Qiagen). La méthode qui combine I'extraction enzymatique et mécanique proposé par
Qiagen, a été testée avec des échantillons de culture de C. difficile seul et de C. difficile en co-
culture avec les souches probiotiques aprés 24h, d’aprés le protocole recommandé par le
manufacturier. Par la suite, des échantillons a 6h et a 18h de la cinétique de la souche R20291
en milieu TY ont été testés. Cependant, afin d’obtenir un meilleur rendement de 'ARN extrait,
les quantités initiales de bactéries conseillées pour I'extraction ont été augmentées jusqu’a 4
mL (=7 logUFC/mL) pour C. difficile . Il y a aussi eu I'ajout de mutanolysine a la concentration
de 150 U/mL et le temps de broyage mécanique a été changé de 5 minutes recommandées a 1
heure. Ces modifications ont été appliquées en adaptant le protocole proposé par Zhang, 2012
(Zhang, 2012). De plus, pour s’assurer d’avoir un échantillon d’ARN qui ne contient aucune
trace d’ADN, un traitement supplémentaire a la DNase a été réalisé en utilisant le TURBO DNA-
free Kit (Ambion). Aprés extraction, les échantillons (~1000 ng) ont été migrés par
électrophorése sur gel d’agarose dénaturant contenant 1 % d’agarose et eau de javel avec 4 %
hypochlorite de sodium suspendus dans du TBE 1X et sont visualisés par coloration au
bromure d’éthidium. Cette méthode de visualisation d’ARN a été adaptée de Aranda et al., 2012
(Aranda et al., 2012). Les échantillons ainsi extraits ont été envoyés a Génome Québec afin
que l'analyse transcriptomique soit réalisée. Une autre méthode d’extraction avec du TRIlzol a
été appliqguée afin de pouvoir extraire a 24h en suivant le protocole qui a été fourni par le
Professeur Louis Charles Fortier de I'Université de Sherbrooke. Des échantillons de 4mL de
culture de C. difficile ont été prélevés aprés 6 heures et 24 heures de culture. Ces échantillons
ont été centrifugés 10 minutes a 3700xg. Les culots ont été resuspendus dans 1 mL TRIzol

dans des tubes vissés puis broyés grace a des billes de verre. Une fois centrifugés, le
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surnageant de ces échantillons a été transféré dans un nouveau tube Eppendorf puis 200 uL de
chloroforme a été ajouté. Apres centrifugation, la phase aqueuse provenant du surnageant a
été prélevée et une deuxieme extraction au TRIzol/ chloroforme a été complétée. L’ARN a été
précipité avec 500 uL de l'isopropanol et incubé 10 minutes a température piéce puis lavé a
I'éthanol (1mL) avant d’étre resuspendu dans de I'eau sans Rnase. L’ARN ainsi extrait a été
purifié par un traitement avec le Rnase-out (Invitrogen) et le TURBO DNase (Invitrogen) d’aprées
les conseils du manufacturier afin d’éliminer les enzymes potentiellement présentes ainsi que
'ADN qui aurait été extrait en méme temps que 'ARN. Les échantillons d’ARN ont été migrés

sur gel dénaturant et visualisés par coloration au bromure d’éthidium et exposition UV.

Afin de pouvoir mesurer I'expression des génes tcdA et tcdB codant pour les toxines A et B
respectivement, des amorces ciblant ces génes ont été concus. En paralléle, afin de pouvoir
mesurer I'expression de génes de référence, des amorces ciblant les génes codant pour les
FARNr 16S, la glutamate déshydrogénase 1 (gluD), gyrase sous-unité A (gyrA), triose
phosphate isomérase (tpiA),DNA-directed RNA polymerase subunit alpha ont été testées : tcdA,
tcdB, 16S_LCF et rpoA (voir Tableau 3.0). Toutes ces amorces ont été testées afin de
déterminer leurs températures d’hybridation optimales et évaluer leur efficacité a cette
température. Les conditions employées pour les réactions de PCR temps réel sont illustrées
dans le Tableau 3.1. Des essais ont également été menés afin de s’assurer que ces amorces
ne peuvent se lier spécifiquement avec 'ADNc des lactobacilles. L’ARN des lactobacilles a été

extrait avec le kit de Qiagen en suivant les recommandations du manufacturier.

Geéne

ciblé Nom Séquence Compagnie
165 CD16S_LCF2014.F ACG GTA CTT GAG GAG GAA GCC C Alpha DNA
CD16S_LCF2014.R TGA GCC GTAGCC TTTCACTCCT Alpha DNA

gIuD CDgluD_LCF2014.F GTT GAC GTT CCT GCA CCA GAC G Alpha DNA
CDgluD_LCF2014.R ACC ACC AAA TTC AAC TGG CTT ACC A Alpha DNA

(edA CDtcdA_SS.F AGC TTT CGC TTT AGG CAG TGT TAT AAATCAAGC  Alpha DNA
CDtcdA_SS.R TAT CAG ACT CTATGG CTG GGT TAAGGT G Alpha DNA
CDtcdB_SS.F AGC ATA TGC GGC AGC TTA TCA AGA Alpha DNA

tcdB CDtcdB_SS.R GCA TCG TCA AAT GAC CAT AAG CTAGC CAT T Alpha DNA
(DiA CDtpiA_LCF2014.F TGC ATA TGA GCC AAT CTG GGC TAT TG Alpha DNA
CDtpiA_LCF2014.R TGA AGG TTT AAC ACT TCC ACC GTATTG T Alpha DNA

ayrA CDgyrA_LCF2014.F ACA GAA ATA AGA CAT GCT GAA GGC GA Alpha DNA
CDgyrA_LCF2014.R GTG CTG AAA TAC CTC TTC CAC CCC Alpha DNA
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CDrpoA_LCF2014.F TCA TTA CCA GGT GTA GCA GTG AAT GC Alpha DNA

rpoA
P CDrpoA LCF2014.R TGA TAG AGCATG GTCCTTGAGCTTCT Alpha DNA
Tableau 3.0 Amorces ciblant les génes de référence ou génes de virulence de C. difficile utilisé dans les
essais d’expression utilisé dans les études d’expression de géne
Tableau 3.1 Les conditions des réactions PCR temps réel CFX-96 employées
Nombre de .
Température Temps
cycles

Pré-incubation 1cycle 95°C 10:00 min
Amplification 40 cycles 95°C 0:15 min
Gradient B65°C*** 0:30 min
68°C 0:30 min
Courbe de Tm 1cycle 95°C 0:15 min
65°C 0:15 min
95°C 0:15 min
Refroidissement 1 cycle 20°C 2:00 min

**Température varie selon les amorces

3.2 Résultats

Les résultats énumérés dans ce chapitre sont des résultats préliminaires qui doivent étre

validés par des répétitions supplémentaires.

3.2.1 Effet des souches probiotiques sur les protéines de toxines de
C. difficile

Une des hypothéses formulée serait que les lactobacilles adsorbent ou dégradent les protéines
de toxines (Castagliuolo et al., 1999). D’aprés les résultats obtenus, la différence observée

entre la quantité de toxines mesurée au début (Tox A 236 ng/mL et Tox B 269 ng/mL) et la fin
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de I'expérience (Tox A 175 ng/mL et Tox B 222.89) n’est pas significative avec un p= 0,08 (voir
Tableau 3.2). Ces résultats démontrent que les lactobacilles n’adsorbent pas ou ne dégradent

pas les toxines dans le milieu TY.

Tableau 3.2 Quantification des protéines de toxines A et B de C. difficile aprés 24h d’exposition aux
souches probiotiques dans le milieu TY

Temps Tox A (ng/mL) Tox B (ng/mL)
0 235.6+0.4 268.6+0.8
24 175.3£1.3 221.03+1.71

3.2.2 Préfermentation du milieu de culture par les souches probiotiques et
impact sur le taux d’expression des toxines de C. difficile

Afin de déterminer si la réduction du taux d’expression des toxines de C. difficile observée lors
des co-cultures avec les souches probiotiques peut étre due a leurs activités métaboliques, du
milieu TY a été préfermenté durant 24h par les trois souches probiotiques puis stérilisé par
filtration. Puisque l'activité des souches probiotiques contre l'expression des toxines de
C. difficile peut étre induites en réponse a la présence de la bactérie et non de fagon
constitutive, du milieu TY a également été préfermenté durant 24h par C. difficile et les trois
lactobacilles et par la suite stérilisé. C. difficile a été ensemencé dans différents concentrations
soit 25, 50 et 100% de ces cultures de TY préfermentés. L’expérience a été conduite trois fois
et les résultats démontrent que la présence de milieux préfermentés, a n’importe quel
pourcentage, augmente la production de toxines A et B chez C. difficile comparativement au
contrble (voir Figure 3.2). De plus, le dénombrement et la mesure du pH ont été réalisés. Les
résultats démontrent dans tous les cas soit 25, 50 et 100% de TY préfermenté par les souches

probiotiques, il y a une Iégére croissance de plus de 0,5 log,o UFC/mL (Voir Figure 3.2).
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Quantification des toxines A/B normalisée
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Figure 3.2 Taux d’expression des toxines lorsque CD R20291 est cultivé dans différentes

concentrations de TY préfermenté par les souches Bio-K+ ou par une combinaison de ces
souches avec CD R20291 dans un modele de co-culture anaérobie en tubes a 37°C durant
24h. Le taux d’expression des toxines (A) a été mesuré a l'aide d’un essai de détection
immunoenzymatique quantitatif (« ELISA for separate detection of C. difficile Toxin A or B in
suspension® ». Des mesures de pH et des dénombrements bactériens ont également été

réalisés.
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3.2.3 Importance de la viabilité des souches probiotiques dans leur capacité
a réduire le taux d’expression des toxines de C. difficile

Pour déterminer si les souches Bio-K+ doivent étre vivantes pour causer une réduction du taux
d’expression de toxines A et B et pour savoir si cet effet dépend d’une entité moléculaire liée a
ces bactéries, deux cultures de souches probiotiques dans du TY ont été stérilisées; I'un par
irradiation gamma et I'autre par un traitement thermique. La stérilisation par irradiation gamma a
faible dose préserve l'intégrité structurelle des bactéries mortes et conserve les protéines sous
leur forme native. |l N’y a donc pas de différences « physiques » entre une culture vivante et une
culture faiblement irradiée car seule 'ADN des bactéries est dégradée. Inversement, la
stérilisation par traitement thermique lyse les bactéries et dénature la plupart de ses

composantes.

Le contact de C. difficile avec les souches traitées par irradiation augmente la production de
toxine A de 142.01 9.6% et toxine B de 115.9+ 4.4%. L’exposition aux souches détruites par la
chaleur augmente la production de toxine A de 289.2 + 23.4% et toxine B de 172.3+ 4.8% (voir
Figure 3.3). Les valeurs de pH et de dénombrement sont restées stables comme cela était
attendu pour des cultures dans du TY. La conclusion générale qui pourrait étre soutenue est
que linhibition de la synthése toxine observée peut seulement étre observée lorsque les

souches probiotiques sont vivantes.
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Figure 3.3 Croissance de CD R20291 dans une (i) co-culture dans du TY avec les souches Bio-K

vivantes, dans (ii) une culture de souches Bio-K+ stérilisée par une exposition aux rayons
gamma de 9 kGy avec un dose rate de 10,679 kGy/h (Irradiated) et dans (ii) une culture de
souches Bio-K+ chauffée durant 10 min a 100°C. Les trois cultures ont été incubées en
condition anaérobie a 37°C durant 24 h. Le taux d’expression des toxines (A) a été mesuré a
I'aide d’un essai de détection immunoenzymatique quantitatif (« ELISA for separate
detection of C. difficile Toxin A or B in suspension® ». Des mesures de pH et des
dénombrement bactérien ont également été réalisés (B).
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Séquestration intracellulaire des toxines de C.difficile lorsque C. difficile est exposé aux souches
probiotiques

Des expériences ont été réalisées afin de déterminer si la réduction des toxines présentes dans
le milieu lors d’'une co-culture dans le TY de C. difficile avec les souches probiotiques pouvait
étre causée par une séquestration des toxines. Les résultats d’'une premiéere série d’expérience
ont suggéré que la quantité de toxines A et B mesurée a l'intérieur de C. difficile dans la co-
culture était nulle. En effet, il y a libération de toxines suite a la lyse de la monoculture de
C. difficile alors que suite a la lyse de C. difficile avec les lactobacilles ce n’est pas le cas. Ces
nouveaux résultats laissent croire que le C. difficile ne produit pas de toxines lors d’un contact
avec les lactobacilles ainsi celles-ci ne restent pas emprisonnées a l'intérieur comme ce qui

avait été émis comme hypothése. Afin de valider les résultats, I'expérience devra étre répétée.

3.24 Optimisation de I’extraction de ’ARN de C. difficile

L’extraction d’ARN de C. difficile a été faite avec le kit de Qiagen. Deux protocoles principaux
ont été présentés dans le manuel du manufacturier. Le premier, comportant seulement une
extraction enzymatique, et le second une extraction enzymatique et mécanique. Chaque
méthode a été testée a trois reprises (n=3) et comparées afin de déterminer laquelle présente
une plus grande quantité et une meilleure qualit¢ d'ARN. La seconde méthode permet
'extraction d’'une plus grande quantité d’acides nucléiques, cependant la qualité d’ARN total
extrait se révele étre trés similaire dans les deux cas. La méthode a par la suite été optimisée
en augmentant la quantité de cellules au départ, en haussant les temps de centrifugation, afin
d’obtenir une meilleure quantité d’ARN finale. Les ratios 260/230 des échantillons d’ARN
extraits ont été acceptable cependant la visualisation sur gel d’agarose était difficile. Les
échantillons ont été envoyés a Génome Québec pour des analyses de qualité.
Malheureusement, les échantillons n’ont pas passé le test de contrdle qualité. D’aprés les
résultats obtenus, 'ARN était dégradé et une contamination par des solvants a été notée. Par
la suite, des modifications ont été apportées au protocole en suivant les recommandations de
Zhang et al (2012) (Zhang, 2012) qui a eu les mémes difficultés. L'ajout de mutanolysine,
'augmentation de la quantité de culture prélevée et le temps de broyage ont été modifiés dans
le protocole. De plus, les échantillons ont été prélevés aprés 6 et 18h d’incubation au lieu de

24h. La visualisation des bandes 16S et 23S de 'ARN a été possible par la mise en place du
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gel dénaturant (1% d’eau de Javel) tel que recommandé par Aranda et al (2012) (voir Figure
3.4) (Aranda et al., 2012)

CDA CD8 CD% COB LBA LSE LBA Le8

-
T8 T6 TiB TiB 76 76 TiB Ti8

Figure 3.4 Visualisation, aprés migration par électrophorése sur gel d’agarose dénaturant, de
I'extraction d’ARN provenant des échantillons recueillis d’'une culture de C. difficile seul
(CD), C. difficile + souches probiotiques Bio-K+ (CD+LB) et souches probiotiques Bio-K+
seules (LB) apres 6 et 18 heures et en duplicata. L’extraction a été faite avec le kit Qiagen. .

Les différents profils de migration comportent 2 bandes supérieures correspondant a ’ARN 23S
et au 16S. (Figure 3.4). L'ARN de C. difficile qui a été extrait a 6h ne présente pas le méme
profil de migration que I'’ARN extrait & 18h. A 18h, en plus des bandes d’ARN 23S et 16S, il y a
la présence d’autres bandes de tailles inférieures qui pourraient correspondre a de la
dégradation de I'ARN (Figure 3.4). Les bandes qui présentent I'échantillon d’ARN de C. difficile
seul présentent de faibles bandes de migration tandis que 'ARN extrait des Lactobacillus sp.
seuls et ’ARN de C. difficile en co-culture avec les souches probiotiques présentent des bandes
avec une bonne intensité. Ainsi, lors du contréle de la qualité des échantillons par Génome
Québec, 'ARN a 18h n’a pas passé le test de controle qualité. Le RIN (RNA Integrity Number)
qui quantifie la qualité de I'ARN était a N/A . Tandis que pour les échantillons de 6h, le RIN était
a 8.8, ce qui correspond a un ARN de bonne qualité. Cependant dans le cas de 18h, 'ARN est
dégradé. Ainsi, il fallait poursuivre les protocoles d’extraction de ’ARN puisque le but principal
du projet était de mesurer le niveau d’expression des genes de toxines A et B aprés 24h. Une
des techniques les plus utilisée pour extraire ’ARN est I'extraction au Trizol. La technique a été

testée avec une culture de C. difficile de 24h. Cependant, I'ARN était toujours dégradé. Par
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contre, a 6h, TARN a pu étre extrait mais, il était possible d’observer la présence d’autres
bandes (Voir Figure 3.5).

6 heures 24 heures
1kb+ CDI1 CD2 CD3 CD1 CD2 CD3

Figure 3.5 Visualisation aprés migration par électrophorése sur gel d’agarose dénaturant, de
I'extraction d’ARN provenant des échantillons recueillis d’une culture de C. difficile seul
(CD) apres 6 et 18 heures et en duplicata.

Parallélement, les amorces des génes de toxines et les génes de référence ont été développés.
Les essais d’expression génique ont été faits avec 5 génes de références : 16S_LCF, gluD,
gyrA, tpiA et rpoA. Seules les amorces 16S_LCF amplifient TADNc des lactobacilles. Elles ont
donc été exclues pour les essais d’expression de génes a partir de 'ARN extrait d’'une co-
culture de C. difficile et de lactobacilles. L’ensemble des amorces (excepté gluD et rpoA) ont
obtenues des valeurs d’efficacités supérieures a 90% a trois reprises (n=3) et sont valides pour
des expériences d’expression génique. Parmi tous les génes de références mentionnés
précédemment, les couples d’amorce gluD et rpoA ne présentait pas une valeur d’efficacité
figurant dans le cadre recommandé pour des expériences d’expression génique (90-110%).
Tous les autres couples listés présentaient des valeurs convenables. Les essais vont
également étre effectués avec les deux génes d’intéréts tcdA et tcdB. Les deux ont également
été testés pour leur efficacité, la spécificité et la température d’hybridation optimale a trois
reprises (n=3) car ce sont les genes connaissant potentiellement une variation dans leur taux

d’expression lorsqu’en présence de lactobacilles.
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Tableau 4. Bilan d’efficacité et de la spécificité des amorces

,Tm Tm E . Spectre
. - : théorique . Spéc e .
Gene ciblé Séquence . empi moyen . defficacit
(Oligoanal fique %) ificité é (Cq)
yzer) g ° g
ACG GTACTT GAG GAG 60.8
16STRNA  GAAGCCC 650 93t4 NON 4T
TGAGCC GTAGCC TTT 60.2 27,93
CACTCCT '
GTT GAC GTT CCT GCA 60.6
CCAGAC G : oul 13,22-
glub ACC ACC AAA TTC AAC 501 650 86.7x1 33,37
TGG CTTACCA '
AGC TTT CGC TTT AGG
CAG TGT TAT AAATCA 60.6
tcdA AGC 650 90x3 OV 23122
TAT CAG ACT CTATGG 59. '
CTG GGTTAAGGT G '
AGC ATATGC GGC AGC 58.8
tcdB TTATCAAGA 650 o1x2 oYl 1168
GCATCG TCAAAT GAC 60.7 30,32
CATAAG CTAGC CATT '
TGC ATATGA GCC AAT 59.1
tpiA CTG GGC TAT TG 650 9o:g OUY 12,27-
TGAAGG TTTAAC ACT 58.3 29,83
TCCACC GTATTGT '
ACA GAAATAAGA CAT 58.5
ayrA GCT GAA GGC GA 650 93 Y 12,48-
GTG CTGAAATAC CTC 54.2 35,12
TTC CAC CCC '
TCATTACCAGGT GTA
58.9 Non-
GCA GTG AAT GC . 14,40-
FpOA TGA TAG AGC ATG GTC S04 610 885 deter ;o)
CTT GAG CTT CT ' mine
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4 DISCUSSION

L’objectif général de ce projet consistait a développer les connaissances scientifiques sur les
mécanismes d’action anti-C. difficile par lesquels la combinaison de L. acidophilus CL1285,
L. casei LBC80R et L. rhamnosus CLR2 exercent une action préventive contre les DACD. Selon
'hypothése de départ, la présence des souches probiotiques inhiberait la croissance de
C. difficile, neutraliserait ses toxines et inhiberait la synthése des toxines via une réduction de
'expression des génes de toxines. Le premier objectif spécifique était de démontrer que la
production de I'acide lactique par les probiotiques inhiberait la croissance de C. difficile. Ainsi,
les bactéries ont été cultivées dans un bouillon riche en glucose, le RCM. Lorsque C. difficile et
les souches probiotiqgues sont co-cultivés ensemble dans le RCM, la croissance des
lactobacilles se déroule normalement, mais I'acidification lactique produit un effet bactéricide
contre C. difficile entre 12h et 24h. Cependant, la quantification de toxines n’a pas pu étre
complétée di a la présence de glucose. En effet, en général, lorsque le glucose est en quantité
suffisante dans le milieu, le régulateur CodY va réprimer les genes situés sur le locus de
pathogénicité de C. difficile (Martin-Verstraete et al., 2016). Ainsi, la quantification des protéines
de toxines n’a pas pu étre complétée car la synthése aurait été inhibée soit par I'acidification
soit par la trop grande concentration de glucose dans le milieu. Afin de démontrer I'inhibition de
la sécrétion de toxines par C. difficile, lors d’'une acidification, une expérience a été faite dans
un milieu BHI ou la concentration de glucose a été modifiée a 3g/L. Cette concentration de
glucose a été déterminée, aprés différents essais, comme étant la concentration optimale
permettant a la fois une quantification des toxines et une acidification du milieu. Dans cette
expérience, il a été possible de démontrer que la présence des lactobacilles dans un milieu
avec glucose, inhibe les concentrations de toxines A et B de 292+4% et 251+11%
respectivement. La croissance de C. difficile décroit de 3.83 log UFC/mL en présence des
probiotiques apres 24h. Cette activité anti-C. difficile des souches probiotiques Bio-K+ est un
mécanisme d’action dit « non spécifique », car la sécrétion d’acide lactique est commune a
toutes les especes du genre Lactobacillus (Tejero-Sarinena et al., 2012). Or, trés peu de
probiotiques appartenant au genre Lactobacillus n’a démontré une quelconque capacité a
réduire les DACD chez les patients hospitalisés. Ainsi, I'acidification lactique ne peut pas étre le
seul mécanisme d’action par lequel les trois souches probiotiques exercent une action
préventive contre les DACD, ce qui laisse croire qu’il y a d’autres mécanismes d’action
spécifigues a ces souches probiotiques. Le troisieme objectif du projet était de trouver un

modele qui permettrait d’exclure I'impact causé par I'acide lactique. Ainsi, le modéle de co-



culture en tubes dans le TY a été mis en place. Le TY est connu pour favoriser la croissance et
la production de toxines chez C. difficile (Dupuy & Sonenshein, 1998). La synthése des toxines
chez C. difficile dépend de plusieurs facteurs dont la concentration des nutriments et en
particulier celle du glucose. Un milieu pauvre en sucres et en glucose comme le TY, activera le
gene CodY et permettre ainsi la production de toxines A et B chez C. difficile. Le modéle TY a
permis d’évaluer l'impact des souches probiotiques sur la croissance et la concentration de

toxines de C. difficile sans que I'acidification soit un facteur.

Lorsque le pH est trés peu influencé par la culture de lactobacilles comme c’est le cas dans le
TY, le C. difficile co-cultivé avec les lactobacilles produit 24% moins de toxine A et 43% moins
de toxine B par rapport a la monoculture de C. difficile. Les pourcentages de réduction observés
démontrent que la combinaison des trois souches de lactobacilles a un effet sur la synthese des
toxines sans que ce soit provoqué par une acidification. A la lumiére de ces résultats, plusieurs

hypothéses ont été formulés afin d’expliquer la réduction de toxines A et B.

La premiére hypothése était que les souches probiotiques dégraderaient les protéines de
toxines A et B par I'entremise de la sécrétion d’'une certaine molécule. Il a été démontré que le
Saccharomyces boulardii sécrete une serine protéase qui dégrade les toxines A et B de
C. difficile (Castagliuolo et al., 1999). Une autre étude a démontré que les probiotiques
pourraient inhibés la liaison et l'internalisation des neurotoxines de Clostridium botulinum par un
mécanisme autre que la dégradation ou la séquestration des neurotoxines (Lam et al., 2016).
Ainsi, une expérience a été conduite avec le surnageant de toxines A et B filtré qui a été incubé
avec les trois souches probiotiques. Les résultats démontrent qu’il n’y a aucune différence
significative entre la quantité de toxines au début de I'incubation versus la fin de l'incubation
avec les souches probiotiques, ce qui signifie que les toxines ne sont pas dégradées ou
adsorbées sur les lactobacilles. Deuxiemement, il a été supposé que la réduction observée
pourrait étre due a une activité métabolique des souches probiotiques lorsque ensemencées
dans le TY. La préfermentation du milieu TY par les souches probiotiques ou par C. difficile
combiné avec les souches probiotiques a été faite. Aprés 24h d’incubation, C. difficile a été
inoculé dans du milieu TY contenant soit 25, 50 ou 100% de milieu préfermenté filtré et le taux
d’expression des toxines a par la suite été mesuré. Méme si la croissance de C. difficile est
similaire dans toutes les conditions, celles comportant 50% et 100% de TY préfermenté ne se
sont pas acidifiées. Une alcalinisation du milieu a méme été mesurée. Par ailleurs, il est
possible d’observer une nette augmentation de I'expression de toxines dans les cultures

contenant du TY préfermenté, autant par les souches probiotiques qu’en combinaison avec
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C. difficile, peu importe la proportion ajoutée. Ceci pourrait étre expligué par le manque de
nutriments dans le milieu. En effet, le CodY et CCPA sont activés lorsqu’il y a une manque de
nutriments ce qui inhibe tcdR et active la production de toxines A et B. Ainsi la présence des
souches probiotiques semblent étre importante pour affecter la production de toxines chez
C. difficile. Le TY préfermenté ne semble pas contenir de métabolites susceptibles de jouer un
réle dans I'inhibition de la production des toxines observée lors des co-cultures. L'importance de
la viabilité des bactéries lactiques a été questionnée en troisieme lieu (Lahtinen, 2012). Il y a de
plus en plus d’études qui démontrent que les probiotiques n’'ont pas besoin d’étre viables afin
d’exercer leur effet bénéfique pour la santé. Certaines études ont démontrés que les
lactobacilles viables ou non peuvent adhérer la muqueuse intestinale de fagon équivalente
(Lahtinen, 2012). Cependant 'adhésion peut dépendre de la maniére que les bactéries ont été
tuées; une étude a suggéré que le traitement par chaleur et par protéase nuisaient la capacité
des probiotiques d’adhérer au mucus intestinal (Tuomola et al., 2000). Des études ont
également démontré que les bactéries irradiées pourraient activer le systéme immunitaire ce
qui favorise I'néte de se protéger (Gill & Rutherfurd, 2001; Kotani et al., 2010). Pour ce faire,
deux méthodes ont été testés soit l'irradiation gamma et le chauffage. En effet, l'irradiation a été
employée afin de tuer les bactéries probiotiques sans affecter leur paroi bactérienne tandis que
le chauffage a été employé pour lyser les bactéries (Lindberg et al., 2014). Les résultats
préliminaires obtenus démontrent que la présence de bactéries probiotiques mortes que ce soit
irradiées ou lysées, induit une augmentation de la production de toxines A et B. Cette
augmentation de la production de toxine peut étre expliqué le fait que C. difficile soit exposé a
un environnement en présence de molécules étrangéres (relacher par les souches probiotiques
lysées). Le stress engendré pourrait peut-étre activer les génes reliés a la production de
toxines. Cependant, l'effet exercé sur le systeme immunitaire n’a pas été évalué dans notre

modeéle.

Quatriemement, I'hypothése était que la réduction de la quantité de toxine observée dans la co-
culture aprés 24h serait due a la séquestration des protéines de toxine a l'intérieur de C. difficile
par les souches probiotiques par un quelconque mécanisme d’action. D’aprés les résultats
obtenus, aucune protéine de toxines ne semble étre séquestrée a lintérieur de la bactérie
lorsque le C. difficile est cultivé avec les probiotiques. Ainsi, d’aprés les résultats préliminaires
obtenus jusqu’a présent, il est possible de conclure que les souches probiotiques spécifiques
doivent étre vivantes et présentes en méme temps que C. difficile afin de produire leur effet. Il
semblerait également que la réduction de toxines ne soit pas causée par une séquestration a

l'intérieur de la bactérie mais cela reste a étre confirmé. Les résultats jusqu’a maintenant
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obtenus démontrent que la réduction de la production de toxines observée semble étre causer
par une altération au niveau de I'expression des génes de toxines A et B. Ainsi, 'optimisation de
I'extraction de 'ARN a été initiée durant mon projet de maitrise. Cependant aucun protocole
évalué ne semble permetire une extraction satisfaisante de I'ARN de C. difficile aprés 24 h de
culture. En effet, aprés 18 h de culture, le profil électrophorétique de I'ARN indique une
dégradation de 'ARN. Ceci pourrait étre expliqué par le fait qu'a 18h, la bactérie a atteint sa
phase stationnaire (voir Figure 9 dans annexe 1). Plusieurs groupes de recherche semblent
avoir les mémes problemes tels que Zhang et al (2012) (Zhang, 2012). Cependant, d’autres
groupes ont réussi a extraire 'ARN des spores de C. difficile ce qui nous laisse croire qu'il serait
possible d’extraire 'ARN a la phase stationnaire (Dembek et al., 2013). Ainsi, il faudrait
optimiser la méthode d’extraction d’ARN de la phase stationnaire afin que I'analyse comparative
des génes puissent étre réalisée entre une période ou la production de toxine n’est pas
guantifiée (T6) et une période ou la production de toxine est quantifiée et importante (T18) et
cela autant dans une monoculture de C. difficile que dans une co-culture avec les souches

probiotiques.
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5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au cours des derniéres années, Bio-K Plus a réalisé trois études randomisées en double
aveugle et contre placebo qui ont démontré que les produits probiotiques Bio-K+ possédent une
trés forte capacité a réduire l'incidence des DACD chez les patients hospitalisés. Ce projet a
donc eu pour objectif de déterminer par quel(s) mécanisme(s) les souches Bio-K+ exercent une
action préventive contre les DACD en excluant le facteur d’acidification. A partir d’'un modéle de
co-culture anaérobie dans du TY des souches Bio-K+ et de C. difficile, il a été possible
d’observer une réduction de plus de 24% et 43% des toxines A et B respectivement lorsque la
bactérie pathogene est exposée aux souches probiotiques (Figure 2.4). Des expériences
complémentaires suggérent que les souches Bio-K+ doivent étre vivantes (Fig 3.3) et présentes
dans I'environnement de C. difficile (Fig 3.2) pour produire cet effet anti-toxine. Il semblerait
également que la réduction de toxines ne soit pas causée par une séquestration a l'intérieur de
la bactérie, mais cela reste a étre confirmer. Toutes ces résultats portent a croire que les trois
lactobacilles réussissent a inhiber la synthése des génes de toxines A et B de C. difficile. Ainsi,
I'optimisation de I'extraction de 'ARN a été débutée et elle est toujours en cours. En effet, il
faudrait trouver un moyen afin d’extraire 'ARN de C. difficile entre 12 et 24h afin de voir si I'effet
observé est due a une inhibition des génes de toxines A et B. Par la suite, une analyse
transcriptomique est prévue dans le but de pouvoir vérifier tous les génes qui sont transcrit ou
inhibé.

Plusieurs hypothéses ont été évaluées dans ce projet. Cependant, il reste plusieurs autres
pistes qui pourraient étre investiguées telles que les nutriments présents ou transformés dans
'environnement, 'analyse des génes CodY et CcpA qui pourraient avoir un effet indirect sur la
synthese des toxines. Derniérement, un groupe de scientifiques ont démontrés que la
production de toxines chez C. difficile pourrait étre régulée par le quorum sensing. Le quorum
sensing (QS) est une communication inter bactérienne qui dépend de la population bactérienne
et repose sur la synthése et la diffusion de petites molécules appelées auto-inducteurs. Lorsque
la concentration en auto-inducteurs atteint un seuil, ceci permet d’activer un complexe qui
régule I'expression des génes. Par analyse comparative de génomes, Stabler et al (2009)
(Stabler et al., 2009) ont mis en évidence la présence chez C. difficile 027 d’un locus similaire a
l'opéron Agr conservé chez les bactéries a Gram positif, dont S. aureus. Martin et al (2013)
(Martin et al., 2013) ont démontré que le locus Agr de C. difficile contrble la syntheése de ses

flagelles et 'expression des génes qui sont impliqués dans le métabolisme des riborégulateurs



diguanosine monophosphate cyclique (c-di-GMP). Récemment, Darkoh et al 2015 (Darkoh et
al., 2015) ont montré que la synthése de toxines par C. difficile est régulée par un géne
accessoire Agr qui agirait sur le systeme de QS de C. difficile, lui-méme médié par la sécrétion

de l'auto-inducteur thiolactone, nommée signal Tl « toxin-inducing signal ».

Plusieurs auteurs ont démontré que certaines souches de lactobacilles peuvent interférer dans
le systeme de QS. Valdez et al (2005) (Valdez et al., 2005) ont mis en évidence la capacité
d’'une souche de Lactobacillus plantarum a inhiber la production d’acyl-homoserine-lactone,
molécule signal du QS, ainsi que la production de facteurs de virulence contrblés par cette
méme molécule chez P. aeruginosa. Il a aussi été démontré que la souche Lactobacillus reuteri
RC-14 produit des petites molécules de signalisation capables d’interférer avec le systéme de
QS de S. aureus, ce qui réprime I'expression du géne TSST-1 codant pour la toxine du
syndrome du choc toxique. De plus, il a été démontré que la souche Lactobacillus acidophilus
GP1B a un effet inhibiteur non seulement sur la croissance de C. difficile mais aussi sur
I'expression de ses génes de virulence en diminuant la production d’Al-2, molécule signal du
systeme de QS associé aux génes lux de C. difficile (Yun et al., 2014). Ainsi, toutes ces
évidences laissent présager que la combinaison L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R et L.
rhamnosus CLR2 pourrait agir en interférant avec la communication de C. difficile. Un article a
été rédigé afin de recenser les informations connues sur linhibition du QS de divers
pathogénes par les probiotiques (voir Chapitre 6). De plus, cette hypothese sera testé dans un

second projet.
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6.1 Abstract

As new microbiologic tools and assays are developed and utilized in research models, our
understanding in the complexities of microbial interactions and mechanisms of how the
microbiome acts is expanding. Implementation of these new findings has been challenging to
apply to clinical applications. One focus of how the microbiome might influence well-being has
been in the field of therapeutic use of probiotics. The goal of this review is to update our
understanding of this complex area and examine how probiotics may influence microbial
guorum sensing (QS). A review has been done from PubMed in order to retrieve all the
literature related to the impact of probiotics on bacterial QS more precisely on C. difficile. This
review was done with information collected from the beginning of 21th century until now. This
review describes the two main QS system of C. difficile: the agr and lux system. This review
determined that there are several lines of evidence that demonstrate the impact of probiotics on
the QS system of C. difficile. We also explain how other antimicrobial agents secreted by the
microbiota are able to interfere with C. difficile. Briefly, it is possible to see that there are multiple
ways that can be employed in order to survive pathogenic bacteria, such as C. difficile, but
interfering with the QS system is a new approach.



Avec l'avancement de la recherche de nouveaux outils et essais microbiologiques sont
développés et utilisés dans différents modeéles de recherche. Ainsi, notre compréhension de la
complexité des interactions microbiennes et des mécanismes du microbiote intestinal est en
pleine expansion. Mais, l'utilisation de ses nouvelles découvertes pour des applications en
clinique est trés complexe. L'un des intéréts principaux est de savoir comment le microbiome
peut influencer le bien-étre et comment l'usage thérapeutique des probiotiques peut améliorer la
gualité de vie. Le but de cet article est de mettre a jour notre compréhension sur ce domaine
complexe et voir comment les probiotiques peuvent influencer la communication bactérienne.
Une revue de la littérature a été effectué sur Pubmed afin de trouver toutes les informations
relatives a l'impact des probiotiques sur le QS system des bactéries plus précisément de
C. difficile. Cet article regroupe les informations recueillies a partir du début du 21 eéme siécle
jusqu’a nos jours. Cette revue décrit les deux principaux systémes de communication de
C. difficile: le systeme agr et lux. Cette revue a déterminé qu'il existe plusieurs preuves
démontrant I'impact des probiotiques sur le systéme QS de C. difficile. Cependant, I'article met
en évidence également d’autres agents antimicrobiens capables d’interférer avec C. difficile, y
compris la résistance a la colonisation par le microbiote. En résumé, plusieurs fagons peuvent
étre employées afin de contrer les bactéries pathogénes telles que C. difficile, mais

l'interférence de la communication bactérienne est une nouvelle facon.
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In USA, as well as in other industrialized countries, one of the most important cause of
nosocomial diarrhea in hospitals and long-term care facilities is C. difficile (CD). CD infections
(CDI) are not only a significant financial burden on the healthcare system (up to $4.8 billion
healthcare dollars/year), but also a growing problem, as CDI rates continue to increase (Evans
& Johnson, 2015). C. difficile is a strict anaerobic spore-forming, Gram-positive bacillus found in
the intestinal microbiota of 2 to 5% of healthy adults and in 10 to 20 % of the elderly (ASPC,
2014). CDI occurs most commonly after the microbiota has been disrupted by antibiotic
exposure. Other than antibiotic use, compromised host immunity, gastric acid-altering
medications, co-morbidities, and admission to a healthcare facility are known CDI risk factors
(McFarland et al., 2016; Surawicz, 2007). Once dysbiosis occurs, C. difficile may colonize the
intestine and produce toxins to initiate disease. The initial episode of CDI develops when
colonization resistance is reduced by antimicrobial therapy or other risk factors. Some patients
develop recurrent episodes of CDI, despite C. difficile specific antibiotic therapy, which has led
to a search for innovative treatments that may involve other areas of CDI pathogenesis.

6.3 Microbiota, next-generation probiotics and colonization resistance

One of the most important role of the gut microbiota is to bestow colonization resistance to the
host in order to confer protection against various bacterial, viral, fungal and protozoan infections
(Perez-Cobas et al., 2015). Recently, new mechanisms of action have been proposed to explain
the impact of gut microbes. For example, Buffier and Pamer used next-generation sequencing
technologies and compared bacterial abundance and microbial genes before and after antibiotic
treatment in a mice model (Buffie & Pamer, 2013). They demonstrated that antibiotics reduced
the alpha and beta diversity of the gut microbiota and the treated mice were much more
susceptible to C. difficile infection. This altered colonization resistance was inferred to be
caused by the loss of 7a-dehydroxylation, a key enzymatic activity in the transformation of
primary to secondary bile acids. This specific activity belongs to Clostridium scindens, which
has been abolished by antibiotic treatment. Addition of this bacterium alone conferred a normal
colonization resistance to the mice and prevented further CDI. Recently, Solbach et al have
shown the prevalence of the baiCD cluster correlates negatively with CDI in human stool and
that fecal transplant successfully reconstituted the cluster and helped to treat the patient

(Solbach et al., 2018). Bacteriocins are antimicrobial peptides produced by numerous bacterial
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species, including intestinal inhabitants. Some bacteriocins have been shown by Gelbhart el al
(2015) to inhibit C. difficile growth. (Gebhart et al., 2015) These authors used a modified R-type
bacteriocin to prevent antibiotic-induced C. difficile colonization in a mice model. They showed

that this specific bacteriocin was able to neutralize C. difficile without altering the gut microbiota.

Human-derived L. reuteri is able to convert glycerol to the broad-spectrum antimicrobial
compound reuterin. Spinler et al (2017) successfully used that probiotic bacteria to prevent C.
difficile colonization of a complex human fecal microbial community (Spinler et al., 2017). Ng et
al (2013) demonstrated that antibiotic-induced disruption of gut microbiota increased sialic acid
concentration and that this allowed Salmonella typhimurium and C. difficile overgrowth (Ng et
al., 2013). They showed sialidase activity is important to reduce host-specific sugars liberated
from the intestinal mucus by commensal bacteria. Thus, they demonstrated another mechanism

by which the gut microbiota can control pathogen proliferation.

Current treatments of CDI not only damage the intestinal microbiota but also induce
recurrences. Hence, a non-antimicrobial treatment is needed. A list of non-antimicrobial
treatments against CDI are described in Table 7.3. To find the best treatment, it is important to
analyse all the virulence and persistence factors of C. difficile which are the main reasons for
infection, as shown in Figure 7.1. Sporulation, toxin secretion and other non-toxigenic factors
such as flagella are targets that may be able to reduce or kill the bacteria. In order to do so, one
of the major circuits playing a crucial role in toxin secretion, synthesis of flagella and many
others virulence factors is the quorum sensing (QS) system. If one of the components of this
bacterial communication is altered by the specific treatment, there is possibility to attenuate the

infection.

6.4 Quorum Sensing

Prior investigations into the cross-talk of microbes have been limited due to the lack of specific
tools or microbial assays for the complex interactions of the microbiome. On the other hand,
some scientists did not believe that microbes communicated within complex microbial
populations. More recent studies show that bacteria communicate together by secreting
chemical molecules, which enable the microbes to coordinate their behavior, called Quorum
Sensing (QS) (Miller & Bassler, 2001). QS is an inter-bacterial communication system that
depends on the bacterial density and is based on the synthesis and diffusion of small chemical

molecules called autoinducers (Al). With a high bacterial load, the concentration of these
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autoinducers increase. When the concentration of autoinducers reach a threshold, bacteria
sense and activate an intracellular complex that regulates the expression of different genes.
Individual species of bacteria often use more than one type of chemical signal to communicate
(Miller & Bassler, 2001). Gram positive and negative bacteria use QS to communicate.
However, the molecules used to communicate can differ. Gram positive bacteria secrete
peptides as autoinducers. In contrast, Gram negative bacteria release acylated homoserine
lactone (HSL) as autoinducers (Miller & Bassler, 2001). Bacterial QS signals can also be
sensed by eukaryotic organisms, plants and animals (Grandclement et al., 2016). QS was first
discovered in two bioluminescent marine bacterium Vibrio harveyi and V. fischeri by Woody
Hasting (Miller & Bassler, 2001). He observed that light was emitted only at high bacterial cell
density. V. harveyi is a free living bacterium whereas V. fischeri lives as a symbiont in a number
of marine animals. Therefore, the QS of V. fischeri was intensely studied (Miller & Bassler,
2001).

A general model of QS in Gram negative bacteria is mediated by two main proteins Luxl and
LuxR, which are similar to V. fischeri regulatory proteins. Al are usually synthesized by Luxl
proteins. When cell density increases, the concentration of autoinducers tends to reach a
threshold which activates the LuxR-autoinducer complex to bind to the luxCDABE promotor and

activate transcription of this operon (Miller & Bassler, 2001).

In the general Gram positive bacteria pathway, the autoinducer molecule is transported by ATP-
binding cassette (ABC) transporter out of the cell. Contrary to Gram negative bacteria, Al are
detected by a two-component signaling system which is composed of a histidine sensor kinase
receptor and a response regulator. When a threshold is reached, the sensor kinase
autophosphorylates on a conserved histidine residue (H) and the phosphate group is transferred
to the cognate response regulator which activates the transcription of genes controlled by QS
(Miller & Bassler, 2001).

It has been demonstrated that bacteria can communicate within the same species, (intraspecies
communication), but they can also communicate with different species known as interspecies
communication. One of the well-known autoinducer molecules for interspecies communication is

autoinducer-2 (Al-2). This molecule can be considered as an universal signal because it can be
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found in several Gram-positive and Gram-negative bacteria (Pereira et al., 2013). These
autoinducers are synthesized by an homodimeric metalloenzyme under the name of luxS
(Pereira et al., 2013). LuxS is synthesized from S-adenosylmethionine (SAM) (Pereira et al.,
2013). SAM transfers a methyl group to S-adenosylhomocysteine (SAH), which is converted
into  S-ribosylhomocysteine (SRH) and adenine by  5-methylthioadenosine/S-
adenosylhomocysteine nucleosidase (Pfs) (Pereira et al., 2013). For the organisms that contain
S-adenosylhomocysteine hydrolase (SahH) enzyme, it will produce homocysteine (Pereira et
al., 2013). Thereafter, LuxS converts its substrate, SRH, into homocysteine and 4,5-dihydroxy-
2,3-pentanedione (DPD) which results to Al-2 molecules (Surette et al., 1999).

6.5 QS of Clostridioides difficile

In recent years, mounting evidence has pointed out that the virulence of C. difficile could be
regulated by QS. Genomic analyses have demonstrated the presence of luxS/Al-2 homolog and
the presence of agr locus in strains of C. difficile (Lee & Song, 2005; Martin et al., 2013).

However, the C. difficile QS system is currently poorly understood.

After invasion into epithelial cells, C. difficile secretes its toxins A and B, which disrupt the tight
junctions between the intestinal cells and cause the loss of integrity (Abt et al., 2016). There are
also three other proteins that are encoded by the PalLoc locus: tcdC, tcdE and tcdR (Abt et al.,
2016). TcdR is a sigma factor known to help activate the binding of RNA polymerase to the
promoters of tcdA and tcdB genes during the stationary phase of C. difficile. TcdC is known to
play the role of an anti-sigma factor and acts to repress the transcription of tcdA and tcdB. TcdE
seems to be involved in the secretion of tcdA and tcdB in strains of C. difficile resulting with high
secretion of toxins (Govind et al., 2015).

In an in vitro model, cell-free supernatant of C. difficile from mid-log phase, which contain Al-2
molecules, was exposed to early-log phase of C. difficile. In this assay, it was demonstrated that
the addition of Al-2 molecules activated the transcription of some genes located in the PalLoc
locus (tcdA , tcdB and tcdE) when added early in the growth stage. However, when the toxin
levels were measured, there was not an increase of toxin A proteins. Also, the effect was not
seen when Al-2 was added after 24h nor 48h of bacterial growth (Carter et al., 2005). Other
data suggest, that a pair of genes named rolA and rolB precede the luxS gene and play a role in
the production of Al-2 molecules in C. difficile (Carter et al., 2005). Until now, genomic analysis
has demonstrated an identity of 40% and similarity of 57% between LuxS protein of V. harveyi

and C. difficile. Hence, the exact QS pathway involved in CDI is still unclear.
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A major catechin compound found in green tea (Epigallocatechin Gallate) has demonstrated an
inhibitory effect on C. difficile virulence factors by repressing luxS gene expression (Yun et al.,
2015). The repression of luxS leads to the decrease of Al-2 molecules and the downregulation
of tcdA and tcdR genes (Lee & Song, 2005).

Recently it has also been shown that the QS of C. difficile can be regulated by the accessory
gene regulator (agr) that is well known in Staphylococcus aureus (Martin et al., 2013). The
synthesis of toxins by S. aureus is controlled by the operon agr called agrACDB (Recsei et al.,
1986; Tegmark et al., 1998). The agrD gene encodes for a pre-peptide that is transformed to
small peptide called an autoinducer when it translocates through the transmembrane protein
AgrB. After the concentration of these autoinducers reaches a threshold, it activates the sensor
kinase AgrC, which initiates phosphorylation of AgrA. Phosphorylated AgrA acts as a positive
regulator of the virulence factors by binding to the C-terminal of the LytTR domain of the DNA
(Koenig et al., 2004; Leonard et al., 2012). AgrA is known to play a crucial role in the expression

of virulence factors.

In C. difficile R20291, a homologous system has been observed by genomic comparison. This
analysis revealed the presence of the agr locus which included agrA, agrC, agrD and agrB
therefore these genes are in reverse order compare to S. aureus. (See Figure 7.2). The
polypeptide AgrD observed in S. aureus has no significant similarity with C. difficile hence, agrA-
encoded, agrB-encoded and agrC-encoded proteins share 28, 25 and 23% amino acid identity.

The difference observed in AgrD polypeptide is commonly seen in different strains of S. aureus.

Several C. difficile genomes have been analysed and identified with an incomplete agr locus,
named agrl, which contains agrD1B1. In ribotype 027 isolate R20291, a complete agr locus,
agrA2C2B2D2 has been identified and named agr2. The agrl locus contains the QS signal
molecule generation pathway and the agr2 contains the signal generation pathway as well as
the sensing and regulation pathway. Interestingly, all virulent strains of C. difficile have the agrl
loci while only hypervirulent strains have the agr2 loci. Recently, it has been demonstrated that
the deletion of the agrB1D1 in C. difficile 630 and C. difficile NAP1/027 R20291 resulted in not

only the loss of toxin production but also inhibition of mMRNA transcripts of toxin genes (tcdA and
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tcdB) resulting in non-virulent strains (Darkoh et al., 2016). On the contrary, the C. difficile
NAP1/027 R20291 agrB2D2 mutant, harboring wild-type argB1D1, kept its toxigenic properties.
The production of the signal molecule and the toxin gene transcript were still seen in R20291
agr2 mutant. These results highlight the importance of agrB1D1 locus in the virulence of
C. difficile and make it an interesting therapeutic target for C. difficile infection treatment.
However, the reason why strains, such as C. difficile 630, are able to produce toxins while it
does not possesses the sensing and regulation pathway has yet to be elucidated.

Darkoh et al. (2015) have demonstrated that the C. difficile-stationary phase supernatant can
induce early toxin production. Normally, the vegetative cells of C. difficile strain 630 take about
16 hours to produce and secrete toxins at a detectable level. However, when supernatant from
the stationary phase is added to a culture of C. difficile strain 630, the toxins can be detected
within 4 hours (Darkoh et al., 2015). They have shown that the toxin production by C. difficile
can be regulated by a quorum signaling thiolactone peptide. Additionally, the supplementation of
the toxin-inducing signal (Tl signal), which is the thiolactone peptide, induces an early
transcription of tcdA and tcdB in C. difficile strain 630 within four hours (Darkoh et al., 2015).
Also, after a mutation of agrA, a decrease in toxin production has been observed (Darkoh et al.,
2015; Martin et al., 2013). They have suggested several therapeutic targets which are

components of the agrl and agr2 loci that are illustrated in Figure 7.2.

6.6 QS inhibition strategies

QS inhibitors

Parameters such as temperature or pH are factors which can affect the half-life of QS signals
(Grandclement et al., 2016). Furthermore, QS inhibitors and quorum quenching enzymes can
also play a role in interrupting the bacterial communication. QS inhibitors (QSI) are chemicals
that can disrupt the QS system by inhibiting the QS pathway. They can be produced by a wide
range of organisms such as bacteria, fungi, plants and animals from marine or freshwater

ecosystems (Grandclement et al., 2016). Until now, several QSIs have been discovered by a
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screening approach on organisms using biosensors. However, only a few active compounds
have been fully characterized. Different methods such as colometric assay, QSI selector
system, high-throughput screening, screening of synthetic compounds, screening of natural
sources such as human sexual hormone estrone, or drug design by synthesis of chemical signal
or signal precursor analogs of previously identified QSIs are methods that were employed in
order to identify interesting QSI molecules (Grandclement et al., 2016). QSIs can interfere with
several steps of the QS system such as the synthesis of autoinducers, the cell to cell exchange
and transport of QS signal or the QS signal perception and response.

One of the drug design models that has been developed for S. aureus in order to trick the
transcription of virulence factors was to create a truncated form of AIP thiolactone peptide. By
creating AIP analogs, they were able to block the activation of the agrC receptor, which
autophosphorylates when AIP binds and inhibit the rest of the cascade (Lyon et al., 2000). This
kind of drug can be also tested in other Gram positive bacteria with the same kind of
communication pathway such as C. difficile. In Gram positive bacteria, autoinducers are
produced by the precursor agrD and secreted by the agrB after a cleavage of the N-terminal
segment of the pro-AlP peptide (Grandclement et al., 2016). It has been demonstrated that
ambuic acid, a fungal secondary metabolite, can block the synthesis of the autoinducer AIP
(Nakayama et al., 2009). Ambuic acid, containing a proline residue, is able to inhibit the

cleavage of the N-terminal by agrB (Nakayama et al., 2009).

The inhibition of the transportation and exchange of QS signal from cell to cell is also a mode of
action by QSI molecules. This is often done by sequestering the QS signal molecule. In S.
aureus, an Apolipoprotein B was described to have a sequestering role on QS signals (Peterson
et al., 2008). In order to activate the cascade of virulence expression in Escherichia coli, the Al-
2 signal needs to enter the cell by a transporter. The cytoplasmic enzyme LsrK phosphorylates
Al-2 after its transportation into the cell. Hence, if the enzyme is translocated outside the cell,
the enzyme would phosphorylate the Al-2 extracellularly which would change the conformation

of the molecule and would block its import into the cell (Roy et al., 2010).

The perception and response of QS signal can also be inhibited. Using an high-throughput
screening platform, Sully et al. (2014) isolated an S. aureus virulence inhibitor called Savirin

(Sully et al., 2014). In Gram positive bacteria, when the extracellular concentration of
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autoinducer reaches a threshold level, the C-terminal of the sensor histidine kinase, agrC,
phosphorylates and activates the cytoplasmic response regulator, agrA, by phosphorylation.
This phosphorylation activates agrA to bind to the promotor region and transcript not only the
genes related to the virulence factors but also of QS system. It has been demonstrated that
Savirin, Naringenin and Q-hydroxyemodin (OHM), would be able to repress the activity of agrA,
therefore inhibit the transcription of its virulence factors (Daly et al., 2015; Sully et al., 2014;
Zhang et al., 2013). Others have shown that Cochinmicin, Avellanin and Solonamide B
cyclodepsipeptide can act as competitive inhibitors of AgrC protein (Wang & Muir, 2016).

In S. aureus, after phosphorylation of the AgrA protein, AgrA binds to the promotor P2(RNAII)
and P3 (RNAII). RNAIIl is responsible for the expression of virulence factors and RNAII
responsible of the expression of agr related genes in S. aureus. Hence, targeting these
promoters can be beneficial in order to attenuate S. aureus virulence. RNA-III inhibiting peptide
(RIP) have been found to be able to inhibit synthesis of biofilm formation, reduce bacterial
adherence to mammalian cells and agr transcription (Gov et al., 2001; Ma et al., 2015; Tan et
al., 2018; Zhou et al., 2016b)

Quorum quenching

Quorum quenching (QQ) is a mechanism that uses enzymatic activity to interrupt QS (Zhou et
al., 2016a). QQ has been suggested as a strategy for disrupting the ability of a pathogen to
sense its cell density and also to modulate their virulence factors. Some data suggest that QQ
can be employed as a novel non-antibiotic therapy against certain bacterial diseases (Tang &
Zhang, 2014). The first QQ discovered was the AiiA, an enzyme from Bacillus species that
inactivates the acylhomoserine lactone (AH2) which is the QS signal of Erwinia carotovora
(Pectobacterium carotovorum) (Dong et al., 2000). The clinical applications of QQ have yet to
be determined. QQ enzymes can be found in QS and non-QS of Gram positive and Gram
negative bacteria. (Chen et al., 2013). The mode of action of QQ enzymes is mostly an
enzymatic degradation of the QS signals or the degradation of QS signal during the transduction
pathway. Lactonase, acylase, oxidoreductase and paraoxonase are examples of QQ enzymes
(Utari et al., 2017). Acylase enzyme helps to hydrolyse the amide bond between the
homoserine lactone and acyl chain ring. The lactonase enzyme helps to open the homoserine
lactone ring and oxidoreductase modifies the AHLs by oxidizing or reducing the acyl chain (Utari

et al., 2017). There are several bacteria such as Bacillus (Dong et al., 2002), Agrobacterium
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(Carlier et al., 2003), Streptomyces (Park et al., 2005), Pseudomonas (Sio et al., 2006),
Rhodoccocus (Park et al., 2006) whom have demonstrated an anti-AHL effect. AiiA has been
noted to have a bactericidal activity against several Gram positive bacteria (Grandclement et al.,
2016). A study related to the tobacco rhizosphere demonstrated that they were able reduce the
pathogenicity of P. carotovorum subsp. carotovorum in potato tubers by interfering with its QS
system. Antibody based QQ enzyme is another method that has been studied in various animal
models in the past years. They have demonstrated that antibodies against a-hemolysin, which
encodes toxin genes, can protect the host from S. aureus infections (Hua et al., 2014; Park et
al., 2007; Tan et al., 2018).

Research related to the QQ activity in Gram positive bacteria is still ongoing. Several
metabolites and anti-agr compounds have been identified until now yet there is not any QQ
enzymes or QSI that have been identified against C. difficile. Thus, due to the similarity between
the communication pathway of C. difficile and S. aureus it is possible to be able to find a similar
anti-agr compound. Therefore, research has to be continued. Most treatment strategies used to
treat C. difficile are based on antibiotics, but using QQ enzymes and QSI, could treat the

infection by making the bacteria less virulent without worrying about resistance.

6.7 Probiotics

Several clinical studies show that probiotics can be used for prevention of gastrointestinal tract
(GIT) infections, the mechanisms are not yet fully understood (Hill et al., 2014; McFarland et al.,
2018a). Several modes of action (MoAs) have been formulated in the past years, such as
production of an antimicrobial metabolites, modulation of the immune system or reinforcement
of the intestinal barrier (Oelschlaeger, 2010). Another novel pathway that seems very

interesting currently is by interfering with the bacterial QS.

Antibiotic resistance is an increasing problem and the available options to treat bacterial
infections are limited, leading to the search for a novel non-antibiotic therapies, such as
probiotics (McFarland, 2016). Probiotics are defined as “living microorganisms, which when
administrated in adequate amounts, confer a benefit on the host (FAO/WHO, 2001); Hill, 2014).
They are known to enhance and maintain the human gastrointestinal microbiota (O'Hara &
Shanahan, 2007). Even though numerous clinical studies show that various probiotics can be
used for prevention of GIT infections, the mechanism by which it actually works is still being
investigated. Probiotics are known to exhibit an inhibitory effect on various pathogens (Carey et
al., 2008; Meurman et al., 1995; Silva et al., 1987).
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Regardless of different treatments and advances for the treatment of CDI, the prevention for
CDl is still a challenge in the healthcare settings (Evans & Johnson, 2015). A recent study found
that clinical efficacy of probiotics is both strain-specific and disease-specific, so not all probiotic
strains are equally effective (Sniffen et al., 2018) Several meta-analysis and systematic reviews
have shown that certain types of probiotics can be effective as a primary prevention of CDI in
patients taking antibiotics (Dendukuri et al., 2005; Goldenberg et al., 2013; Johnson et al., 2012;
Johnston et al., 2012; McFarland, 2006). Most of the data suggest a specific combination of
Lactobacillus acidophilus CL1285, L. casei LBC80R, L. rhamnosus CLR2 (Bio-K+) for primary
prevention of CDI or the S. boulardii strain CNCM 1-745 for the secondary prevention of CDI
(Evans & Johnson, 2015; Johnson et al., 2012; McFarland, 2006; McFarland et al., 2018b).
There are several MoAs that have been proposed to elucidate the efficacy of a probiotic to
prevent CDI. In order to limit colonization by pathogenic bacteria, resistance to colonization is
an important factor. ‘Colonization resistance’ includes the secretion of metabolites such as
bacteriocins, organic acids, peroxide or any biosurfactant with antimicrobial activity (Brian,
2016). The second mode of action that can be described is the enhancement of the intestinal
mucosal barrier (Brian, 2016). Probiotics can produce proteins that reinforces the tight junction
between the intestinal epithelial cells (Brian, 2016). They can also promote different cells such
as Paneth cells who produce antimicrobial peptides, and mucus cells whom provide a protective
layer by secreting mucus (Brian, 2016). The third mode of action of probiotics can be via the
stimulation of the immune system. Probiotics can have several effects by stimulating different
cytokines. (Menard et al., 2008).

Several studies are now demonstrating that probiotics might be able to interfere with the QS
system of bacteria (see Table 7.7). Recent advances have shown that cutting off the
communication between bacteria can reduce their virulence factors. Currently, researchers are
studying QS pathways to determine if certain strains of lactobacilli or other probiotic strains can
modulate the QS system in C. difficile (Darkoh et al., 2017; Yun et al., 2014). During an in vitro
study, Yun et al 2014, observed a decrease in Al-2 activity in C. difficile in presence of cell
extract of L. acidophilus GPIB. This measure was obtained by a V. harveyi coupled
bioluminescence assay. A downregulation of the virulence genes in C. difficile was also seen
(Yun et al., 2014). The interference on the QS system of C. difficile is still under investigation
(Darkonh et al., 2015). It would be also interesting to verify if probiotics would be able to interfere

directly or indirectly with the QS of C. difficile by producing a QQ enzyme.
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Recently, a group have evaluated the impact of the presence of QQ enzyme producing bacteria
on the Aeromonas hydrophila level in the gut (Zhou et al., 2016a). The goal of the study was to
evaluate the impact of QQ enzyme produced by the probiotic Bacillus sp. QSI-1 on AHLs
produced by A. hydrophila in the fish intestine and to investigate the possible gut microbiota
modulation. The results demonstrate that the QQ enzyme modulated the fish gut microbiota and
the percentage of A. hydrophila was decreased (Zhou et al., 2016a). Therefore, these data
showed some interesting opening to new MoAs that can be explored in different probiotic
strains. These QQ-producing probiotics can serve as a non-antibiotic therapy to control
infectious disease.

Another group has demonstrated the ability of Lactobacillus plantarum to inhibit the production
of AHL, the QS signal molecule that can induce the virulence factors in Pseudomonas
aeruginosa (Valdez et al., 2005). Also, Lactobacillus reuteri strain RC-14 is capable of
producing small molecules which are able to interfere with QS system of S. aureus. This
interference represses the expression of the TSST-1 gene encoding for the toxin related to toxic
shock syndrome (Li et al., 2011).

Briefly, probiotics can have an impact on the host by their capacity to modulate or to colonize
the gut microbiota. They usually act on the components or via metabolites. Hence, the effect of
a certain probiotics can differ from another one because of its strain specific activity (Brian,
2016; McFarland et al., 2018a).

6.8 Conclusion

Colonization resistance is an important role of the intestinal microbiota by preventing outgrowth
of intruders such as C. difficile. Several mechanisms such as production of antimicrobials are
employed in order to eradicate or prevent this type of infection. Recurrence and dysbiosis of the
microbiota can be two major restrictions in finding the best treatment. Current treatments for
CDI are mostly antibiotics which leaves a door open for dysbiosis and recurrences. Therefore, a
nonantimicrobial treatment that can reverse dysbiosis is needed. Probiotics not only help
maintain a balance but also reinforce the colonization resistance capability of the microbiota.
There are several other nonantimicrobial treatments that can be suggested. Also, QS is one of
the key players in secretion of virulence factors in bacteria. Therefore, if a probiotic can reverse
dysbiosis and are able to secrete a metabolite that can interfere with the bacterial

communication of the pathogens it would bring new tools to fight off these deadly infections.
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The Agr System in Clostridium difficile and the potential targets. The Agr system is
composed of two agr loci: agrl and agr2. Agrl is an incomplete locus which contains the
propeptide agrD1 and the transmembrane protein agrB1, present in all strains of C. difficile.
The agrB1l is responsible of processing the agrD1 in order to secrete AIP molecules. Agr2 is
a complete locus found in certain strains of C. difficile which is composed of the propeptide,
agrD2; a transmembrane protein responsible for the proteolysis of the propeptide, agrB2; a
response regulator composed of agrA2 and a histidine sensor kinase agrC2. After the
processing of the propeptide into AIP molecules, when a threshold is meet, communication
signal molecule activates agrC2 which phosphorylates agrA2. Phosphorylated AgrA2
initiates transcription of agr genes and genes related to the virulence of C. difficile such as
toxins and flagellar system. Several steps of the signalling pathway can be blocked such as
(A) the synthesis of AIP (B) inhibition of the communication molecules by analogues or
antibodies (C) blocking the binding of AIP to the sensory histidine kinase (AgrC2) (D) the
phosphorylation of the response regulator (AgrA2) (lllustrated by using Somersault)
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Table 7.3

Non-antimicrobial ]
Functions
treatments

Sporulation inhibitors

Antigermination agents

Antigerminants

Toxin-binding agents

Targeting the toxins
Small-molecule-based

inhibition of toxin production
& toxin activity

Bacteriotherapy

Monoclonal antibodies

against the toxins

Immunization
Immunotherapy

Antibodies to other C.

difficile targets

Nonantimicrobial targets to treat or prevent CDI

Examples

Deoxycholic acid, lithocholic acid,
ursodeoxycholic acid, w-

muricholic acid

Chenodeoxycholic acid, a and B
stereoisomers of muricholic acid

X-aptamers, tolevamer,
cholestyramines, and colestipol.

Drugs that inhibit the Agr
pathway

-Fecal microbiota transplantation
(FMT)

-Use of probiotics

Bacteria : Lactobacillus and
Bifidobacterium

Yeast : Saccharomyces boulardii

Actoxumab and Bezlotoxumab

Biologically active anti-A/B toxin
IgY-loaded chitosan-Ca pectinate

oral microbeads

ACAM-CDIFF vaccine

Antibodies that target:
Flagella

Cell wall proteins or adherent

factors
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Table 7.7

Probiotics known to interfere with QS of bacteria

Host Mechanism of Action Result Reference
Lactobacillus plantarum Inhibition of acyl-homoserine Decrease significantly  (Valdez et al.,
PA 100 lactone activity and blockage of elastase and biofilm 2005)

Lactobacillus acidophilus
La-5

Lactobacillus reuteri

RC-14

Lactobacillus acidophilus

GP1B

Lactobacillus casei
(ATCC 393), L. reuteri
(ATCC23272), L.
plantarum (ATCC14917)
and L. salivarius
(ATCC11741)

Bacillus subitilis
KATMIRA1933

their synthesis in Pseudomonas

aeruginosa

Blocks QS system of
Escherichia coli 0157:H7 with

active molecules (not identified

yet)

Produces bioactive cyclic
dipeptides (also known as 2,5-
diketopiperazines, or DKPs) who
interfere with Staphyloccocus
aureus MN8 QS

Reduces production of Al-2

molecules by Clostridium difficile

Inhibition of QS genes vicKR
and comCD in Streptococcus

mutans

Produces Subtilosin A, cyclic
lantibiotic protein against QS
molecules of Listeria
monocytogenes and Gardnerella

vaginalis

formation

Interference with
EHEC's virulence
factors (prevent
adherence,

colonization and QS)

Inhibition of TSST-1

production

Inhibits growth of C.
difficile but also

virulence genes

Inhibit biofilm
formation and also

other virulence factors

Antibacterial and anti-

biofilm activity

(Medellin-Pena
& Griffiths,
2009)

(Lietal., 2011)

(Yun et al.,
2014)

(Wasfi et al.,
2018)

(Algburi et al.,
2017)

92



Lactobacillus fermentum
Lim2

Reduces the Al-2 activity of QS (luxS) and the
C.difficile virulence factors

(tcdA, tcdB and tcdE)
were significantly

suppressed

(Yong et al.,
2019)
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Figure 9. Cinétique de croissance de C. difficile R20291 dans le milieu TY et la production de toxines

A et B mesurées dans le temps incubé a 37°C, anaérobie
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