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RESUME

Dans la nature, les micro-organismes sont organisés en communautés agrégées
dénommeées biofilms, particulierement adaptées a la survie en milieu hostile. Les difficultés
pour prévenir la formation ou éliminer des biofilms matures par des stratégies
conventionnelles ont encouragé le développement de nouvelles approches inspirées des
mécanismes de compétition entre différents micro-organismes au sein de biofilms naturels.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a 1'effet anti-biofilm de bactéries
bénéfiques appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. Dans un premier temps,
nous avons testé l'effet anti-biofilm de surnageants neutralisés vis-a-vis de deux pathogenes
Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus epidermidis dans un modele expérimental statique.
Si les extraits des quelques souches de Bifidobacterium testées stimulaient la formation de
biofilm par K. pneumoniae sur surface abiotique, la majorité de ceux des 140 souches de
Lactobacillus exercait un effet inhibiteur et nous avons retenu une des souches dont le
surnageant de culture entrainait une inhibition majeure (70%), Lactobacillus plantarum
CIRMG653. Cet extrait s'est également avéré capable de disperser des biofilms préformés a K.
pneumoniae sur surface abiotique mais aussi d’inhiber la formation de biofilms sur surface
biotique, et ce indépendamment d’un effet bactéricide.

La formation de biofilms mixtes formés par L. plantarum et K. pneumoniae dans des
modeles expérimentaux cinétiques a permis, comparativement a l'observation de biofilms
mono-espece a K. pneumoniae, de mettre en évidence des défauts de structuration du biofilm
associés a une diminution de la biomasse de K. pneumoniae et une augmentation de celle de
L. plantarum.

Grace a une approche transcriptionnelle ciblée, nous avons montré que L. plantarum
induisait, par le biais de son surnageant, des modifications de 1I’expression de génes impliqués
dans la formation de biofilm chez K. pneumoniae. Quatre genes impliqués dans le quorum-
sensing (opérons /sr) étaient sous-exprimé€s et trois genes de structure du pilus de type 3
¢taient sur-exprimés. L'augmentation de la production de pili de type 3 fonctionnels a été
validée par Western-blot et des tests d’hémagglutination. Cette surexpression est
probablement responsable du niveau ¢€levé des capacités d’adhésion sur surface abiotique
d'agrégats de K. pneumoniae issus de la dispersion induite par L. plantarum.

Le comportement des deux souches a également été testé in vivo, dans un modele
murin de colonisation intestinale par K. pneumoniae avec administration orale quotidienne de
L. plantarum. Le dénombrement du pathogeéne dans les selles des animaux a montré qu'en
présence de L. plantarum, K. pneumoniae maintient des niveaux de colonisation élevés,
contrairement au controle (sans Lactobacillus) ou une diminution graduelle est observée.

Enfin, nous avons initié le développement d'un modéle expérimental tripartite
permettant d'associer les deux partenaires bactériens avec des cellules épithéliales dans un
systtme en flux continu. La réponse spécifique des cellules eucaryotes a également été
abordée : nous avons pu mettre en évidence que L. plantarum exergait un effet inhibiteur vis-
a-vis de la réponse inflammatoire épithéliale pulmonaire induite par K. pneumoniae.

En conclusion, la description d'une activité anti-biofilm in vitro ne serait pas
synonyme d'une réduction in vivo de la colonisation de surfaces biotiques, mais a une plus
grande capacité de dissémination. Ces observations démontrent I’importance d’une expertise
précise de I’action des bactéries bénéfiques et de la maitrise du ratio bénéfice-risque pour leur
utilisation.

Mots-clés : Biofilm, Lactobacillus, Klebsiella pneumoniae






ABSTRACT

In the natural environment microorganisms are organized in aggregated communities
called biofilms, which are particularly adapted to the survival in harsh conditions. The
difficulties to prevent the formation or elimination of mature biofilms by conventional
strategies have encouraged the development of new approaches inspired by competition
mechanisms occurring between microorganisms within natural biofilms.

In this work, we looked for anti-biofilm effects of beneficial bacteria belonging to
Lactobacillus and Bifidobacterium genus. We first tested the anti-biofilm effect of neutralized
supernatants against both pathogens Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus epidermidis
in a static experimental model. The few Bifidobacterium extracts tested led to an increase in
biofilm formation by K. pneumoniae on abiotic surface, whereas the majority of the 140
strains of Lactobacillus exerted an inhibitory effect. Lactobacillus plantarum CIRM653 was
selected for further experiments because its culture supernatant displayed major inhibition
(70%). This extract was also capable of dispersing preformed biofilms of K. pneumoniae on
abiotic surface, but also able to inhibit biofilm formation on biotic surface, independently of a
bactericidal effect.

The formation of mixed biofilm containing L. plantarum and K. pneumoniae in Kinetic
experimental models highlighted the biofilm structure defects associated with a decrease of K.
pneumoniae biomass and an increase of that of L. plantarum, compared to a monospecies K.
pneumoniae biofilm.

Targeted transcriptional approach was used to assess changes in the expression of
genes involved in biofilm formation by K. pneumoniae after contact with L. plantarum
supernatant. Four genes involved in quorum-sensing (operons /sr) were under-expressed and
three type 3 pili structural genes were over-expressed. The increase of functional surface
located type 3 pili was validated by Western blotting and hemagglutination tests. This
overexpression was probably responsible for the observed high level of adhesion capacity to
abiotic surfaces of K. pneumoniae aggregates recovered after dispersion induced by L.
plantarum.

The behavior of the two strains was also tested in vivo in a K. pneumoniae murine
intestinal colonization model with daily oral administration of L. plantarum. Viable cells
counting of the pathogen in the animals’ feces showed that K. pneumoniae maintained high
levels of colonization in the presence of L. plantarum, unlike the control (without
Lactobacillus) where a gradual decrease was observed.

Finally, we initiated the development of a tripartite experimental model allowing the
combination of the two bacterial partners with epithelial cells in a continuous flow system. In
parallel, the specific response of eukaryotic cells to these bacteria was addressed: L.
plantarum exerted an inhibitory effect on the pulmonary epithelial inflammatory response
induced by K. pneumoniae.

In conclusion, these results highlight the discrepancy between in vitro anti-biofilm
activity of L. plantarum and its in vivo behavior leading to increased dissemination of the
pathogen. Substantial expertise of beneficial bacteria is therefore necessary to fully assess
their benefit-risk ratio.

Keywords : Biofilm, Lactobacillus, Klebsiella pneumoniae






AVANT PROPOS

Les biofilms sont définis comme des communautés polymicrobiennes engluées dans
une matrice auto-produite et adhérant a une surface biotique ou abiotique. Ils représentent le
mode de vie des micro-organismes le plus abondant dans la nature. Les bactéries qui les
composent, dites sessiles, expriment fréquemment des phénotypes différents de leurs
homologues planctoniques, avec de fortes capacités de colonisation de nouvelles surfaces et
une grande tolérance aux stress exogenes tels les agents anti-infectieux. S'ils sont parfois
considérés comme un atout, les biofilms sont la source de problémes majeurs dans de
nombreux domaines environnementaux, alimentaires mais ¢également dans le domaine
médical avec plus de 75% des infections microbiennes rencontrées chez I’Homme favorisées
par la formation et la persistance des biofilms.

Les difficultés pour prévenir ou ¢éliminer les biofilms par des stratégies
conventionnelles ont encouragé la recherche de solutions alternatives. L'utilisation de
bactéries ou de molécules dérivées de bactéries constitue ainsi une nouvelle approche inspirée
de la découverte des mécanismes de compétition ayant lieu au sein de biofilms naturels entre
les différents micro-organismes. Mais si les exemples d'activités anti-biofilm des pathogenes
abondent dans la littérature récente, peu de données sont disponibles concernant 1’inhibition
de la formation de biofilm par des bactéries bénéfiques ou probiotiques. C'est a cet aspect que

nous nous sommes intéressées.

Ce mémoire de thése débute par une introduction bibliographique divisée en 3
chapitres. Dans un premier temps, nous abordons les généralités concernant les biofilms, leur
composition, les différentes étapes de leur formation ainsi que les conséquences lides a ce
mode de vie. Une seconde partie définit les probiotiques, de leur découverte a leur statut
juridique, ’intérét thérapeutique de leur utilisation dans diverses pathologies ainsi que leurs
mécanismes d’action. Nous consacrons enfin un dernier chapitre a la présentation des diverses
interactions microbiennes s’exercant au sein des biofilms et les différents mécanismes anti-
biofilm connus a ce jour.

La deuxiéme partie de ce manuscrit décrit la partie expérimentale de ce travail. Il
débute par 1'étude d'un large panel de souches dites bénéfiques afin d’isoler celles présentant
une activité anti-biofilm vis-a-vis de micro-organismes pathogenes, un bacille 8 Gram-négatif,
Klebsiella pneumoniae et un coque a Gram-positif, Staphylococcus epidermidis. Les souches

les plus efficaces appartenant au genre Lactobacillus ont été sélectionnées pour une






caractérisation plus approfondie des mécanismes mis en jeu, via des modeles expérimentaux
in vitro et in vivo.

Ces travaux ont donné lieu a une publication en cours de soumission qui est présentée
en I'état dans le mémoire. Des expériences complémentaires n'ayant pas été incluses dans
I’article sont également présentées dans la deuxieme partie de la partie expérimentale. De
plus, en annexe est présentée une revue de la littérature intitulée "Anti-biofilm Activity as a
Health Issue" a laquelle j’ai participé et qui présente un regard nouveau et critique de
’utilisation d’approches anti-biofilm en clinique.

Pour terminer ce manuscrit, j’ai choisi de discuter mes résultats et d’exposer les

perspectives a long terme de I’ensemble des travaux réalisés pendant ma these.
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Figure 1 : Biofilms de la plaque dentaire.

A : Animalcules tels que décrits par Antonie van Leeuwenhoek, issus de sa lettre n°39, du 17
septembre 1683. 4 : Bacillus motile, B : Selenomonas sputigena ainsi que le trajet de son
mouvement (C et D), E : microcoques, F' : Leptotrichia buccalis, G : spirochétes. D’apres
Dobell, 1932. B : Illustration de la plaque dentaire (biofilm), C : Evolution de la structure de la
plaque dentaire au cours du temps formée sur des disques (D) fixés sur un appareil dentaire, puis
visualisée en microscopie confocale, coloration spécifique des bactéries viables (en vert) et des
bactéries mortes (en rouge). D’apres Zaura-Arite et al., 2001.

Figure 2 : Observation de biofilm mono-espéce en microscopie électronique a balayage.

Biofilms de 4h a Staphylococcus epidermidis ATCC35984 (A) et a Klebsiella pneumoniae
(souche clinique) (B) formés sur lamelle de Thermanox®, en conditions statiques. Données non
publiées.
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1 BIOFILMS

1.1 Historique

C’est au XVlIle siecle qu’Antonie van Leeuwenhoek découvrit les biofilms en
observant la présence de micro-organismes (« animalcules ») dans des prélevements effectucs
a la surface des dents (Figure 1). En 1933, lors d’études de la croissance des algues, Henrici
observa des communautés microbiennes fixées sur des lames en verre. Il émit alors
I’hypothése que la plupart des bactéries étaient capables de s’organiser sous forme de
communautés sessiles fixées a une surface (Henrici, 1933). Heukelekian et Heller (1940)
mirent en évidence « I’effet bouteille », c’est-a-dire la capacité de bactéries fixées a un
substrat solide d'exhiber des propriétés de croissance et des activités métaboliques plus
importantes que celles des mémes bactéries en suspension (Heukelekian & Heller, 1940).
Claude E. Zobell (1904-1989), considéré comme le pere de la microbiologie marine,
démontra en 1943 que la quantité de bactéries fixées a un substrat était largement supérieure a
la quantité¢ de bactéries libres dans la phase liquide adjacente (Zobell, 1943). Enfin, c’est
seulement aux alentours des années 1970 que 1’étude des biofilms connit un véritable essor
grace aux techniques de microscopie €lectronique a transmission et a balayage et 1’utilisation
de colorants spécifiques des polysaccharides (rouge de ruthénium) (Figure 2). Ainsi Jones et
al. confirmerent ’existence d’agrégats mono et polymicrobiens, mais aussi ’entité¢ d’une
matrice polyosidique (Jones et al., 1969). En 1973, Characklis démontra que ces matrices
d’exopolymeres conféraient aux biofilms une certaine ténacité et résistance vis-a-vis des
désinfectants (Characklis, 1973). Enfin, c¢’est en 1978 que fut menée la premicre étude des
communautés microbiennes des cours d’eau ; Costerton et son équipe proposerent pour la
premicre fois le terme de « biofilms », considéré comme un mode de vie naturel utilisé¢ par

une grande majorité de micro-organismes (Costerton et al., 1978).

1.2 Définition

Les biofilms sont définis comme des communautés microbiennes structurées,
englobées dans une matrice polymérique produite par les bactéries elles-mémes, et adhérentes
a une surface inerte ou biotique (Costerton et al., 1999). 1l s’agit du principal mode de vie des
micro-organismes dans la nature avec quatre-vingt pour cent de la biomasse microbienne
terrestre a I'état de biofilm. Ces populations dites sessiles expriment fréquemment des

phénotypes différents de leurs homologues non adhérents, avec une capacité particulicre a



Figure 3 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle d’un biofilm
bactérien.

Les fleches bleues indiquent le sens de la circulation du fluide a I’intérieur des canaux
hydriques.http://www.labomoderne.com/gamme.bactosonic-special-sonification-des-
explants.SXB1400.html

A. Substrats métaboliques B. Produits métaboliques C. Intermédiaires métaboliques

Figure 4 : Hétérogénéité métabolique au sein d’un biofilm bactérien.

Trois modéles distincts d'hétérogénéité chimique sont présents au sein des biofilms en raison de
réaction-diffusion de substrats métaboliques (bleu, A), de produits métaboliques (orange, B) et
d’intermédiaires métaboliques (vert, C). La concentration d'un substrat qui est consommé au
sein du biofilm diminue dans la profondeur dans le biofilm (A). A l'inverse, un produit
métabolique est plus concentrée a l'intérieur du biofilm (B). Un intermédiaire métabolique qui
est a la fois consommé et produit a l'intérieur du biofilm peut présenter des profils de
concentrations maximales localisées (C). D’apres Stewart & Franklin, 2008.

A

Figure 5 : Observation en microscopie électronique a balayage de biofilms.

A : Biofilm de 48h a Klebsiella pneumoniae formé sur lamelle de Thermanox®, en
microfermenteur. D’aprés Balestrino et al., 2008. B : Biofilm de 72h a Salmonella enteritidis
formé a linterface air-liquide. D’aprés Lasa, 2006. C : Biofilm de 48h a Staphylococcus
epidermidis form¢ dans un systtme CDC biofilm reactor. D’apres Williams et Bloebaum, 2010.
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coloniser de nouvelles surfaces et une grande tolérance au stress exogene (Macfarlane &
Dillon, 2007). Les biofilms sont ubiquistes, ils sont présents dans la plupart des niches
¢cologiques et colonisent des surfaces trés diverses, biotiques ou abiotiques, telles que les
métaux, les sols, les plantes ou encore les muqueuses. De nombreuses activités humaines sont
ainsi concernées par les biofilms, que ce soit le secteur industriel, environnemental, agro-

alimentaire ou celui de la santé.

1.3 Structure et composition des biofilms

L’appellation biofilm provient du fait qu’il s’agisse de matériel vivant (« bio »)
compris dans un fin revétement (« film »). Les micro-organismes qui composent le biofilm
représentent seulement 10% de la masse seche, alors que la matrice hétérogene qui les

englobe constitue 90% du biofilm.

1.3.1 Architecture du biofilm

Un biofilm posséde une architecture complexe formée de structures tridimensionnelles
hétérogenes, dans lesquelles les agrégats de micro-organismes sont entrecoupés par des
canaux hydriques, ces derniers facilitant I’apport en nutriments et en oxygeéne a tous les
niveaux du biofilm ainsi que I’évacuation des déchets (Donlan, 2002) (Figure 3). De ce fait,
un biofilm possede une organisation stratifiée de par 1’existence de gradients métaboliques
entre les couches superficielles et les couches profondes du biofilm (Stewart & Franklin,
2008) (Figure 4). Cette hétérogénéité métabolique au sein méme des biofilms génére une
hétérogénéité physiologique des bactéries qui le composent. Ainsi, la présence d’un gradient
d’oxygene explique la présence de bactéries évoluant en condition d’anaérobiose au sein d’un
biofilm.

La matrice du biofilm est hautement hydratée et peut contenir jusqu’a 97% d’eau. Sa
composition varie selon I’espéce bactérienne et les conditions de culture (Tremblay et al.,
2014). Les substances polymériques extracellulaires qui la composent, considérées comme
des matériaux de construction, incluent des polysaccharides, des protéines et de I’ADN
extracellulaire (ADNe) qui participent a la cohésion / fixation du biofilm a la surface (Wei &

Ma, 2013) (Figure 5).
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Figure 6 : Composants de la matrice extracellulaire de biofilm.

(A a D) Observation au microscope a fluorescence de I’ADN extracellulaire et des
exopolysaccharides au sein du biofilm. Biofilm de 48h a Salmonella enterica serovar
Typhimurium. A : Biomasse bactérienne exprimant le marqueur fluorescent GFP, B : ADN
extracellulaire, C : Exopolysaccharides, D : superposition des trois. D’aprés Johnson et al.,
2013. (E) Structure de la cellulose, de I’alginate, du polysaccharide Psl et du PNAG.
D’apres Liang, 2015.
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1.3.2 Composition de la matrice

La composition en polysaccharides de la matrice (Figure 6) varie en fonction des
especes bactériennes qui composent le biofilm. Ainsi, la matrice de Pseudomonas aeruginosa
contient trois polysaccharides majeurs : 1’alginate et les polymers Pel et Psl (Periasamy ef al.,
2015). D’autres especes bactériennes telles Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, Burkholderia spp. ou encore Bacillus subtilis produisent le poly-f-
1,6-N-acetyl-D-glucosamine (PNAG) (Choi et al., 2009; O’Gara, 2007; Roux et al., 2015;
Wang et al, 2004; Yakandawala er al., 2011). La cellulose, le plus abondant des
biopolymeres retrouvé dans la nature, est un composant clé de la matrice de biofilms de divers
genres bactériens tels Salmonella et Escherichia (Romling & Galperin, 2015; Zogaj et al.,
2001). Ces polysaccharides jouent un role primordial dans la cohésion du biofilm. En effet, le
PNAG produit par S. aureus est capable d’interagir avec I’ADNe présent, renforcant ainsi la
structure de la matrice (Izano et al, 2008). De plus, I'oxydation des chaines de
polysaccharides, reproductible au laboratoire avec un traitement au métapériodate de sodium,
induit la dispersion de biofilms formés par différentes souches de S. aureus sensibles a la
méthicilline (O’Neill ef al., 2007). Cependant, de tels effets n’ont pas été retrouvés chez des
souches de S. aureus résistantes a la méthicilline, soulignant ainsi la spécificité de la
composition de la matrice de chaque micro-organisme composant le biofilm.

La matrice des biofilms est également constituée de protéines. Il peut s’agir de
protéines de type Bap (Biofilm-associated protein), de fimbriae ou de lectines. Les protéines
de type Bap jouent un réle de structuration lors de la maturation de biofilm chez plusieurs
especes bactériennes a Gram-positif et 8 Gram-négatif (Lasa & Penadés, 2006). Les fimbriae
et les lectines sont considérés comme des éléments structuraux en interagissant avec d’autres
composants de la matrice des biofilms. Par exemple, les pili de type IV de P. aeruginosa sont
capables de lier I’ADN (Schaik et al., 2005). Ainsi, les protéines de la matrice ont un role
important dans 1’intégrit¢ du biofilm. En effet, un traitement a la protéinase K altere le
développement du biofilm et induit sa dispersion chez S. aureus et Listeria monocytogenes
(Kumar Shukla & Rao, 2013; Nguyen & Burrows, 2014).

L’ADN extracellulaire (ADNe) est un composant majeur de la matrice des biofilms
(Figure 6). Il joue un rdle essentiel dans la structuration du biofilm de nombreuses especes
telles que P. aeruginosa (Matsukawa & Greenberg, 2004), Enterococcus faecalis (Thomas et
al., 2008) ou encore S. aureus (Izano et al., 2008). Chez P. aeruginosa, un traitement a la

DNAse inhibe la formation de biofilm et dissout un biofilm déja formé, corroborant ainsi



Tableau 1 : Habilité de différents traitements chimiques a disperser un biofilm formé par
Staphylococcus.

Les composants de la matrice du biofilm ont été estimés a partir du pourcentage de biofilm
dispersé (+=30% ; ++ = 30-70% ; +++ =>70%). D’apres Gutiérrez et al., 2014.

Biofilm dispersé

Souche Métapériodate de Protéinase K DNAse I
sodium

S. aureus 15981 +++ - )
ISP479r ++ ++ *
V329 - +++ ++
132 + * i
IPLA1 ++ + )
IPLA16 ++ A )

S. epidermidis B +++ - -
YLIC17 ++ - +
DG2n -+ - +

Adhésion Maturation

Figure 7 : Représentation schématique des différentes étapes de formation d’un biofilm
bactérien.
1 : Adhésion réversible, 2 : Adhésion irréversible, 3 et 4 : Formation de micro-colonies et

maturation du biofilm, 5 : Dispersion des cellules bactériennes. Adapté de Rendueles & Ghigo,
2015.
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I’importance de I’ADNe dans I’intégrité¢ du biofilm (Nguyen & Burrows, 2014; Whitchurch e?
al., 2002). Des résultats similaires ont été observés avec un biofilm a Campylobacter jejuni ou
a Streptococcus mutans traité a la DNAse (Brown ef al., 2015; Li et al., 2016). Le relargage
d’ADN génomique résultant de la lyse ou d'un phénomene actif d’une sous-population de
bactéries apparait étre la source principale d’ADNe (Flemming & Wingender, 2010).
Cependant, dans le cas d’infections pulmonaires associées a la mucoviscidose, il a été
démontré que cet ADNe pouvait également provenir de cellules humaines lysées telles les

neutrophiles (Walker et al., 2005).

Comme souligné précédemment, la composition de la matrice varie en fonction des
especes bactériennes ou des souches impliquées dans le biofilm, engendrant ainsi une
susceptibilité enzymatique spécifique. Tel est le constat fait par plusieurs auteurs, ayant mis
en évidence que le détachement enzymatique de biofilms a Staphylococcus dépendait de la
nature des composants de la matrice et variait en fonction des souches testées (Chaignon et
al., 2007; Gutiérrez et al., 2014) (Tableau 1). De plus il faut souligner 1’existence d’autres
molécules dans la matrice comme des surfactants, de lipides, de glycolipides, de vésicules de

membranes (contenant des enzymes) et d’ions (Karatan & Watnick, 2009).

1.4 Différentes étapes de formation du biofilm

La transition des bactéries d’un état planctonique vers une forme sessile résulte de
modifications profondes de 1’expression génique (Guilhen et al., 2016; Rumbo-Feal et al.,
2013). Bien que les mécanismes mis en jeu varient en fonction des especes et des conditions
environnementales, les biofilms partagent tous les mémes étapes de développement : (i)
attachement a une surface (biotique ou abiotique), (ii) maturation du biofilm et émergence de

structures tridimensionnelles et (iii) dispersion a partir des formes matures (Figure 7).

1.4.1 Adhésion

L’adhésion bactérienne initiale est schématisée classiquement selon deux étapes : un
attachement réversible devenant par la suite irréversible. L’adhésion réversible est sous
I’influence de différentes organelles de la surface bactérienne (flagelles, pili, curli), de forces
d’interaction, de nombreux facteurs environnementaux (pH, osmolarité, température) mais
¢galement de caractéristiques de surface (topographie, nature chimique) (Tuson & Weibel,

2013). D’autre part, des modifications d’expression génique mais aussi la coordination de
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Figure 8 : Clichés de microscopie électronique a transmission des différentes structures de
surface bactériennes.

A : Flagelles de Vibrio fischeri. D aprés Chevance & Hughes, 2008. B et C : Curli et Pili de type
1 a la surface de Escherichia coli. D’aprés Lim et al., 2012 et Capitani et al., 2006.

M546 ECOR15

Figure 9 : Clichés de microscopie électronique a transmission des pili de type 3 chez C.
koseri et E. coli.

L’expression des pili de type 3 a la surface de Citrobacter koseri M546 et d’Escherichia coli

ECORI15 est représentée par un marquage aux particules d’or spécifiques. D’apres Ong et al.,
2010.
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voies moléculaires variées liées au c-di-GMP et au quorum-sensing participent ¢galement a la

transition d’un état planctonique vers un mode de vie biofilm des bactéries.

- Adhésion réversible

Cette étape est sous le controle de structures de surfaces qui vont directement
permettre les interactions entre la surface a coloniser et les bactéries. Tout d’abord, les
flagelles (Figure 8A), structures semi-rigides ancrées a la surface membranaire et permettant
la mobilité chez certaines bactéries, jouent un role important dans l'interaction initiale avec la
surface a coloniser en donnant 1’énergie nécessaire pour passer outre les forces de répulsion
(Pratt & Kolter, 1998). Une absence de flagelle serait donc synonyme d’une plus grande
difficulté pour les bactéries a coloniser les surfaces ; tel est le cas de mutants flagellaires chez
Vibrio associés a un défaut d’attachement (Watnick et al., 2001). De plus, en utilisant
différents mutants de motilité, il a été¢ démontré que I’habilité d’E. coli a former des biofilms
était directement corrélée a sa capacité de déplacement (Wood et al., 2006). Cependant le role
du flagelle dans I’adhésion initiale ne serait pas essentiel chez toutes les espéces bactériennes
puisque par exemple, Klebsiella pneumoniae n’en synthétise pas alors qu’elle est capable de
former des biofilms. Ainsi d’autres structures jouent un role essentiel dans le processus de
colonisation initiale de surfaces.

Les curli (Figure 8B), fibres extracellulaires de type protéique communément
produites par les Enterobacteriaceae (Zogaj et al., 2003), jouent un réle dans la colonisation
de surfaces inertes (acier, verre, polypropyléne) et la formation de biofilm chez E. coli (Carter
et al., 2016; Vidal et al., 1998). Récemment, I’analyse de mutants pour la production de curli
a révélé leur importance dans le processus d’adhésion sur surfaces biotiques (cellules
végétales ou de carcinomes urinaires) (Carter et al., 2016; Cordeiro et al., 2016).

Diverses structures fimbrillaires, ou pili, sont également impliquées dans les
mécanismes d’adhésion bactérienne. Les pili de type 1 sont des organelles disposées a la
surface des bactéries de fagcon péritriche (Figure 8C). Chez E. coli, ils sont responsables de
I’attachement aux surfaces biotiques (Crépin ef al., 2012) mais aussi abiotiques (Beloin et al.,
2004). Les pili de type IV sont quant a eux des adhésines promouvant 1’attachement initial de
bactéries a Gram-négatif, dont P. aeruginosa (Burrows, 2012). Enfin, les pili de conjugaison
décrits comme favorisant des interactions stables entre les bactéries, joueraient un role dans la
stabilisation du biofilm (Beloin e al., 2008; Ghigo, 2001).

Chez K. pneumoniae les pili de type 1 sont également impliqués dans la formation de

biofilm, tout comme un autre type de fimbriae, les pili de type 3 (Khater et al., 2015; Murphy
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et al., 2013; Stahlhut ef al., 2012). Les geénes impliqués dans la structure piliée de type 3 sont
organis¢s en deux opérons appelés mrk, identifiés dans d’autres bactéries pathogenes, telles
Citrobacter ou Escherichia responsables d’infections du tractus urinaire (Ong ef al., 2010)
(Figure 9). La régulation de ces génes ainsi que 1’assemblage des protéines nécessaires a la
formation de ces pili dans le modele K. pneumoniae sont largement documentés dans la
littérature (Figure 10). L’opéron (mrkABCDF) comprend 5 génes codant les composants
d’assemblage et structuraux du pilus de type 3. Ce dernier est assemblé grace a la voie des
chaperones/usher, au sein de laquelle les sous-unités fimbriales sont transportées dans le
périplasme puis réceptionnées par une chaperonne (MrkB). Le complexe (sous-
unités/chaperonne) est ensuite dirigé vers la protéine Usher (MrkC) ancrée dans la membrane
externe. L’assemblage du fimbriae s’effectue par addition successive de sous-unités majeures
(MrkA) et de sous unités mineures (MrkF) incorporées par intermittence. Enfin, MrkD,
localisée a la pointe de 1’appendice, confere des propriétés adhésives et détermine la
spécificité de liaison du fimbriae (Murphy & Clegg, 2012). Trois autres genes (mrkJ, mrkl et
mrkH), adjacents aux génes de structure, constituent un opéron impliqué dans la régulation
transcriptionnelle des génes codant le pilus de type 3. Il a été établi que la production de pili
de type 3 était sous le contrdle des variations de concentration en c-di-GMP intracellulaire
puisque I'un de ces genes code une phosphodiestérase (MrkJ) impliquée dans la dégradation
de ce second messager et un autre code une protéine possédant un domaine de liaison au c-di-
GMP (pilZ domain) (MrkH). La surexpression de mrkJ, induit une réduction significative de
la concentration en c-di-GMP intracellulaire corrélée a une réduction de pili de type 3 a la
surface de K. pneumoniae (Johnson & Clegg, 2010). Mrkl est une protéine régulatrice
activant 1’expression des opérons (mrkABCDF)) et (mrkHI) codant le pilus de type 3 (Wu et
al., 2012). En présence de c-di-GMP, MrkH active I’expression de 1’opéron (mrkABCDF) en
se liant au niveau de son promoteur (Wilksch ef al., 2011). Cependant il a également été
démontré que MrkH et Mrkl pouvaient former un complexe, qui en présence de c-di-GMP,
est capable d’activer la transcription de mrkA, de maniere plus importante que MrkH seul, et
participe ainsi a la formation de biofilm par K. pneumoniae (Johnson et al., 2011). Les
mécanismes moléculaires mis en jeu ont récemment €té mis en évidence. Suite a la liaison
avec le c-di-GMP, MrkH lie spécifiquement une séquence palindromique (MrkH box),
facilitant le recrutement de I’ARN polymérase (via I’interaction de MrkH avec la sous-unité
a-CTD), au niveau des deux régions promotrices mrkHI et mrkABCDF (Tan et al., 2015;

Yang et al., 2013). Le c-di-GMP est ainsi impliqué dans la régulation du changement d’état
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planctonique des bactéries vers une forme d’existence sessile (Pultz et al, 2012) et ce
processus de régulation semble assez commun chez les bactéries. En effet, des études récentes
ont démontré que ce second messager ¢tait aussi impliqué dans la formation de biofilm chez
Vibrio cholerae et Salmonella enterica par deux mécanismes: une répression
transcriptionnelle ou fonctionnelle flagellaire, et une induction de la synthése de
polysaccharides extracellulaires (VPS : Vibrio polysaccharides et cellulose respectivement)
(Srivastava et al., 2013; Zorraquino et al., 2013).

L’étape initiale de formation de biofilm est également contrdlée par le quorum-
sensing, un mécanisme de régulation d'expression génique li¢ a la concentration bactérienne
et capable d’entrainer une augmentation des charges négatives a la surface d’E. coli, facilitant

ainsi son interaction avec des surfaces chargées positivement (Eboigbodin ez al., 2006).

- Adhésion irréversible

L’étape de fixation irréversible implique des structures d’adhésion variées selon le
type de micro-organismes. Les structures de type pili, curli, la capsule ainsi que la production
d’exopolymeres sont utiles aux bactéries a Gram-négatif, alors que chez les bactéries a Gram-
positif les acides teichoiques, les acides mycoliques, la capsule et les exopolymeéres sont
impliqués. Ces molécules d’adhésion permettent de créer des contacts solides entre cellules et
surfaces, mais également des interactions stables entre cellules au sein du biofilm (Lemon et

al., 2008).

1.4.2 Maturation

L’étape de maturation de biofilm consiste en la formation et le développement de
micro-colonies. Leur structuration tridimensionnelle résulte soit de la multiplication des
bactéries fixées, soit du recrutement de bactéries circulant dans le fluide (Costerton, 1995).
Zhao et ses collaborateurs ont ainsi démontré que P. aeruginosa était capable de mener une
exploration de surface tout en préparant le recrutement de bactéries a travers le dépot d’un
film d’exopolysaccharides (Psl) jouant le rdle de « glue » (Zhao et al., 2013).

La maturation d’un biofilm est une phase marquée par d’importantes régulations de
génes, engendrant un changement marqué de phénotype par rapport aux formes
planctoniques. Il peut s’agir de « switch » de I’activation des genes : par exemple, l'expression
de genes codant des flagelles peut étre inhibée par le méme régulateur transcriptionnel qui

stimule celle de génes impliqués dans la production de la matrice (Tuson & Weibel, 2013).
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La caractéristique essentielle d’un biofilm mature est la synthése d’une matrice
polymérique qui constitue un « ciment » favorisant 1’agrégation des bactéries entre elles ainsi
que leur ancrage a la surface. La production de polysaccharides VPS (Vibrio polysaccharides)
joue un role primordial dans la formation de colonies rugueuses et dans la constitution de
biofilms matures tridimensionnels chez V. cholerae (Watnick & Kolter, 1999; Yildiz &
Schoolnik, 1999). Chez K. pneumoniae, le lipopolysaccharide de surface (LPS) ainsi que la
capsule jouent un réle dans la maturation du biofilm. En effet, il a été¢ démontré au laboratoire
qu'un défaut de LPS et I’absence de capsule inhibaient la formation de biofilm dans les
phases initiales mais au contraire augmentaient la biomasse des biofilms matures dépourvus
de structure tridimensionnelle classique (Balestrino ef al., 2008). De plus, des observations en
microscopie confocale de biofilms formés par C. jejuni ont permis d'observer que I’ADNe
apparaissait subséquemment a 1’étape initiale d’adhésion puis s’accumulait au cours du temps,
jouant ainsi un role dans 1’étape de maturation des micro-colonies en promouvant la formation

de structures tridimensionnelles (Svensson et al., 2014).

1.4.3 Dispersion

La dispersion d’un biofilm mature constitue une étape essentielle dans la
dissémination bactérienne et la colonisation de nouvelles surfaces. Ce processus de
détachement dépend de la mobilité des bactéries, de la taille des micro-colonies (Harmsen et
al., 2010), mais également des conditions environnementales (disponibilité en nutriments, en
acides aminés) et internes (limitation en oxygene, carences métaboliques) du biofilm. A titre
d’exemple, il a été établi que la présence d'oxyde nitrique (NO) ou d’acides aminés tels le
tryptophane pouvait induire la dispersion de biofilm d’une grande variété de bactéries en
augmentant leurs activités métaboliques ou en favorisant leur motilit¢ (Brandenburg et al.,
2013; McDougald et al., 2012).

Le détachement d’un biofilm peut s’effectuer selon deux modes : un processus passif
(desquamation ou érosion du biofilm) et un processus actif (mobilité bactérienne, dégradation
de la matrice ou communication cellulaire) (Kim & Lee, 2016). Plusieurs enzymes impliquées
dans la dégradation de la matrice (protéases, deoxirobinucléases et glycosidases) (Brown et
al., 2015; Kaplan, 2009; Sugimoto et al., 2013) mais également la production de
biosurfactants (Boles et al., 2005) et de signaux de détachement (Barraud ez al., 2009a, b;
Davies & Marques, 2009) ont été identifiés dans la dispersion de biofilm. S’agissant de
stratégies anti-biofilm employées par diverses espeéces bactériennes, 1’implication de ces

éléments dans le détachement de biofilm est discutée dans les sections 3.2.2 et 3.2.3.
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Peu d’études se sont intéressées au pouvoir de colonisation et a 1I’expression des
facteurs de virulence de cellules détachées de biofilms. Il semble cependant qu’ils soient
distincts de ceux des bactéries planctoniques. En 2013, Liu et a/. ont montré que les cellules
dispersées de biofilm a S. mutans exhibaient des propriétés physiologiques différentes de
celles de leurs homologues planctoniques ou sessiles (plus forte résistance a la chlorhexidine,
augmentation de 1’activité glycosyltransférase et de production de bactériocine) (Liu et al.,
2013). Plus récemment, une analyse des profils transcriptionnels de K. pneumoniae, menée au
laboratoire, a permis de mettre en évidence que les cellules détachées de biofilm possédaient
des profils d’expression géniques spécifiques, différents de ceux observés avec les cellules
sessiles et planctoniques (Guilhen et al., 2016). Par ailleurs une étude concernant Candida
albicans a montré que les cellules dispersées étaient armées d’un arsenal de « facteurs de
virulence » essentiel pour la colonisation et 1’établissement de nouveaux sites d’infections. En
effet ces cellules dispersées présentent des propriétés phénotypiques distinctes de leur
homologues planctoniques, incluant des capacités d’adhésion et de formation de biofilm
augmentées, mais surtout une pathogénicité plus importante dans un modele murin (Uppuluri
et al., 2010). Les cellules détachées de biofilms semblent donc présenter une plus grande

aptitude a coloniser de nouvelles surfaces que leurs homologues planctoniques.

1.5 Avantages de la vie en biofilm

L’organisation structurale d’un biofilm joue un role essentiel dans la stabilisation et la
protection des consortia impliqués vis-a-vis d’un certain nombre de facteurs d’agression.
Différents acteurs participent a la préservation de cette intégrité : la matrice exopolymérique
auto-produite agissant comme un bouclier, associée aux mécanismes de défense développés

par les micro-organismes eux-mémes.

1.5.1 Avantages métaboliques

Le mode de vie en biofilm permet aux bactéries d’acquérir des avantages d’un point de
vue métabolique. Les exopolysaccharides, principaux constituants de la matrice
extracellulaire des biofilms, permettent le maintien d’un microenvironnement hydraté et
I’accumulation de nutriments au sein du biofilm a travers la capture d’éléments vitaux (eau,
composés organiques). Ces exopolysaccharides peuvent également étre une source d’énergie

pour la communauté du biofilm a travers leur dégradation (Flemming & Wingender, 2010).
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Par ailleurs, la proximité des micro-organismes au sein des biofilms facilite la mise en
place de symbioses métaboliques entre eux, conférant ainsi des avantages a la communauté
(Ponomarova & Patil, 2015). Ces interactions peuvent étre de I’ordre de la coopération pour
dégrader des nutriments; tel est le cas pour Acinetobacter capable de produire du benzoate qui

est ensuite métabolisé par Pseudomonas putida (Burmelle et al., 2014).

1.5.2 Protection et résistance face aux stress extérieurs

- Protection vis-a-vis d'agents antimicrobiens

Les regroupements de micro-organismes sous forme de biofilms s’averent
particulierement résistants vis-a-vis de traitements antibactériens, que ce soient des molécules
antiseptiques, désinfectantes ou antibiotiques (Fey, 2010). A titre d’exemple, il a été démontré
récemment au laboratoire que la concentration minimale d’éradication de biofilm (CMEB) de
S. aureus était 51 200 fois supérieure a la concentration minimale inhibitrice (CMI) de la
méme bactérie sous forme planctonique (Marques et al., 2015). Les mécanismes mis en jeu
dans cette résistance accrue des bactéries sessiles sont multiples : (i) défaut de pénétration des
molécules actives a I’intérieur des biofilms, (ii) adaptation des micro-organismes qui les
composent, (iii) présence de cellules en état de dormance appelées « persisters » (Conlon et
al.,2015; Mah & O’Toole, 2001).

La résistance des biofilms bactériens aux antibiotiques a ¢t¢é initialement attribuée au
seul défaut de pénétration des molécules au sein du biofilm (Pibalpakdee et al., 2012). Les
propriétés physicochimiques de la matrice lui permettent effectivement de réduire ou de
retarder 1’absorption de nombreux composés, notamment a travers la charge des polymeéres
qui la composent (Stewart & William Costerton, 2001). Des travaux récents ont démontré que
I’ADNe, présent en grande quantité au sein de certains biofilms, était capable de protéger ces
derniers de l'action des peptides antimicrobiens ou encore des antibiotiques, en masquant les
charges négatives de surface bactériennes (via des modifications de composition en acides
aminés du LPS ou la production de spermidine), ou en se comportant comme un bouclier
(liaison aux aminoglycosides) (Chiang ef al., 2013; Johnson et al., 2013; Wilton et al., 2015).

Des adaptations métaboliques spécifiquement induites au sein des biofilms sont
¢galement mises en place lors de la formation et de la maturation des biofilms. Ainsi, il a été
démontré une augmentation de 1’expression de pompes a efflux chez E. coli et P. aeruginosa
en condition de biofilms, permettant 1’élimination des composés toxiques dont les

antibiotiques (Kvist et al., 2008).
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Cette indifférence des bactéries sessiles vis-a-vis des antibiotiques peut également étre
associée a I’hétérogénéité des microenvironnements, ainsi qu’a la physiologie des bactéries
qui composent le biofilm. Il existe en effet différents microenvironnements au sein des
biofilms, en lien avec des gradients de nutriments, de pH ou d’oxygene, capables
d’antagoniser les effets des antibiotiques. Walters et al., ont ainsi démontré que les faibles
concentrations en oxygene retrouvées au sein des couches profondes de biofilms a P.
aeruginosa réduisaient les effets bactéricides des antibiotiques tobramycine et ciprofloxacine
(Walters et al., 2003). Dans ces conditions microenvironnementales hostiles, on observe des
bactéries en état de dormance, appelées plus communément « persisters ». Différents
mécanismes sont impliqués dans la sélection de cette sous-population de cellules tels que
I’activation de la réponse stringeante ou de la réponse SOS suite a une limitation en
nutriments, un stress oxydatif ou au contact avec des antibiotiques (Lebeaux et al., 2014). Une
activité métabolique réduite et la diminution des mécanismes de transport chez ces bactéries
dormantes pourraient expliquer leurs multi-résistances aux antibiotiques tels les f-lactamines,
les fluoroquinolones, les cyclines ou les aminoglycosides (Fux et al., 2004; Harmsen et al.,
2010; Kim et al., 2015). Grace a leur capacité a reconstruire ultérieurement une population,
les persisters sont directement a 1’origine d’infections bactériennes chroniques (Helaine &

Kugelberg, 2014; Schmidt ez al., 2014).

- Protection vis-a-vis du systéme immunitaire

Des travaux récents supportent I’hypothése que la réponse des cellules épithéliales
ainsi que celle du systéme immunitaire vis-a-vis des pathogenes varient en fonction de 1’état
de ces derniers (planctonique versus biofilm) (Beaudoin et al., 2013; Hernandez-Jiménez et
al., 2013). En effet, les micro-organismes au sein des biofilms sont généralement plus
résistants face a la réponse immunitaire. Des études in vitro réalisées majoritairement avec les
genres Pseudomonas et Staphylococcus ont mis en évidence des mécanismes de résistance
mis en place par les bactéries sous forme de biofilm pour échapper aux attaques du systéme
immunitaire de 1’hote et notamment des polynucléaires neutrophiles (PMN) et des
macrophages (Alhede ef al., 2014; Hanke & Kielian, 2012). Ainsi, il a été montré que la
production de rhamnolipides et d’exopolysaccharides (matrice des biofilms) par P.
aeruginosa protégeait les bactéries de la phagocytose par les macrophages et les PMN, en
induisant une nécrose de ces cellules ou en limitant leur accés au sein du biofilm (Alhede et
al., 2014; Leid et al., 2005). S. aureus est lui aussi capable de résister a la phagocytose des

macrophages selon 2 mécanismes distincts ; soit en les reprogrammant vers un phénotype
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anti-inflammatoire (phénotype M2, par opposition au phénotype pro-inflammatoire M1)
(Thurlow et al., 2011) soit a travers le role synergique de deux molécules sécrétées (1’alpha-
toxine et la leukocidine) impliquées dans leur dysfonctionnement (Scherr et al., 2015). Enfin,
les formes sessiles de Streptococcus pneumoniae sont, quant a elles, capables d’éviter les

deux voies du complément (voie classique et alternative) (Domenech ef al., 2013).

1.5.3 Adaptation a ’environnement

Selon leur environnement, les biofilms peuvent étre exposés a un tres large éventail de
conditions hydrodynamiques qui affectent grandement leur matrice et leur structure (Stoodley
et al., 1998). Les contraintes de cisaillement auxquelles sont exposés les biofilms affectent
¢galement leur comportement dynamique. Ainsi, pour une méme bactérie, les biofilms
cultivés sous des forces de cisaillement élevées sont plus longuement et fortement ancrés au
support et possedent une matrice d’exopolysaccharides plus résistante que ceux cultivés sous
des forces de cisaillement faibles (Lecuyer et al., 2011; Stoodley et al., 2002). De plus, la
composition de la matrice peut varier en fonction des forces exercées sur le biofilm ; soumise
a une faible pression, la matrice du biofilm a S. enterica est principalement composée de
glucose, alors qu’en présence d’un flux, elle comprend une part plus importante en fucose (de

11 a 30% d’augmentation) (Mangalappalli-Illathu ef al., 2008).

1.6 Conséquences néfastes liées aux biofilms

Dans un contexte industriel, les biofilms s’avérent utiles en bioremédiation, dans le
traitement des eaux usées et des déchets ménagers, pour dépolluer des sites contaminés, et ils
jouent un role écologique capital en participant au cycle du carbone (Roux & Ghigo, 2006).
De plus, certains micro-organismes retrouvés dans le microbiote intestinal, reconnu comme
biofilms (Vos, 2015), possédent des roles protecteurs et fonctionnels impliqués dans
I’homéostasie de 1’hdte comme par exemple Bacteroides thetaiotaomicron et
Faecalibacterium prausnitzii (Wrzosek et al., 2013). Cependant, du fait de leur tolérance aux
stress exogenes et de leur habilité a survivre dans diverses conditions environnementales, la
forme biofilm peut aussi servir de niche protectrice pour des pathogenes et causer de
nombreux problémes tout aussi bien dans le domaine industriel, environnemental ou médical.

C’est le cas dans I’industrie agro-alimentaire, ou les biofilms constitués d’organismes
pathogenes (S. enterica, L. monocytogenes, E. coli et S. aureus) peuvent persister a la surface

des outils de production et entrainer des problémes sanitaires majeurs (Giaouris et al., 2015).
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Les biofilms posent également des problemes dans Il'industrie pétrolicre et les réseaux
d’alimentation en eau potable a titre d’érosion et de réservoir de contaminants.

Dans I’environnement, la colonisation microbienne de surfaces entraine des effets
déléteres macroscopiques et de nombreux problémes économiques. Ainsi la présence de
salissures sur les coques des navires ou « bio-fouling » conduit a une augmentation des forces
de frictions et a une surconsommation de carburant (Dang & Lovell, 2016).

Dans le domaine médical, les biofilms sont le plus souvent associés a la constitution
de réservoirs de micro-organismes potentiellement pathogeénes sur les matériaux tels que les
sondes et cathéters ou a la surface des muqueuses, qu’elles soient dentaire, intestinale ou
vaginale (Figure 11). Selon l'institut américain de la santé¢ (NIH, National Institutes of
Health), plus de 75% des infections microbiennes chez I’homme sont liées a la formation et la
persistance de biofilms. En 2012 une enquéte menée par le Réseau d’alerte, d’investigation et
de surveillance des infections nosocomiales (RAISIN) a révélé que les micro-organismes les
plus fréquemment associés a ce type d’infections étaient E. coli, S. aureus, P. aeruginosa et

K. pneumoniae (RAISIN, 2012), tous étant capables de former des biofilms (Figure 11F).
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Figure 13 : Publicité pour la Lactobacilline parue dans I’édition du 6 décembre 1919 dans
The British Medical Journal.
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2 PROBIOTIQUES

2.1 Historique

Si la dénomination « probiotique » est d’usage relativement récent, le concept est issu

eéme

de travaux réalisés au début du XX si¢cle. Aujourd’hui, les probiotiques les plus utilisés
sont des bactéries appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium, mais aussi
Streptococcus, Enterococcus, Propionibacterium, Bacillus ou encore Escherichia. Des
levures, telles Saccharomyces boulardii, sont également considérées comme des probiotiques
(Figure 12).

Le concept de «probiotique» est attribué a Elie Metchnikoff, zoologiste et
bactériologiste russe. Il avait déduit que les bactéries synthétisant de [’acide lactique
pouvaient étre bénéfiques pour la santé et augmenter la durée de vie, aprés avoir observé que
la longévité des paysans bulgares était liée a une grande consommation de lait fermenté
(Metchnikoff, 1907). A la méme époque, en 1906, Henry Tissier observait que les selles
d'enfants souffrant de diarrhées contenaient un nombre de bifidobactéries moins important
que celles des enfants bien portants (Tissier, 1906). Il préconisa alors I’administration de ces
micro-organismes bénéfiques dans le traitement des diarrhées infantiles. Ainsi, Metchnikoff et
Tissier furent les premiers scientifiques a préconiser I'administration de bactéries vivantes afin
de palier un déséquilibre de 1’écosysteme intestinal. L’engouement pour les produits
fermentés était né ; s’est ensuivit la commercialisation du premier ferment : la Lactobacilline
(Figure 13). Par la suite, d’autres produits furent commercialisés tels que Sauerin,
Fermenlactyl, Trilactine, Biolactyl et le Yakult.

D’autres micro-organismes non pathogenes n’appartenant pas aux bactéries lactiques
ont été isolés et considérés comme probiotiques quelques dizaines d’années plus tard. Les
souches d’Escherichia coli Nissle 1917 et la levure Saccharomyces boulardii, respectivement
isolées par Alfred Nissle en 1917 et par Henri Boulard en 1923, sont encore largement

utilisées.

2.2 Définition

Selon I’étymologie grecque du mot, « pro » signifiant « pour » et « bios » désignant «
la vie », le mot probiotique signifie littéralement « en faveur de la vie ». Sa définition a

cependant évolué dans le temps. En effet, le terme « probiotique » fut introduit dans la
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littérature en 1954 par Ferdinand Vergin en opposition aux antibiotiques et avec la volonté de
souligner I’importance des effets bénéfiques apportés par ces micro-organismes sur la flore
intestinale (Vergin, 1954). En 1965, Lilly et Stillwell décrivirent les probiotiques comme des
substances produites par des micro-organismes capables de stimuler la croissance d’autres
micro-organismes (Lilly & Stillwell, 1965). Par la suite, en 1974, Parker proposa d’élargir la
définition a des organismes ou substances contribuant a 1’équilibre de la flore microbienne
intestinale (Parker, 1974). En 1989, Fuller modifia la définition des probiotiques établie par
Parker, en supprimant la notion de « substances » et en incluant la notion de viabilité et
d’effets positifs exercés ; les probiotiques sont devenus des "compléments alimentaires
microbiens vivants qui exercent une influence bénéfique sur I’hote en améliorant son
équilibre microbien intestinal" (Fuller, 1989). Une définition officielle du terme
« probiotique » a finalement ¢été établie par 1’Organisation des Nations Unies pour
l'alimentation et l'agriculture (FAO) en 2001, et rééditée en 2013 par 1’Association
Scientifique Internationale pour les Probiotiques et Prébiotiques (ISAPP) pour des raisons
grammaticales comme « live microorganisms that, when administrated in adequate amounts,
confer a health benefit on the host » (Hill ez al., 2014).

Le concept de « prébiotiques » a été introduit en 1995 par Gibson et Roberfroid. Il
correspond a des ingrédients alimentaires non-digestibles qui stimulent de maniere sélective la
croissance et/ou 1’activité¢ d’une ou d’un nombre limité d’espeéces bactériennes - dont des
probiotiques - au niveau du colon, et de ce fait, sont capables d’améliorer la santé de 1’hote
(Gibson & Roberfroid, 1995). 1l s’agit généralement d’oligosides fermentescibles dont les
plus connus sont les fructanes (polymeéres de fructose). Parmi les probiotiques dont la
croissance est stimulée par ces éléments nutritifs, les bifidobactéries et les lactobacilles sont
les genres microbiens de la flore intestinale les plus fréquemment concernés. Afin d’améliorer
la survie des probiotiques et d'accroitre leurs propriétés biologiques, 1’idée de les combiner a
des prébiotiques a conduit au concept de « synbiotiques ». Du fait que la définition des
probiotiques soit restrictive a des micro-organismes viables, de nouveaux termes ont émergé
récemment en vue des effets bénéfiques que procurent des molécules sécrétées ou des
bactéries inactivées. Ainsi, Tsilingri et Rescigno considérent comme « postbiotiques » les
facteurs résultant de 1’activité métabolique des probiotiques (Tsilingiri & Rescigno, 2013) et
le terme de « parabiotiques » faisant référence aux cellules microbiennes inactivées ou

fractions cellulaires (Taverniti & Guglielmetti, 2011).
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2.3 Mise sur le marché de nouveaux micro-organismes probiotiques

2.3.1 Sélection des micro-organismes probiotiques

De nombreux produits contenant des probiotiques ont été développés et mis sur le
marché, notamment dans le secteur agro-alimentaire. Les formes commercialisées les plus
habituelles sont les produits laitiers et les formes lyophilisées (comprimés, capsules et
sachets). Elles sont constituées d’une seule ou d’un mélange de souches, appartenant
majoritairement aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. Ces especes, de par leur
historique d’utilisation, bénéficient d'une présomption d’innocuité et possedent le statut
GRAS (« generally regarded as safe » - Etats-Unis) et/ou le statut QPS (« qualified
presumption of safety » - Europe).

Face a I’intérét grandissant suscité par les probiotiques, les autorités sanitaires ont mis
en place un guide des bonnes pratiques de développement de ces bactéries bénéfiques pour la
santé. Ainsi, en 2002, des lignes directives concernant 1’évaluation des micro-organismes
probiotiques destinés a 1’usage humain ont été éditées (FAO-WHO, 2002) (Figure 14). Les
effets attribués aux probiotiques sont propres a la souche considérée et ne peuvent étre
extrapolés a d’autres souches du méme genre ou de la méme espece (Vuotto et al., 2014b). 11
est donc indispensable de caractériser de maniére précise les souches ayant une activité
probiotique, a travers des techniques phénotypiques et génotypiques. De plus, un micro-
organisme probiotique destiné a une administration humaine doit étre exempt de toute
pathogénicité. Ainsi 1’évaluation du profil de résistance aux antibiotiques et la recherche de
genes codant des facteurs de virulence doivent étre effectuées de maniere systématique. La
mise en ¢évidence des effets bénéfiques des probiotiques requiert la caractérisation
fonctionnelle des souches candidates. La viabilité des probiotiques est ainsi un critére
important ; ils doivent résister aux processus de production mais également survivre aux
conditions rencontrées lors de leur administration, notamment résister a l'acidité et aux sels
biliaires, des tests réalisables in vitro. D’autre part, les caractéristiques classiquement décrites
chez les probiotiques (activité antimicrobienne vis-a-vis de pathogeénes, capacité d’adhésion
cellulaire ou immunomodulation) peuvent étre évaluées. Les résultats obtenus in vitro doivent
¢galement étre confirmés in vivo lors d’études sur modele animal dans le but de s’assurer de
I’efficacité et de I’innocuité des souches sélectionnées. Enfin, la conception d'un produit ou

d'une formule probiotique a visée pharmaceutique nécessite également la réalisation d’essais
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Tableau 2 : Allégations santé des produits laitiers ou de micro-organismes probiotiques
délivrées a ce jour.
D’apres ’EFSA 2011.

http://www.nutraingredients.com/Regulation-Policy/DuPont-wins-rare-European-probiotic-gut-
health-claims?utm_source=copyright&utm_ medium=0OnSite&utm campaign=copyright

http://www.nutraingredients.com/Manufacturers/Activia-health-claim-Danone-win-in-
Switzerland

http://www.nutraingredients.com/Regulation-Policy/Yakult-wins-Swiss-probiotic-health-claim

Allégation santé

Produit Année Autorités Effets reconnus
Yaourt 2011 EFSA "Digestion de lactose"
‘Bifidobacterium lactis , ,  "Activia contribue au confort digestif en réduisant le temps-
HNO19 de transit et les ballonnements"
Bifidobacterium
animalis CNCM-1 2014 "Favorise la digestion réduisant le temps de transit"
SFVO
2495
. "Yakult contribue au fonctionnement normal de l'intestin en
Yakult Lactobacillus o . 1
casei 2015 améliorant la consistance des selles et en réduisant le temps

de transit"

EFSA (European Food Safety Authority) Autorités compétentes délivrant les allégations santé en Europe.
SFVO (Swiss Federal food safety and Veterinary Office) Autorités compétentes délivrant les allégations
santé en Suisse.
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cliniques chez I’Homme, permettant de définir le rapport bénéfice-risque du produit (FAO-

WHO, 2002).

2.3.2 Aspects réglementaires

La mise sur le marché d’un nouveau probiotique est régulée par une législation
européenne a deux niveaux : le premier obligatoire dans certains cas, implique le respect de la
l1égislation « novel foods » ; le second facultatif, concerne I’autorisation de la communication

d’une allégation santé au consommateur (Figure 14).

- Législation « Novel Foods »

La Iégislation « Novel Foods », définis dans le reglement européen CE n°258/97,
s’applique a des aliments ou des ingrédients dont la consommation était négligeable voire
inexistante dans les pays de 1'Union Européenne avant le 15 mai 1997 (UE, 2007). Cette
réglementation peut donc s’appliquer a de nouvelles souches de bactéries bénéfiques isolées
ou créées (OGM). La preuve d’un effet bénéfique sur ’Homme n’est pas exigée. Tous les
probiotiques aujourd’hui disponibles sur le marché ne nécessitent pas le label Novel Foods car
la plupart d’entre eux sont contenus ou ont été isolés a partir de produits alloués a la

consommation bien avant 1997.

- Allégation santé

Les allégations nutritionnelles et de santé¢ portant sur les denrées alimentaires
dépendent de la réglementation européenne n°1924/2006 (UE, 2006) et ne sont délivrées
qu’apres une évaluation scientifique par le panel «produits diététiques, nutrition et
allergies » (NDA) de ’EFSA (European Food Safety Authority). Actuellement, une allégation
santé concernant le produit « yaourt » et sa capacité a améliorer la digestion du lactose a été
acceptée en Europe (EFSA, 2011), mais aucune souche de micro-organisme probiotique ne
bénéficie d’une telle allégation, principalement par manque de preuves cliniques, scientifiques
ou une caractérisation incompléte des souches. Néanmoins, des allégations santé ont été
approuvées récemment en Suisse concernant 3 souches de micro-organismes probiotiques

(Tableau 2).
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2.4 Les probiotiques du futur ?

2.4.1 Probiotiques de « deuxiéme génération »

Bien que les micro-organismes probiotiques les plus communs appartiennent aux
genres Lactobacillus et Bifidobacterium, d’autres micro-organismes de la flore résidente
naturelle du microbiote intestinal ont récemment été identifiés pour leur « potentiel
probiotique ». En effet, une réduction significative de I’abondance de certaines bactéries a été
observée chez des patients souffrant de maladies inflammatoires chroniques notamment de
I’intestin ou d’obésité (Andoh ef al., 2012; Karlsson et al., 2012). Par exemple, F. prausnitzii
est une des bactéries du microbiote intestinal humain sain dont 1’abondance est tres affectée
dans de nombreuses pathologies intestinales humaines (Miquel et al., 2013). Cette bactérie
exerce de nombreux effets bénéfiques vis-a-vis de I’hdte en modeles murins : propriétés anti-
inflammatoires (augmentation de la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires IL-10 et
réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a) (Sokol ef al.,
2008), synthese de butyrate (essentiel dans le maintien de 1’intégrité de la barriére épithéliale)
(Wrzosek et al., 2013) et actions anti-nociceptives (Miquel et al., 2016). Un autre exemple
concerne Akkermansia muciniphila, bactérie de la flore endogene d’un microbiote sain dont la
concentration est aussi diminuée en contexte pathologique, chez des individus souffrant
d’obésité ou de diabete de type 2. Des chercheurs ont récemment montré que 1’administration
d’A. muciniphila a des souris obeses et diabétiques permettait de restaurer la barricre de
mucus au niveau de l’intestin, de diminuer les désordres métaboliques spécifiques de ces
pathologies (via la diminution du stockage de graisses et une meilleure oxydation des graisses
du tissu adipeux) tout en protégeant les animaux du diabete et de ’inflammation (Everard et
al.,2013).

Ces ¢tudes démontrent I’importance des bactéries commensales dans 1’homéostasie
intestinale de leur hote et supportent I’idée de leur utilisation au titre d'une prochaine
génération de probiotiques dans la prévention et/ou le traitement de maladies inflammatoires

intestinales, de 1’obésité et du diabéte de type 2 (Varankovich ef al., 2015).

2.4.2 Probiotiques de « troisi¢me génération »

Une autre alternative consiste a utiliser des bactéries lactiques génétiquement
modifiées pour la production de protéines hétérologues apportant un bénéfice a 1’hdte. Ainsi,

différentes ¢tudes se sont intéressées a ’utilisation de bactéries lactiques recombinantes pour
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leur capacité a synthétiser et délivrer des molécules thérapeutiques anti-inflammatoires au
niveau mucosal dans le but de traiter des pathologies avec une composante inflammatoire
notamment au niveau intestinal. Plusieurs modeles de bactéries lactiques génétiquement
modifiées (GM-LAB) ont ainsi été congus puis testés dans la prévention ou le traitement de
maladies inflammatoires chroniques de [I’intestin (maladie de Crohn, rectocolite
hémorragique) (de Moreno de LeBlanc er al., 2015). Deux stratégies ont jusqu’a alors été
largement étudiées : la production d’enzymes anti-oxydantes et celle de cytokines anti-
inflammatoires (IL-10) par les GM-LAB.

L'administration orale de la souche Lactobacillus casei BL23 modifiée génétiquement
pour produire soit une superoxyde dismutase, soit une catalase, deux enzymes anti-oxydantes,
réduit significativement les dommages inflammatoires induits chimiquement par du TNBS
(2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid solution) dans un modele murin (LeBlanc et al., 2011).
Une autre étude expérimentale a démontré que I'administration de souches recombinantes de
Streptococcus thermophilus CRL 807 capables de produire ces mémes enzymes diminuait la
sévérité de I’inflammation, et ce de maniere plus importante que la souche sauvage, dans ce
méme modele de colite. Il a également été observé que l'administration du mélange des deux
streptocoques recombinants induisait de plus fortes activités anti-inflammatoires que celle de
chacune des souches (del Carmen et al, 2014). Ainsi dans le cas des GM-LAB aucune
spécificité de souche n’intervient, I’important étant 1’action de la molécule recombinante.

L’interleukine 10 (IL-10) est I'une des cytokines anti-inflammatoires majeures
impliquée dans le maintien de I’homéostasie de la réponse immune intestinale. Martin et al.
ont testé 1’effet d’une souche recombinante de Lactococcus lactis secrétant de 1’IL-10 sous la
dépendance d’un promoteur inductible en conditions de stress (Stress-Inducible Controlled
Expression - SICE) semblables aux conditions du tractus gastro-intestinal. La production
locale d’IL-10 au niveau de D’intestin suite a 1’administration orale de cette souche
recombinante entraine des effets protecteurs en terme de perméabilité membranaire et
d’activation du systtme immunitaire dans un mode¢le murin d’inflammation induite
chimiquement (Martin ef al., 2014).

L’utilisation de bactéries lactiques recombinantes pourrait ¢galement étre envisagée
afin de restaurer des propriétés déficientes de 1’hdte. Par exemple, la muqueuse du codlon de
patients atteints de maladies inflammatoires de 1’intestin présente des activités protéolytiques
¢levées du fait soit d’une augmentation de 1I’expression de protéases soit d’'une diminution de

I’efficacité d’inhibiteurs de protéases endogeénes. Des souris transgéniques produisant de
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I’Elafine, un inhibiteur de sérine protéase endogeéne retrouvé au niveau de I’intestin humain,
sont capables de se protéger vis-a-vis de colites artificiellement induites (Motta ef al., 2011).
A partir de ces observations, une souche de L. lactis recombinante exprimant I’Elafine a été
développée ; elle est capable de prévenir I’inflammation, d’accélérer la guérison mucosale et
de rétablir ’homéostasie du colon dans un modele murin d’inflammation intestinale induite
au DSS (Dextran Sodium Sulfate) (Motta ef al., 2012). Une étude récente a comparé I’effet de
différentes souches recombinantes dans le traitement de maladies inflammatoires intestinales.
I1 a ainsi été mis en évidence que la protection la plus efficace contre les colites était obtenue
lors du traitement avec la souche de L. lactis produisant 1I’Elafine par rapport a celle
produisant des cytokines anti-inflammatoires (IL-10 ou TGF-B) (Bermudez-Humaran et al.,

2015). Ces approches thérapeutiques restent cependant réservées a des situations spécifiques.

Pour conclure, les recherches actuelles encouragent 1’identification et la caractérisation
de bactéries commensales en tant que nouvelles souches probiotiques naturelles mais aussi
I’ingénierie bactérienne pour la création de souches génétiquement modifiées utilisables dans
le rétablissement de 1'homéostasie humaine. Cependant, bien que prometteuse en terme de
résultats en modele murin, I’acceptation des bactéries nécessitant le statut Novel Foods et «
MGM » (Micro-organismes Génétiquement Modifiés) par les autorités de santé et le grand
public reste un point de débat important. De plus, les connaissances des mécanismes
moléculaires et des composés actifs produits par les souches commensales ou probiotiques
n’étant pas exhaustives, il est essentiel et primordial de mieux les caractériser afin de cerner

leur impact sur I’homéostasie épithéliale et la réponse immunitaire.

2.5 Applications thérapeutiques

Malgré cette méconnaissance des mécanismes d'action, une augmentation de la
consommation de produits contenant des probiotiques pour revenir a une médication plus
naturelle est & noter. L'administration de probiotiques a été préconisée dans un nombre

important de pathologies.

2.5.1 Troubles physiologiques et métaboliques

L’intolérance au lactose est une pathologie due a une déficience partielle ou totale de
la production de lactase intestinale, responsable de ballonnements, de crampes d’estomac ou

encore de diarrhées. Dans un grand nombre d’études cliniques, 1'administration orale de S.
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thermophilus et Lactobacillus delbrueckii réduit les symptomes associés a cette pathologie
(EFSA, 2011). Les capacités métaboliques glycolytiques de S. thermophilus, favorisées au
sein du tractus gastro-intestinal (Rul er al., 2011), peuvent expliquer comment la
consommation d’organismes viables peut aider a la digestion de carbohydrates. S.
thermophilus est en effet capable de métaboliser un grand nombre de sucres tels le sucrose, le
glucose, le fructose et principalement le lactose dont le métabolisme est essentiel a la
colonisation du tractus digestif de rats gnotobiotiques (Thomas et al., 2011).

D'autres études ont également montré la capacité de certains probiotiques a dégrader le
cholestérol in vitro ainsi que leurs effets hypocholestérolémiants chez 1’animal (modé¢le
murin) (Yu et al., 2013; Zhang et al., 2014) et chez I'Homme. Une diminution significative
des taux sériques de cholestérol total a ainsi été observée chez des sujets présentant une
hypercholestérolémie aprés consommation quotidienne de yaourt additionné de Lactobacillus
acidophilus et Bifidobacterium lactis (Ataie-Jafari et al., 2009). D’autres études cliniques
randomisées mences en double aveugle avec une souche de Lactobacillus reuteri sous forme
de capsule ou mélangée avec du yaourt ont présenté des résultats similaires, associés a une
diminution des taux sériques du « mauvais » cholestérol nommé LDL (« low density
lipoprotein ») (Jones et al., 2012a, b).

Le syndrome de I’intestin irritable est un trouble fonctionnel qui se caractérise par des
douleurs abdominales, des ballonnements ou encore des troubles du transit. L'ingestion de
plusieurs souches probiotiques a montré des capacités a réduire ces symptomes : L.
acidophilus ainsi que des bifidobactéries appartenant aux especes B. infantis, B. animalis
(Moayyedi et al., 2010). Concernant les essais effectués avec des mélanges de souches
bactériennes probiotiques, 2 supplémentations multi-espéces (composée pour 1’une de 2
souches de Lactobacillus rhamnosus, 1 souche de Bifidobacterium breve et 1 souche de
Propionibacterium freudenreichi et pour 1’autre d’1 souche de Bifidobacterium longum, 1
souche de L. acidophilus, 1 souche de L. lactis et 1 souche de S. thermophilus) se sont avérées
efficaces dans le soulagement des symptomes et la stabilisation du microbiote intestinal
(Drouault-Holowacz et al., 2008; Kajander ef al., 2008).

De plus, des essais cliniques ont montré qu’une supplémentation en probiotiques
(lactobacilles et bifidobactéries) réduit le risque d’entérocolite nécrosante (Lin et al., 2005;
Bin-Nun et al., 2005), une pathologie extrémement grave qui touche principalement les
prématurés et qui se manifeste par des I€sions de type nécrosantes au niveau de 1’iléon. Une

méta-analyse de données provenant d’essais randomisés a confirmé un bénéfice significatif de
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différents probiotiques dans la prévention de l’entérocolite nécrosante ainsi que dans la
réduction de la mortalité des prématurés (AlFaleh & Anabrees, 2014).

Certains probiotiques ont également démontré leur efficacité dans la régulation du
transit intestinal. Leur effet bénéfique est lié¢ a une diminution du pH intra-luminal et a une
stimulation de la motilité intestinale, entrainant ainsi une amélioration de la consistance des
selles et de la fréquence de défécation. Ces effets ont été confirmés lors d'études cliniques,
notamment lors de I’administration de Lactobacillus casei rhamnosus Lcr35 a des enfants
souffrant de constipation chronique (Bu et al., 2007). D’autre part, I'administration de certains
probiotiques s'est avérée efficace dans le traitement de diarrhées associées aux antibiotiques
chez D’enfant et I’adulte ; il s’agit principalement de S. boulardii et L. rhamnosus GG

(Szajewska & Kotodziej, 2015a, b).

2.5.2 Infections bactériennes

Plusieurs études cliniques effectuées avec des adultes hospitalisés ont indiqué que
'administration orale d’une souche de L. casei ou d’un mélange constitué de L. acidophilus et
L. casei prévenait la survenue de diarrhée associée aux antibiotiques mais également de
diarrhée infectieuse due a Clostridium difficile (Gao et al., 2010; Hickson et al., 2007).
L'administration de la levure S. boulardii s’est aussi avérée indéniablement efficace dans la
prévention et le traitement des diarrhées infectieuses a C. difficile consécutives a une
antibiothérapie (McFarland, 2006).

La littérature suggere également I'utilité de certains probiotiques comme thérapie
adjuvante aux antibiotiques dans 1’éradication d’infections a Helicobacter pylori, responsable
d’ulcéres gastriques et duodénaux. En effet, le taux d’éradication d’H. pylori est amélioré
lorsque les probiotiques sont administrés en combinaison avec une trithérapie d’éradication de
7 jours (omeprazole, amoxicilline, clarithromycine) (Sykora et al., 2005) ; certains améliorant
en plus Pefficacité et la tolérance des traitements médicamenteux, comme c'est le cas pour la
souche L. rhamnosus GG ou la levure S. boulardii (Tong et al., 2007b).

De plus, certaines études cliniques ont mis en évidence des effets bénéfiques de
I’administration orale de probiotiques dans la prise en charge d’infections des voies
respiratoires. Une méta-analyse de données effectuée par Hao et al. a révélé que la prise de
probiotiques (seul ou combiné) chez des personnes saines diminuait le nombre d’épisodes
infectieux des voies respiratoires supérieures par rapport au groupe ayant recu un placebo.
Cependant, aucune différence significative concernant la durée des épisodes infectieux n’a été

observée entre les deux groupes (Hao er al, 2011). Des modeles in vitro ont permis
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d’identifier les mécanismes d’action des probiotiques mis en jeu dans 1’antagonisme des
pathogeénes incriminés : ils sont capables de s’agréger, d'entrer en compétition avec les
pathogenes vis-a-vis des ressources nutritives ou des sites d’adhésion ou d’induire des effets
immunomodulateurs (Popova ef al., 2012). Les probiotiques exercent également une action
prophylactique vis-a-vis des pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM).
Administrées quotidiennement par voie orale a des patients sous ventilation mécanique, L.
rhamnosus réduit de maniére significative le risque de PAVM (L. rhamnosus GG) (Morrow et
al., 2010) et augmente le délai de colonisation des poumons par P. aeruginosa (L. casei
rhamnosus 35) (Forestier ef al., 2008). Plus récemment, une étude a démontré que B. longum
¢tait capable de contrdler une infection pulmonaire & K. pneumoniae a travers d’importants
effets immunomodulateurs dans un modele murin de pneumonie (Vieira et al., 2016).

Ces dernicres années, de nombreuses €tudes cliniques ont été réalisées afin d’évaluer
les effets de probiotiques avérés ou potentiels sur le tractus urogénital (Nader-Macias &
Juarez Tomas, 2015). Qu’elles soient testées seules, en mélange ou supplémentées a un
traitement antibiotique, ces souches sont efficaces dans la prévention ou le traitement
d’infections vaginales (vaginites bactériennes, candidoses), quel que soit le mode
d’administration, oral ou local (Sudha & Maurya, 2012; Vicariotto et al., 2014). Le mélange
L. rhamnosus GR-1 et L. reuteri RC-14, administré seul ou en complément d’un traitement
anti-infectieux, s'avére également efficace dans le traitement des vaginites bactériennes et des
candidoses, en restaurant la flore locale ou en améliorant 1’efficacité des traitements
antibiotiques ou antifongiques (Martinez et al., 2009a, b; Vujic et al., 2013). De plus,
I’efficacité du traitement des vaginites par de la clindamycine est significativement augmentée
si cette antibiothérapie est suivie par I'administration intra-vaginale de L. rhamnosus Lcr35

(Petricevic & Witt, 2008).

2.5.3 Réactions immunitaires délétéres

Les probiotiques sont également utilisés dans la prévention des rechutes et le
traitement des maladies inflammatoires intestinales : maladie de Crohn, rectocolites
hémorragiques et pochites. Les effets bénéfiques des probiotiques sur ces pathologies sont
vraisemblablement liés a une amélioration fonctionnelle de la barricre intestinale et a une
modulation des réponses inflammatoires. Il a ét€ montré dans un modele de colique murin que
certains probiotiques (L. casei et le mélange VSL#3 composé de 4 lactobacilles, 3
bifidobactéries et un streptocoque) augmentent la population de lymphocytes Treg

immunomodulateurs sécréteurs de cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-f) au niveau
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des ganglions lymphatiques mésentériques ainsi que les taux de cytokines anti-inflammatoires
(IL-10 et TGF-P) et diminuent les taux de cytokines pro-inflammatoires (IL-12 et TNF-a) au
niveau du cblon (Thakur et al., 2016). Concernant la maladie de Crohn, I’administration orale
de la souche E. coli Nissle 1917 en parallele d'un traitement de rémission a base de
mésalazine (dérivé salicylé anti-inflammatoire) a permis de diminuer les taux de rechute des
patients & 30% de récidive pour le groupe probiotique contre 70% de récidive pour le groupe
placebo (Malchow, 1997). Avec I’étude comparative de 2 traitements de maintien de
rémission (soit mésalazine seule), soit mésalazine associée a S. boulardii, Guslandi et al. ont
démontré que l'administration de la levure S. boulardii réduisait également de manicre
significative le risque de récidive (Guslandi et al., 2000). De tels effets pourraient étre dus a la
modulation du microbiote comme cela a été démontré avec Saccharomyces cerevisiae qui
réduit les taux d’adhésion d’une souche d’AIEC (adherent invasive E. coli) au niveau de
cellules épithéliales intestinales ou d’entérocytes de patients (Sivignon et al., 2015). Mais
d’autres études, menées avec des souches de Lactobacillus différentes, n’ont démontré aucun
effet prophylactique sur les rechutes de la maladies de Crohn (Lichtenstein ef al., 2016). Le
mélange VSL#3 apporte quant a lui un bénéfice incontestable dans la prise en charge des
rectocolites hémorragiques et des pochites, notamment dans le maintien des patients en
rémission (Gionchetti et al., 2007; Miele et al., 2009, Tursi et al., 2010).

De nombreux essais cliniques ont décrit les effets de I’utilisation de probiotiques dans
le traitement de désordres allergiques, principalement dans la prévention de la dermatite
atopique chez les enfants. Plusieurs d’entre elles menées par Kalliomaki ont démontré un effet
préventif de I’administration de L. rhamnosus GG sur I’apparition d’eczéma atopique chez les
enfants agés de 2, 4 et 7 ans (Kalliomaki ez al., 2001, 2003, 2007). Cependant, aucun effet
n’est observé vis-a-vis de 1’asthme ou des rhinites allergiques chez des individus plus agés
(Kalliomiki et al., 2007). De plus, 'administration de souches de Lactobacillus a également
induit des effets favorables dans le traitement de la dermatite atopique avec une réduction de
la sévérité et de I’étendue de 1’eczéma (Rosenfeldt er al., 2003; Weston et al., 2005).
Toutefois, aucune conclusion générale ne peut étre déduite car d’autres essais cliniques ont
démontré 1'absence d'effet de l'administration de deux L. rhamnosus dans le traitement de
dermatite chez 1’enfant (Brouwer et al., 2006). Quant aux allergies d'origine alimentaire, peu

de données sur 1’efficacité des probiotiques dans leur prévention sont disponibles.
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Si les probiotiques s'averent utiles dans certaines indications cliniques, les résultats
contradictoires entre différentes études sont nombreux, en lien vraisemblablement avec la
variabilité des doses utilisées, du temps de traitement, du mode de délivrance mais

principalement de la spécificité d’action de chacune des souches de probiotique utilisées.

2.6 Risques associés aux probiotiques

Les probiotiques, micro-organismes vivants, peuvent théoriquement entrainer des
effets indésirables tels que des infections systémiques, des activités métaboliques déléteres,
une immunomodulation excessive. IlIs peuvent également étre a l'origine de transfert de genes
vers les autres bactéries des microbiotes (Marteau, 2001) ou encore favoriser 1’adhésion

bactérienne de souches pathogenes.

2.6.1 Infections systémiques

De rares infections systémiques dues au L. rhamnosus GG et a S. boulardii ont été
rapportées. Des cas de fongémies a S. boulardii survenues chez des patients hospitalisés ont
¢été décrits en lien avec la contamination de cathéters veineux centraux suite a la manipulation
de probiotiques par le personnel soignant (Hennequin et al., 2000). Certains cas de
bactériémies a Lactobacillus ont été rapportés chez des patients souffrant de rectocolites
hémorragiques, conséquence d’une translocation bactérienne dans le sang suite a 1’altération
de la muqueuse intestinale (Kulkarni & Khoury, 2014). Deux études récentes ont également
décrit des bactériémies a L. rhamnosus GG, associées a la prise de probiotiques chez 1’adulte
mais également en pédiatrie, avec identification dans les hémocultures de la souche de

Lactobacillus préalablement ingérée (Meini ef al., 2015; Vahabnezhad et al., 2013).

2.6.2 Activités métaboliques déléteéres et immunomodulation excessive

Les probiotiques peuvent engendrer des effets néfastes chez 1’hote en lien avec des
réactions métaboliques inappropriées. Il a été en effet rapporté que le D-Lactate produit par
les bactéries lactiques était responsable d’acidose lactique, se traduisant cliniquement par des
épisodes d’encéphalopathies et d’acidoses métaboliques, notamment chez des patients
souffrant du syndrome du gréle court (Ku et al., 2006; Mayeur et al., 2013; Munakata et al.,
2010).

Plusieurs études ont démontré 1’implication de probiotiques dans la modulation du

systtme immunitaire, incluant des effets sur la sécrétion de cytokines et la fonction des
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cellules immunitaires (section 2.7.5). Ainsi la question d’un potentiel effet
immunomodulateur défavorable chez certains individus a été soulevée, mais jusqu’a présent

de tels impacts n’ont été rapportés chez aucun sujet (Butel, 2014).

2.6.3 Transfert de génes

Outre les effets déléteres propres au développement des probiotiques, leur effet
délétere potentiel peut étre 1ié a la diffusion de génes de résistance aux antibiotiques. Les
bactéries lactiques peuvent présenter de multiples résistances aux antibiotiques (Gueimonde et
al., 2013). Le risque de transfert de génes est considéré comme faible pour les résistances
intrinséques ou acquises suite a une mutation chromosomique. Cependant les résistances a
certaines molécules (tétracycline, érythromycine ou chloramphénicol) sont portées par des
¢léments mobiles (transposons ou plasmides) et donc susceptibles de diffuser. Ainsi une étude
a démontré, dans un modele gnotobiotique murin, le transfert de résistances plasmidiques
(codant la résistance a la tétracycline et a 1'érythromycine) de deux souches sauvages de
Lactobacillus plantarum vers une souche d’E. faecalis (Jacobsen et al., 2007). En dépit de
cette possibilité de transfert latéral de geénes entre probiotiques et autres organismes
(commensaux ou pathogenes), aucune preuve clinique de transfert de résistance
antimicrobienne n’a été rapportée jusqu’ a présent (Doron & Snydman, 2015). De plus, une
grande diversité de phages ont été décrits chez les bactéries lactiques, notamment chez le
genre Lactobacillus (Briggiler Marcé et al., 2015; Mercanti et al., 2015; Zago et al., 2015;
Zhang et al., 2015), mais aucune étude n’a mis en évidence le transfert d’ADN phagique

provenant de ces bactéries.

2.6.4 Potentialisation de ’adhésion de bactéries pathogénes

Des résultats expérimentaux in vitro démontrent une stimulation de I’adhésion de G.
vaginalis aux cellules épithéliales en présence de Lactobacillus iners, ce qui favoriserait in
fine le développement de vaginoses bactériennes (Castro ef al., 2013). De plus, la présence
d'exopolysaccharides produits par 3 souches de probiotiques (L. rhamnosus GG, B. longum
NB667 et B. animalis TPLA-R1) favorise 1’adhésion de différentes bactéries entéro-
pathogenes sur une couche de mucus intestinal provenant d’échantillon de tissu du colon
humain (Ruas-Madiedo ef al., 2006). Enfin, une étude menée par Miyazaki et ses
collaborateurs a révélé que le surnageant de culture d’une souche de L. casei stimulait la

formation de biofilm par une souche d’E. coli entéro-agrégative (Miyazaki et al., 2010).
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Figure 15 : Mécanismes d’action des probiotiques.

Les bactéries probiotiques sont représentées en bleu, les pathogénes en rouge ; JS (jonctions
serrées). Schéma des 3 situations rencontrées au sein d’'une communauté bactérienne : adhésion
compétitive (les micro-organismes probiotiques et pathogeénes sont tous deux sous forme
planctonique) ; exclusion compétitive (pathogenes planctoniques sur un biofilm préformé par
une souche probiotique) ; déplacement (probiotiques planctoniques sur un biofilm préformé par
une souche pathogene).
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Cependant, I’ensemble de ces risques est a mettre en perspective avec le tres faible
taux d’incidence des infections dues aux probiotiques au regard du nombre de

consommateurs.

2.7 Meécanismes d’action

Les mécanismes d’action des probiotiques, procurant un bénéfice a 1’hote, sont
nombreux et vraisemblablement synergiques. Parmi les propriétés antagonistes des
probiotiques identifiées vis-a-vis de pathogenes, on retrouve la modulation du microbiote, le
renforcement de la fonction barriére épithéliale, ainsi que des activités immunomodulatrices
(Figure 15). Toutefois les effets bénéfiques engendrés par les probiotiques sont observés
durant toute la durée de 1’administration mais disparaissent progressivement des 1’arrét du

traitement.

2.7.1 Modulation du microbiote

- Activités antimicrobiennes

L’un des mécanismes impliqué dans la modification de la composition du microbiote
par les probiotiques est la sécrétion de substances antibactériennes, notamment de
bactériocines parmi lesquelles ’acidocine B produite par L. acidophilus, la plantaricine
produite par L. plantarum et la nisine produite par L. lactis (Alvarez-Sieiro et al., 2016)
(Tableau 3). Certaines souches de Lactobacillus produisent plusieurs bactériocines
(Messaoudi et al, 2013). Ces toxines lysent les bactéries cibles a Gram-positif par
perméabilisation de leur membrane via la lyse du peptidoglycane et/ou la formation de pores
membranaires et inhibent la synthése du peptidoglycane (Figure 16). Aucun effet de
résistance bactérienne n’a été rapporté vis-a-vis de ces peptides, en lien vraisemblablement
avec leur mécanisme d’action rapide (Perez et al., 2014). Une étude in vivo réalisée par Corr
et al. a démontré que l'administration orale de la souche Lactobacillus salivarius UCCI118,
produisant la bactériocine Abpl18, était capable de protéger les souris d’une infection a L.
monocytogenes au niveau du tractus intestinal (Corr ef al., 2007). Des bactériocines telles que
la Bifidine I ou le Bifidocine B produites par des souches de bifidobactéries ont également été
identifiées comme ayant des activités antimicrobiennes vis-a-vis d’un large panel de micro-

organismes pathogeénes a Gram-positif et a Gram-négatif appartenant aux genres
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Tableau 3 : Classification des bactériocines produites par les bactéries lactiques.

D’apres Alvarez-Sieiro et al., 2016
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Figure 16 : Mécanismes d’action des bactériocines.
A : Les bactériocines agissant sur les bactéries a Gram-positif ciblent directement leur
enveloppe cellulaire, soit en induisant la lyse de la couche de peptidoglycane, soit en inhibant la
synthése du peptidoglycane via une liaison avec les transporteurs de ses sous-unités (lipide 1),
soit en formant des pores au niveau de la membrane cytoplasmique, B : Les bacteriocines
inhibant les bactéries a Gram-négatif, interférent avec des enzymes essentielles aux mécanismes
de réplication, transcription et traduction. Adapté de Cotter et al., 2013.
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Staphylococcus, Bacillus, Streptococcus, Enterococcus, Listeria, Pediococcus, Salmonella,
Shigella ou Escherichia (Martinez et al., 2013).

Les bactériocines ne sont pas les seules molécules antibactériennes produites par les
bactéries. En effet, la plupart des probiotiques sont des producteurs d’acide lactique et
induisent ainsi un abaissement local du pH, ce qui inhibe la croissance des bactéries sensibles
a un environnement acide. C'est grace a ce mécanisme que les souches L. casei Shirota, L.
casei LCO1, L. plantarum ST-III, Lactobacillus paracasei Lpc-37, et L.rhamnosus HN0OO1

sont capables de réduire in vitro la croissance du pathogene S. mutans (Lin et al., 2015).

- Activités « antitoxine »

Récemment, une équipe espagnole a identifié deux souches de bifidobactéries
d’origine intestinale humaine capables de réduire in vitro les taux de toxine produits par C.
difficile, permettant d’éviter ainsi les effets cytotoxiques sur les cellules épithéliales
intestinales et de préserver les microstructures d’actine et les jonctions serrées (Valdés-Varela
et al., 2016). Cette protection résulte de la sécrétion d’une molécule dans le surnageant de
culture, comme il avait été¢ décrit avec une souche de L. lactis (Bolla et al., 2013). La nature
de ces molécules a pu étre identifiée dans certains cas ; il s’agit d’acides organiques inhibant
I’expression génique de la Shiga toxine chez E. coli ou de protéases capables de détruire la
toxine A de C. difficile (Oelschlaeger, 2010).

Les bifidobactéries peuvent également favoriser les fonctions de défense des cellules
¢épithéliales de I’hdte a travers la production d’acétate. Ce métabolite engendre des réponses
anti-apoptique et anti-inflammatoire au niveau de 1’épithélium du c6lon murin, bloquant ainsi
la translocation de la Shiga toxine produite par E. coli O157 dans le sang, protégeant in fine

I’hote d’une infection 1étale (Fukuda et al., 2012).

- Phénomeénes de compétitions

Compétition pour les ressources en nutriments : Les probiotiques sont capables
d’exercer des compétitions nutritives vis-a-vis d’autres micro-organismes présents au sein du
microbiote. Bien que le fer ne soit pas un élément essentiel a la croissance des lactobacilles, L.
acidophilus et L. delbrueckii peuvent néanmoins lier les oxydes ferriques a leur surface, les
rendant ainsi indisponibles pour les micro-organismes pathogenes (Elli er al., 2000).
Contrairement aux lactobacilles, le probiotique E. coli Nissle 1917 nécessite du fer dans son
environnement et sécrete donc des systemes de captation et de transport du fer. Cette souche

possede au moins 7 systemes d’assimilation du fer, cette propriété, bien que partagée avec des
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bactéries pathogenes, lui permet d’étre compétitif pour la ressource en fer (GroB3e ef al., 2006;

Grozdanov et al., 2004).

Compétition de surface: La concurrence pour un méme site d’adhésion, faisant
intervenir des phénomenes de compétition vis-a-vis des sites récepteurs, d’exclusion ou de
déplacement des bactéries, est un autre mode d’action exercé par les probiotiques sur les
pathogenes (Figure 15). Tel est le cas de diverses souches de lactobacilles et bifidobactéries
exer¢ant leurs effets vis-a-vis d'E. coli, Shigella sonnei, L. monocytogenes, S. enterica,
Gardnerella vaginalis, C. difficile ou encore S. aureus, par interférence avec leur site de
liaison a la surface de cellules épithéliales (Abedi ef al., 2013; Castro ef al., 2013; Dhanani &
Bagchi, 2013; Jankowska et al., 2008; Prince ef al., 2012; Ren et al., 2012; Zhang et al.,
2012) a la surface du mucus (Collado et al., 2007) mais également a travers la production de
glycoprotéines au niveau de leur paroi externe de surface (S-layer) (Golowczyc et al., 2007,
Horie et al., 2002; Johnson-Henry ef al., 2007). Plus récemment, il a ét¢ démontré que 2
souches d’origine humaine de Lactobacillus brevis et Lactobacillus gasseri réduisaient
I’adhérence gastrique du pathogéne H. pylori, via la production d’une molécule effectrice
capable d’inhiber I’expression du géne codant 1’adhésine SabA (Klerk ez al., 2016).

Enfin, les probiotiques sont capables de renforcer le microbiote en interagissant avec
ce dernier (Rios-Covian et al, 2015), influencant et stabilisant ainsi sa composition
(Hemarajata & Versalovic, 2013; Scott ef al., 2015). L’ensemble de ces processus conduit a
une modulation du microbiote résident par les probiotiques pouvant ainsi servir de premiére

barri¢re aux bactéries pathogenes.

2.7.2 Renforcement de la fonction barriére épithéliale

Les probiotiques peuvent aussi agir indirectement vis-a-vis des pathogeénes en
interagissant avec les membranes épithéliales de 1’hote. Certaines souches sont ainsi capables
de renforcer I'intégrité¢ fonctionnelle de la barriere épithéliale conduisant a la réduction de
I’adhésion bactérienne et donc a la protection de I’hdte. Divers mécanismes, assimilés a des
modifications de surface biotique, sont décrits : stimulation de la production de mucine ou de

B-défensines, préservation de 1’intégrité de la barriere, ou activités immunomodulatrices.

- Stimulation de la production de mucine

La couche de mucus sur les surfaces épithéliales est la premicre ligne de protection

vis-a-vis des micro-organismes pathogeénes. Certains probiotiques peuvent promouvoir la
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sécrétion de ce mucus par les cellules calciformes, améliorant ainsi la fonction barriere et
donc I’exclusion de pathogénes. Par exemple, il a été décrit que L. acidophilus A4 augmentait
in vitro 1’expression des génes de mucines dans la lignée cellulaire épithéliale intestinale
humaine (HT-29), bloquant ’adhésion et I’invasion du pathogene E. coli O157:H7 (Kim et
al., 2008). D’autre part, la formule commerciale de probiotiques VSL#3 est capable d’induire
une augmentation de I’expression des génes codant les mucines et la sécrétion de mucus dans
un mode¢le murin (Caballero-Franco et al., 2007). Un autre mécanisme impliqué dans la
préservation de ’intégrité de la barriere de mucus a récemment été décrit. Capable de se lier a
la couche de mucus, Lactobacillus farciminis prévient des perturbations de cette barriere

induite lors d’un stress, en influengant la O-glycosylation des mucines (Silva et al., 2014).

- Préservation de l’intégrité de la barriere

Le renforcement de la fonction barriere de 1’épithélium s’effectue également a travers
le maintien des protéines structurales du cytosquelette et des jonctions serrées. Des études in
vitro ont démontré que dans un contexte infectieux, les souches E. coli Nissle 1917 et B.
infantis stimulaient la résistance trans-épithéliale de cellules humaines, associée a une
augmentation de 1’expression de protéines des jonctions serrées et une diminution de la
perméabilité cellulaire (Ewaschuk et al., 2008; Zyrek et al., 2007). Un effet protecteur des
bactéries appartenant au genre Lactobacillus (L. fermentum, L. brevis, L. plantarum, L.
rhamnosus) a également été observé sur 1’intégrité cellulaire inter-épithéliale intestinale
(Jensen et al., 2012; Klingberg et al., 2005; Ramos et al., 2013; Tsata ef al., 2016). De plus,
des résultats similaires ont été obtenus avec les souches E. coli Nissle 1917 ou Lactobacillus
johnsonii dans des études menées sur un modele de colite murin (Lee & Kim, 2011; Ukena et

al., 2007).

- Stimulation de la production de S-défensines

Les probiotiques agissent également sur la synthése des P-défensines, peptides
antimicrobiens synthétisés par les cellules épithéliales permettant de contrecarrer 1’adhésion et
I’invasion bactérienne. C’est par exemple le cas de souches de Lactobacillus, d’E. coli Nissle
1917, mais également du mélange VSL#3, qui favorisent I’expression et la sécrétion de -

défensines par des cellules épithéliales intestinales humaines (Schlee et al., 2007, 2008).

2.7.3 Immunomodulation

L’immunomodulation représente une part importante du mécanisme d’action des

probiotiques. Elle se traduit par une immunosuppression ou au contraire une
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immunostimulation souche spécifique, ce qui permet aujourd’hui d’envisager une utilisation
ciblée des probiotiques dans de nombreuses pathologies (section 2.5).

Au niveau des muqueuses, les probiotiques sont capables d’interagir avec les cellules
épithéliales mais peuvent également se retrouver en contact direct avec les cellules de la sous-
muqueuse (cellules dendritiques et macrophages). Ces interactions permettent aux
probiotiques de moduler la réponse inflammatoire en agissant sur la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires (interleukine (IL)-8, IL-6, 'IL-1p et TNF-a) et anti-inflammatoires (IL-4
et IL-10) des cellules épithéliales et immunitaires, en modifiant la balance lymphocytaire T
helper (Th)1/Th2 ou en induisant des lymphocytes T régulateurs (Treg) (Figure 17).

La reconnaissance des probiotiques par les cellules immunitaires s’effectue par
I’intermédiaire de récepteurs de surface de type TLRs (Toll-Like Receptors) appartenant a la
famille des PRRs (Pattern Recognition Receptors), capables d’identifier des motifs
microbiens (peptidoglycane, acides teichoiques) présents a la surface des bactéries
probiotiques. Ainsi, 1’acide lipoteichoique et la protéine de surface (SlpA) de lactobacilles
sont capables de stimuler des macrophages via le TLR2, induisant la sécrétion de TNF-a

(Chang et al., 2010; Taverniti et al., 2013).

- Effet des probiotiques sur la réponse immunitaire innée

Parmi les propriétés immunomulatrices des probiotiques, la sécrétion de cytokines
pro- ou anti-inflammatoires par les cellules de I’immunité innée au contact des probiotiques a
été étudiée dans de nombreux modeles infectieux ou I’inflammation est le plus souvent
exagérée et non controlée, entrainant des dommages tissulaires et la dissémination du
pathogene. A travers la sécrétion de molécules, de nombreuses souches appartenant au genre
Lactobacillus (L. rhamnosus, L. casei, L. plantarum) ont la capacité d’inhiber la sécrétion
d’IL-8 induite par un traitement au TNF-a ou lors d’une infection a C. difficile chez des
cellules épithéliales intestinales in vitro (Boonma et al., 2014; Ren et al., 2013). Les
composants de la paroi bactérienne tels que 1’acide lipoteichoique chez L. plantarum réduisent
également la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-1B) par des
macrophages traités avec des extraits de peptidoglycane de Shigella flexneri (Kim et al.,
2011). D’autre part, en plus d’inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires,
certaines souches de probiotiques sont capables d’induire la production de cytokines anti-
inflammatoires. Ainsi Corr et al. ont démontré que plusieurs souches de lactobacilles et de

bifidobactéries €taient capables de réduire 1’inflammation au niveau de cellules épithéliales
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intestinales engendrée lors d’une infection a L. monocytogenes en diminuant les taux d’IL-8
produite et en augmentant les taux d’IL-10 sécrétée (Corr et al., 2007).

La réponse du systéme immunitaire induite par les probiotiques reste cependant
controversée. Bien que la majorité des études aient démontré une activité anti-inflammatoire
des souches de probiotiques (en diminuant la production de cytokines pro-inflammatoires ou
en induisant la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires), d’autres ont montré in vitro que
les lactobacilles étaient capables de stimuler la production de cytokines pro-inflammatoires
par les cellules immunitaires ; tel est le cas des souches Lactobacillus helveticus et L.
rhamnosus Lcr35 vis-a-vis de la sécrétion de TNF-a, d’IL-1B, d’IL-12, d’IL-23 et d’IL-2 par
les cellules dendritiques (Baba et al., 2009; Evrard et al., 2011; Guglielmetti et al., 2010).

Enfin, D’effet des probiotiques sur la sécrétion de cytokines pro- ou anti-
inflammatoires est strictement souche spécifique. En effet des souches d’une méme espéce
peuvent moduler différemment le profil cytokinique des cellules immunitaires. Ainsi, Drago
et ses collaborateurs ont démontré que parmi 4 souches de L. salivarius d’origine humaine,
deux étaient capables d’augmenter et deux autres de diminuer le ratio cytokines pro-/anti-
inflammatoires (IFN-y et IL-12 / IL-4 et IL-5) sécrétées par des macrophages humains (Drago
etal.,2010).

- Probiotiques et réponse immunitaire adaptative

Plusieurs études ont montré que les probiotiques peuvent orienter la polarisation des
lymphocytes T CD4+ vers une sous population inflammatoire (Thl), anti-inflammatoire
(Th2) ou régulatrice (Treg), et ceci de facon souche-dépendante. Ainsi, mis au contact in vitro
avec des lymphocytes T CD4+ isolés a partir de monocytes sanguins, Bifidobacterium
bifidum et B. infantis augmentent les taux d’IFN-y intracellulaires et extracellulaires
conduisant a une différenciation en sous population Thl (Niers et al., 2007). De fagon
similaire, la mise en contact de macrophages murins avec L. plantarum CJLP133 entraine une
augmentation de la production d’IL-12 (pro-Thl) et une diminution de la production d’IL-4
(pro-Th2), ce qui permet d’envisager un rdéle bénéfique des probiotiques dans la prévention
des allergies (Won et al., 2011).

Les probiotiques peuvent également induire une réponse de type Treg impliquée dans
I’induction de la tolérance périphérique et dans le contrdle de nombreuses pathologies
dysimmunitaires. L'administration d'un mélange de 5 souches de probiotiques a démontré son

efficacité dans le traitement d’inflammations (colite et dermatite atopique) induites
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Figure 18 : Biofilms de Lactobacillus.

A : Organisation spatiale de biofilms de différentes souches de Lactobacillus au cours du temps.
Un kit de coloration fluorescente a été utilisé afin de distinguer les bactéries vivantes (vertes -
Syto 9) des bactéries mortes (rouges - iodure de propidium) au sein des biofilms. D’apres Rieu
et al., 2014. B : Biofilms de 72h a L. reuteri CRL 1324 et L. rhamnosus CRL 1332 formés sur
lamelle en verre, en conditions statiques. D’apres Terraf et al., 2016.
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expérimentalement chez l'animal, en potentialisant la génération de lymphocytes Treg par les
cellules dendritiques tolérogenes (Kwon et al., 2010).

Enfin, certains probiotiques sont ¢galement capables d’induire la production
d’anticorps par les lymphocytes B notamment des immunoglobulines A (IgA) qui protegent
les épithéliums de la colonisation et/ou I’invasion de micro-organismes. Dans un modele
murin, I'administration orale et répétée d’une souche de L. casei augmente significativement
le nombre de cellules sécrétant des IgA au niveau de la lumicre intestinale (Galdeano &
Perdigon, 2006). De méme, 1’administration orale de lactobacilles (L. casei) ou de
bifidobactéries (B. bifidum + B. infantis, B. lactis), jointe a un stimulus infectieux (rotavirus,
STEC, E. coli) conduit a une augmentation des taux d’IgA intestinaux spécifiques des
pathogenes, quel que soit le modele animal (Ogawa et al., 2001; Qiao et al., 2002; Shu & Gill,
2001).

Malgré ces quelques observations, les mécanismes d’immunomodulation exercés par
les probiotiques, que ce soit au niveau de I'immunité innée ou adaptative, semblent étre

souche et dose-dépendants et restent pour la plupart a élucider.

- Propriétés spécifiques du mode de vie sessile

Bien que les données de la littérature soient encore modestes, le mode de vie sessile de
souches de lactobacilles (Figure 18) semble potentialiser leurs activités immunomodulatrices.
Il a ainsi été démontré qu’un surnageant de biofilm de Lactobacillus (L. casei, L. plantarum,
L. fermentum) diminuait in vitro la réponse inflammatoire de monocytes THP-1 induite lors
d’un traitement au LPS, en lien avec une sécrétion plus abondante de la protéine GroEL, par
rapport a un surnageant planctonique de la méme souche (Rieu et al., 2014). Une étude
récente a confirmé ces résultats, tout en démontrant une activité antimicrobienne spécifique
des surnageants de biofilms vis-a-vis de différents pathogeénes (E. coli, S. enterica et L.

monocytogenes) (Aoudia et al., 2016).
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3 INTERACTIONS MICROBIENNES AU SEIN DES BIOFILMS

La coexistence de multiples communautés microbiennes au sein des biofilms naturels
engendre inéluctablement des interactions intra- et inter-espeéces, et ce a travers des

phénomenes de coopération mais également de compétition.

3.1 Interactions coopératives

Divers comportements mutualistes de type coopération métabolique ou a visée
protectrice ont été décrits. Certaines especes bactériennes sont capables de modifier leur
microenvironnement local rendant ce dernier plus approprié pour la croissance d’autres
organismes, par exemple en modulant le pH, la concentration en oxygene ou encore en
produisant des métabolites pouvant servir de nutriments aux especes voisines (section 1.5.1)
(Nielsen et al., 2000; Stewart & Franklin, 2008). Ainsi, la dynamique d'une communauté
bactérienne constituée de 5 souches différentes (Clostridium straminisolvens, Clostridium sp.,
Pseudoxanthomonas sp., Brevibacillus sp. et Bordetella) est liée a la consommation
d’oxygene et a la neutralisation du pH environnant par les souches aérobies, qui créent ainsi
des conditions favorables au développement des organismes anaérobies qui, en retour,
fournissent les métabolites (acétate et glucose) indispensables a la survie du consortium (Kato
et al, 2005) (Figure 19). De telles interactions inter-espéces contribuent également a
I’augmentation de la virulence de micro-organismes lors d’infections polymicrobiennes ; une
co-culture du commensal Streptococcus gordonii avec le pathogéne opportuniste
Aggregatibacter actinomycetemcomitans favorise la virulence de ce dernier dans un modé¢le
infectieux d’abceés murin. En effet, S. gordonii fournit au pathogéne du L-lactate comme
source de carbone a travers la fermentation du glucose et augmente sa résistance face au
systéme immunitaire (Ramsey et al., 2011) (Figure 20).

Les bactéries sessiles sont mieux protégées vis-a-vis des agressions que leurs
homologues planctoniques et les interactions bactériennes inter-especes au sein de biofilms
sont en partie responsables de la résistance aux agents antimicrobiens (détergents,
antibiotiques) (Burmelle et al., 2006; Giaouris et al., 2013; van der Veen & Abee, 2011). Bien
que les mécanismes moléculaires mis en jeu ne soient pas définis, il est possible que
I’augmentation de « fitness » de biofilms mixtes soit due a une augmentation de la viscosité
de la matrice et a une réorganisation spatiale des bactéries. De plus, ces phénomenes de
résistance ne sont pas liés a la sélection d’especes résistantes mais plutdt a la coopération de

ces derniéres, capables de partager leurs mécanismes de défense individuels (sécrétion
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d’enzyme ou production d’une matrice extracellulaire) avec tous les membres de la
communauté (Lee e al., 2014). Enfin, des études ont mis en évidence que les taux de
transferts de génes au sein des biofilms étaient plus importants que ceux s’effectuant a 1’état
planctonique (Madsen ef al., 2012), la densité de population favorisant la dispersion de
plasmides par conjugaison (Molin & Tolker-Nielsen, 2003) et la libération d’ADN
extracellulaire étant impliquée dans les phénomenes de transformation (Hendrickx et al.,
2003; Li ef al., 2001). Une équipe allemande a récemment démontré 1’existence de transfert
de genes conférant des résistances aux antibiotiques (érythromycine et spectinomycine) entre
des bactéries mono-résistantes au sein de biofilms a Neisseria gonorrhoeae (Kouzel et al.,

2015).

3.2 Interactions compétitives

Deux stratégies de compétition sont largement employées dans le monde microbien.
La premiere appelée « exploitation compétitive » correspond a des interactions indirectes
entre les micro-organismes pour 1’utilisation de ressources présentes en quantités limitées. La
seconde, qualifi¢e d' « interférence compétitive » implique des interactions antagonistes
directes qui altérent la survie et I’accés aux niches écologiques ainsi qu’aux ressources

nutritives des compétiteurs.

3.2.1 Exploitations compétitives

La compétition pour une source de carbone est déterminante pour la survie ou le
maintien des différentes espéces au sein d’un biofilm. Par exemple, la présence de sucres de
type N-acetylglucosamine (GIcNAc) et glucosamine (GIcN) favorise I'émergence de
streptocoques oraux commensaux tels que S. gordonii au sein de biofilms, au dépend de
pathogenes responsables de la formation de caries tel que S. mutans, qui de plus, en présence
de ces carbohydrates, développe une moindre biomasse (Zeng ef al., 2016).

La production de sidérophores par des membres de la communauté de biofilm est
¢galement a 1’origine d’un phénomeéne d'exploitation. Ainsi, en présence de C. albicans au
sein d’un biofilm mixte, P. aeruginosa augmente sa capacité¢ de séquestration du fer a travers
une production accrue de pyoverdine (Trejo-Hernandez et al., 2014). En effet, ’addition de
fer dans le milieu de culture abolit cette production de pyoverdine, démontrant la spécificité

de cette réponse (Purschke et al., 2012).
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Figure 21 : Mod¢le de résistance de colonisation déployé par la communauté O-mix vis-a-
vis d’E. coli.

Mécanisme faisant intervenir la collaboration de 3 espéces bactériennes : S. saprophyticus (le
“Senseur”), S. infantis (le “Mediateur”) et S. sanguinis (le “tueur”). En absence d’envahisseur
exogene, S. infantis inhibe la production d’H,O, par S. sanguinis. Aprés détection d’E. coli via
ses lipopolysaccharides (LPS), S. saprophyticus produit des signaux diffusibles, reconnus par S.
infantis. Ce dernier, non seulement leve sa repression sur la production d’H,O, par S. sanguinis
mais stimule également sa capacité a en produire. Les taux d’H,O, élévés ainsi obtenus exercent
un effet inhibiteur vis-a-vis d’E.coli. D’apres He et al., 2014.
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3.2.2 Interférences compétitives

Les interférences bactériennes sont présentes a différents niveaux du développement
du biofilm; elles peuvent affecter 1’adhésion initiale et/ou la maturation via des phénomenes
d’exclusion et de compétition, modifier la composition de la matrice ou favoriser la dispersion

des bactéries.

- Inhibition de la croissance

Certaines especes bactériennes peuvent inhiber la croissance de compétiteurs via la
production de métabolites toxiques et ainsi réguler les niveaux respectifs des populations
bactériennes au sein d’une niche écologique. A titre d'exemple, la communauté microbienne
orale (O-mix) est capable in vitro de restreindre une colonisation ultérieure par des souches
d’E. coli via une reconnaissance de leur lipopolysaccharide de surface (LPS) et une
surproduction de peroxyde d’hydrogene (H,0,) aboutissant a la lyse de ces micro-organismes
exogenes (He er al., 2010). Les mécanismes sous-jacents ont récemment été identifiés : il
s’agit d'un processus coordonné de 3 especes bactériennes commensales (Staphylococcus
saprophyticus, Streptococcus infantis et Streptococcus sanguinis) agissant respectivement
comme « senseur », « médiateur » et « tueur » (He et al., 2014) (Figure 21).

Un autre exemple est celui de la communauté bactérienne complexe retrouvée au
niveau de la plaque dentaire ou un dialogue moléculaire s’établit entre différentes souches
commensales et pathogénes de streptocoques. Par exemple, S. sanguinis et S. gordonii
inhibent le pathogeéne S. mutans via la production de H,O, (Kreth ef al., 2008). De plus, le
commensal Streptococcus oligofermentans est capable de réduire 1’incidence des caries
causées par S. mutans via une stratégie de contre-offensive en utilisant 1’acide lactique produit
par S. mutans pour générer du peroxyde d’hydrogeéne, qui a son tour inhibe le développement
de S. mutans (Tong et al., 2007a) (Figure 22).

La grande majorité des bactéries sécrete également des substances antimicrobiennes
ou bactériocines qui, en perméabilisant les membranes ou en interférant avec des enzymes
essentielles (Figure 16), inhibent la croissance bactérienne ou entraine la lyse cellulaire. Ainsi,
la nisine A et la lacticine Q produites par L. /actis, la sonorensine produite par Bacillus
sonorensis ou encore la colicine R spécifiquement sécrétée au sein de biofilm par E. coli, ont
démontré leur tres grande efficacité vis-a-vis des bactéries sessiles (Chopra ef al., 2015;
Okuda et al., 2013; Rendueles er al., 2014). D’autres bactériocines ont été retrouvées
uniquement au sein de biofilms, telles la mutacine I de S. mutans (Qi et al., 2000) (Figure 22)

ou la bacitracine produite par Bacillus licheniformis (Yan et al., 2003) hypothétiquement en
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Figure 22 : Illustration des interactions inter-espéces au sein de communautés
microbiennes orales.

Roles des produits métaboliques ainsi que des bactériocines dans les interactions de S. mutans
avec S. gordonii, S. sanguinis et S. oligofermentans au sein d’un biofilm. La bactériocine
(mutacine) produite par S. mutans inhibe la croissance des souches S. sanguinis et S. gordonii.
L’acide lactique, capable d’inhiber la prolifération de diverses especes anaérobies, a récemment
été décrit comme substrat pour S. oligofermentans pour la production d’H,0,. Ce composé,
également produit par S. sanguinis et S. gordonii, inhibe la croissance de S. mutans. S. gordonii
et S. salivarius inhibent la production de mutacine en réduisant les taux du facteur CSP
(competence-stimulating peptide). S. salivarius produit une exo-f-D-fructosidase (FruA) qui
dégrade le sucrose, un substrat impliqué dans la formation de la matrice extracellulaire des
biofilms chez S. mutans. Kreth et al., 2005a,b, Tong et al., 2007a, Kreth et al., 2008, Tamura et
al., 2009, Ogawa et al., 2011. Adapté de Kuramitsu et al., 2007.
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Figure 23 : Représentation schématique des 3 voies de signalisation du quorum-sensing.

A : le systtme LuxI/LuxR chez les bactéries a Gram-négatif (spheres; acylhomosérines
lactones), B : le systtme AIP chez les bactéries a Gram-positif (formes liées; acides aminés ou
petits peptides), C : le systéme LuxS/Lsr chez les bactéries a Gram-négatif et Gram-positif
(spheres; R-THMF (2R,4S)-2-methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetrahydrofuran). D’aprés Raffa et al.,
2005.
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lien avec I’accumulation de composés et la forte densité cellulaire retrouvées au sein de ces

communautés.

- Inhibition de la communication cellulaire

Le quorum-sensing (QS) est un processus par lequel les bactéries produisent et
détectent des molécules signal et coordonnent ainsi leur comportement en fonction de la
densité cellulaire. Trois systemes de QS ont été identifiés: le systéme des acylhomosérines
lactones (AHL) chez les bactéries a Gram-négatif, le systtme de peptides autoinducteurs
(autoinducer peptide, AIP) chez les bactéries a Gram-positif et le systéme universel
d’autoinducteurs 2 (autoinducer-2, Al-2) (Figure 23). Apres avoir traversé la membrane, les
molécules signal AHL sont détectées dans le cytoplasme par une protéine LuxR, qui en
présence de ligand agit comme un activateur transcriptionnel de génes cibles (Fetzner, 2015).
Le systtme de quorum-sensing des bactéries a Gram-positif consiste en la synthese d’AIP
(acides aminés ou petits peptides) tels que Agr ou ceux stimulant ’ARN polymérase III
(RAP) chez S. aureus (Korem et al., 2003). La liaison des AIP a un récepteur de surface
couplé a une protéine kinase entraine une cascade de phosphorylation de régulateurs de
réponses, menant a I’activation de la transcription de génes cibles. Le troisiéme systéme de
quorum-sensing dépend de la synthése d’Al-2 par ’enzyme LuxS. Bien que les génes codant
LuxS ainsi que les récepteurs d’Al-2 soient retrouvés dans divers génomes, notamment celui
de K. pneumoniae (Pereira et al., 2009; Rezzonico et al., 2012), les récepteurs d’Al-2 et les
systemes de transduction de signal ont seulement été décrits chez Vibrio spp., S. enterica et E.
coli (Pereira et al., 2013). Alors que chez Vibrio spp la liaison des AI-2 (S-THMF : 3A-
methyl-5,6-dihydro-furo(2,3-D)(1,3,2)dioxaborole-2,2,6, 6A-tetraol) a la protéine LuxP, un
récepteur périplasmique homologue a LuxR, entraine une transduction de signal similaire a
celles des AIPs, chez S. enterica et E. coli, les Al-2 extracellulaires (R-THMF : (2R,4S)-2-
methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetrahydrofuran) sont internalisés dans la cellule grace au
transporteur Lsr et modulent 1’expression des opérons s (Vendeville et al., 2005) (Figure
24).

La signalisation faisant intervenir les Al-2 joue un réle important dans la formation de
biofilm par diverses especes bactériennes. Il a été démontré au laboratoire que la production
d’Al-2 par K. pneumoniae influence la phase initiale de formation de son biofilm (Balestrino
et al., 2005). L’addition d’Al-2 dans le milieu de culture d’E. coli augmente les taux d’Al-2
phosphorylés par la kinase LsrK, ce qui stimule la formation de biofilm ainsi que la motilité

bactérienne (Gonzalez Barrios ef al., 2006). Parallelement, I’inactivation du répresseur
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Figure 24 : Modéle pour la détection, I'absorption et la signalisation des AI-2 via le systeme
Lsr chez E. coli.

A : Durant les phases précoces de croissance, les taux d’Al-2 extracellulaires sont faibles. La
répression transcriptionnelle par LsrR est active, I’expression du sytéme Lsr est inhibée. B :
Lors de la phase exponentielle de croissance, les concentrations en AI-2 extracellulaires
augmentent, I’absorption initiale s’effectue, les Al-2 importés sont phosphorylés (P-AlI-2) par la
kinase LsrK. La liaison des P-Al-2 a LsrR entraine la dé-répression des 2 opérons /s C : En
phase stationnaire de croissance, le mécanisme de transport des AI-2 dépendant du systeme Lsr
est activé. Les AI-2 lient le récepteur périplasmique LsrB puis sont internalisés par le
transporteur Lsr formé par 2 protéines transmembranaires (LsrC et LsrD) et la protéine liant
I’ATP (LsrA). Un rétrocontrdle positif se met ainsi en place a travers 1’augmentation de la
production d’P-Al-2, ce qui en retour favorise I’expression du systeéme Lsr . D’apres Pereira et
al.,2013.



Interactions microbiennes au sein des biofilms Introduction bibliographique

transcriptionnel de 1’opéron Lsr (LsrR) entraine une augmentation de la biomasse de biofilm a
E. coli en lien avec une augmentation des AI-2 intracellulaires (Li et al., 2007). De plus, le
systtme LuxS est requis dans la formation de biofilms mixtes par S. gordonii et
Porphyromonas gingivalis (McNab et al., 2003). L analyse phénotypique des mutants délétés
de luxsS, IsrC et IsrD (genes codant les transporteur d’Al-2) et /srB (gene codant le récepteur
des Al-2) a permis de confirmer le role du systtme de quorum-sensing Al-2 dans la régulation
de la formation de biofilm chez Salmonella Typhimurium, K. pneumoniae et A.
actinomycetemcomitans (De Araujo et al., 2010; Keersmaecker et al., 2005; Shao et al.,

2007).

De nombreuses bactéries ont développé des mécanismes de dégradation ou de
modification d’activité des molécules du quorum-sensing. Le systeme AHL est ainsi la cible
d’enzymes (AHL lactonases, AHL acylases ou encore AHL oxydoréductase) synthétisées par
diverses especes bactériennes, qui en altérant ces messagers perturbent la formation du
biofilm. C'est le cas de I’AHL lactonase (AiiA) produite par Bacillus cereus qui inhibe la
formation de biofilm chez V. cholerae (Augustine et al., 2010; Fetzner, 2015). Au sein de
biofilms mixtes, la production d’indole par E. coli lui permet d’étre compétitif vis-a-vis de P.
aeruginosa en inhibant la signalisation AHL de ce dernier (Chu et al, 2012).
L’environnement buccal fournit plusieurs exemples d’enzymes sécrétées inhibant les signaux
de communication au sein de communautés polymicrobiennes. Ainsi des streptocoques tels
que S. gordonii et S. salivarius sont capables de sécréter des enzymes de dégradation qui
inactivent le peptide signal CSP (competence-stimulating peptide) indispensable a la

formation de biofilm chez S. mutans (Tamura et al., 2009; Wang et al., 2011) (Figure 22).

- Altération de I'adhésion initiale

Certains mécanismes interférent avec la premicre étape de formation de biofilm et
impliquent différentes stratégies telles que la sécrétion de molécules modifiant les propriétés
physico-chimiques de surface ou [I’inhibition transcriptionnelle de facteurs d’adhésion
bactériens.

Les molécules sécrétées sont de nature diverse : glycolipides, rhamnolipides,
lipopeptides, polysaccharides, phospholipides ou encore acides gras (Sambanthamoorthy et
al., 2014) et elles agissent en tant que biosurfactants en conditionnant les surfaces des
cellules microbiennes, les interfaces et les surfaces avec lesquelles les micro-organismes

interagissent (Banat et al., 2014). Ainsi, la production de surfactine par B. subtilis permet de
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réduire la colonisation de surfaces en acier ou en polypropyléne par des agents pathogenes
alimentaires (L. monocytogenes, Enterobacter sakazakii et Salmonella enteritidis) (Nitschke
et al., 2009). D’autres especes telles que Kingella kingae, E. coli, P. aeruginosa,
Streptococcus phocae ou B. licheniformis présentent un large spectre de propriétés anti-
biofilm a travers la sécrétion d’exopolysaccharides extracellulaires (Bendaoud et al., 2011;
Kanmani et al., 2011; Qin et al., 2009; Sayem et al., 2011; Valle et al., 2006). D’autre part,
deux exopolysaccharides (Ecl11p et Ec300p) composés de glucose, mannose, galactose et
acide glucuronique, spécifiquement produits au sein de biofilm a E. coli ont été décrits
comme inhibant la formation de biofilm par des bactéries a Gram-positif (S. aureus, S.
epidermidis et E. faecalis) mais pas ceux de bactéries a Gram-négatif (K. pneumoniae, E. coli,
Enterobacter cloacae et P. aeruginosa) (Rendueles et al., 2011). Deux études récentes ont
mis en évidence le role de polysaccharides capsulaires produits par Actinobacillus
pleuropneumoniae et par K. pneumoniae dans 1’inhibition de la formation de biofilm d’un
grand nombre d’especes bactériennes (Karwacki ef al., 2013; Dos Santos Goncalves et al.,
2014). Certains polysaccharides agissent non seulement en inhibant la fixation initiale mais
peuvent également induire la dispersion de biofilms formés ; c'est le cas de
l'exopolysaccharide produit par la bactérie marine Vibrio vis-a-vis de biofilms formés par P.
aeruginosa ou S. aureus, qui agit en inhibant les interactions cellule-cellule et/ou cellule-
surface (Jiang et al., 2011).

A travers la sécrétion de compos€s dans le milieu extracellulaire, les bactéries sont
¢galement capables de modifier I’expression de génes de leurs compétiteurs. Par exemple, le
surnageant de culture de P. aeruginosa altére le développement d’un biofilm a C. albicans, en
diminuant 1’expression de génes fongiques codant des structures de surface associées aux
phénomenes d’adhésion et de formation de biofilm, mais aussi en augmentant l'expression
d’une protéine (YWP1) de Candida qui joue un réle inhibiteur dans la formation de son
propre biofilm (Holcombe et al., 2010). De plus, en agissant comme effecteur, I’arginine
déiminase (ArcA) sécrétée par Streptococcus induit une signalisation menant a 1’inhibition de
I’expression de geénes codant les sous unités majeures de deux fimbriae (FimA et Mfal) requis
dans I’attachement et le développement de biofilm par P. gingivalis (Christopher et al., 2010;
Wu & Xie, 2010).

Enfin, I’inhibition du processus d’adhésion peut étre médiée par la dégradation de

récepteurs. Ainsi, la serine protéase Esp sécrétée par S. epidermidis dégrade des récepteurs
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protéiques (e.g., fibronectine, fibrinogene et vitronectine) reconnus par S. aureus et impliqués

dans les interactions hote/pathogeéne et la colonisation de surfaces (Sugimoto et al., 2013).

- Modulation de la qualité et de l’intégrité du biofilm

Modification de la matrice : Comme vu précédemment, la matrice extracellulaire est
un ¢élément important impliqué dans la cohésion et la structure des biofilms, agissant comme
une barriere protectrice vis-a-vis d’agressions physiques ou chimiques (Flemming &
Wingender, 2010). Certaines bactéries inhibent sa formation, telle S. salivarius qui, en
produisant une exo-f-D-fructosidase (FruA) est capable de dégrader le sucrose - un substrat
important pour la syntheése des exopolysaccharides de la matrice - et donc a terme inhibe le
développement de biofilm par d’autres bactéries de la flore microbienne orale, notamment par
S. mutans (Ogawa et al., 2011) (Figure 22). Enfin, la protéine extracellulaire (BL-DZ1)
produite par B. licheniformis est capable d'inhiber la formation de biofilms par P. aeruginosa,
C. albicans et Bacillus pumilus en réduisant la production de substances exopolymériques
(EPS) (Dusane et al., 2013).

D’autres bactéries produisent des enzymes capables de dégrader la matrice des
biofilms en ciblant ses composants (exopolysaccharides, acides nucléiques ou protéines),
menant in fine a une fragilisation du biofilm. La dispersine B produite par A.
actinomycetemcomitans fut la premicre décrite ; elle est capable de disperser un biofilm
préformé de S. epidermidis en hydrolysant son adhésine polysaccharidique intercellulaire
(Poly-B-1,6-N-acetylglucosamine (PNAGQG)) (Kaplan ef al., 2004).

D’autre part, le role de nucléases (DNase) a également été décrit dans les phénomenes
de dispersion de biofilms a travers la dégradation des acides nucléiques de la matrice
extracellulaire. La bactérie marine B. licheniformis sécréte une DNase (NucB) dont I'action
sur des biofilms de bactéries a Gram-négatif et Gram-positif induit une dispersion rapide
d’agrégats cellulaires (Nijland et al., 2010). Des effets similaires ont été¢ observés avec la
nucléase NUC1 de S. aureus vis-a-vis de biofilms constitués par P. aeruginosa, A.
pleuropneumoniae ou Haemophilus parasuis (Tang et al., 2011).

Les protéines de la matrice sont également des cibles privilégiées pour déstabiliser les
biofilms. Ainsi, S. epidermidis inhibe la formation de biofilm mais agit également sur des
biofilms préformés par S. aureus in vitro, via la production d’une sérine protéase (Esp) qui
dégrade les composants protéiques de la matrice de S. aureus sans affecter sa croissance

(Sugimoto et al., 2013). Une étude clinique a démontré que I’inoculation d’extraits purifiés
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Figure 25 : Observations au microscope optique du phénomeéne de dispersion de biofilms
matures formés par P. aeruginosa par I’ajout de surnageant de culture de P. aeruginosa et
d’acide cis-2-decanoique.

Biofilms de 6 jours formés dans un systeme expérimental en flux continu (flow-cell). A :
I’addition de surnageant de culture (SN) de P. aeruginosa entraine une désintrégration du
biofilm dés 7 minutes de traitement et une destruction totale aprés 30 minutes d’exposition. B :
I’ajout d’acide cis-2-decanoique synthétique (cis-DA) (10uM) entraine une détérioration du
biofilm aprés 11 minutes de traitement puis une dissolution totale aprés 30 minutes d’exposition.
Davies & Marques, 2009.
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d’Esp au niveau des cavités nasales de volontaires sains entrainait une diminution de

colonisation par S. aureus de cette méme muqueuse (Iwase et al., 2010).

Induction de la dispersion : La dispersion, dernicre étape dans le cycle d’un biofilm,
résulte de la mort cellulaire, de ’induction de la mobilité cellulaire, de la production
d’enzymes dégradant la matrice (comme vu précédemment) ou encore de la production de
surfactants (Karatan & Watnick, 2009).

Plusieurs signaux diffusibles capables de déclencher la dispersion d’un biofilm chez
différentes espeéces bactériennes ont été décrits. L’implication de 1’acide cis-2-decanoique,
messager produit par P. aeruginosa, a largement été documentée dans la dispersion de son
propre biofilm mais également de ceux formés par diverses bactéries a Gram-positif et a
Gram-négatif (E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, Streptococcus pyogenes, B. subtilis,
S. aureus, C. albicans, Propionibacterium acnes, Actinomyces naeslundii, L. casei et S.
mutans) (Davies & Marques, 2009; Marques ef al., 2015) (Figure 25). A travers la production
de rhamnolipides, P. aeruginosa est également capable de médier le détachement de biofilms
préformés par Bordetella bronchiseptica, B. subtilis, S. aureus et Micrococcus luteus (Irie et
al., 2005; Quinn et al., 2013). Ces rhamnolipides sont également capables de disperser le
propre biofilm de P. aeruginosa (Boles et al., 2005). Récemment, il a été démontré que des
rhamnolipides produits par Burkholderia thailandensis dispersaient des biofilms préformés
par B. subtilis (De Rienzo & Martin, 2016).

Le monoxyde d’azote (NO), produit dans les couches profondes de biofilms en
condition anaérobie, est un autre agent de dispersion décrit dans la littérature. En stimulant
I’expression d’une phosphodiestérase qui dégrade le c-di-GMP intracellulaire, il permet le
déclenchement in fine du mécanisme de dispersion de biofilms mono- et multi-especes
(Barraud et al., 2009a, b).

De plus, les D-amino acides synthétisés par de nombreuses bactéries lors des phases
de croissance tardive (phase stationnaire planctonique et biofilm) (Lam et al., 2009) sont
capables de disperser des biofilms bactériens (Kolodkin-Gal et al., 2010). Bien qu’il s’agisse
probablement d’un processus d’auto-dispersion utilisé par B. subtilis, ’addition exogéne de
D-amino acides permet cependant de désintégrer des biofilms d’autres espéces bactériennes

telles que S. aureus et P. aeruginosa (Kolodkin-Gal et al., 2010; Sanchez et al., 2013).
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Lactobacillus brevis Prevotella melaninogenica L. brevis + P. melaninogenica

Figure 26 : Observations en microscopie confocale de biofilms formés par Lactobacillus
brevis et Prevotella melaninogenica.

A et B : Biofilm mono-espece. C : Biofilm mixte formé par les deux souches; en haut a gauche
superposition des images de biofilm formé par P. melaninogenica (en haut a droite) et de biofilm
formé par L. brevis (en bas a gauche). Les biofilms de 24h ont été marqués avec un kit (Live
BacLightTM/Bacterial Gram Stain Kit) permettant de distinguer les bactéries a Gram-positif (en
rouge - hexidium iodide) des bactéries a Gram-négatif (en vert - Syto9). D’apres Vuotto et al.,
2014a.
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3.2.3 Activité anti-biofilm des probiotiques

L’utilisation de probiotiques comme stratégie alternative pour le controle de la
formation de biofilm a récemment émergé, en lien avec les difficultés d'éradication des
biofilms par des stratégies thérapeutiques classiques et le regain d'intérét pour les bactéries
dites bénéfiques. Les mécanismes mis en jeu sont de plusieurs ordres : phénomenes de
compétition, capacités de co-agrégation, production de molécules "anti-biofilm" ou
modifications transcriptionnelles altérant in fine 1’adhésion bactérienne initiale (grande
majorité des études réalisées) et/ou favorisant la dispersion de biofilm. Comme toutes les
autres caractéristiques des bactéries probiotiques, les activités anti-biofilm décrites a ce jour

sont indépendantes de I’espece mais souche spécifique (Vuotto et al., 2014b).

- Phénomenes de compétition

Une étude récente a démontré que L. paracasei et L. rhamnosus pouvaient
concurrencer in vitro le processus d'adhésion mais également provoquer la dispersion de
biofilms formés par le pathogéne L. monocytogenes (Woo & Ahn, 2013). De plus, les fortes
capacités d’adhésion de L. brevis a des surfaces abiotiques lui permettent de dominer
Prevotella melaninogenica au sein d’un biofilm mixte, conduisant a la disparition de ce

dernier du biofilm (Vuotto ef al., 2014a) (Figure 26).

- Co-agrégation

Certains Lactobacillus sont capables d'interagir physiquement avec différentes
bactéries a Gram-négatif ou Gram-positif incluant E. coli, Streptococcus agalactiae, S.
epidermidis, S. aureus (Ekmekei et al., 2009; De Gregorio et al., 2014; McGroarty & Reid,
1988), ce qui contribue vraisemblablement a la rétention et au rapprochement des espéces au
sein des biofilms mixtes. Cette proximité permet aux probiotiques de créer un environnement
hostile via la sécrétion de composés acides et antimicrobiens, ce qui entraine une réduction de
croissance ou de viabilité des pathogénes mais également une perturbation de I’intégrité et de
I’architecture des biofilms (Comelli ez al., 2002; McMillan et al., 2011; Saunders et al.,
2007). Cette propriété de co-agrégation n'est pas limitée aux membres du genre Lactobacillus,
puisque certaines souches de bifidobactéries (B. adolescentis) peuvent également exercer cet
effet vis-a-vis de Fusobacterium nucleatum, pathogéne opportuniste membre de la

communauté bactérienne présent au niveau de la plaque dentaire (Nagaoka et al., 2008).

46






Interactions microbiennes au sein des biofilms Introduction bibliographique

- Production de biosurfactants

Bien que la nature chimique des biosurfactants produits par les bactéries bénéfiques
soit rarement caractérisée, ils entrainent des modifications de surface conduisant a ’inhibition
de la formation de biofilm. C'est le cas de celui produit par S. thermophilus qui provoque in
vitro une réduction des taux de colonisation de matériel médical des pathogenes Rothia
dentocariosa, S. aureus, S. epidermidis et S. salivarius (Rodrigues et al., 2006). Une autre
étude a démontré la capacité de biosurfactants sécrétés par L. acidophilus a inhiber le
développement mais aussi a induire la dispersion de biofilm a Staphylococcus (Walencka et
al., 2008). Plus récemment, des molécules tensioactives a activité anti-biofilm (inhibant a la
fois I’adhésion, la formation de biofilm et promouvant la dispersion de biofilms préformés)
ont été identifiées chez Lactobacillus jensenii et L. rhamnosus ; elle sont capables d'exercer
cette activité vis-a-vis de plusieurs pathogenes rencontrés en santé¢ humaine : A. baumannii, E.
coli et S. aureus (Sambanthamoorthy et al., 2014). De plus, en lien avec la sécrétion de
surfactant principalement composé de protéines, L. acidophilus est capable d’interférer avec
I’adhésion et la formation de biofilm par plusieurs souches du pathogéne opportuniste
Serratia marcescens (Shokouhfard et al., 2015).

Si les exopolysaccharides bactériens participent a la formation, a la cohésion et a la
stabilisation de nombreux biofilms, ils peuvent également étre impliqués dans des processus
d’inhibition de leur formation. Tel est le cas d’un polysaccharide (non identifi¢) sécrété par L.
acidophilus A4 vis-a-vis de biofilms a E. coli, Salmonella sp., Yersinia enterocolitica, P.
aeruginosa, L. monocytogenes et B. cereus (Kim et al., 2009). De maniére similaire, des
hétéropolymeres composés de galactose, glucose, fructose et mannose purifiés a partir de
surnageants de culture de L. plantarum et L. helveticus, sont capables in vitro d'inhiber
I’adhésion de pathogeénes appartenant aux genres Escherichia, Shigella, Staphylococcus,
Salmonella et Pseudomonas a des surfaces abiotiques, vraisemblablement en agissant en tant
que biosurfactant (via le conditionnement des surfaces cellulaires microbiennes et des
surfaces support) ou en régulant I’expression de génes importants dans le développement d’un

biofilm (Li ez al., 2014; Wang et al., 2015a).

- Modifications transcriptionnelles

Les effets anti-biofilm peuvent également étre liés a des modifications d'expression de
genes codant des adhésines ou des enzymes impliquées dans la formation de biofilm. Kim et
al. ont ainsi décrit un exopolysaccharide sécrété par L. acidophilus A4 capable de contréler la

formation de biofilm a E. coli 0157:H7 a travers I’inhibition de la production de curli par ce
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pathogene (Kim et al., 2009). De plus, les surnageants de culture de L. rhamnosus GR-1 et L.
reuteri RC-14 altérent la structure d’un biofilm a Candida glabrata en induisant une
diminution d’expression des geénes EPA6 et YAKI, codant respectivement une adhésine
impliquée dans le développement de biofilm et son régulateur transcriptionnel (Chew et al.,
2015).

L’adhésion bactérienne de S. mutans, étape initiale dans la formation de biofilm a la
surface des dents, implique des exopolysaccharides dont la synthése nécessite 1'intervention
de différentes enzymes, glucosyltransférases et fructosyltransférases. Plusieurs auteurs ont
démontré que la production de biosurfactants par des souches de Lactobacillus (L. salivarius,
L. reuteri, L. casei, L. acidophilus) inhibe 1’expression des genes codant ces enzymes et limite
donc la capacité de ces Streptocoques a former des biofilms (Salehi ef al., 2014; Savabi et al.,

2014; Tahmourespour et al., 2011; Wu et al., 2015).
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Reésultats

INTRODUCTION

Les difficultés rencontrées dans la prévention et 1’élimination de biofilms microbiens
par des stratégies anti-infectieuses conventionnelles ont encouragé le développement de
nouvelles approches spécifiques, inspirées des interactions naturelles ayant lieu au sein de ces
communautés. Dans cette optique, 'utilisation de bactéries bénéfiques pour lutter contre la

formation de biofilms indésirables représente une stratégie thérapeutique innovante.

L’objectif général de ce travail de these avait pour but d’identifier des bactéries
capables d'exercer des activités anti-biofilm ciblées contre des pathogenes opportunistes,
notamment au sein du genre Lactobacillus représentant majeur des bactéries bénéfiques. La
compréhension des mécanismes mis en jeu ainsi que le réle de l'organisme hote faisaient
¢galement partie de nos objectifs initiaux. Nous avons pour cela choisi comme cibles d'un
effet anti-biofilm deux bactéries pathogeénes opportunistes, Klebsiella pneumoniae (bacilles a
Gram-négatif) et Staphylococcus epidermidis (coque a Gram-positif), responsables
d’infections nosocomiales, et connues pour leur capacité a former des biofilms sur surfaces
biotiques (peau, appareils respiratoire et urinaire) et abiotiques (dispositifs médicaux : sondes,

cathéters, prothéses).

La premicére partie des travaux a consisté en I’identification d’une activité anti-biofilm
a partir de surnageants de culture neutralisés de Lactobacillus. Au terme de cette premicre
étape, une souche a été sélectionnée, Lactobacillus plantarum CIRM653, et c'est avec cette
souche particuliére que nous avons abordé la caractérisation des mécanismes mis en jeu via
des modeles expérimentaux in vitro et in vivo, en se focalisant sur le pathogeéne K.
pneumoniae. Nous avons pour ceci utilis¢ différents modéles de formation de biofilm, en
conditions statiques et dynamiques, sur surfaces abiotiques et biotiques, utilisant soit la
bactérie Lactobacillus entiére soit son surnageant de culture.

Peu de données sont disponibles concernant la nature chimique des métabolites
produits et les mécanismes d’action anti-biofilm des lactobacilles, raison pour laquelle il nous
a paru intéressant d’approfondir les mécanismes mis en jeu avec la souche L. plantarum
CIRM653. Pour cela, nous avons choisi une approche moléculaire, en étudiant son influence
sur I’expression de genes de K. pneumoniae impliqués dans les processus d'adhésion et de

colonisation.
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Reésultats

Ces analyses in vitro ont été complétées par l'observation du comportement de ce
Lactobacillus vis-a-vis de K. pneumoniae dans un modele murin de colonisation intestinale
car la colonisation du tube digestif par ce pathogene, un phénomeéne validé sur le plan
expérimental et qui correspond a une réalité clinique, correspond vraisemblablement a son
insertion au sein du microbiote sous forme de biofilm.

Enfin, dans une derniére étape, et parce que les interactions entre une bactérie
bénéfique et un pathogeéne peuvent étre modulées par 'organisme hote, nous avons initié
I'étude de la réponse de 1’hdte et plus particulierement la réponse cytokinique de cellules

épithéliales intestinales et pulmonaires au contact de L. plantarum et K. pneumoniae.

Si au terme de ces travaux, nous n’avons pas répondu complétement aux questions
initiales, a savoir quel est le mécanisme anti-biofilm de Lactobacillus, 1’ensemble des données
présentées contribue au développement d’une approche conceptuelle originale qui prend en

compte les interactions microbiennes.
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Abstract

Biofilms confer advantages to microorganisms including a great ability to resist exogenous
stress. Conventional strategies to prevent or remove biofilms are poorly effective and this
field needs new approaches. In this study, the anti-biofilm activity of 140 neutralized
Lactobacillus supernatants was assessed against Klebsiella pneumoniae. Among the 31 strains
whose supernatant significantly impaired biofilm formation, Lactobacillus plantarum
CIRM653 was selected because it was also able to impair K. pneumoniae preformed biofilm,
independently of a bactericidal effect. Mixed biofilms had reduced tridimensional structures
associated with a significant decrease in K. pneumoniae biomass. Incubation in L. plantarum
CIRM653 supernatant induced transcriptional modifications of K. pneumoniae biofilm-related
genes, including down-regulation of the quorum sensing-related /s» operons and over-
expression of type 3 pili structure genes. Increased production of type 3 pili was validated by
Western-blot, hemagglutination and adhesion assays. Since biofilm characteristics can be
applied to microbiota, L. plantarum CIRM653 activity against K. pneumoniae was assessed in
a murine intestinal colonization model: a constant fecal pathogen burden was observed, as
against a gradual decrease in the control group. In vitro Lactobacillus anti-biofilm activity
leading to dispersal of highly adherent aggregates of K. pneumoniae could in vivo increase the

pathogen’s capacity to colonize its environment.
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Introduction

Biofilms are multiple-species communities enclosed in a self-synthetized polymeric matrix,
attached to biotic or abiotic surfaces (Donlan and Costerton, 2002). They are considered to be
the prevalent lifestyle for microorganisms in nature, and sessile cells frequently express
different phenotypes from their non-adherent counterparts, with a high capacity to colonize
different abiotic (Abdallah et al., 2014) and biotic surfaces (Macfarlane and Dillon, 2007;
Vos, 2015). Biofilm formation is therefore a major problem in many fields, ranging from
marine biocorrosion and biofouling (Dang and Lovell, 2016) to clinical settings (Lebeaux e?
al., 2014; Miquel et al., 2016). In addition, sessile bacteria have a high tolerance to exogenous
stress, due to impaired penetration of active molecules, the multiplicity and heterogeneity of
microorganisms that make up the biofilm (Mah and O’Toole, 2001) and the presence of
dormant persister cells (Lewis, 2012; Conlon et al., 2015).

Natural biofilms are composed of polymicrobial communities in which members coexist and
compete for limited space and nutrients (Rendueles and Ghigo, 2015). Better knowledge of
these interactions would help develop a new and specific approach to eradicate biofilm,
defined as “a natural or induced process, leading to reduction of bacterial biomass through the
alteration of biofilm formation, integrity and/or quality” (Miquel ef al., 2016). Different
bacterial strategies capable of influencing the dynamics of microbial communities have been
implemented, such as the production of molecules impairing initial bacterial adhesion
(Rendueles et al., 2011) or the promotion of bacterial dispersion (Jiang et al., 2011). The
mechanisms of competition within biofilms have been mainly investigated with pathogenic
bacteria but some recent studies have looked at interactions involving beneficial bacteria. For
instance, different Lactobacillus strains, which have generally recognized as safe (GRAS)
status, exert anti-biofilm activity against pathogens (Walencka et al., 2008; Sikorska and
Smoragiewicz, 2013; Alexandre et al., 2014; Vuotto et al., 2014; Wu et al., 2015; James et
al., 2016; Matsubara et al., 2016). Their anti-biofilm strategies have been linked to the
production of bactericidal molecules, inhibition of pathogen initial adhesion by competitive
exclusion and/or displacement from its binding sites against a wide range of Gram-positive
and -negative bacteria (Prince et al., 2012; Zhang et al., 2012; Abedi et al., 2013; Castro et
al.,2013; Lin et al., 2015). Such effects are mostly attributed to the release of components by
Lactobacilli, mainly surfactants, able to impair the adhesion of pathogens (Li et al., 2014;

Sambanthamoorthy et al., 2014; Shokouhfard et al., 2015; Wang et al., 2015) and/or to
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Figure 27 : Classification of Lactobacilli supernatants according to their anti-biofilm
activity against K. pneumoniae CH1034.

Results are expressed as a percentage of biofilm biomass, + standard error of the mean (SEM)
(n=3), after culture in Lactobacillus supernatants compared to BHI medium (100%); ns: no

significant difference; * P <0.05.

Table 4 : K. pneumoniae CH1034 growth rates in BHI medium (control condition) and in

Lactobacilli supernatant (Sn).

umax corresponds to the maximum specific growth rate (h''), + standard error of the mean

(SEM) (n=3).

ALLECTLTTRLER TR

Lactobacillus supernatant

pmax SEM P

BHI medium 3.172 +/-0.107 -
L. zeae CIRM524 Sn 2.653 +/-0.031 0.0035
L. delbrueckii CIRM267 Sn 3.256 +/-0.285 0.9246
L. delbrueckii CIRM268 Sn 3.124 +/-0.109 0.8070
L. plantarum CIRM653 Sn 3.091 +/-0.169 0.7426
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disturb pathogen biofilm development at a transcriptional level (Chew ef al., 2015). However,
these results are all strain-, species- and origin-specific. Owing to their diversity, the
modulation of the microbial ecology of biofilms by Lactobacillus strains is therefore likely to
represent a major source of innovative strategies.

In the present study, we looked for Lactobacillus strains with anti-biofilm activity by
analyzing the capacity of a large panel of strains (140 strains, 44 different species) to inhibit,
independently of any growth impairment, biofilm formation by K. pneumoniae. This ubiquist
enterobacteria forms large biofilms and is also able to colonize the human intestinal tract as an
opportunistic pathogen (Selden ef al., 1971). Of the few selected strains, L. plantarum
CIRM653 had significant anti-biofilm activity by the mean of its culture supernatant or in
mixed biofilms. Its ability to prevent the pathogen biofilm formation and to remove

preformed biofilm was assessed by in vitro and in vivo intestinal colonization models.
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Figure 28 : Reduction in K. pneumoniae biofilm biomass after treatment with Lactobacillus
cell-free supernatant.

A : Co-incubation experiment. K. pneumoniae CH1034 biofilm was formed in Lactobacillus
supernatants for 4h in 24-well plates before CFU enumeration of biofilm biomass; * P < 0.05. B
: Post-incubation experiment. K. pneumoniae CH1034 biofilm was formed for 2h in BHI
medium in 24-well plates. Lactobacillus supernatants were then added for 4h before CFU
enumeration of biofilm biomass. The results are expressed as percentage of biofilm biomass, +
SEM (n=3), compared to BHI medium (100%); ** P < 0.01. C : Scanning electron microscopic
images of monospecies biofilm of K. pneumoniae CH1034 and K. pneumoniae LM21 formed on
Thermanox® slides for 4h at 37°C in BHI medium, L. plantarum CIRM653 supernatant or E.
coli CFT073 supernatant. Starting from an inoculum of 107 UFC/mL. Supernatant: Sn
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Results

Screening of Lactobacilli strains for anti-biofilm activity

A collection of 140 Lactobacillus strains represented by 44 different species of various origins
(alimentary, human, animal) was assessed for anti-biofilm activity against the pathogen K.
pneumoniae CH1034. To avoid selection of non-specific acid-related effects neutralized
culture supernatants of all Lactobacillus stationary phase cultures were initially tested. Only
nine supernatants of Lactobacillus strains increased the biofilm biomass of K. pneumoniae
CH1034 (Figure 27). In contrast, most decreased the biofilm biomass of the pathogen,
irrespective of the species. A threshold of significant biofilm inhibition was determined by
statistical analysis (Kruskal-Wallis Dunn’s post hoc test) and was set at 52% for K.
pneumoniae CH1034 (P < 0.05). Thirty-one supernatants significantly decreased the bacterial
biomass of the pathogen. A similar screening performed with another biofilm-related
pathogen showed that 13 of the supernatants also impaired biofilm formation by S.
epidermidis ATCC35984 (Figure S1 and Table S1). The four common Lactobacillus strains
whose supernatants had the highest anti-biofilm activity against K. pneumoniae CH1034 (P <
0.001) were selected for further investigation: Lactobacillus zeae CIRMS524, Lactobacillus
delbrueckii CIRM268, Lactobacillus delbrueckii CIRM267 and Lactobacillus plantarum
CIRM653.

To distinguish any anti-biofilm property from potential effects of growth impairment,
planktonic K. pneumoniae CH1034 growth rate was determined in the presence of neutralized
supernatant extracts of the four selected Lactobacillus strains. As shown in Table 4, only one
of the four tested supernatants (from L. zeae CIRM524) impaired growth of K. pneumoniae
CH1034. The anti-biofilm activity of the three other strains (L. plantarum CIRM653; L.
delbrueckii CIRM267, L. delbrueckii CIRM268) was then assessed by measuring the effect of
their supernatant on the viability of the K. pneumoniae CH1034 sessile cells. As detected by
CFU determination, the number of K. pneumoniae CH1034 cells within biofilm was lower
when formed in the presence of each of the three supernatants compared to the biomass
obtained without any Lactobacillus supernatant, but only in a significant manner in the
presence of L. plantarum CIRM653 supernatant (53.8% decrease (P = 0.0186)) (Figure 28A).
The addition of each of the Lactobacillus supernatants to 2h-old K. prneumoniae CH1034
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Figure 29 : L. plantarum CIRM653 anti-biofilm activity against K. pneumoniae in
continuous flow conditions.

A : Macroscopic observations of 24h-old biofilm on microfermentor spatulas inoculated 10 min
with 1.5x10% CFU of K. pneumoniae LM21 and/or L. plantarum CIRM653 (viable or UV-
killed), perfused with BHI medium or L. plantarum CIRM653 supernatant (Sn). B : CFU
enumeration of biofilm biomass of K. pneumoniae LM21 (light bars) and of L. plantarum
CIRM653 (dark bars). The results are expressed as a percentage of biofilm biomass, + SEM
(n=3), compared to BHI medium (100%); ** P < 0.01. C : Confocal observations of mixed
biofilms under flow conditions after 8h of incubation. Gram-negative bacteria (K. pneumoniae
LM21) were labeled by green fluorescent SYTO® 9 stain and Gram-positive bacteria (L.
plantarum CIRM653) were labeled by red fluorescent hexidium iodide stain.
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biofilm reduced the biofilm biomass of the pathogen, although only statistically significantly
with L. plantarum CIRM653 supernatant (67.4% decrease, P = 0.006) (Figure 28B).

The supernatant extract of L. plantarum CIRM653 was also able to strongly inhibit biofilm
formation by other Gram-positive and Gram-negative bacteria, with the exception of
Pseudomonas aeruginosa species and some E. coli strains (Figure S2).

SEM observations of biofilms formed in the presence of L. plantarum CIRM653 supernatant
were made with K. pneumoniae CH1034 and the well characterized biofilm forming K.
pneumoniae LM21. Representative pictures showed fewer bacteria and smaller microcolonies
attached to the surface, in contrast to the dense aggregates observed with the controls (Figure

280).

Anti-biofilm activity of Lactobacillus plantarum CIRM653 in mixed biofilm

The anti-biofilm effect of L. plantarum CIRM653 was further investigated by mixed biofilm
experiments with the reference strain K. pneumoniae LM21. To avoid the accumulation of
acid metabolites, the assays were performed in the microfermentor continuous flow
experimental device and after 24h all spatulas inoculated with K. pneumoniae LM21 had a
thick biofilm, except those incubated in the presence of L. plantarum CIRM653 supernatant
or with viable L. plantarum CIRM653 (Figure 29A). CFU determination indicated a
significant decrease in the number of K. pneumoniae LM21 cells in mixed biofilm formed
with L. plantarum CIRM653 (7.1x10” CFU/mL) compared to the control, i.e. K. pneumoniae
LM21 monospecies biofilm (3.8x10° CFU/mL) (77.8% decrease (P = 0.0036)) (Figure 29B).
Parallel counts of L. plantarum CIRM653 cells showed a 2-log increase within mixed biofilm
compared to L. plantarum CIRM653 monospecies biofilm (Figure 29B). No such effect was
observed with UV-killed L. plantarum CIRM653 (Figure 29B). Microscopic observation of
the output stream of an 8h-old K. pneumoniae LM21 biofilm challenged with L. plantarum
CIRM653 showed the release of micro-aggregates, whereas in unchallenged K. pneumoniae
biofilm individual cells were mainly observed (Figure S3).

Confocal microscopy observation of 8h-old L. plantarum CIRM653 - K. pneumoniae LM21
mixed biofilm showed that the pathogen K. pneumoniae LM21 was mostly present in the
bottom layers of the biofilm whereas L. plantarum CIRM653 was embedded in the outer
layers (Figure 29C). In addition, mixed biofilm had reduced tridimensional structures unlike
the Klebsiella monospecies biofilm, which had typical mushroom-like structures (Figure

29C).
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Figure 30 : Transcriptional and functional impact of L. plantarum CIRM653 supernatant
on K. pneumoniae.

A : Transcriptional results are expressed as fold-change, + SEM (n=3), of biofilm-related gene
expression of K. pneumoniae 1LM21 cultured 8h in L. plantarum CIRM653 supernatant
compared to BHI medium; * P < 0.05 and ** P < 0.01. B : Representative Western blot of the
major subunit of type 3 pili (MrkA) in K. pneumoniae LM21 total cell extracts conditioned 8h in
BHI medium (control condition) or in L. plantarum CIRM653 supernatant (Sn). MW, molecular
weight size marker. Protein band quantification is expressed as a percentage, £ SEM (n=3),
compared to BHI medium (100%). Hemagglutination capacities of K. pneumoniae LM21 with
sheep tannic acid-treated red blood cells. C : Adhesion properties of K. pneumoniae LM21,
conditioned 8h in BHI medium or in L. plantarum CIRM653 supernatant (Sn) in 24-well plates
(inoculum 1x10° CFU/mL), after 30 min of incubation in saline at 37°C (inoculum 1x103
CFU/mL). Results are expressed as percentages of bacterial adhesion, = SEM (n=6); ** P <0.01
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Molecular analysis of biofilm-related K. pneumoniae functions in presence of L.
plantarum CIRM653

Impairment of K. pneumoniae LM21 biofilm formation by L. plantarum CIRM653 was
further investigated by looking at the expression of K. pneumoniae LM21 biofilm-related
genes. Of the 14 genes tested, 7 were differentially expressed between K. pneumoniae LM21
biofilm formed in the presence of L. plantarum CIRM653 supernatant and K. pneumoniae
LM21 biofilm formed without L. plantarum CIRM653 supernatant (Figure 30A). Among
these genes, Isr4, part of the ABC transporter complex encoding genes involved in
autoinducer 2 (AI-2) import, was strongly down-regulated (Ifold-change| > 55). Likewise,
other genes encompassed in the /sr operons (IsrK, IsrR and IsrD) were also down-modulated.
In addition, the type 3 pili encoding structure genes (mrkD, mrkA and mrkC) were
significantly over-expressed in presence of the Lactobacillus CIRM653 supernatant (|fold-
change| = 5.49 ; 3.86 ; 6.14 and P value = 0.0028 ; 0.0210 ; 0.0017, respectively). In contrast,
the expression of the type 3 pili transcriptional regulator genes cluster (mrkH and mrkJ) was
not modified (Figure 30A). Measurement of the expression of these genes in mixed K.
pneumoniae LM21 - L. plantarum CIRM653 biofilm showed similar variations, although not
statistically significant (Figure S4).

Western blot analysis performed with whole cell extracts and MrkA specific antibody showed
that the major subunit of type 3 pili was expressed 20% more in K. pneumoniae LM21
cultured in the presence of L. plantarum CIRM653 supernatant than in the control (Figure
30B). Measurements of the type 3 pili specific hemagglutination properties of K. pneumoniae
LM21 cells grown in the presence of L. plantarum CIRM653 supernatant showed higher
functional capacities of type 3 pili than in the control (Figure 30B). The primary adhesion
capacity of K. pneumoniae LM21 on abiotic surfaces after being conditioned by L. plantarum

CIRM653 supernatant was also significantly increased (P = 0.0022) (Figure 30C).

Influence of L. plantarum CIRMG653 on intestinal colonization by K. pneumoniae in a
murine model

The number of viable K. pneumoniae LM21 cells in the control animal feces (without
Lactobacillus administration) was determined over 6 days and showed a strong colonization
rate at day 1 post-infection (6.6x10° CFU per gram of feces) followed by a gradual and
significant decrease in K. pneumoniae LM21 burden (P = 0.0349 at day 6 post-infection). In
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Figure 31 : Intestinal colonization by K. pneumoniae of mice challenged with Lactobacillus
strains.

After 48h of streptomycin treatment (5 g/L in drinking water), mice were intragastrically
inoculated with K. pneumoniae LM21 and then challenged with either (A) L. plantarum
CIRMG653 (black triangles) or L. rhamnosus Lcr35 strain (gray squares) or PBS (control, empty
circles) and with (B) L. plantarum CIRM653 supernatant (Sn) (black diamonds) or BHI
(control, empty circles). Results are expressed as K. pneumoniae LM21 CFU per gram of feces
of mice (symbols and median bars) over 6 days; (i), L. rhamnosus Lcr35 group compared to
control, (ii), L. plantarum CIRM653 group compared to control; ns: no significant difference; *
P <0.05 and ** P <0.01.
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contrast, daily administration of L. plantarum CIRM653 after initial administration of K.
pneumoniae LM21 was associated with a significant persistence of K. pneumoniae LM21 in
the gut of mice from day 2 post-infection (P = 0.0095) to day 6 post-infection (P = 0.0288)
(Figure 31A). However, when L. plantarum CIRM653 supernatant was orally given instead of
live L. plantarum CIRM653, the number of K. pneumoniae LM21 cells in feces was
unchanged compared to the number observed in the control group challenged with K.
pneumoniae LM21 alone (Figure 31B). Similar experiments were performed with
Lactobacillus rhamnosus Lcr35, a Lactobacillus strain that did not show significant anti-
biofilm activity against K. pneumoniae in the initial screening (Table S1), and the number of
pathogens detected in the mice feces over 6 days was unchanged compared to that observed
when the pathogen was given alone (Figure 31A). Finally, the number of colonic mucosa-
associated K. pneumoniae LM21 was higher when mice were challenged with L. plantarum
CIRM653 (2.15x10° CFU per gram of colon) than in the control (8.7x10° CFU per gram of

colon).
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Discussion

Probiotic bacteria, such as Lactobacilli, have beneficial effects on the maintenance of human
health. Several complementary mechanisms have been proposed to explain their protective
effects against infections, including antimicrobial activity (Wohlgemuth et al., 2010; Lin et
al., 2015), positive effects on epithelial barrier function (Fang et al., 2010) and
immunomodulatory properties (Kechaou ef al., 2013). In addition, the use of probiotics as an
alternative strategy for controlling biofilm formation by pathogens has recently emerged,
owing to the widespread ability of pathogens to form biofilm and their intrinsic resistance to
anti-infectious agents. In this study, we performed an anti-biofilm screening using a wide
range of cell-free supernatants from 140 lactic acid bacteria strains against K. pneumoniae and
S. epidermidis, two widespread bacterial species that coud be of interest for health
professionals and those in the environmental and food industry sectors. Twenty-two and 25
percent of the tested supernatants showed anti-biofilm activity against K. pneumoniae and S.
epidermidis, respectively (Figures 27 and S1). To our knowledge, only a few studies
involving such a large number of beneficial strains have been performed. Alexandre et al.
tested the capacity of 67 Lactobacilli strains isolated from the oral cavities of healthy
volunteers and showed that only 5 of them significantly reduced the formation of biofilm by
P. aeruginosa (Alexandre et al., 2014). Strains tested in the present work were of various
origins (alimentary, human, animal) and this broad range could explain such differences in the
strains' capacity to inhibit biofilm formation. In addition, the anti-biofilm activity was
independent of the Lactobacillus species but strain-specific, a feature quite usual in probiotics
as previously reported in in vitro studies and clinical trials (see (Vuotto et al., 2014) for a
recent review).

The anti-biofilm activity observed in our study could not be attributed to non-specific acid-
related bactericidal effects, since we used neutralized culture supernatants. Closer
investigation of the anti-biofilm activity against K. pneumoniae of the three most effective
Lactobacillus strains showed that they were able to both prevent biofilm formation and
remove preformed biofilm, with the extract from L. plantarum CIRM653 having the greatest
effect (Figures 28A and B). It is tempting to speculate, therefore, that some components
actively secreted by Lactobacillus are involved in the anti-biofilm phenomena, a hypothesis
supported by the fact that UV-killed bacteria did not show any effect (Figure 29B). Studies

have shown that exopolysaccharides produced by Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus
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plantarum inhibit formation of biofilms by pathogens (Kim et al., 2009; Wang et al., 2015).
Although our study was not specifically designed to determine the mechanisms of action, we
were able to show that treatment of the L. plantarum CIRM653 supernatant with sodium
metaperiodate did not alter its anti-biofilm activity (data not shown), which suggests that
molecules other than polysaccharides were involved. Very few of the so-far identified anti-
biofilm exopolysaccharides are able to disrupt established biofilms in addition to exerting an
anti-adhesion effect (Jiang et al., 2011; James ef al., 2016). The phenotype observed with L.
plantarum CIRM653 resembles that previously reported with surfactants of microbial origin
that have both anti-adhesive and bioflm disruption abilities against a wide variety of
pathogens (Walencka et al., 2008; Dusane ef al., 2010; Banat ef al., 2014; Sambanthamoorthy
et al., 2014). Biosurfactants act as important molecules for interfacial processes, conditioning
the microbial cell surface, interfaces and surfaces with which the microorganisms interact and
are therefore able to prevent them from forming organized networks and to manipulate the
structure and composition of the microbial biofilms, which they inhabit. In parallel, kinetic
experimental models allowed us to use whole bacteria without the impediment of their acidic
secreted metabolites, which are eliminated or at least partially diluted in the medium. When
challenged with L. plantarum CIRM653, the Klebsiella biofilm appeared to be infiltrated with
Lactobacilli and had a poorly developed architecture, compared with the control (Figure
29C). Similar observations were made with different Lactobacillus species (L. reuteri, L.
rhamnosus, L. iners and L. paracasei) that displaced and induced changes in structure and
viability of biofilms formed by urogenital or food-borne pathogens (Saunders et al., 2007,
McMillan et al., 2011; Woo and Ahn, 2013).

Competition for limited sites and resources within mixed biofilms could also be part of the
strategy used by probiotics, notably the so-called “exploitative competition”, which refers to
indirect interactions between organisms by which one organism prevents access to and/or
limits the use of resources by another organism (Rendueles and Ghigo, 2015). Since in
microfermentor experiments the presence of K. pneumoniae strongly enhanced the biomass of
L. plantarum CIRM653 biofilm compared to a Lactobacillus monospecies biofilm (Figure
29B), we hypothesize that L. plantarum CIRM653 takes advantage of the metabolism of K.
pneumoniae and then invades the surface. Such a growth advantage of probiotics in mixed
biofilms with pathogens has been observed with L. rhamnosus when co-cultured with Listeria
monocytogenes (Woo and Ahn, 2013), suggesting that probiotic strains can be used as an

alternative way to effectively reduce biofilm formation by pathogenic bacteria.

60






Publication Reésultats

Interferences with processes related to microbial adhesion are unlikely to be operative on
mature biofilms. Alteration of the K. pneumoniae biofilm biomass after exposure to L.
plantarum CIRM653, either via cell-free supernatant or by cell-cell contact, could be partly
due to modulation of the gene expression involved in biofilm development and maintenance.
An in vitro study of L. plantarum 299v and L. rhamnosus GG showed that these surfactant-
producing probiotics can inhibit the adhesion of E. coli to intestinal epithelial cells by
stimulating epithelial expression of mucins (Rodrigues et al., 2006). These observations
suggest that Lactobacillus supernatants contain signaling factors that interact with the host
and/or bacterial cells. This was demonstrated by Valdéz et al., who assessed the ability of the
probiotic organism L. plantarum to inhibit the pathogenic activity of P. aeruginosa and
observed that probiotic whole cultures and culture filtrates were able to inhibit P. aeruginosa
elastase and biofilm in vitro by affecting the production of quorum sensing signal molecules
(Valdéz et al., 2005). More recently, it was demonstrated that Lactobacilli inhibit adherence
of the gastric pathogen Helicobacter pylori by production of an effector molecule released
into the medium that is able to inhibit the expression of the adhesin-encoding gene sabA
(Klerk et al., 2016). To determine if the anti-biofilm activity of L. plantarum CIRM653 was
due to jamming of the genes involved in K. pneumoniae biofilm development, we investigated
the influence of L. plantarum CIRM653 on the expression of K. pneumoniae biofilm-related
genes. Interestingly, /s» quorum sensing-related operons were strongly down-regulated when
K. pneumoniae was forming biofilm in the presence of L. plantarum CIRM653 supernatant
whereas type 3 fimbriae encoding genes were over-expressed (Figure 30A). Recently,
transcriptional profile analysis of K. pneumoniae in different modes of life carried out by
Guilhen et al. showed that biofilm dispersed cells have a strong down-modulation of the /s
genes and a high up-regulation of type 3 fimbriae genes (Guilhen et al., 2016). All these data
suggest that L. plantarum CIRM653 supernatant induces transcriptional modifications in K.
pneumoniae, leading to inhibition of biofilm formation and dispersal of aggregates with high
colonization capacities. This hypothesis was reinforced by the significantly increased primary
adhesion capacity of K. pneumoniae on abiotic surfaces after conditioning by L. plantarum
CIRM653 supernatant (Figure 30C).

The anti-biofilm activities of L. plantarum CIRM653 were all observed with in vitro
experimental devices on various abiotic substrates. Since biofilm characteristics can be
applied to microbiota (Vos, 2015), we assessed if L. plantarum CIRM653 anti-biofilm

activity also takes place in vivo with a murine K. pneumoniae intestinal colonization model.
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The initial step in the pathophysiological process of hospital-acquired K. prneumoniae
infection is the creation of a reservoir within the gut, followed by dissemination towards other
organs (Selden et al., 1971). Daily administration of L. plantarum CIRM653 after
colonization of the intestine by K. pneumoniae achieved a constant bacterial burden of the
pathogen in the feces of mice compared to the control group (Figure 31A). Such an effect was
not observed when the L. plantarum CIRM653 supernatant was administered, suggesting that
intact live bacteria are required in the gastro-intestinal tract to maintain colonization. In
addition, this phenomenon is likely correlated with anti-biofilm activity since daily
administration of the L. rhamnosus Lcr35 strain, which does not have significant anti-biofilm
activity, did not modify the colonization kinetic rate of K. pneumoniae. In vitro, the non-
biocidal anti-biofilm activity of L. plantarum CIRM653 led to the dispersal of biofilm cells
with high adherence ability. This property could selectively destabilize intestinal microbiota
in vivo and increase K. pneumoniae dispersal to other parts of the gut. However, this potential
harmful effect has to be balanced with the fact that biofilm-dispersed cells are generally more
susceptible to immune system exposure and anti-infectious agents (Venketaraman et al.,
2008; Reffuveille et al., 2014). Inducing dispersal is a tempting approach to eradicate
pathogens but, as previously noted (Lebeaux et al., 2014), it should be used in association
with anti-bacterial strategies to obtain synergic effects.

In conclusion, the present study identified an anti-biofilm activity of the L. plantarum
CIRM653 strain, independently of any bactericidal effect, against an opportunistic pathogen,
K. pneumoniae. Destabilization of the organization and architecture of pathogen biofilm is
probably due to the production of exometabolites, which still remain to be characterized, but
also involves modification of the expression of pathogen genes, which leads ultimately to the
release of highly adherent aggregates of pathogens. Altogether, these observations show the
importance of having a more accurate assessment of the action of probiotics and the benefit-

risk ratio of their use.
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Experimental procedures

Bacterial strains and culture conditions

The bacterial strains used in this study are listed in Tables S1 and S2. Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli were grown overnight aerobically and
Lactobacillus strains were grown for 24h anaerobically in brain-heart infusion (BHI) medium
(Becton, Dickinson, USA) at 37°C. For transcriptional analysis, BHI medium was
supplemented with KH,PO,4 (4.96 g/L) and K,HPO4 (11.7 g/L) to avoid accumulation of acid
metabolic products. Klebsiella and Lactobacillus cell counting was performed by plating
bacteria onto Drigalski (BioRad, Hercules, USA) or LB (Becton, Dickinson, USA) and MRS-
nalidixic acid (8 pg/mL) (Becton, Dickinson, USA) agar media, respectively.

Cell free supernatants from Lactobacillus and E. coli CFT073 strains were obtained by
centrifuging spent cultures for 10 min at 8,000 g at 4°C. The pH of the supernatants was then
adjusted to 6.8 by addition of NaOH IM and the resulting solution was filtered at 0.2-pm
before 4°C storage.

When screening for the anti-biofilm activity of Lactobacillus supernatants, 10° CFU of the
pathogen were incubated in 96-well flat-bottomed microplates with pure supernatant instead
of BHI at 37°C for 4h. Supernatant of the uropathogenic strain E. coli CFT073 was used as a
positive anti-biofilm control (Valle ef al., 2006).

Biofilm-related assays

Biofilms were formed in BHI medium with either static devices (6, 24 or 96-well plates,
Falcon, Corning Incorporated - Life Sciences, Durham, USA) or flow culture devices: Ibidi
channel chambers (biovalley, Marne-la-Vallée, France) or a microfermentor system
containing a removable glass spatula (Ghigo, 2001) with a continuous flow of 1 mL/h and 1
mL/min of medium, respectively. Biofilm biomass was measured by (i) crystal violet
staining. Non-adherent bacteria were removed, the biofilm was washed once with saline, and
biofilm biomass was stained by adding 0.5% (w/v) crystal violet solution for 10 min. The
plates were rinsed under tap water and air-dried. The crystal violet was resuspended in
ethanol, and the ODs7 was determined. (ii) Colony Forming Unit (CFU) enumeration. After
removal of non-adherent bacteria, the biofilm was washed with saline, suspended in 1 mL of
saline and disrupted by scratching (biofilm formed in 24-well plates) or suspended in 10 mL

of saline by three vortex and 5 min-long cycles of sonication (biofilm formed in
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microfermentor). Resulting biofilm suspensions were serial diluted and plated onto selective
agar media to determine the number of CFU. Non-adhering cells in the biofilm output stream

in the microfermentor were also harvested and observed by optical microscopy.

RNA manipulations, real-time RT-PCR

Total RNA was extracted from whole well content from 8h-old biomass formed in 6-well
plates (with an inoculum of 1x10° CFU/mL) with Trizol reagent (Invitrogen), according to the
method described by Toledo-Arana ef al. (Toledo-Arana et al., 2009) after lysis of the
bacteria in the Precellys tissue homogenizer (Bertin Technologie). Reverse transcription was
performed with the iScript cDNA synthesis kit (Biorad) using 500 ng of RNA in the T100
Thermal Cycler (Biorad). Quantification of cDNA levels was done with the SsoAdvanced
Universal SYBR Green supermix (Biorad) on a C1000 Thermal Cycler-CFX96 (Biorad) with
specific primers (Table S3). The gene expression levels were normalized relative to the cpxR

housekeeping gene.

Type 3 fimbriae analysis

(i) Western blot: Whole well content from 8h-old biomass formed in 24-well plates (with an
inoculum of 1x10° CFU/mL) was harvested and centrifuged for 1 min at 8,000 g. Pellet cells
were suspended in 40 mM Tris-buffer, pH 8.0, boiled 10 min and then centrifuged for 1 min
at 8,000 g to pellet unbroken cells. Supernatants were treated by protease inhibitors (Roche
diagnostics GmbH, Mannhein, Germany). Protein quantification was performed with
Bradford protein assay (Biorad) reagent according to the manufacturer’s recommendations.
Samples containing 1.8 pg of total protein were then analyzed by Western blotting according
to the manual instructions of the TGX stain-free FastCast kit (Biorad) and with an anti-MrkA
polyclonal antibody. Quantifications were performed with Image Lab software (Biorad).

(ii) Sheep red blood cell hemagglutination: Sheep erythrocytes (Labor Dr.Merk,
Ochsenhausen, Germany) were stabilized by formaldehyde treatment according to the method
of Hirata and Brandriss (Hirata and Brandriss, 1968). Stabilized red blood cells (SRBC, 5%)
were then treated with 1/5000 tannic acid solution (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA).
Hemagglutination assay was performed on white porcelain tile using 10 uL of whole well
content from 8h-old biomass (24-well plate) and 10 pL of tanned SRBC and was observed

visually for 5 minutes with continuous shaking.
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Scanning Electron Microscopic Observation
Biofilms were formed in duplicate on Thermanox® slides (Nalgeéne) incubated in 24-well
plates for 4h, with an inoculum of 1x10” CFU/mL. Coverslips were then treated as previously

described by Goncalves ef al.(Goncalves et al., 2014).

Confocal observation of biofilms formed in laminar flow chamber

Laminar flow chamber assays were performed on disposable flow chambers composed of one
flow channel (p-slide I 0.8, surface area = 2.5 cm?). Bacteria were allowed to adhere for 1h
without flow (inoculum 1x10” CFU/mL). At lh post-infection, a continuous flow of BHI
medium was applied for 7h at a constant flow rate of 1 mL/h with an IVAC P6000 Alaris
pump (Alaris Medical, Saint Germain en Laye, France). After 8h, the p-slide was washed
once with saline and the biofilm biomass was fluorescently labeled with the LIVE BacLight
Bacterial Gram Stain Kit (Life Technologies-Invitrogen, Monza, Italy) according to the
manufacturer’s recommendations. Observation and image acquisition were performed with a
Leica SP5 confocal microscope and a x40 glycerol immersion objective lens. Three-

dimensional biofilm structures were generated with IMARIS software.

Murine intestinal colonization

Intestinal K. pneumoniae colonization were performed with 6-week-old male OF1 mice
(Charles River Swiss) (Favre-Bonté et al., 1999), after approval by the ethics committee of
Auvergne (Comité d'Ethique en Matiére d'Expérimentation Animale Auvergne, C2EA-02), in
accordance with the European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and other Scientific Purposes (Directive 86/609/EEC). After 48h of
streptomycin treatment (5 g/L in drinking water), the mice were intragastrically inoculated
with 200 pL of live K. pneumoniae suspension (3.0x10° CFU/mL). After 1 day and
subsequently every day for 5 days they were intragastrically fed with L. plantarum CIRM653
(1.9x10° CFU/mL), L. rhamnosus Lcr35 (2.07x10° CFU/mL), L. plantarum CIRM653
supernatant, PBS or BHI (controls) in a total volume of 200 pL. Feces were collected daily,
homogenized in 1 mL of saline, and serial dilutions were plated onto selective media
(streptomycin (50 mg/L)-spectinomycin (50 mg/L)-containing LB plates) to measure the total
number of K. pneumoniae CFUs per gram of feces. For analysis of the bacterial mucosal
burden, the mice were euthanized by cervical dislocation on day 6 and their colons

homogenized in 1 mL of saline before plating.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad software (GraphPad Sofware, La Jolla, CA,
USA). For analysis of the significance of differences, the non-parametric test Kruskal-wallis
followed by a Dunn’s Multiple Comparison test were used. Growth rates were analyzed by
Student ¢ test. Primary adhesion capacities were analyzed by the Mann Whitney test. A P

value of less than 0.05 was considered significant.
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Figure S1 : Classification of Lactobacilli supernatants according to their anti-biofilm
activity against S. epidermidis ATCC35984.

Results are expressed as a percentage of biofilm biomass, + standard error of the mean (SEM)
(n=3), after culture in Lactobacillus supernatants compared to BHI medium (100%); ns: no

significant difference; * P <0.05.
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Figure S2 : Effect of L. plantarum CIRMG653 cell-free supernatant on the capacity of
several Gram-negative (dark bars) and Gram-positive (light bars) bacteria to form
biofilm.

Results are expressed as a percentage of biofilm biomass, £ (SEM) (n=3), after culture in L.

plantarum CIRM653 supernatant compared to BHI medium (100%).
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Figure S3 : Effect of L. plantarum CIRM653 on K. pneumoniae preformed biofilm.
8h-old K. pneumoniae LM21 biofilm formed in BHI medium on microfermentor spatulas
inoculated 10 min with 1.5x10° CFU, challenged 10 min with (A) BHI medium or (B)
1.5x10" CFU of L. plantarum CIRM653. Optical microscopic observations of the output
stream 9h post-challenge.
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Figure S4 : Transcriptional analysis of K. pneumoniae biofilm-related genes.

Results are expressed as fold-change, + SEM (n=3), of biofilm-related genes expression of K.

pneumoniae LM21 cultured 8h in L. plantarum CIRM653 compared to BHI medium.
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Publication Reésultats

Table S2 : Bacterial strains used in this study

Strain Source and/or reference
Klebsiella pneumoniae

CH1034 Clinical isolate

LM21 (Favre-Bonté ef al. 1998)

LM21 AmrkC (Khater et al. 2015)
Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984 American Type Culture Collection

CHBS08 This work
Staphylococcus aureus

CH937 This work
Escherichia coli

CFTO073 (Welch et al. 2002)
DH5a (Taylor et al. 1993)
MG1655 (Blattner et al. 1997)
LF82 (Miquel et al. 2010)
EDla (Touchon et al. 2009)
E2348/69 (Iguchi et al. 2009)
Pseudomonas aeruginosa

PAO1 (Stover et al. 2000)

ATCC 27853 American Type Culture Collection
ATCC 9027 American Type Culture Collection
Listeria monocytogenes

EGDe (Glaser et al. 2001)

Lactobacillus see Table S1






Publication

Reésultats

Table S3 : Primers used in this study

Target . . Oligonucleotide sequence PCR
Primer’s name Function ' product
gene (539 size (bp)
kpaC  Kpa qPCR_Fw Usher protein GCTCCGACGATAAAGAATATAAC 113
Kpa qPCR Rv CAGGTTGGTGTATTTATCTTCC
kpgC  Kpg qPCR_Fw Usher protein GATGTCTGACGATGAAATGC 125
Kpg qPCR _Rv CAAAGGTCTCGTAGATCACATAC
kpjC ~ Kpc qPCR _Fw Usher protein CTGATATCACGTTTGTTGACG 121
Kpc qPCR_Rv CGGGAATAAACTTCTCGATC
fimD  fim_qPCR_Fw Usher protein GAAAAACATGGGCTATTTCG 115
fim qPCR _Rv GGATTTGTTATAGAGAAAACGC
mrkA  RT-mrkA-Fw  Major type 3 fimbrial subunit CTAACTGCCAGGCTGCTGAT 118
RT-mrkA-Rv CCTGTTGTTTGCTGGTTGCG
mrkC ~ RT-mrkC-Fw  Usher protein GTCGATCTGTCGCGCTTTTC 95
RT-mrkC-Rv AAATCGTAGCGCCCTTTCCA
mrkD  RT-mrkD-Fw  Adhesin AATGTCGATGTGGGTTCCAT 123
RT-mrkD-Rv GTTGGCATATCCCGTTTCAC
mrkH  RT-mrkH-Fw  Transcriptional activator CGCCATGAGCATGACTTTTA 120
RT-mrkH-Rv TTTAAGATTCGGCGTTTTGG
mrkJ  RT-mrkJ-Fw Phosphodiesterase TTTCGAGGTAACCGAAAACG 122
RT-mrkJ-Rv TAGCGTTAATTCCCGCGTAG
cpxR  RT-cpxR-Fw  DNA-binding response regulator AGTTGATGATGACCGGGAGC 201
RT-cpxR-Rv GGAGTCTGGTGTGTCTGACG
IsrA RT-IsrA-Fw Transporter subunit ATCCTTGATGAACCCACCGC 100
RT-IsrA-Rv TAAACACGATCCCCACGTCC
IsrR RT-IsrR-Fw Transcriptional repressor CGGTCGGCGACATTTTAGGT 101
RT-IsrR-Rv TAGCTCATCAAGGGTCACGC
IsrD RT-IsrD-Fw Transmembrane transporter CTCGGCGGGGCCAATATTTA 103
RT-lsrD-Rv TGCCGACCATCTGTAAACCC
IsrK  RT-lsrK-Fw Kinase AGCTTCTTTACCGGCCTGAC 104
RT-IsrK-Rv TCCAGCAGCGAATAGGCATC
wabG  RT-wabG-Fw  Glycosyltransferase GTAAATTCAGGCTGGCTCTG 111
RT-wabG-Rv CGTTCAGTTGCAGATGACTG
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Données complémentaires Résultats

Données complémentaires non publiées

Des données supplémentaires obtenues au cours de ce travail de theése, parfois tres
préliminaires, sont présentées et commentées dans les paragraphes ci-dessous. Ainsi, la
caractérisation des ¢léments présents dans le surnageant de la souche de Lactobacillus
démontrant une activité anti-biofilm a été initiée, mais surtout un modéele in vitro de formation
de biofilm sur tapis cellulaire ainsi que la mise au point des conditions expérimentales
permettant de tester l'action anti-biofilm de Lactobacillus dans un modele tripartite ont été
développés. De plus, nous avons participé a I’étude de la réponse immune de cellules
épithéliales infectées par K. pneumoniae LM21 et mesuré l'influence de la présence de L.
plantarum CIRM653 sur celle-ci. Enfin, nous rapportons les résultats complémentaires du
criblage initial qui comportait également des bactéries appartenant au genre Bifidobacterium ;

ceux-ci n'ont pas été inclus dans la publication par souci d'homogénéité.
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Tableau 5 : Souches de Bifidobacterium utilisées dans le criblage initial.

Organisme

Souche

B. animalis

B. catenulatum
B. longum

B. breve

CIP 105419 T
CIP 104175 T
DSM 20219
CIP 6469



Données complémentaires Résultats

Matériel et méthodes

Bactéries et conditions de croissance

Les souches de Bifidobacterium (Tableau 5), gracieusement fournies par Annick
Bernalier (INRA Theix, France), ont été cultivées en anaérobiose durant 24h en milieu MRS
(Becton, Dickinson, USA) a 37°C. Les surnageants de culture ont été traités selon le protocole
décrit pour les souches de Lactobacillus dans 1’article présenté ci-avant qui comprend
également les détails concernant les souches de K. pneumoniae LM21 et L. plantarum

CIRM653.

Traitements physico-chimiques et enzymatiques du surnageant de L. plantarum

Pour les traitements enzymatiques, le surnageant de L. plantarum CIRM653 a été
incubé durant 1h a 37°C avec 100mg/L de DNAse I, RNAse A ou de protéinase K (Sigma-
aldrich). Les contrdles ont consisté a traiter le milieu de culture BCC par chacune des
enzymes indépendamment. Concernant le traitement au métapériodate de sodium, 0.1 vol
d’une solution a 100mM a été ajouté dans le surnageant ou du milieu BCC (contrdle), puis le
tout incubé a 37°C durant 1h. Apres traitement, les échantillons ont été incubés a 100°C
durant 10 min avant de déterminer leur activité anti-biofilm vis-a-vis de K. pneumoniae
LM21. L’influence du traitement thermique a lui-méme été évaluée en chauffant un extrait de

surnageant et du milieu BCC a 100°C durant 10 min sans aucun autre traitement.

Conditions de culture et d'infection des cellules épithéliales

Les lignées cellulaires épithéliales humaines d'origine pulmonaire, A549 (ATCC®
CCL-185™), intestinale, Caco-2 (ATCC® HTB-37™) et colique, HT-29 (ATCC® HTB-
38™) ont été cultivées en milieu DMEM contenant 4,5g/L de glucose (Dominique Dutscher)
supplémenté avec 10% de Sérum de Veau Fcetal (SVF) décomplémenté (Dominique
Dutscher) et 2mM d’HEPES (Dominique Dutscher), a 37°C sous 5% de CO,. La lignée
cellulaire embryonnaire Intestine 407 (Int-407) a été cultivée en milieu MEM (Dominique
Dutscher) supplémenté avec 10% de SVF décomplémenté (Dominique Dutscher), 1%
d’acides aminés (Dominique Dutscher), ImM de pyruvate de sodium (Dominique Dutscher)
et 2mM d’HEPES (Dominique Dutscher).

Les infections ont été réalisées en plaques 24 puits. A confluence, les cellules

épithéliales A549 et Caco-2 ont été infectées par K. pneumoniae LM21 et/ou L. plantarum
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CIRM653 selon différentes multiplicités d’infection (1:1, 10:1 et 100:1) durant 3 heures,
lavées au PBS puis incubées a nouveau 18 heures dans du milieu de culture DMEM contenant

un cocktail d’antibiotiques (pénicilline-streptomycine).

Dosage des cytokines pro- et anti-inflammatoires par ELISA

La production de cytokines pro-inflammatoires IL-8, IL-6, IL-1B et IFN-y et anti
inflammatoire IL-10 par les cellules épithéliales a été mesurée a 1’aide des kits BioLegend’s
ELISA MAX™., Bri¢vement les surnageants des cellules infectées ont été introduits dans des
plaques de micro-titration préalablement recouvertes a saturation avec des anticorps
monoclonaux spécifiques des cytokines a doser. Apres 2h d'incubation a température
ambiante, I’anticorps de détection biotinylé a été ajouté et I'ensemble mis a incuber pendant
lh. La détection a ensuite €té effectuée par ajout d’avidine couplée a une péroxidase pendant
30 minutes puis de la solution substrat. Aprés 20 minutes d'incubation, la réaction a été
arrétée par 1’ajout de solution stop (H,SO4) et I’absorbance lue a une longueur d'onde de

450nm.

Formation de biofilm sur surfaces biotiques

Les biofilms ont été formés soit en systéme statique (plaque 24 puits - Falcon®) dans
un milieu contenant 80% de BCC - 20% de milieu culture cellulaire, soit dans un dispositif de
culture en flux : canaux ibidi® (biovalley, Marne-la-Vallée, France) en milieu de culture
cellulaire. La biomasse des biofilms a été appréciée par (i) dénombrement des bactéries
associées aux cellules. Les cellules ont été rincées au PBS, lysées dans 500uL de Triton 1X
(EUROMEDEX, Souffelweyersheim, France) a 1% puis dénombrées par ensemencement sur

gélose Luria-Bertani (LB). (ii) Microscopie confocale (voir paragraphe ci-dessous).

Observation confocale de biofilms formés dans le capillaire du dispositif ibidi®

Les expériences ont ét¢ menées dans un dispositif ibidi® composé d’un seul capillaire
(u-slide T 0.4 ou p-slide I 0.8, surface de 2.5 cm?). Les bactéries ont été initialement mises en
contact avec la monocouche de cellules épithéliales pendant 1 heure sans flux (inoculum 2.10°
CFU - MOI 1:1). Un flux continu de milieu de culture cellulaire a ensuite été appliqué
pendant 3h avec un débit constant de 2 mL/h grace a une pompe IVAC P6000 Alaris (Alaris
Medical, Saint Germain en Laye, France). Apres rincage a 1’eau physiologique, les cellules

ont été fixées et marquées avec une solution (PFA 4% PBS) contenant du DAPI (5pg/mL), de
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la phalloidine (diluée au 1/2500) ou avec une solution de SYTO9 (LIVE BacLight Bacterial
Gram Stain Kit - Life Technologies-Invitrogen). Les observations et I’acquisition d’images
ont été réalisées avec un microscope confocal Leica SP5 (x40) de la plateforme d’Imagerie
Confocale de Clermont-Ferrand (ICCF). La reconstitution tridimensionnelle du biofilm sur le

tapis cellulaire a été générée avec le logiciel IMARIS.

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel (GraphPad Sofware, La
Jolla, CA, USA). Le test non-paramétrique Kruskal-wallis suivi du test de comparaison
multiple de Dunn a été utilisé. Les P values inférieures a 0,05 ont été considérées

significatives.
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Figure 32 : Biomasse de biofilms a K. pneumoniae aprés traitements physico-chimiques et
enzymatiques du surnageant de L. plantarum CIRM653.

Le surnageant de L. plantarum a été traité a la chaleur (100°C), Protéinase K, DNase, RNAse ou
au métapériodate de sodium, puis la biomasse du biofilm a K. pneumoniae LM21 a été¢ mesurée
par coloration au cristal violet. Les résultats sont exprimés en pourcentage de biomasse de
biofilm formée en présence de surnageant traité ou non traité¢ comparativement au milieu
controle (BCC), = SEM (n=6); * P<0.05et ** P<0.01.
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Résultats et commentaires

1. Analyse de I’effet anti-biofilm de bactéries bénéfiques sur surfaces abiotiques

Au cours de ce travail de these, nous avons décrit un effet anti-biofilm du surnageant de L.
plantarum CIRMG653 vis-a-vis de K. pneumoniae LM21 et ’'implication de composants
sécrétés par L. plantarum. Dans le but d’identifier la nature de la/les molécule(s)
responsable(s) de cet effet, différents traitements physico-chimiques et enzymatiques du
surnageant de culture de L. plantarum ont été réalisés (Figure 32). Les traitements a la chaleur
(100°C), protéinase K, RNAse et métapériodate de sodium n'ont pas eu d’effets majeurs sur
les capacités anti-biofilm du surnageant de L. plantarum. Seul un traitement a la DNAse se
traduisait par une augmentation de biomasse du biofilm de K. pneumoniae (Figure 32).
L’activité anti-biofilm observée vis-a-vis de K. pneumoniae pourrait donc étre en partie due a
la présence, voire au relargage s'il s'agit d'un phénomene actif, d’ADN extracellulaire de L.
plantarum. Ces résultats nécessitent d'étre confirmés mais il s'agirait d'une information
originale car, si dans la littérature la grande majorité des molécules a activité anti-biofilm
sécrétées par des lactobacilles reste de nature chimique inconnue (Sambanthamoorthy ez al.,
2014; Shokouhfard et al., 2015), les quelques-unes identifiées sont des polysaccharides (Kim
etal.,2009; Lietal., 2014).

La présence d'ADNe dans la matrice des biofilms a initialement été décrite comme un
¢lément contribuant a former ou stabiliser les biofilms (Nguyen & Burrows, 2014; Sahu ez al.,
2012; Wang et al., 2015b). Mais plus récemment, 'ADNe est apparu comme un facteur
pouvant également contribuer a la déstabilisation de biofilms formés. Des résultats antérieurs
obtenus au laboratoire ont mis indirectement en évidence ce rdle déstabilisateur de 'ADNe
dans les biofilms a K. pneumoniae : un traitement a la DNAse I entraine une plus grande
stabilit¢ du biofilm (Dos Santos Goncalves - données non publiées). Wang et al. ont
également montré qu’en présence de DNAse I, la biomasse de biofilms a Salmonella est plus
importante et 1’addition d’ADNe exerce un effet inhibiteur sur la formation de ce biofilm
(Wang et al., 2014). De plus, via une interaction avec des polysaccharides de surface
bactérienne, ’ADNe empéche la fixation de nouvelles bactéries et favorise la dispersion de
biofilm a Caulobacter crescentus (Berne et al., 2010).

L'ADN issu de Lactobacillus pourrait ainsi, en se fixant aux polysaccharides de la matrice

des biofilms de K. pmneumoniae, contribuer a leur déstabilisation. Cependant d’autres
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Figure 33 : Activité anti-biofilm du surnageant (Sn) de la souche L. plantarum CIRMG653
vis-a-vis de K. pneumoniae LM21.

Numération de la biomasse de biofilms a K. pneumoniae LM21 (inoculum 1.10¢ CFU/mL ; MOI
1:1) formée durant 4 heures en présence de surnageant neutralisé de L. plantarum CIRM653 sur
tapis cellulaire (A549 ou Int-407), expression en pourcentage de biomasse, = SEM (n=3); ** P
<0.01 et *** P<0.001.
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molécules peuvent étre impliquées dans 1’effet anti-biofilm observé. La nature chimique de la
molécule active devra étre confirmée a travers 1’extraction d’ADNe relargué par L. plantarum
CIRM653. Son rdle dans I’inhibition de la formation de biofilm & K. pneumoniae sera
également précisé dans des expériences permettant d'analyser son impact sur la matrice
extracellulaire et la quantité¢ de bactéries libérées des biofilms. Par exemple, 'utilisation
combinée de marqueurs d'ADN (DAPI ou DDAO) (Nur et al., 2013; Wang ef al., 2014) et de
lectines fluorescentes (Turonova ef al., 2016) permettrait d'observer une éventuelle co-
localisation de ces molécules et d'apprécier la cohésion de la matrice extracellulaire de

biofilms a K. pneumoniae, versus celle de biofilms mixtes avec L. plantarum CIRM653.

2. Analyse de Peffet anti-biofilm de L. plantarum CIRM653 sur surfaces biotiques

L'objectif de cette partie du travail était de reproduire I'effet anti-biofilm de L. plantarum
CIRM653 dans des conditions proches de celle retrouvée en interaction avec un €pithélium in
vivo. Pour cela, nous avons procédé par étapes, en testant l'effet de surnageant de L.
plantarum sur la formation de biofilm par K. pneumoniae sur des cellules épithéliales, en
conditions statiques d'abord, puis en complexifiant le modele expérimental avec un systéme

de flux continu.

K. pneumoniae LM21 a d'abord été incubée pendant 4h sur un tapis de cellules
épithéliales A549 et Int-407, en présence de surnageant neutralisé de L. plantarum CIRM653
ou de milieu contréle BCC. Les niveaux d’adhésion de K. pneumoniae aux 2 types cellulaires
(en absence de surnageant de L. plantarum CIRM653) étaient différents (plus élevés avec la
lignée A549, confirmant ainsi le tropisme naturel de cette bactérie pour le tissu pulmonaire -
données non présentées), mais la présence de surnageant de L. plantarum CIRM653 induisait
dans les deux cas une réduction de biomasse des biofilms formés par K. pneumoniae a la
surface des tapis cellulaires. Cependant, cette différence, calculée a partir de la détermination
du nombre de bactéries viables de la biomasse des biofilms, était seulement significative pour
les données d'adhésion au niveau des cellules épithéliales pulmonaires (62% de diminution (P
=0.0003) (Figure 33).

Dans la littérature, des observations similaires ont ét€¢ rapportées avec L. paracasei
IBB2588 : bien que dépourvu d'effet bactéricide, son surnageant de culture réduit
significativement le nombre de S. enterica adhérentes aux cellules épithéliales intestinales

Caco-2, en fonction de leur stade de différenciation (Jankowska et al., 2008). De plus, L.
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Figure 34 : Systéme de culture cellulaire en flux : systéme ibidi®.

A : Schéma du systeéme expérimental ; B : Observation en microscopie confocale du tapis
cellulaire (coloration SYTQO9) formé par la lignée pulmonaire A549 au sein d’un capillaire de
400um de hauteur en flux continu ou non et en présence ou non de collagéne de rat de type 1.
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Figure 35 : Schéma du niveau de prise de vue et observations en microscopie confocale de
biofilms a K. pneumoniae constitués en flux continu sur surface biotique.

A : K. pneumoniae (MOI 1:1) sur un tapis de cellules épithéliales pulmonaires A549 avec B :
reconstitution tridimentionnelle et C : sur un tapis de cellules intestinale Int-407 formé dans un
capillaire de 800um de hauteur en flux continu. Coloration DAPI (bleu); phalloidine (rouge) et
GFP (vert). Fleches blanches : biofilm sur surface abiotique ; fleches rouges : biofilm sur
surface biotique.
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gasseri et L. brevis sont capables d’inhiber 1’adhésion du pathogene Helicobacter pylori aux
cellules gastriques via la production d’une molécule effectrice inhibant 1’expression du gene
codant I’adhésine sabA (Klerk et al., 2016). Dans notre étude, nous avons observé 1'effet du
surnageant de L. plantarum sur l'expression de quelques adhésines de K. pneumoniae et
montré qu'il n’influait pas sur ’expression de FimD (protéine usher) du pili de type 1,
notoirement impliqué dans I’adhésion aux cellules épithéliales. Il serait cependant intéressant
d'élargir cette démarche a I'ensemble des génes de K. pneumoniae codant le pili de type 1, afin
de déterminer si les modifications induites par la présence du surnageant de L. plantarum
CIRM653 sont liées a des perturbations d'expression de facteurs d'adhésion de K.

prneumoniae.

Le modele statique précédemment utilisé convient a la détermination des effets de
surnageants neutralisés, mais il ne permet pas de tester des bactéries entieres, en raison de la
production de métabolites acides qui rapidement altérent la monocouche de cellules. Nous
avons donc dans un deuxiéme temps adapté un systéme expérimental de culture cellulaire en
flux ouvert (ibidi®) afin de constituer des biofilms sur des tapis de cellules avec
renouvellement constant du milieu (Figure 34A). En évacuant au fur et a mesure les produits
des métabolismes bactériens toxiques pour les cellules eucaryotes, cette technologie permet
de réaliser des observations sur des périodes plus longues que les modeles expérimentaux
statiques. En créant des forces de cisaillement, elle permet également de se rapprocher des
conditions physiologiques naturelles.

Dans ce contexte, nous avons utilisé les mémes lignées cellulaires pulmonaire A549 et
intestinale Int-407. Des essais préliminaires ont permis de paramétrer les conditions
d’infection des cellules par le pathogeéne sans induction de cytotoxicité cellulaire. Les cellules
ont été préalablement cultivées au sein du capillaire en condition statique jusqu’a atteindre un
état de confluence, puis infectées avec une multiplicité d’infection de 1:1 pour une durée
maximale d'une heure. Un flux permanent de milieu de culture a ensuite été appliqué pendant
3h. Des difficultés expérimentales sont apparues trés rapidement, dont une altération de
confluence du tapis cellulaire A549 dés l'application du flux (Figure 34B). Ni le pré-
conditionnement de la surface du capillaire avec du collagéne de rat, ni la réduction de la
vitesse du flux (2 ImL/h et a 0,4mL/h) n’ont permis de prévenir cette rétractation cellulaire.
Néanmoins, en utilisant des capillaires disposant d'une chambre intérieure plus vaste en

hauteur (800um) - et donc en réduisant les forces de cisaillement internes - nous avons réussi
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Tableau 6 : Taux de sécrétion de cytokines pro- et anti-inflammatoires par les lignées
cellulaires épithéliales pulmonaires (A549) et intestinales (Caco-2) aprés contact avec K.
pneumoniae 1LM21 ou L. plantarum CIRM653.

La production de chacune des cytokines a ét¢ mesurée dans les surnageants de culture des
cellules par la technique ELISA. Les résultats présentés (exprimés en pg/mL) sont ceux obtenus
lors d’une infection de 3 heures avec une MOI de 100, +/- SEM (n=3). Les taux de production
de chacune des cytokines obtenus en condition basale ont été rapportés a z€éro. ND : non détecté.

Cellules A549 Cellules Caco-2
Cytokines K. pntzzfoniae L. p;z:,:t::rum Cytokines K. pnl:::,;zconiae L. p;::,;:rum
IL-8 1929,1 +/- 46,1 630,0 +/- 37,3 IL-8 4226 +/- 73,3 209,9 +/- 86,5
IL-6 508,9 +/- 59,1 153,0 +/-27,7 IL-6 ND ND
IL-1p ND ND IL-1p ND ND
TNF-a ND ND TNF-a ND ND

IL-10 ND ND IL-10 ND ND
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a constituer des biofilms a K. pneumoniae sur les tapis cellulaires (A549 et Int-407), malgré la
présence de zones non recouvertes par les cellules vis-a-vis desquelles K. pneumoniae
montrait une grande affinité (Figure 35A-35B).

Les mémes essais réalisés avec la lignée cellulaire HT-29 (isolées d’un
adénocarcinome colique) n’ont pas permis d’obtenir de résultats concluants, car ces cellules
présentaient un défaut d'adhésion important a la surface des capillaires dans ces conditions.

Le systeme ibidi® a été initialement développé pour I’étude des phénomenes
biologiques s’exercant au niveau des cellules endothéliales, tel le recrutement de neutrophiles
(Ganguly et al., 2012). 11 a également été utilisé pour analyser les interactions entre ce type de
cellules et des pathogeénes (Neisseria meningitidis) (Mairey et al., 2006) avec des contraintes
de cisaillement qui miment le flux sanguin, ainsi que dans I’étude des interactions de mutants
de ce méme pathogene avec des lignées cellulaires épithéliales issues de carcinome humain du
colon (T84) ou de carcinome oro-pharyngé (FaDu) (Jamet et al., 2013). A priori, ce systéme
permet le développement de différents types cellulaires, mais les résultats obtenus avec les
cellules A549 et les Int-407 sont encore insatisfaisants d'un point de vue technique. D'autres
essais seront nécessaires avant de conclure a l'inadaptation de ces lignées cellulaires a ce
modele ; dans ce cas, il serait judicieux soit de changer de lignée cellulaire, soit d’optimiser la
formation d’une barriére épithéliale via un modéle de co-culture cellulaire en combinant des

lignées épithéliales et endothéliales.

3. Effet immunomodulateur de la souche L. plantarum CIRM653

La mise en place du mod¢le tripartite décrit ci-dessus a conduit & nous intéresser a la
réponse de la cellule eucaryote vis-a-vis du pathogene et de L. plantarum CIRM653. Les
premiers essais ont été réalisés avec des bactéries sous forme planctonique. Nous avons ainsi
quantifié la réponse inflammatoire des cellules épithéliales pulmonaires (A549) et intestinales
(Caco-2) au contact de K. pneumoniae LM21 ou L. plantarum CIRM653 par dosage ELISA
des taux de cytokines pro-inflammatoires (IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-a) et anti-inflammatoire
(IL-10) dans les surnageants, apres avoir vérifié 1'absence de cytotoxicité (mesure de LDH)
dans ces conditions (données non présentées). Une augmentation significative de production
d’IL-8 et d’IL-6 a été observée par les cellules pulmonaires A549 infectées avec K.
pneumoniae mais seulement avec la plus forte MOI (100) (respectivement 1929,15 pg/mL (P
= 0,0067) et 508,93 pg/mL (P = 0,0225) (Tableau 6, panel de gauche). De maniére
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Figure 36 : Effet de L. plantarum CIRM653 (Lp) sur la réponse inflammatoire des cellules

épithéliales pulmonaires A549 induite par K. pneumoniae LM21 (Kp).

Dosage par la technique ELISA des cytokines pro-inflammatoires IL-8 (A) et IL-6 (B) dans le
surnageant de culture des cellules infectées par K. pneumoniae et L. plantarum simultanément
selon différentes multiplicités d’infections (MOI 1, 10 et 100) durant 3 heures, +/- SEM (n=3);

*P<0.05et ** P<0.01.
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intéressante, K. pneumoniae a cette méme MOI de 100 n’induit pas de maniére significative la
production d’IL-8 (422,58 pg/mL) et d’IL-6 (ND) par les cellules intestinales Caco-2
(Tableau 6, panel de droite). Concernant les cytokines IL-1B, TNF-a et IL-10, aucune
augmentation n’a été¢ détectée quels que soient le micro-organisme et la lignée cellulaire
utilisés (Tableau 6). Ainsi, K. pneumoniae LM21 induirait un phénoméne inflammatoire au
niveau du tissu pulmonaire mais pas au niveau intestinal. Cette absence de réponse au niveau
intestinal permettrait sa persistance ; le tube digestif est en effet la niche privilégiée
permettant a K. pneumoniae de constituer un réservoir local (Caballero et al., 2015; Selden et
al., 1971).

Quant a L. plantarum CIRM653, il induit une production d’IL-8 dans les deux
modeles cellulaires, ainsi que celle d’IL-6 par les cellules épithéliales pulmonaires A549.
Cependant les niveaux sont beaucoup plus réduits par rapport a ceux observés avec K.

pneumoniae (Tableau 6).

Apres avoir caractérisé les réponses individuelles vis-a-vis de chacune des deux
bactéries, nous avons voulu déterminer si la présence de L. plantarum CIRM653 pouvait
influencer la réponse inflammatoire induite par K. pneumoniae LM21 au niveau des cellules
épithéliales pulmonaires A549. Pour cela, nous avons reproduit les expériences précédentes
en inoculant de manicre simultanée les deux bactéries, L. plantarum et K. pneumoniae (Figure
36). La présence de L. plantarum réduit de manic¢re dose dépendante la production d'IL-8 et
IL-6 par les cellules épithéliales pulmonaires, comparativement aux taux observés en présence
du pathogene seul (Figure 36A-36B). Ainsi, la présence combinée de L. plantarum (MOI 100)
et K. pneumoniae (MOI 100) se traduit par une diminution significative des niveaux d’IL-8 et
d’IL-6 (respectivement 818,18 pg/mL (P = 0,0113) et 194,7 pg/mL (P = 0,05)),
comparativement a ceux observés avec les cellules infectées par K. pneumoniae seule a la
méme MOI (respectivement 1929,1 pg/mL et 503,93 pg/mL) (Figure 36 A-36B). Par ailleurs,
cette diminution n’est pas retrouvée lorsque l'on utilise des bactéries L. plantarum
préalablement inactivées par les UV (résultats non présentés).

Ainsi, L. plantarum CIRM653 exercerait un effet inhibiteur vis-a-vis de la réponse
inflammatoire épithéliale pulmonaire induite par K. pneumoniae LM21, via un phénomene
nécessitant la présence de bactéries viables. Néanmoins, nous ne pouvons exclure que 1’effet
observé soit lié en partie a un effet bactéricide du Lactobacillus vis-a-vis de K. pneumoniae

di a Dlaccumulation de métabolites acides produits par L. plantarum qui détruirait
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Figure 37 : Effet du surnageant de culture de bifidobactéries sur la formation de biofilm
par K. pneumoniae.

La biomasse de biofilm a K. pneumoniae CH1034 formée durant 4h en présence de surnageant
de bifidobactéries a été¢ mesurée par spectrophotométrie aprés coloration au cristal violet. Les

résultats sont exprimés en pourcentage de biomasse par rapport au controle (milieu de culture
MRS seul), + SEM (n=3); * P<0.05et ** P<0.01.
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partiellement la population de K. pneumoniae. 11 a cependant ét¢ montré que la présence de
lactobacilles (L. plantarum ou L. crispatus) prévient la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires telles I’IL-17, I’[L-23 ou I’'IL-8 induite par Streptococcus pyogenes ou C.
albicans par des cellules épithéliales pulmonaires A549 et du col de I'utérus Hela, en
modulant négativement 1’expression des TLR2 et TLR4 impliqués dans la reconnaissance du
pathogeéne (Rizzo et al., 2013a, b). Le caractere immunomodulateur de L. plantarum
CIRM653 devra étre confirmé ou invalidé, notamment par des analyses transcriptionnelles du
profil cytokinique des cellules épithéliales infectées et de I'implication des récepteurs TLR2 et
TLR4. L'étape suivante consistera a déterminer si les réponses sont identiques avec ces
mémes bactéries sous forme de biofilm, car les formes sessiles sont généralement plus
résistantes face a la réponse immunitaire (Thurlow er al., 2011). L’ensemble de ces
expériences permettra de déterminer pleinement I’impact de L. plantarum CIRM653 sur la

réponse immune mucosale induite par le pathogeéne.

4. Bifidobactéries et formation de biofilm par K. pneumoniae

Lors du criblage initial de souches bénéfiques avec activité anti-biofilm, 4 souches de
Bifidobacterium ont été également testées, représentées par 4 especes différentes d’origine
variée (humaine et animale). Contrairement aux souches de Lactobacillus dont la grande
majorité entrainait une diminution de la biomasse du biofilm de K. pneumoniae, la présence
des surnageants des souches de Bifidobacterium augmentait significativement (d’un facteur 2)
la formation de biofilm du pathogene, et ce indépendamment de I’espece (Figure 37).

Les bifidobactéries sont capables de produire des molécules du quorum-sensing de
type AI-2 impliquées dans la formation de leur propre biofilm (Sun et al., 2014). Ces
molécules sont relarguées dans le milieu extérieur ; leur présence dans le surnageant de
culture pourrait ainsi favoriser la formation de biofilm par K. pneumoniae, une espéce
bactérienne qui elle-méme utilise ce systeme de communication (Pereira et al., 2009;
Rezzonico et al., 2012), notamment pour la mise en place de 1’architecture de son biofilm (De
Araujo et al., 2010; Balestrino et al., 2005). Pour vérifier cette hypothése, deux types
d’expérimentation pourraient étre menés. Dans un premier temps, 1’effet de surnageants de
souches recombinantes d’E. coli ne produisant pas d’Al-2 naturellement mais exprimant les
genes /uxS des différentes souches de bifidobactéries pourrait étre évalué lors de la formation

de biofilm par K. pneumoniae. De plus, I’effet « pro-biofilm » du surnageant de culture d’une
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souche de Bifidobacterium sur-exprimant les génes codant des enzymes LuxS pourrait étre
mesuré et comparé a celui de la souche sauvage, comme cela a été réalisé avec B. longum
NCC2705 (Sun ef al., 2014). Si ces hypothéses s'avéraient inexactes, alors la caractérisation
de la nature chimique des composés des surnageants de culture constituerait une autre piste,
plus complexe car tout comme les lactobacilles, la culture de bifidobactéries nécessite des
milieux enrichis, limitant de ce fait I'approche analytique.

L’ensemble des résultats obtenus lors de ce criblage nous indique que les bactéries
bénéfiques exercent des effets trés variables vis-a-vis de la formation de biofilm par d’autres
micro-organismes, avec des mécanismes d’action vraisemblablement tres différents ; elles
constituent donc une source inépuisable de connaissances en termes d'applications pro ou

anti-biofilm.
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Discussion générale et Perspectives

Le principal objectif de ce travail était d’identifier au sein de bactéries dites bénéfiques
des souches capables d’inhiber la formation de biofilm par des pathogeénes opportunistes et de
contribuer a la compréhension des mécanismes mis en jeu. Nous avons ainsi déterminé les
propriétés anti-biofilm d’un large panel de souches bactériennes appartenant au genre
Lactobacillus et, dans une moindre mesure au genre Bifidobacterium. Suite a I’identification
d’une souche de L. plantarum avec une forte activité anti-biofilm vis-a-vis de K. pneumoniae,
nous avons ensuite caractérisé cet effet en utilisant des modeles expérimentaux abiotiques et

biotiques.

Dans un premier temps, nous avons testé¢ les surnageants de 140 souches de
Lactobacillus d’origines variées (alimentaire, animale ou humaine) pour leur activité anti-
biofilm, indépendamment d’un effet pH, vis-a-vis de deux pathogeénes opportunistes. A notre
connaissance, les données concernant les activités anti-biofilm de bactéries bénéfiques sont
encore peu nombreuses. La majorité des extraits des 140 souches testées entrainait une
inhibition de la formation de biofilm & K. pneumoniae avec un effet significatif pour 22%
d’entre eux. Seulement deux études ayant réalisé un criblage similaire, avec un nombre plus
limité de souches de Lactobacillus (28 d’origine humaine pour 1’'une et 87 d’origine humaine
et animale pour I’autre) ont démontré que 11% et 5,7% d’entre elles inhibait respectivement
I’adhésion de H. pylori (Klerk et al., 2016) ou la formation de biofilm a P. aeruginosa
(Alexandre et al., 2014). Les différences observées pourraient étre dues aux techniques de
criblage utilisées et/ou au choix des pathogenes cibles.

Nous avons ainsi pu sélectionner 3 souches de lactobacilles d’origine alimentaire (L.
delbrueckii CIRM267, L. delbrueckii CIRM268 et L. plantarum CIRM653) capables a la fois
de prévenir la formation de biofilm et de disperser un biofilm préformé a K. pneumoniae,
indépendamment d’un effet bactéricide. La suite des investigations a été menée exclusivement
avec L. plantarum CIRM653 qui montrait I’activité anti-biofilm la plus importante. L'analyse
des autres souches de lactobacilles reste cependant une perspective intéressante, car la
majorité d'entre elles exergait un effet anti-biofilm plus ou moins prononcé et, étant donné le
caractere individuel des souches de Lactobacillus, il est possible qu'elles agissent par des

mécanismes différents, et de fait intéressants.

L’évaluation du spectre anti-biofilm du surnageant neutralis¢ de L. plantarum

CIRM653 a également montré une inhibition de la formation de biofilm au-dela de l'espece K.
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pneumoniae, vis-a-vis de diverses bactéries a Gram-négatif et a Gram-positif, sans englober
toutefois toutes les souches de E. coli testées. Ces résultats, en conformité avec des données
précédentes (Collado ef al., 2007), indiquent que la capacité a inhiber la formation de biofilm
de pathogenes dépend a la fois de la souche probiotique et du pathogene testé, montrant
encore une fois la spécificité d’action souche dépendante.

Cependant, il pourrait exister une singularité d’action au sein des genres bactériens. En
effet, I’ensemble des résultats obtenus lors du criblage initial nous indique que toutes les
bactéries bénéfiques n'exercent pas les mémes effets et vraisemblablement n'utilisent pas les
mémes mécanismes d’action vis-a-vis de la formation de biofilm d’autres micro-organismes.
En effet, les quelques souches de bifidobactéries incluses dans cette étude, contrairement aux
isolats du genre Lactobacillus, favorisent la formation de biofilm a K. pneumoniae. Elles
agiraient via le systtme de communication cellulaire de type AI-2, une hypothése qui devra
étre vérifiée notamment par des expériences de surexpression des génes codant les enzymes
LuxS. Si les lactobacilles sont eux aussi capables de produire des molécules du quorum-
sensing de type AI-2 (Altermann et al., 2005; DeKeersmaecker & Vanderleyden, 2003;
Kleerebezem et al., 2003) impliquées dans la formation de leur propre biofilm (Lebeer et al.,
2007; Tannock et al., 2005), ces facteurs de communication ne sont vraisemblablement pas
reconnus et utilisés par K. pneumoniae pour former du biofilm. La mise en évidence de
propriétés « pro-biofilms » de bifidobactéries reste cependant trés intéressante car elles
pourraient présenter un potentiel probiotique important si elles étaient applicables a d’autres

bactéries, notamment aux bactéries commensales bénéfiques du tube digestif.

La production de métabolites acides par Lactobacillus peut constituer un frein a 1'étude
de ses autres caractéristiques, et s'en affranchir in vitro requiert un savoir-faire technologique
particulier, indispensable pour mettre en évidence certaines priorités de la bactérie. En effet,
le systétme de microfermenteur en flux continu nous a permis de tester, dans un second temps,

e e e . . . iy .\ .

l'activité anti-biofilm non plus d'extraits de surnageant mais de bactéries entiéres et vivantes.
De par un renouvellement continu de milieu, ce systéme permet 1’évacuation des bactéries
planctoniques, évite I’accumulation de métabolites acides produits par Lactobacillus et permet
d’exercer également des forces de cisaillement importantes. Nous avons ainsi formé des
biofilms mixtes comprenant a la fois K. pneumoniae et L. plantarum et confirmé 1’implication
d’un composé activement sécrété par Lactobacillus de par le caractére rédhibitoire de son

inactivation préalable par les UV.
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Bien que disposant seulement de données préliminaires, nous pouvons émettre
I'hypotheése que 1'ADNe de L. plantarum est en partie impliqué dans le phénomene anti-
biofilm. L’extraction spécifique de I'ADN présent dans le surnageant de culture de L.
plantarum CIRM653 et I’étude de son influence sur la formation de biofilm a K. pneumoniae
s’averent indispensables pour confirmer son implication. Nous pourrions également tester
cette hypothése en mesurant la capacité de dispersion de biofilms formés de K. pneumoniae
suite a un traitement a la DNAse ou apres ajout d’extraits d’ADNe, tel que cela a été réalisé
avec S. mutans (Liao et al., 2014). Cependant 1’implication de I’ADNe ne semble pas le seul
mécanisme d’action mis en jeu dans D’effet anti-biofilm. Afin d’identifier tous les exo-
métabolites impliqués, ’approche la plus exhaustive serait une analyse protéomique et/ou
métabolomique mais les conditions de culture de souches de lactobacilles (milieux trés riches
et complexes) constituent des verrous technologiques importants pour ces approches.
Toutefois de telles molécules présenteraient un potentiel de valorisation trés prometteur pour

une utilisation médicale et/ou industrielle.

Au sein des biofilms mixtes, nous avons observé une augmentation importante de
biomasse du Lactobacillus comparativement a un biofilm mono-espéce. Nous pouvons
émettre ’hypothese que le L. plantarum bénéficie d'avantages métaboliques dus a la présence
de K. pneumoniae qui lui permettraient de se multiplier au dépend de l'entérobactérie. De tels
avantages de croissance des souches probiotiques au sein de biofilms mixtes ont déja été
observés avec L. rhamnosus - L. monocytogenes, sans que les mécanismes sous-jacents aient
été mis en évidence (Woo & Ahn, 2013). L’étude de la croissance et de la formation de
biofilm du Lactobacillus en présence de surnageant de culture de K. pneumoniae permettrait

de vérifier si la production de métabolites par K. pneumoniae constitue véritablement une

source de nutriments assimilables par L. plantarum.

Afin de mieux comprendre le processus de régulation du « mode de vie » biofilm,
nous avons choisi d’étudier la réponse du pathogene vis-a-vis de la souche de lactobacille
présentant des propriétés anti-biofilm. En ciblant quelques génes préalablement décrits
comme jouant un role dans la formation de biofilm chez K. pneumoniae, nous avons pu
montrer que l'expression de certains d'entre eux était modifiée au contact du surnageant de L.
plantarum. 11 serait intéressant d'étendre cette analyse a I'ensemble du génome de K.

pneumoniae pour connaitre de manieére exhaustive les modifications induites au niveau
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transcritomique. Nous pourrions ainsi confirmer si la présence de L. plantarum induit un
profil de " bactéries sessiles détachées " (Guilhen et al., 2016), capables de coloniser plus
efficacement une surface abiotique que leurs homologues planctoniques. Cet aspect est
particulierement intéressant car il pose la question du bienfait ou non d'une désorganisation de
biofilms constitués. A terme, nous pourrions également réaliser une analyse transcriptionnelle
chez K. pneumoniae cultivée en présence de la bactérie L. plantarum. La comparaison des
profils transcriptionnels obtenus nous renseignerait sur les mécanismes moléculaires anti-
biofilm exercés par la bactérie elle-méme et permettrait de compléter les données obtenues

avec le seul surnageant.

Des données récentes de la bibliographie suggerent que les biofilms sont présents aussi
bien sur surfaces abiotiques que biotiques, c’est a dire in vivo en contact étroit avec les
épithéliums de 1'organisme hote (Vos, 2015). Lors des expérimentations in vivo, nous avons
observé que l’administration journalicre de L. plantarum vivant - capable d’inhiber la
formation de biofilm a K. pneumoniae sur surface abiotique - entrainait une persistance du
pathogene au sein du tractus intestinal murin. Cette capacité semble corrélée avec une activité
anti-biofilm du Lactobacillus puisque 1’administration dans les mémes conditions de la
souche Lcr35, dépourvue d’activité anti-biofilm, ne modifie pas les taux de colonisation de K.
pneumoniae. Ces résultats surprenants pourraient toutefois étre en lien avec le phénotype
hyper-adhérant des bactéries détachées de biofilms suite au contact avec le surnageant de
Lactobacillus tel que nous avons pu le montrer in vitro. En effet, des analyses
transcriptionnelles ont permis d’identifier des agrégats de K. pneumoniae issus de biofilms
exprimant plus fortement des pili de type 3 fonctionnels et affichant des capacités d’adhésion
augmentées sur surface abiotique par rapport a celles des bactéries planctoniques.

L’étude de la colonisation de surface biotique (cellules épithéliales intestinales) par
des agrégats issus du détachement de biofilm a K. pneumoniae s'avére indispensable afin

d’élucider cette persistance de colonisation au sein du tractus intestinal des souris.

Un systeme expérimental (ibidi®) permettant de produire des biofilms mixtes en
présence de cellules épithéliales a ét¢ mis au point, apportant un degré de complexité
supplémentaire afin de mimer au mieux le contexte in vivo. Ce systetme offre de nombreux
avantages (application de forces de cisaillement, évacuation des déchets métaboliques), mais

nous avons di faire face a des difficultés d’expérimentation. Les problémes de confluence
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cellulaire rencontrés pourraient nous orienter vers l'utilisation d'autres lignées cellulaires, telle
la lignée T84 issue d’un carcinome humain colique et décrite comme capable de former un
tapis cellulaire confluent dans le systéme ibidi® (Jamet er al., 2013). Mais le modele
cellulaire pulmonaire (A549) reste intéressant car ces cellules présentent fidélement les
caractéristiques morphologiques et biochimiques des cellules pulmonaires humaines, cibles
privilégiées du pathogeéne K. pmeumoniae. Leur utilisation dans ce modele expérimental
nécessite au préalable d’améliorer la confluence de la monocouche épithéliale ; ce pourrait-
étre en réalisant une co-culture avec des cellules endothéliales microvasculaires pulmonaires
humaines (HPMEC) (Srinivasan et al., 2015). En effet ce modele présente de bien meilleures
résistances électriques trans-épithéliales/trans-endothéliales que le modele de mono-culture
des cellules A549 (Hermanns et al., 2004). Nous pourrions ainsi évaluer l'impact de L.
plantarum dans des expériences d’exclusion, de compétition et de déplacement vis-a-vis de K.
pneumoniae. En paralléle, une approche observationnelle en microscopie confocale,
permettrait d'apprécier la répartition spatio-temporelle de chacune des bactéries et la cinétique

de détachement du biofilm a K. pneumoniae.

Les travaux réalisés au cours de cette thése s'inscrivaient dans un projet de recherche
plus vaste qui avait également pour but de connaitre l'influence de bactéries bénéfiques sur la
réponse immune de cellules épithéliales vis-a-vis de pathogeénes, notamment sous la forme de
biofilms. Nous avons initi¢ cet aspect en réalisant des premiers essais avec des bactéries sous
forme planctonique. Nous avons montré que L. plantarum CIRM653 modulait la réponse
immunitaire des cellules pulmonaires infectées par K. pneumoniae. L’intensité de cette
réponse est fortement dépendante de la quantité de Lactobacillus mise au contact des cellules
in vitro. Ces données préliminaires doivent impérativement étre confirmées par une étude
transcriptionnelle du profil cytokinique des cellules pulmonaires A549 suite au contact avec
les bactéries. De plus, Rizzo ef al. ont montré que la présence de certaines souches de
Lactobacillus (L. plantarum et L. crispatus) diminue la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires de cellules épithéliales dans un contexte infectieux a travers la diminution
d'expression des Toll-like récepteurs TLR-2 et TLR-4 (Rizzo ef al., 2013a, b). Nous savons
que I’expression de ces récepteurs a la surface des cellules épithéliales pulmonaires A549 est
augmentée suite a une infection a K. pneumoniae (Regueiro et al., 2009). Dans ce contexte, il
serait particulierement intéressant d’évaluer le rdle de ces récepteurs (expériences de Western-

blot, ARNi) dans les cellules A549 mises en contact avec L. plantarum et K. pneumoniae ou

97






Discussion générale et Perspectives

avec le pathogene seul. Ces déterminations réalisées avec des bactéries planctoniques
devraient étre suivies de 'analyse des effets produits par des formes biofilms du pathogéne,
mais devraient également inclure la détermination de I’impact de la présence du L. plantarum
au sein de biofilms mixtes, puisque le mode de vie sessile de souches de lactobacilles semble

potentialiser leurs activités immunomodulatrices (Aoudia et al., 2016; Rieu et al., 2014).

A plus long terme, il serait intéressant d’étudier 1’effet de L. plantarum CIRM653 sur
la physiopathologie de K. pneumoniae dans le modele murin de colonisation intestinale, a
travers des analyses de l’intégrité épithéliale et de la réponse immunitaire des muqueuses.
Plusieurs études renforcent I’idée d’une association directe entre les taux de colonisation de
K. pneumoniae au sein du tractus gastro-intestinal et le développement de pathologies extra-
intestinales (de Almeida et al., 2005; Fung et al., 2012). K. pneumoniae est en effet capable,
dans un modele murin de colite induite au TNBS, d’influencer la solidité des jonctions serrées
des cellules épithéliales intestinales en réduisant I’expression de certains de leurs composants
(claudine-1, protéine ZO-1 et ’occludine). De maniere intéressante, 1’administration orale
d’une souche de L. johnsonii atténue ce phénotype (Lee & Kim, 2011). Nous pourrions
reconduire ce type d’expérimentation in vivo dans notre modele murin. L. plantarum favorise
le maintien de la colonisation intestinale par K. pneumoniae ; cependant a travers un effet
antagoniste sur la modulation des jonctions serrées par le pathogeéne, sa présence pourrait
diminuer le risque de translocation du pathogene et in fine de colonisation extra-intestinale.
Enfin, ce méme modele murin nous permettrait de définir les mécanismes
immunomodulateurs du Lactobacillus lors d’un contexte infectieux in vivo. Pour cela, les taux
d’ARNm et protéiques de cytokines (pro- et anti-inflammatoires) pourraient étre évalués au
niveau du tissu intestinal, pulmonaire mais également sanguin. Le dosage des taux sériques de
la lipocaline 2 (LCN2), mais également au sein des féces ou des tissus épithéliaux, nous
renseignerait également sur la réponse au niveau des muqueuses des souris puisqu’il s’agit
d’une protéine antimicrobienne abondamment sécrétée par les cellules épithéliales durant une
infection du tractus intestinal ou respiratoire par S. Typhimurium et K. pneumoniae (Diaz-
Ochoa et al., 2014). Nous serions alors en mesure de définir ’action de L. plantarum

CIRM653 dans un contexte infectieux engendré par K. pneumoniae in vivo.
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Figure 38 : Représentation schématique du mode d’action supposé de L. plantarum
CIRM653.

A : Activité anti-biofilm de L. plantarum vis-a-vis de K. pneumoniae sur surface abiotique, B :
Effet de L. plantarum sur la colonisation intestinale de K. pneumoniae, C
Activité immunomodulatrice de L. plantarum lors d’une infection a K. pneumoniae.
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En conclusion, I’ensemble des résultats obtenus au cours de cette thése (Figure 38) a
permis d’identifier une souche de Lactobacillus, L. plantarum CIRM653 avec des activités
anti-biofilm vis-a-vis de K. pneumoniae LM21 in vitro, via 1'étude de son surnageant de
culture ou au sein de biofilms mixtes et ce, indépendamment d’un effet bactéricide. De
maniere surprenante, dans un modele murin de colonisation intestinale par K. pneumoniae,
I’administration journaliere de L. plantarum a favorisé la persistance du pathogene. L’effet
anti-biofilm in vitro menant a la dispersion d’agrégats bactériens fortement adhérents pourrait
ainsi in vivo favoriser la capacit¢ de K. prneumoniae a essaimer et coloniser son
environnement. L’ensemble de ces observations montre que le développement de stratégies
anti-biofilm et anti-colonisation a base de bactéries bénéfiques pourrait suivre différentes
approches ; par conséquent il est important de déterminer en amont de facon précise leurs

mécanismes d'action et d'anticiper au mieux le rapport bénéfice - risque de leur utilisation.
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The formation and persistence of surface-attached microbial communities, known as
biofims, are responsible for 75% of human microbial infections (National Institutes of
Health). Biofim lifestyle confers several advantages to the pathogens, notably during
the colonization process of medical devices and/or patients’ organs. In addition, sessile
bacteria have a high tolerance to exogenous stress including anti-infectious agents.
Biofims are highly competitive communities and some microorganisms exhibit anti-
biofilm capacities such as bacterial growth inhibition, exclusion or competition, which
enable them to acquire advantages and become dominant. The deciphering and control
of anti-biofilm properties represent future challenges in human infection control. The
aim of this review is to compare and discuss the mechanisms of natural bacterial
anti-biofilm  strategies/mechanisms recently identified in pathogenic, commensal and
probiotic bacteria and the main synthetic strategies used in clinical practice, particularly
for catheter-related infections.

Keywords: anti-biofilm, biofilm, probiotics, pathogens, lock solution

INTRODUCTION

Biofilms are multimicrobial communities enclosed in self-synthetized polymeric matrices, attached
to biotic or abiotic surfaces. Eighty percent of the world’s microbial biomass are found in the biofilm
state, and sessile cells are thus considered as the predominant mode of life for microorganisms
in nature. These cells frequently express phenotypes different from their non-adherent planktonic
counterparts, with a high capacity to colonize new surfaces and a high tolerance to exogenous stress
(Donlan and Costerton, 2002; Macfarlane and Dillon, 2007). Depending on the microbial species
and their localization (environmental/biomedical/industrial), biofilms can be either beneficial
or detrimental for humans. According to the National Institutes of Health, more than 75%
of microbial infections that occur in the human body are promoted by the formation and
persistence of biofilms. Some bacterial biofilms, such as the intestinal microbiota, also play
protective and functional roles. Intestinal commensal and beneficial bacteria—bacteria interactions
are directly involved in host homeostasis (Wrzosek et al., 2013). In human health, an imbalance
of microbiota, called dysbiosis, is associated with several diseases (Martin et al., 2014a). This
correlation is in part due to bacterial interplay between members of bacterial communities
such as group effect, cooperation, kin competition, genetic expression profiles, and phenotypic
diversification (Rendueles and Ghigo, 2015) that could be encompassed by the adjective “anti-
biofilm”. Interference interactions have already inspired the design of alternatives to antibiotics
in the fight against pathogenic microorganisms (Rasko and Sperandio, 2010). Recently, major
challenges and opportunities in this field were addressed during the workshop “Biofilms, Medical
Devices, and Anti-Biofilm Technology” (Phillips et al., 2015). Many medical device-associated and
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persistent infections can be attributed to biofilm-associated
microbes. To tackle the overarching public health issue of the
contribution of biofilms to health care-associated infections it
was suggested that clinicians and health care workers should
be more closely involved in their detection and treatment.
It was also suggested that the applied science of biofilm
formation and prevention would provide greater knowledge
of the contamination of medical devices. Some answers are
to be found in the development of the anti-biofilm activities
of beneficial microbes and/or the understanding and diversion
of the anti-biofilm capacities of pathogenic bacteria. In this
review, after establishing a definition of the term anti-biofilm,
we will focus on bacterial anti-biofilm activities with examples
of probiotic and pathogenic bacteria. With reference to clinical
examples, we will then discuss the use, challenges and limitations
of anti-biofilm strategies.

ANTI-BIOFILM ACTIVITY: WHAT DOES IT
MEAN?

Biofilms were initially defined as structured communities of
bacterial cells enclosed in self-produced polymeric matrices
and adherent to inert or living surfaces (Costerton et al,
1999). Later, it became obvious that biofilms exhibit altered
phenotypes compared with corresponding planktonic cells,
especially with regard to gene transcription (Lindsay and von
Holy, 2006). Biofilms are ubiquitous and nearly all species of
microorganisms, bacteria, fungi, yeasts, algae, protozoa, and
viruses are able to adhere to surfaces and/or to each other to form
biofilms (Wingender and Flemming, 2011). Biofilms formed
by pathogenic bacteria are the most extensively documented,
such as Klebsiella pneumoniae biofilms seen in Figure 1 on
abiotic (1A) and biotic surfaces (epithelial cell monolayer;
1B). Biofilms are increasingly recognized by the public health
community as an important source of pathogens (Donlan and
Costerton, 2002; Wingender and Flemming, 2011). They are
involved in specific infectious diseases such as osteomyelitis,
otitis media, peridontitis, and dental caries (Costerton et al,
1999) and in chronic diseases such as pulmonary infections of

cystic fibrosis patients. They are also involved in nosocomial
infections due to opportunistic pathogens, especially urinary
tract, lower respiratory tract, and surgical site infections and
bacteremia, and mostly when invasive medical device are
being used. In 2012, a prevalence survey of 1,938 healthcare
facilities and 300,330 patients carried out by the French
association RAISIN “Réseau dalerte, d’'investigation et de
surveillance des infections nosocomiales” showed that the most
frequent microorganisms associated with nosocomial infections
(RAISIN, 2015) were Escherichia coli, Staphylococcus aureus
(38.1% resistant to methicillin, MRSA), Pseudomonas aeruginosa,
and K. pneumoniae, all of which are high biofilm producers
(Figure 1C).

Biofilms pose significant clinical problems because sessile
bacterial cells are inherently recalcitrant to antimicrobial
agents such as antibiotics (for review, Lebeaux et al,, 2014).
Several factors are responsible for the biofilm-associated
resistance, including the density and the physiological state
of the cells, but also the physical structure of the biofilm.
Exopolysaccharides and extracellular DNA (eDNA) of the biofilm
matrix can act as a barrier to diffusion and thus reduce
penetration of antibiotics into biofilms. The effectiveness of
this barrier varies between antibiotics; tetracyclines, rifamycins,
fluoroquinolones, and daptomycin penetrate better than beta-
lactams, aminoglycosides, and glycopeptides (Stewart et al.,
2009; Singh et al.,, 2010; Cha et al., 2011; Doroshenko et al.,
2014). The effects of antibiotics can also be affected by the
particular microenvironment of biofilm, such as acidic pH and
low level of oxygen encountered in the deep layers of the
aggregates (Siala et al, 2014). The cells within biofilm are
generally less metabolically active than planktonic cells and
therefore significantly less sensitive to mechanism of action
by many antimicrobials targeting synthesis of macromolecules
or metabolic pathways such beta-lactams and quinolones (Xie
et al.,, 2005; Mascio et al., 2007). In addition, a percentage of
cells within biofilm may be persister cells, which are transiently
antibiotic tolerant without harboring genetic changes seen in
antimicrobial resistance. The presence of antibiotics can per
se induce persistence (Dorr et al, 2010; Kwan et al., 2013)
and/or enhance biofilm formation, particularly at sub-Minimal

FIGURE 1 | Four-hour-old biofilm of Klebsiella pneumoniae. (A) scanning electron microscopy (SEM) observation of the biofilm formed on Thermanox slide
performed as previously described (Goncalves et al., 2014). (B) Confocal microscopic observations of the biofilm (green) formed onto A549 pulmonary cell
monolayer stained with Phalloidin (red) and DAPI (blue). Observations were performed as previously described (Marques et al., 2015). (C) Relative percentage of the
most frequent micro-organisms associated with nosocomial infections in France (adapted from RAISIN, 2015).
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Inhibitory concentrations (MIC) (Wang et al., 2010b; Kaplan
et al, 2012; Ng et al, 2014; Lazaro-Diez et al., 2016) and
thus lead to treatment failure. The in vitro determination of
MIC:s is restricted to planktonic cells growing exponentially
under conditions that are optimal for action of the drug but
unlikely to be met in biofilm populations. In vitro and in vivo
experiments demonstrated that the MIC and the minimum
bactericidal concentration (MBC) for biofilm bacterial cells are
usually much higher (approximately 10-10,000 times) than their
counterpart planktonic cells (Hengzhuang et al., 2012; Marques
et al.,, 2015). The effective antibiotic MBC in vivo for biofilm
eradication are therefore impossible to reach by conventional
antibiotic administrations due to the toxicities and the side effects
of antibiotics and the limitation of renal and hepatic functions.
Combination of antibiotics with different killing mechanisms
leading to synergism remains nowadays the best solution for
the treatment of biofilm infections. Rifampicin and fosfomycin-
based combinations have shown in vitro enhanced activities
against biofilm embedded Staphylococcus aureus isolates (Tang
et al., 2012, 2013) but their in vivo efficiencies still remain to be
determined (Table 1).

In addition, biofilm phenotype provides resistance to host
defenses, in particular, leukocyte phagocytosis. There are various
possible mechanisms of action by which bacteria escape from the
immune system including inhibition of inclusion of biofilm cells
by phagocytes (Giinther et al.,, 2009) and low immunogenicity
of the biofilm matrix (Thurlow et al., 2011). These resistance
properties and the genetic and phenotypic versatilities of cells
within biofilm prompted workers to look for biofilm-specific
therapies to eradicate this common cause of persistent infections.
The term “anti-biofilm” appeared in the literature during the
1990s and is now widely used without, however, being fully
defined. On the basis of current knowledge, this review proposes
the use of the term anti-biofilm as “a natural or induced process,

leading to reduction of bacterial biomass through the alteration
of biofilm formation, integrity and/or quality”.

Studies have shown that two different anti-biofilm
mechanisms are able to modulate biofilm formation: inhibition
of bacterial surface attachment and destabilization/disruption
of mature biofilms irreversibly attached. Many of the existing
anti-biofilm agents are non-biocidal, but some bactericidal
molecules could be considered as anti-biofilm agents as they
are still active against mature biofilms protected by their
architecture. Bactericidal anti-biofilm agents should be very
specifically targeted otherwise their use could impair the
composition of established ecosystems and damage beneficial
microbiota. Nevertheless, anti-biofilm strategies represent
interesting approaches for medical biotechnology as attested by
the large number of recent publications (Rumbaugh and Ahmad,
2014). Anti-biofilm agents fall into two large groups, synthetic
and natural (Table 2). Synthetic biofilm inhibitors, in part listed
below, are mostly derived from bactericidal technologies.

Non-thermal Plasma (NTP) Technology

Plasma is a unique state of matter that results from a rapid
ionization of the gas obtained through subjecting gas to
extremely high temperatures or passing gas through high-voltage
electricity (Scholtz et al, 2015). The unspecific character of

TABLE 2 | The different classes of anti-biofilm agents.

Synthetic Natural product

Antibiotics
Protozoan grazing

Non-thermal plasma

Photodynamic substances
Nanoparticles Plant products
Surface topographic modifications Bacteriophages

Other peptides and molecules Microbial agents

TABLE 1 | Effects of different antibiotics family against Staphylococcus biofilms.

Antibiotic Species Assay Effect on biofilm Reference
Beta-lactams  Penicillins and most ~ Staphylococcus  in vitro Induction of biofilm formation at Sub-MICs Ng et al., 2014
cephalosporins aureus Kaplan et al., 2012
Lazaro-Diez et al., 2016
Ceftaroline Bactericidal anti-biofilm activity after prolonged exposure Landini et al., 2015
Rifampicin S. aureus in vitro Anti-biofilm activity, synergistic with fusidic acid and tigecycline Tang et al., 2013
S. epidermidis High anti-biofilm activity alone or in combination with vancomycin or ~ Olson et al., 2010
daptomicin
Vancomycin S. aureus in vitro Promotion of biofilm formation through an autolysis-dependent Hsu et al., 2011
mechanism
S. epidermidis Induction of eDNA release at sub-MICs leading to increased biofim Doroshenko et al., 2014
formation
Daptomycin S. aureus in vitro Induction of viable but non-cultivable cells in biofim at low Pasquaroli et al., 2014
concentrations
Anti-biofilm effect in monotherapy LaPlante and
Woodmansee, 2009
in vivo Prevention of the emergence of rifampin resistance mutants Cirioni et al., 2010
Fosfomycin S. aureus invitro  Anti-biofilm activity synergistic with linezolid or minocycline or Tang et al., 2012

vancomycin

eDNA, extracellular DNA; MIC, minimal inhibitory concentrations.
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their anti-microbial activity, low toxicity for human tissues
and absence of long-living toxic compounds make non-thermal
plasmas (NTPs) a very promising tool for biofilm prevention and
control in the decontamination of foods and biological materials
(Ermolaeva et al., 2015).

Photodynamic Substances

To produce an antimicrobial photodynamic therapy (PDT),
three major components are needed, light, oxygen, and a
photosensitizer. The excitation of the photosensitizer by light
generates reactive oxygen species (ROS), which leads to the
oxidation of biomolecules of microorganisms and results in
cell damage and death (Hamblin and Hasan, 2004). It was
recently shown that the photosensitizer 5-aminolevulinic acid
(5-ALA), once absorbed by proliferating bacteria, is converted
into the natural photosensitizer Protoporphyrin IX (PpIX), which
has synergic effects with the antibiotic gentamicin against the
biofilm of several Gram-positive bacteria (Barra et al., 2015). For
example, photoactive TiO, antibacterial coating was proposed to
reduce pin tract infections and proved to have antibacterial effect
against Staphylococcus strains (Villatte et al., 2015).

Nanotechnology

Two kinds of nanotechnologies can affect biofilm formation
on a surface. First, nano-modifications of surface topography
(roughness and nanostructure) limit primary bacterial adhesion
without the use of any biocide molecules (Desrousseaux et al.,
2013). However, results on their efficacy have been conflicting
and inhibition of primary adhesion seems to be dependent mostly
on the spatial organization of the nano features. Second, surfaces
can be chemically modified by addition of nanoparticles made
of iron, silver, zinc, or titanium (Neethirajan et al., 2014). Most
of these nanoparticles exert antibacterial activity by interacting
electrostatically with the bacterial membrane, which leads to
membrane disruption (Beyth et al, 2015). In addition, the
bioavailability of these nanoparticles due to their high surface-
to-volume ratios allows them to penetrate a mature biofilm
and thus to target bacterial cells not only at the surface but
also within the deep layers of biofilm (Bakkiyaraj and Pandian,
2014).

Other molecules could be added to this list, in particular
detergents and antiseptics and synthetic peptides (de la Fuente-
Nurfiez etal., 2014). However, the increasing interest in promoting
health by natural means has concentrated research trends on
natural biofilm inhibitor products with less biocidal activity.

Protozoan Grazing

Protozoan grazing is believed to be the major trophic pathway
whereby the biomass produced by bacteria, cyanobacteria
and algae re-enters the food web. However, this type of
microorganism’s biomass control is hard to adapt to human
health. In vitro, the ciliate Colpoda maupasi has been shown
to reduce the thickness of mature biofilms of opportunistic
pathogens formed by Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
fluorescens, and Staphylococcus epidermidis (Huws et al., 2005). In
addition, the presence of protozoa in drinking water distribution
systems can regulate the autochthonous and allochthonous

bacterial populations (Sibille et al., 1998), which suggests that this
process could be used to decrease or limit nosocomial infections
caused by environmental contamination.

Plant Products

Plants represent a huge resource of bioactive molecules. A recent
study showed that some of them contain anti-biofilm compounds
that inhibit growth, interrupt quorum sensing (QS) and/or
prevent bacterial adhesion (Husain et al, 2015). Garlic acts
as a QS-interfering compound in the treatment of bacterial
infections, owing to the production of ajoene, a sulfur-rich
molecule (Jakobsen et al, 2012). Cranberry is also an anti-
adhesion agent (Allison et al,, 2000; Cai et al., 2014) able to
prevent urinary infections (Rafsanjany et al., 2015), dental caries
(Girardot et al., 2014), and skin infections (Moran et al., 2014).

Bacteriophages

The most abundant category of microorganisms on earth,
are viruses whose interactions with biofilm members are
ecologically important in horizontal gene transfer between
bacteria (transduction). Bacteriophages play other important
roles in microbial communities such as the modulation of
bacterial populations. They also produce a number of enzymes
able to disrupt the protection afforded by the biofilm matrix,
thereby modifying biofilm architecture and increasing its
susceptibility to antibiotics (Abedon, 2015). However, there
are several drawbacks to the use of phages: (i) phage lytic
activity releases Gram-negative bacterial-membrane-endotoxins,
(i) phage-resistant bacteria can arise rapidly (Ormild and
Jalasvuori, 2013) and (iii) phages can spread bacterial virulence
genes (Rossmann et al., 2015).

Bioinspired anti-biofilm molecules can be isolated from
eukaryotes, such as the lactoferrin (Ammons and Copié, 2013),
but most are derived from microbial phenomena occurring
within the biofilms themselves. In fact, bacterial fitness within
biofilm relies on the ability of a given strain not only to adhere,
settle, and develop as a biofilm, but also to inhibit others from
doing so (Rendueles and Ghigo, 2015).

BACTERIAL-DERIVED BIOFILM
INHIBITORS

Intra- and interspecies interactions and competition between
microorganisms within biofilm are governed by ecological
and evolutionary parameters (Rendueles and Ghigo, 2015).
Bacterial interferences are present at different levels of
biofilm development; they can affect primary adhesion and/or
maturation via exclusion/competition phenomena, modify
matrix composition or enhance dispersal. Bacterial anti-biofilm
activities govern microbe-surface interactions and microbe-
microbe interactions and they are shared by commensal,
pathogen, and probiotic bacteria (Figure 2). The increasing
interest in promoting a natural approach to health has intensified
research in the field of probiotics worldwide over the last two
decades. Probiotics, recently redefined by an expert panel of the
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
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FIGURE 2 | Schematic representation of the impact of bacterial
anti-biofilm activities on microbe-surface interactions and on
microbe-microbe interactions.

(ISAPP) as “live microorganisms that, when administered in
adequate amounts, confer a health benefit on the host” (Hill et al.,
2014), have gained increasing medical attention because of their
antagonist effects against numerous pathogens. Probiotics with
anti-biofilm properties, especially Lactobacilli, seem promising
in the treatment of oral, wound and vaginal infections in both
clinical trials and in vitro studies (Vuotto et al., 2014). For some
probiotics, this beneficial activity is boosted when grown as
biofilm (Rieu et al., 2014). Pathogens also exhibit anti-biofilm
properties when competing with other bacteria to reach new
ecological niches.

Effect on Growth

Most beneficial and pathogen bacteria are able to secrete
antibacterial substances such as antimicrobial peptides (AMPs),
lantibiotics, bacteriocins, microcins, lactic acid, and hydrogen
peroxide. Using different mechanisms of action, such as
membrane permeabilization and interference with essential
enzymes, these molecules inhibit bacterial growth or cause
bacterial death. Some of them are highly effective against sessile
cells such as the bacteriocins, nisin A, lacticin Q, sonorensin,
and colicin R (Okuda et al., 2013; Rendueles et al., 2014;
Chopra et al, 2015). Interestingly, colicin R produced by
the commensal Escherichia coli ROARO029 strain, preferentially
targets sessile rather than planktonic bacteria (Rendueles et al.,
2014). The enhanced sensitivity of sessile cells to colicin R has
been attributed to a reduced growth rate caused by diminished
turnover of outer membrane components or increased stress
within the biofilm. Several bacteriocin-producing strains have
filed patent application for food and biomedical applications
(Benmechernene et al, 2013). Interestingly, the probiotic
lactobacilli strains Lactobacillus casei Shirota and L. rhamnosus
HNO001 inhibited growth and biofilm formation of the pathogen
Streptococcus mutans by producing an acid environment and
bacteriocin-like polypeptides, suggesting the synergic properties

of these two mechanisms of action (Lin et al., 2015). Anti-
biofilm agents impairing bacterial growth usually display narrow
spectra. For instance, AMPs have shown a considerably stronger
antimicrobial activity against biofilm formed by Gram-positive
bacteria than by Gram-negative strains, justifying their potential
use in the specific treatment of ocular infections, which are mostly
due to Gram-positive bacteria (Dawgul et al., 2014).

Alteration of Initial Adhesion by Surface

Modification
The most effective strategy to antagonize the first step of
biofilm formation is the use of biosurfactants and bioemulsifiers
able to modify the physicochemical cell surface properties and
thus to impair microbial adhesion. This is illustrated notably
by the production of Pseudomonas aeruginosa rhamnolipids,
which are able to disrupt the cohesiveness of biofilm formed
by Bordetella bronchiseptica (Irie et al., 2005), Bacillus subtilis,
S. aureus, and Micrococcus luteus (Quinn et al., 2013). Another
anti-biofilm biosurfactant is the surfactin produced by Bacillus
subtilis, which is able to reduce colonization of surfaces by the
food pathogenic bacteria Listeria monocytogenes, Enterobacter
sakazakii, and Salmonella enteritidis (Nitschke et al., 2009). Other
pathogenic bacteria share such mechanisms: K. pneumoniae and
the uropathogenic strain E. coli CFT073 exhibit a broad-spectrum
anti-biofilm non-bactericidal activity by secreting extracellular
polysaccharide (EPS) with anti-adhesion properties (Valle et al.,
2006; Goncalves et al., 2014). EPS are the essential building blocks
for the biofilm matrix of most microorganisms but they can
also inhibit their neighbors’ biofilm structuration by interfering
with initial adhesion, dispersion, cell-to-cell communication,
and/or matrix formation (Rendueles and Ghigo, 2012). One
example of this type of anti-biofilm mechanism of action is
the interference of the capsular polysaccharides of Actinobacillus
pleuropneumoniae serotype 5 with cell-to-cell and cell-to-surface
interactions of other bacteria, which prevents them from forming
or maintaining biofilms (Karwacki et al., 2013). More examples
are given in the review of Rendueles and Ghigo (2012), in which
the authors advise that targeting surface colonization rather than
overall bacterial fitness is a more promising approach.
Homeostatic relations between the hosts and their microbiota
considered as biofilms at the surface of epithelial host
cells are abundant. At the intestinal level, commensal and
probiotic bacteria strengthen intestinal barrier function by
enhancing mucin production and tight junction integrity, and by
modulating the activity of the immune system. These properties
are assimilated to biotic surface modifications involved in
the reduction of pathogenic-associated biofilm and thus the
protection of the host from infections. For instance, the probiotic
mixture VSL#3 is able in vivo to induce mucin gene expression
(Caballero-Franco et al., 2007) and commensal bacteria such as
bifidobacteria or Bacteroides thetaiotaomicron promote defense
functions of the host epithelial cells via the production of acetate
(Fukuda et al., 2012; Wrzosek et al., 2013). In contrast to these
adaptations of host capacities, bacteria can specifically target
the degradation of host receptors and then inhibit the adhesion
process. For instance, some S. epidermidis strains secrete a serine
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protease named Esp, which degrades human receptor proteins
(e.g., fibronectin, fibrinogen, and vitronectin) recognized by
S. aureus and involved in host-pathogen interaction and tissue
colonization (Sugimoto et al., 2013).

Modulation of Biofilm Quality and
Integrity

Evidence has shown that anti-biofilm bacterial agents not
only modify biotic and abiotic surfaces but also alter the
physical properties of bacterial surfaces involved in cell-to-cell
aggregation and surface attachment processes. For instance, EPS
released by L. acidophilus A4 exert anti-biofilm activity against
a wide range of Gram-positive and Gram-negative bacteria by
affecting the expression of genes involved in curli production and
chemotaxis, and thus modifying cell-to-cell (autoaggregation)
and cell-to-host cell (adhesion) adherence (Kim et al., 2009).
More recently, inhibition of S. aureus was shown to be due to
the physicochemical properties of the Lactobacillus cells surface
such as hydrophobicity, autoaggregation, and coaggregation
abilities (Ren et al., 2012). These kinds of inhibition processes
are likely induced by alteration of the expression of key
surface structures that are required for surface colonization and
govern the complex interactions between pathogenic and/or
common environmental bacteria. For instance, Streptococcus
intermedius down-regulates the expression of both short (mfal)
and long (fimA) fimbriae required for attachment and biofilm
development by Porphyromonas gingivalis (Christopher et al.,
2010). The anti-biofilm activity of the oral strain of Streptococcus
does not affect growth rate and is mediated by the surface
arginine deiminase ArcA. More recently, it was shown that
Lactobacilli strains impair fungal biofilm formation structure
by down-regulating the expression of Candida glabrata EPA6
and YAKI genes, encoding, respectively, an adhesin involved in
the yeast biofilm development and its transcriptional regulator
(Chew et al., 2015).

Anti-biofilm activities are characterized by inter-species
communications not only between different genera of
prokaryotes but also between prokaryotic and eukaryotic
cells. Bacterial anti-biofilm activities are therefore likely
to naturally regulate bacterial populations in an ecological
niche. For example, the Esp protease secreted by a subset of
commensal S. epidermidis in the nasal microbiota inhibit biofilm
formation by pathogenic S. aureus (Iwase et al., 2010). Ecological
homeostasis of polymicrobial biofilms involves exclusion,
competition and displacement phenomena between pathogenic,
commensal and/or probiotic bacteria for adhesion/attachment
sites and/or nutriment access. A new mechanism of invasion
resistance deployed by oral-derived microbial community (O-
mix) to defend their domains was recently reported. The O-mix
is able to restrict the colonization of exogenous E. coli strains by
sensing the E. coli lipopolysaccharides (LPS) and subsequently
killing them with oxygen free radicals (He et al,, 2010). The
underlying molecular mechanisms were recently discovered
and involve the coordinated role of three commensal bacterial
species (Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus infantis,
and Streptococcus sanguinis) acting as ‘Sensor, ‘Mediator; and

‘Killer; respectively (He et al., 2014). Numerous in vitro studies
have shown that Lactobacilli can exert competitive exclusion
of different pathogenic bacteria such as S. aureus, Salmonella
enterica, Shigella sonnei, E. coli, and Gardnerella vaginalis by
interfering with their binding sites on the epithelial cell surface
(Jankowska et al., 2008; Prince et al., 2012; Zhang et al,, 2012;
Abedi et al., 2013; Castro et al., 2013).

Anti-biofilm activity can modulate biofilm bacterial diversity
via interferences between species or between bacteria and the
host surface. Different mechanisms of action can explain the
chain reaction leading to the anti-biofilm process, the first of
which is modification of cell-to-cell communication. The search
for anti-biofilm compounds acting on QS and/or on signal
molecule of targeted bacteria has already been undertaken (Leoni
and Landini, 2014). For a recent review on QS inhibitors, see
Brackman and Coenye (2015). It must, however, be noted that
jeopardy of bacterial communication can lead to dispersion of
a wide range of bacterial biofilms, and induction of biofilm
dispersal by fatty acid signals may be a commonly used
mechanism. For instance, the cis-2-decenoic acid produced by
P. aeruginosa induces dispersion of P. aeruginosa PAO1 biofilm
but also of those formed by a variety of Gram-negative and
Gram-positive bacteria (E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis,
Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis, S. aureus, and Candida
albicans; Davies and Marques, 2009). Many bacterial enzymes
involved in active biofilm dispersal have also been identified,
in particular those involved in matrix degradation such as
the serine protease Esp and the deoxyribonuclease I, DNase I.
However, the most studied biofilm-matrix-degrading enzyme is
dispersin B (Kaplan, 2009; Twase et al., 2010; Brown et al., 2015).
This glycoside hydrolase produced by the periodontopathogen
A. actinomycetemcomitans completely inhibits biofilm formation
and disperses preformed biofilm of several bacterial species:
E. coli, S. epidermidis, S. aureus, P. fluorescens, and Yersinia pestis
(Kaplan et al., 2004). As a consequence of the destruction of the
physical integrity of the highly protective matrix barrier, sessile
microbial cells are suddenly exposed to the external offensive
of both antibiotics and innate host immune defenses (Kaplan,
2009). To avoid potential adverse effects due to the release of live
bacteria from biofilms it seems essential to combine molecules
with biofilm dispersing activity and anti-bacterial activity: cis-
2-decenoic with antibiotics or disinfectants for eradication of
catheter-associated biofilms (Rahmani-Badi et al., 2014; Sepehr
et al., 2014) and dispersin B with KSL-W antimicrobial peptide
for treatment of chronic wound infections (Gawande et al.,
2014).

SUCCESSFUL USE OF ANTI-BIOFILM
METHODS IN HUMAN HEALTH

Clinical trials performed with beneficial bacteria and particularly
probiotics make use of exclusion and/or inhibition of growth
of pathogens to protect the mucosa from the colonization of
these undesirable microorganisms (Martin et al., 2014b). These
strategies can be considered as anti-biofilm strategies, since
aggregates formed on biotic surfaces, such as epithelia, have

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

April 2016 | Volume 7 | Article 592






Miquel et al

Strategies for Biofilm Prevention and Control

molecular properties similar to those of biofilms formed on
abiotic surfaces and are actually considered as such (Stacy et al,,
2016). However, most molecular knowledge of the biofilm mode
of life derives from studies performed on aggregates formed
on abiotic surfaces, and a lot remains to be discovered about
the specific biofilm host-immune response. Most anti-biofilm
based randomized clinical trials have focused on infections
associated with biofilm formation on abiotic surfaces: medical
devices (especially ventilator-associated pneumonia and catheter-
related infections) or dental surfaces. In these randomized clinical
trials, the main strategy used to successfully control biofilm
formation was the use of surface-coated (Berra et al., 2008;
Kollef et al., 2008) or surface-treated catheters (Scannapieco
et al, 2009; Quintas et al,, 2015) and/or changes in surface
composition of the device (Ghorbanzadeh et al., 2015). The
last paragraph of this review will focus on these different
strategies, with special emphasis on their advantages and
limitations.

THE CASE OF CATHETER-RELATED
INFECTIONS

Central venous catheters are essential in the management
of patients and they are commonly used for the intravenous
administration of fluids, blood products, complex drug
treatments and total parenteral nutrition, for monitoring
hemodynamics and for hemodialysis provision. The major
concern with their use is colonization by microorganisms,
which subsequently leads to infection, mostly catheter-related
bloodstream infections (CRBSIs). CRBSIs are potentially
devastating, entailing substantial morbidity, mortality and
additional healthcare costs. It is estimated that a total of 250,000
cases of CRBSI occur yearly in the USA (Maki et al., 2006).

Catheter luminal colonization is the first step in catheter
infection. In catheters with placement shorter than 21 days
(short-term catheters), colonization originates mainly from the
skin microbiota, with the microorganisms migrating distally
along the external surface into the subcutaneous catheter tract.
The microorganisms can also seed the intraluminal catheter
surface from contaminated hubs, connectors and infusates. The
intraluminal source of infection may be especially important in
patients with long-term hemodialysis catheterization. Microbes
colonizing catheter lumens constitute with host proteins a biofilm
in which they proliferate and escape systemic antibiotics and
immune host defenses. Ultimately, microorganisms can detach
from biofilm and invade the bloodstream causing CRBSI and
metastatic infections.

Multifaceted infection control interventions including
maximal barrier precautions, line care bundle, development of
educational programs, outcome surveillance and performance
feedback of infection control practices have been implemented
and succeeded in decreasing CRBSI rates. Several other
preventive measures undertaken to further reduce the risk of
CRBSI have been developed including coating catheter surfaces
with antimicrobial agents and locking catheter lumens with
antimicrobial solutions.

(1) Coating catheter with anti-infective agents (antiseptics
or antibiotics) aims at inhibiting bacterial adhesion to
the catheter lumen surface and preventing biofilm growth
and subsequent infection. Catheters can be bonded to
the inner and/or outer surface or impregnated within the
material itself. The most commonly used antimicrobial
agents are chlorhexidine-silver sulphadiazine (CHSS) and
minocycline-rifampicin (MR).

First-generation antiseptic catheters whose outer surface was
impregnated with CHSS had a lower rate of CRBSI when inserted
for a short duration (<8 days) in units with a high incidence of
CRBSI (>3 per 1,000 catheter-days; Walder et al., 2002). Second-
generation CHSS catheters were then developed, with a long
half-life of impregnation at the internal and external surfaces.
Their use decreased the rate of catheter colonization but failed to
diminish the incidence of CRBSI in units with acceptable rates
of CRBSIs (Timsit et al., 2011). The development of bacterial
resistance in relation to the use of CHSS catheters has never
been observed in a clinical setting, but resistance to chlorhexidine
has been detected in experimental studies (Tattawasart et al.,
1999). Physicians must be aware that in rare cases hypersensitivity
reactions have been reported in patients who were inserted with
these catheters (Trautner and Darouiche, 2004).

Catheters impregnated intraluminally and extraluminally
with MR have been widely developed. MR concentrations
on the surface of these catheters decrease with placement
duration but still exert antimicrobial activity through 60 days
of catheterization (Darouiche et al., 2005). Their use is
associated with a decrease in the rates of colonization and
infection compared with standard catheters and first-generation
CHSS impregnated catheters (Hockenhull et al., 2009; Wang
et al., 2010a). No prospective trial has compared second-
generation CHSS and MR-impregnated catheters. In a recent
published retrospective study, second-generation CHSS and MR-
impregnated catheters, in comparison with standard catheters,
decreased the risk of CRBSI to a similar extent (Lorente et al.,
2015).

There are concerns regarding the potential of MR-
impregnated catheters for altering the microbiologic profile
of catheter colonization/infection and promoting bacterial
resistances. Data indicate that they can enhance the risk of fungal
catheter colonization (Ledn et al., 2004; Picioreanu et al., 2004;
Lardon et al, 2011). However, bacterial resistance induced by
the prolonged use of MR-impregnated catheters has not been
demonstrated in clinical studies (Ramos et al., 2011; Bonne et al.,
2015).

Other catheter materials have been tested including oligon,
silver, carbon, platinum, and antimetabolite. Several prospective,
randomized studies comparing these catheters with un-coated
catheters in the prevention of catheter colonization and infection
have yielded conflicting results (Kalfon et al., 2007; Walz et al,,
2010; Lai et al., 2013).

Current evidence suggests the magnitude of the effect of
antimicrobial-impregnated catheters differs according to the type
of patient population. For instance, their beneficial benefit was
mainly observed in critically ill patients and only inconsistently in
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cancer patients and in patients receiving total parenteral nutrition
(Lai et al., 2013). The decision to use these catheters should be
based on a risk benefit analysis taking into account the incidence
of CRBSI observed in the institution for at-risk populations and
balancing the attributable costs of CRBSI, the price over cost
of impregnated catheters and concerns for the emergence of
bacterial resistance.

Antimicrobial-impregnated catheters should be reserved for
patients whose catheter placement is expected to be longer than
5 days, in units with unacceptable rates of infections (more than
three CRBSIs per 1,000 catheter-days), despite adherence to a
comprehensive preventive strategy (Bach et al., 1996).

(2) The antimicrobial lock (AML) strategy is designed to
prevent or to treat endoluminal catheter infections. It
is intended for catheters that are not used continuously
and consists of instilling a selected AML solution into
the catheter lumen while the catheter is idle. The AML
solution is allowed to dwell or is “locked” for a certain
period of time in the catheter lumen. Thereafter, the lock
solution is aspirated and discarded or flushed through the
catheter into the bloodstream. This strategy can achieve
local antimicrobial concentrations 100-1,000 times higher
than that obtained by parenteral treatment to overcome the
adaptive bacterial resistance of sessile bacteria.

An ideal AML solution should possess several important
properties including widespread bactericidal activity against the
microorganisms commonly involved in CRBSIs, the potential
to penetrate biofilm and kill sessile cells, prolonged chemical
stability that does not impair catheter integrity, a low potential
for promoting antimicrobial resistance, a low risk of toxicity and
adverse events, and the ability to maintain catheter patency by
preventing catheter occlusion and thrombosis. Thus, most AML
solutions combine anticoagulant and anti-biofilm activities.

A wide variety of antibiotics have been used alone or in
combination to lock catheter lumen, including penicillins,

cephalosporins, aminoglycosides, fluoroquinolones, folate
antagonists,  glycopeptides, lipopeptides, oxazolidinones,
rifampicin, polymyxins, tetracyclines, glycylcyclines, and

carbapenems. The antibiotic solution is currently mixed
in unfractionated heparin (UFH) to obtain antimicrobial-
anticoagulant solutions. However, there is a growing body
of data supporting the use of alternative anticoagulants such
as low molecular weight heparins, calcium chelators (citrate
or ethylenediamine-tetra-acetic acid [EDTA]), and tissue
plasminogen activator. The choice of antibiotics and their
concentration is based on the expected susceptibility of biofilm
to the antimicrobials and their ability to kill the biofilm cells.
In addition, the decision to choose a mixture must take into
account the results of studies conducted on the stability and
compatibility of the solution, which depend on the type
of agents combined, their respective concentration and the
experimental conditions including temperature, exposure
duration, and storage conditions. Experimental studies suggest
that antibiotic UFH mixtures are compatible with a broad
range of antibiotic concentrations when unfractionated heparin

concentration is higher than 3500 U/mL, while precipitation
occurs when antibiotics are diluted with unfractionated heparin
at concentrations lower than 1000 U/mL (Droste et al., 2003).
Numerous data are now available to guide physicians in the
choice of antibiotic lock solution components and their final
concentrations (Mermel et al, 2009; Justo and Bookstaver,
2014).

The widespread use of the prophylactic antibiotic lock strategy
raises concerns in clinical practice because of the risk for
the development of antimicrobial-resistant organisms (Landry
et al,, 2010; Dixon et al., 2012). Emerging gentamicin resistant
bacteria have been identified as causative agents of bacteremia
in chronic hemodialysis patients when tunneled catheters were
prophylactically locked with a solution of gentamicin (4 mg/mL)
and unfractionated UFH (5000 U/mL; Landry et al., 2010). In
addition, catheter locking may induce severe adverse events when
a fraction of the lock solution spills from the catheter lumen into
the bloodstream during and after instillation (Agharazii et al.,
2005). Detectable gentamicin serum levels have been observed in
chronic dialysis patients receiving preventive gentamicin-citrate
lock (Dogra et al., 2002). Severe neurological disorders have been
reported after prolonged exposure to aminoglycoside-based lock
solution (Dogra et al., 2002; Saxena et al., 2002). The use of
prophylactic antibiotic lock solution with antibiotics routinely
used to treat systemic infections remains debatable, and in our
opinion should therefore be discouraged.

One way to reduce the likelihood of antibiotic resistance
is the use of catheter lock solutions that do not include an
antibiotic component. The most commonly used non-antibiotic
lock solutions are taurolidine, a high concentration of citrate or
of EDTA and ethanol.

- Taurolidine is an amino acid taurine derivative with a broad-
spectrum activity against bacteria and fungi. It acts as a
disinfectant by inducing irreparable microbial cell wall injury
(Willatts et al., 1995). Several randomized control studies have
compared taurolidine and UFH lock solutions in preventing
CRBSI (Betjes and van Agteren, 2004; Bisseling et al., 2010;
Solomon et al, 2010; Diimichen et al., 2012; Handrup
et al, 2013) and yielded mixed results depending on the
study population. In pediatric oncology patients and infants
on home parenteral nutrition, taurolidine used at various
concentrations (1.35 and 2%) with or without addition of 4%
citrate decreased the rate of CRBSI as compared to low doses
of unfractionated heparin (150 and 100 U/mL; Bisseling et al,
2010; Diimichen et al., 2012; Handrup et al., 2013). In contrast,
in hemodialysis patients, the use of 1.35% taurolidine - 4%
citrate solution failed to prevent CRBSI and exit site infections
as compared to UFH lock solution (5,000 U/mL), but increased
the need for premature catheter removal for poor flow (Liu
et al., 2014; Zhao et al., 2014).

- Citrate and EDTA have anticoagulant activities similar to
those of heparin by chelating ionized calcium, which results
in a blockade of the coagulation pathways. In addition, they
enhance the activity of antimicrobial drugs and therefore there
is a growing interest in the use of cationic chelator-based lock
solutions in the prevention of CRBSI. These lock solutions
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have been widely studied and have been demonstrated to be
highly effective in hemodialysis patients and pediatric cancer
patients (Zacharioudakis et al., 2014; Zhao et al., 2014). In
hemodialysis patients, the mixture of 7.0% sodium citrate,
0.15% methylene blue, 0.15% methylparaben, and 0.015%
propylparaben reduced the risk of CRBSI in a randomized
open label trial (Maki et al., 2011) but citrate alone was not
more effective than UFH (Zhao et al,, 2014). A similar result
was observed with a lock solution of 4% EDTA (Kanaa et al.,
2015). In addition, there have been concerns about the use of
citrate at high concentrations owing to its potential toxicity,
allergic reactions, arrhythmia and cardiac arrest (US Food and
Drug Administration, 2000).

- Ethanol is an inexpensive antiseptic that acts by non-specific
protein denaturation. It has drawn much interest as a lock
solution for the prevention of CRBSI because it exerts
bactericidal and fungicidal activity against a broad range of
microorganisms and is unlikely to promote antimicrobial
resistances. The time required by ethanol to eradicate
experimental biofilm varies according to the microorganisms
studied and is concentration-dependent. Ethanol has no
antithrombotic properties and cannot be mixed with UFH
because of potential precipitation. Randomized control studies
on ethanol locks at concentrations higher than 70% v/v in the
prevention of CRBSI have yielded conflicting results because
of differences in study design, case mix population, and lock
dwell time (Sanders et al., 2008; Slobbe et al., 2010; Broom
et al., 2012; Pérez-Granda et al., 2014; Souweine et al., 2015).
Either way, there are a number of concerns with the use of
such high concentrations of ethanol in lock solutions for fear of
catheter structural degradation, plasma protein precipitation
and catheter occlusion (Mermel and Alang, 2014). However,
ethanol solution at a 40% v/v concentration inhibits bacterial
and fungi growth in established biofilms, does not induce
catheter damage, and has satisfactory compatibility when
mixed with low molecular weight heparin and heparinoids.
When combined with low molecular weight heparin, 40% v/v
ethanol may exert strong anticoagulant activity and has only a
marginal impact on plasma protein precipitation. No clinical
study has so far assessed the efficacy of such mixtures in
preventing CRBSI.

FUTURE CHALLENGES AND
LIMITATIONS OF ANTI-BIOFILM
STRATEGIES

Conventional and current anti-biofilm therapies target one
bacterial species without considering that most biofilm-related
and chronic infections are due to the persistence of polymicrobial
biofilms (Hall-Stoodley and Stoodley, 2009). Thus, there is
no ideal solution to totally eradicate biofilm, but the key
would be the simultaneous application of agents implementing
mechanisms with synergic potential in order to both disturb
the biofilm structure and kill bacteria (Khan et al., 2014).
Multidisciplinary approaches are needed to decipher the generic
networks underlying complex community interactions and to

place them in their ecological and evolutionary context. The
use of computational tools to comprehensively understand
anti-biofilm processes seems essential. Biofilm and multispecies
biofilm modeling techniques are available and take into
account heterotroph parameters (Picioreanu et al., 2004; Lardon
et al, 2011). Three-dimensional computer models of biofilm
dynamics have been developed as tools for investigating
mechanisms of protection against antimicrobial agents in
biofilms (Chambless et al., 2006). They could be used for the
analysis of the effects of anti-biofilm agents, in particular to
assess their efficacy and to consider how they could impact the
emergence of new classes of resistant microbes (Phillips et al.,
2015).

The Food and Drug Administration (FDA) has received
several medical device submissions that contain anti-biofilm
claims (Phillips et al., 2015). However, current in vitro and
in vivo assays are unable to effectively predict biofilm outcomes
in humans and it is therefore important to develop reliable
alternatives to clinical studies for the evaluation of anti-biofilm
claims with standardized anti-biofilm procedures and validation
methods that can establish correlation with clinical outcomes.
That goes hand in hand with the elucidation of the mechanisms
of action of the numerous anti-biofilm and bactericidal agents
described so far. As already proposed in the Nutrition and
Health claims domain, considering bacterial anti-biofilm agents
will be useful in the future to establish a framework to help
academic and industrial communities to explore their potential
in accordance with health and nutrition policy (Miquel et al.,
2015). In part because of the administrative complexity of these
approaches, other potential applications must be envisaged such
as vaccine strategy. The vaccine against the oral bacterium
Fusobacterium nucleatum that preferentially targets FomA, an
outer membrane protein involved in bacterial co-aggregation,
can be considered as a pioneer anti-biofilm vaccine (Liu et al,
2010). New and specific vaccines are needed but it is necessary
first to more fully investigate the interactions between biofilm
and the host immune system, a domain as yet unexplored (Bryers,
2008).

Finally, modification of gene expression of pathogens within
biofilm by probiotic counterparts could represent an interesting
anti-biofilm approach with a dual-purpose: to limit bacterial
colonization and inhibit the expression of virulence factors.
For instance, some Lactobacilli down-regulate the expression
of the virulence genes of S. mutans, S. aureus, and Salmonella
enterica (Das et al., 2013; Nouaille et al, 2014; Wu et al,
2015). In the literature, the biofilm mode of life is generally
opposed to the virulence capacities of bacteria (Claret et al,
2007), suggesting that biofilm ensures that bacteria stay within a
specific niche and that its destabilization induces adverse effects.
Further studies are required to assess the in vivo benefit of anti-
biofilm approaches that can guarantee to have therapeutic or
prophylactic benefits and to be very specific, highly effective
and environmentally safe. However, due consideration should be
given to the comparative risks and benefits for the patient, in
particular the potential side effects on beneficial bacteria of the
host microbiota and the emergence of antimicrobial resistances
(Phillips et al., 2015).
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CONCLUSION

The objective of the review was to give a better definition of
the anti-biofilm activities involved in microbial crosstalk. The
prevalence of biofilm is not only a significant problem for human
health, but also in food and the food industry, and in water and
sewage treatment, and warrants expenditure for the development
of effective anti-biofilm strategies. Coating catheter surfaces
with antimicrobial agents and locking the catheter lumens with
antimicrobial solutions are two different approaches that have
produced encouraging results with regard to catheter-related
infections. A major obstacle will be to translate the use of original
anti-biofilm agents into commercial reality, in part because of
the necessity to develop specific drug delivery applications. It
still remains a real challenge for scientists in this innovative
cross-cutting research domain.
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