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Chapitre 1 : Le groupe Bacillus cereus
1/ Généralités

Le groupe Bacillus cereus sensu lato (Regne : Bacteria, Embranchement : Firmicutes, Classe
: Bacilli, Ordre Bacillales, Famille : Bacillaceae) est un des genres les plus diversifiés de la
classe des Bacilli. 11 est une sous-division du genre Bacillus qui comprend, a I'heure
actuelle, huit espéces taxonomiquement trés proches formellement reconnues : B. cereus
sensu stricto (ou B. cereus), B. anthracis, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B.
mycoides, B. pseudomycoides, B. cytotoxicus et récemment B. toyonensis (EFSA Panel on
Biological Hazards (BIOHAZ), 2016a; Y. Liu et al,, 2015 ; Oren et Garrity, 2014).

Les espéces constituant ce groupe sont a coloration Gram-positive, formant des batonnets
de 3 um de long pour 1 um de large environ, aérobies ou anaérobies facultatives. Elles
présentent un génome avec un faible pourcentage en bases GC (environ 35 %), avec un
génome de 5.3 a 5.9 Mb. Elles produisent des endospores et peuvent étre mobiles grace a
une ciliature péritriche.

B. cereus, B. thuringiensis et B. anthracis revétent un intérét particulier sur le plan
industriel et d’'un point de vue de santé publique, certaines souches ayant été méme
caractérisées sur la station spatiale internationale ISS (Venkateswaran et al,, 2017), et
sont par conséquent les 3 espéeces étudiées en profondeur.

» B. cereus (Figure 1) est un pathogene opportuniste de 'homme et des animaux,
actuellement considéré comme le second agent le plus fréquemment confirmé ou
suspecté dans le cas de toxi-infections alimentaires collectives (« Surveillance des
toxi-infections alimentaires collectives. Données de la déclaration obligatoire,
2016.» 2016), Il occasionne des symptomes de type émétique ou diarrhéique et
peut entrainer chez des patients immunodéprimés ou vulnérables des affections
plus séveres pouvant étre mortelles (Bottone, 2010; Drobniewski, 1993).

» B. thuringiensis (Figure 1) est un entomopathogéne bien connu. Il ne differe de B.
cereus sensu stricto que par sa faculté a former des inclusions parasporales
(protéines Cry) qui sont toxiques pour certains invertébrés. Cette caractéristique
a suscité un intérét pour la production de biopesticides qui s’est accéléré depuis le
premier clonage d’'une protéine Cry en 1981 (Lambert et Peferoen, 1992 ; H. E.
Schnepf et Whiteley, 1981), avec de nombreux industriels impliqués (Bravo et al.,

2011 ; Sanahuja et al, 2011). En 2016, il était estimé qu’en France, I'utilisation de
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biopesticides dérivés de B. thuringiensis s’élevait a 7.9 % du total des terres
agricoles en Europe de I'ouest, et que ces biopesticides représentent 90 % de la
production d’'un segment de marché mondial pesant au total 92 milliards de
dollars américain (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2016b), d’ou un
intérét économique important autour de B. thuringiensis.

» B. anthracis est responsable de la maladie du charbon (anthrax), une zoonose
capable d’'infecter de nombreux hotes, en particulier les mammiferes et 'Homme.
L’apparition de cas récents de fievre charbonneuse sur plusieurs foyers animaux
entraine un regain d’attention pour ce pathogeéne de par sa dangerosité pour
I'Homme (ANSES, 2017; Le Monde, 2018).

» Bacillus weihenstephanensis a été proposée en tant qu’espece en 1998 (S. Lechner
et al, 1998). Certaine souches psychrotolérantes (capacité de croitre a basse
température) peuvent potentiellement induire des infections d’origines
alimentaires, dues a leur capacité a produire la méme toxine émétique produite
par Bacillus cereus sensu stricto (Stenfors Arnesen et al., 2011 ; Guérin et al., 2017).

» Bacillus mycoides et Bacillus pseudomycoides sont deux especes non pathogénes
communément associées aux systeme racinaire des plantes (Bargabus et al., 2002;
Yi et al, 2018). Elles ne se distinguent que par leur composition en acides gras
(Oliwa-Stasiak, Kolaj-Robin, et Adley, 2011) et peuvent étre utilisées comme agent
de biocontréle (A. Kumar, Prakash, et Johri, 2011).

» Bacillus cytotoxicus se caractérise par un chromosome de petite taille en
comparaison des autres especes (4,1 Mb) et possede un gene cytK-1 codant pour
une entérotoxine propre a cette espece pouvant entrainer des toxi-infection
alimentaires collectives (Guinebretiere et al.,, 2013 ; Lapidus et al., 2008; Lopez et
al, 2015).

» Bacillus toyonensis représente la derniéere espéce reconnue officiellement comme
faisant partie du groupe Bacillus cereus, et utilisé comme probiotique pour certains

animaux (Jiménez et al., 2013).

Dans ce chapitre, nous aborderons 'analyse génétique, phylogénétique et écologique de
I'ensemble du groupe Bacillus cereus, avant de nous focaliser sur les facteurs de virulence

et leur régulation chez les trois principales especes qui le représentent.
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Figure 1: Bacillus thuringiensis et Bacillus cereus. Images en microscope de contraste
de phase objectifs 100 X (A, B, C) et 40X (D). (A) : B. thuringiensis phase sporulée avec
présence de spores (spo) et cristaux de toxine Cry (cry) dans des cellules non lysées. (B) :
B. thuringiensis en contact avec un hémocytes (H) de larve de I'insecte Galleria mellonella ;
L’ADN est coloré au DAPI (bleu) sous lumiére UV. (C) : B. cereus ATCC 14579 (souche de
cette étude) en phase végétative formant des chainettes. (D) : B. thuringiensis (Bac) phase
végétative en contact avec épithélium de l'intestin moyen du stade larvaire de 'insecte G.
mellonella (Images, GME, INRA-Micalis (A, B, C) service Histopathologie Institut Pasteur).
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2/ Génétique et phylogénie du groupe Bacillus cereus : une classification débattue
et en évolution (Figure 2).

Les membres du groupe Bacillus cereus ont un génome complexe, et la plupart des souches
le constituant présentant un nombre de plasmides variables (jusqu’a une dizaine par
souche) et en taille (de quelques kb a une centaine de kb), qui peuvent étre échangés entre
les especes et recombiner pour donner un avantage compétitif aux especes les possédant
sur une large variété de niches écologiques (Patifio-Navarrete et Sanchis, 2017 ; Van der
Auwera et al.,, 2007; Siele Ceuppens, Boon, et Uyttendaele 2013). Les genes responsables
du pouvoir pathogéne spécifique sont portés par les plasmides. Chez Bacillus anthracis, il
repose sur la présence de deux plasmides pXO1 et pX02, codant pour un complexe de
trois protéines qui constituent les toxines de 'anthrax et de la capsule (Pena-Gonzalez et
al, 2018). B. thuringiensis produit des endotoxines liées a l'expression de genes
plasmidiques cry lui conférant son pouvoir entomopathogéne (Pardo-Ldépez, Soberdn, et
Bravo, 2013). Enfin, les symptomes émétiques provoqués par certaines souches de B.
cereus sensu stricto sont la conséquence d'une toxine émétique appelée céréulide (Ehling-
Schulz, Frenzel, et Gohar, 2015).

Elles ont un unique chromosome avec de nombreuses séquences répétées (Okstad et al.,
2004 ; Paul Keim et al, 2009 ; N.J. Tourasse et al, 2006), et peuvent contenir des
bactériophages intégrés au chromosome ou se répliquant indépendamment (Gillis et
Mahillon, 2014 ; Sozhamannan et al.,, 2006).

Les espéces composant le groupe Bacillus cereus dérivent probablement d'une lignée
évolutive commune (Pilo et Frey, 2011 ; Ash et Collins, 1992). Avant de pouvoir
différencier les différentes especes par des techniques de biologie moléculaire, I’analyse
reposait sur des criteres de sélection tels que I'analyse phénotypique (forme, position de
la spore, forme de la colonie), ou encore les caractéristiques biochimiques ou
métaboliques (Priest, Goodfellow, et Todd, 1988). Bien qu’encore utilisée pour la
détermination et la validation formelle de nouvelles espéces appartenant au groupe
Bacillus cereus, cette approche phénotypique traditionnelle de classification se trouve
supplantée par des techniques d’analyses moléculaires et génétiques modernes.
Actuellement, il est admis que deux souches appartiennent a la méme espece si elles
présentent 97% d’identité de séquences d’ARN ribosomaux 16S et 23S et plus de 70% de
réassociation lors d’'une hybridation ADN/ADN (Vandamme et al., 1996).
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Bien que ces techniques mettent en lumiere un lien étroit d’'un point de vue génomique,
d’autres ont été utilisées et parfois combinées afin de discriminer les différentes espéces
du groupe Bacillus cereus. On note ainsi des études phylogénétiques utilisant : i) le
séquencage du génome entier (Ivanova et al, 2003); ii) le séquencage d’'un certain
nombre de génes de ménage disséminés a travers I'ensemble du chromosome : MLST ou
Multilocus Sequence Typing (Y. Liu, Lai, et Shao 2018 ; N.]. Tourasse et al, 2006 ; E.
Helgason et al, 2004); iii) la mobilité électrophorétique de différentes enzymes
métaboliques essentielles: MLEE ou Multilocus Enzyme Electrophoresis (Erlendur
Helgason et al., 2000 ; Vilas-Boas et al., 2002) ; iv) la séparation de larges molécules d’ADN
sur gel d’électrophorese avec champ électrique variant périodiquement : Pulsed-field Gel
Electrophoresis ou PFGE (X. Liu et al, 2016); v) la détection simultanée de
polymorphismes génétiques sur différents fragments d’ADN obtenus grace a 'action
d’enzymes de restrictions : Amplified Fragment Length Polymorphism ou AFLP (Ticknor
et al, 2001 ; P Keim et al., 1997 ; Hill et al,, 2004) ; vi) I'analyse de séquences répétées
dans le génome par rep-PCR fingerprinting (Cherif et al., 2003). L’ensemble des résultats
obtenus montrent que la proximité phylogénétique des espéces au sein méme du groupe
Bacillus cereus rend difficile la ségrégation entre celles-ci (Nicolas ]. Tourasse et al.,, 2011
; Sorokin et al., 2006 ; Priest et al., 2004).

De plus, des intéréts sociaux-économiques importants, en particulier concernant les bio-
pesticides, se basant sur la distinction de ces especes entrainent un débat qui s’éleve au-
dela de I'intérét scientifique de la question, lui-méme déja discuté (Rossell6-Mora, 2003).
Bacillus thuringiensis apparait suivant les données phylogénétiques comme tres proche
de Bacillus anthracis et Bacillus cereus sensu stricto, et ces trois especes présentent une
pathogénicité différente. C'est pourquoi, pour des raisons cliniques ou économiques
entrainant de nombreuses discussions (B. Raymond et Federici, 2017) une classification
en especes distinctes a été maintenue. Cependant, d’autres critéres reposant sur les niches
écologiques propres de ces especes et leur pouvoir pathogene doivent étre pris en

compte.
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Figure 2 : Relation phylogénétique entre 3193 isolats du groupe Bacillus cereus
sensu lato basée sur les données de typage MLST et AFLP. Adapté de (EFSA, 2016) La
proximité génétique entre les especes se traduit par la présence commune dans différents
groupes de souches de Bacillus cereus sensu stricto et Bacillus thuringiensis.
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3/ Ecologie et environnement

Les souches du groupe B. cereus sensu lato sont mésophiles, certaines sont adaptables et
capables de croitre a de basses températures (psychrotrophie) ou des températures
élevées (thermophilie), représentant un challenge dans l'industrie agroalimentaire pour
prévenir d’éventuelles contaminations alimentaires ou persistance dans
I'environnement. Ces origines refletent une adaptation écologique associée a des niches
spécifiques (Figure 3), et peuvent ainsi former différents groupes. Toutefois, Bacillus
toyonensis ne faisant pas parti a 'époque du groupe Bacillus cereus et étant ainsi exclu de
ces analyses (Guinebretiere et al, 2008). Sept groupes phylogénétiques ont été
déterminés en fonction de leurs températures de croissance, allant de 5°C a 55°C. Bacillus
cereus et Bacillus thuringiensis sont disséminés a travers les groupes I a VI et présentent
pour certaines souches des marqueurs de psychrophilie. Le groupe VII regroupe les
souches de Bacillus cytotoxicus, une espece thermotolérante ayant une croissance jusqu’a
55°C et pathogéne des Mammiferes (Guinebretiere et al., 2013). Bacillus anthracis forme
un groupe monophylétique, le groupe III. Bacillus mycoides et Bacillus weihenstephanensis
se regroupent dans le groupe VI et partagent des caractéristiques de psychrophilie avec
Bacillus cereus (A. Kumar, Prakash, et Johri, 2011 ; Soufiane et Coté, 2013 ; Yi et al.,, 2018
; Bargabus et al., 2002). Enfin, Bacillus pseudomycoides constitue le groupe I, groupe le
plus divergent de Bacillus cytotoxicus.

D’autres caractéristiques phénotypiques sont associées aux especes du groupe Bacillus
cereus. Ainsi, certains parametres tels que 'acidité du milieu ou la salinité refletent les
différences d’adaptation aux températures au sein de ces sept groupes phylogénétiques
(Carlin et al.,, 2013). Il apparait que les especes appartenant aux groupes III et VI sont les
plus tolérantes a la chaleur et a une concentration élevée en NaCl (jusqu'a 8%), au
contraire des especes des groupes I et VI. Enfin les espéeces du groupe II et VII ont la
possibilité de croitre en milieu acide (pH = 4.6).

Par conséquent, il apparait que la niche écologique spécifique dans lequel se trouve les
especes du groupe B. cereus entraine une réponse et une adaptation aux conditions
environnementales, et par conséquent une modulation de sa physiologie afin de
maximiser l'utilisation des ressources disponibles. L’environnement peut avoir ainsi une
conséquence sur I'expression du pouvoir pathogéne de celles-ci (Duport, Jobin, et Schmitt,

2016).
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Cependant, malgré des différences phénotypiques, un pouvoir pathogene variable au sein
des différentes especes et des enjeux sociaux-économiques importants, la proximité

génétique des especes du groupe Bacillus cereus rendent difficiles la classification des

especes le constituant.
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Figure 3: Niche écologique présumée des souches de B. cereus émétiques. B. cereus
est probablement un microorganisme symbiotique des racines ou des tubercules de
plantes, contaminant ensuite les parties aériennes via les insectes et rongeurs. Les
bactéries sont ensuite transférées aux animaux d’élevage notamment les vaches (et par
conséquent le lait ou la viande). Les spores de B. cereus émétiques, étant plus
thermorésistantes que les spores d’autres souches de la méme espece, vont se retrouver
en quantité plus importante dans I'aliment, et peuvent produire plus de toxine émétique
(d’apres Ehling-Schulz et al,, 2015).
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4/ Les facteurs de virulence
4.1/ Pathogénicité spécifique chez B. cereus, B. thuringiensis et B. anthracis

4.1.1/ B. cereus sensu stricto

B. cereus est un pathogéne opportuniste et associé a des toxi-infections alimentaires
collectives. Il provoque des symptomes émétiques liés a la production de toxines dans
I'aliment contaminé (céréulide) 1 a 5 heures aprés ingestion, ou diarrhéiques par la
production d’entérotoxines dans l'intestin 8 a 16 heures post-ingestion par les bactéries
ou les spores. Cependant, B. cereus peut aussi provoquer des infections plus séveres voire
mortelles chez des patients vulnérables ou immunodéprimés (Glasset et al, 2018 ;
Veysseyre et al, 2015). Si les entérotoxines produites dans le cas de symptémes
diarrhéiques se retrouvent chez les autres espéces du groupe Bacillus cereus, la
production de la toxine céréulide est propre a certaines souches majoritairement
mésophiles (15°C a 45°C) appartenant au groupe phylogénétique III (Carlin et al., 2006 ;
Guinebretiere et al, 2008). La toxine céréulide est un dodécapepsipeptide cyclique, de
formule [D-0O-Leu-D-Ala-0-Val-L-Val]3, stable a haute température, synthétisé par un
systeme NRPS (peptide-synthétases non ribosomales). La toxine est codée par le cluster
de genes ces présent sur le mégaplasmide pCER270, présentant des similarités avec pX01
de B. anthracis, et dont 'expression est controlée par des promoteurs sensibles au
substrat alimentaire dans lequel la toxine est produite (Figure 4 ; Ehling-Schulz, Fricker,
et Scherer, 2004 ; Dommel et al.,, 2010 ; Ehling-Schulz et al., 2006). Si la toxine est produite
par des souches majoritairement mésophiles, elle peut aussi étre synthétisée par d’autres
souches psychrotolérantes de B. cereus et B. weihenstephanensis, pouvant entrainer des
risques de contaminations alimentaires pour les consommateurs (Hoton et al, 2009 ;

Guérin et al, 2017).
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Figure 4: A : Activité du promoteur céréulide synthétase (P1) en temps réel dans
I'aliment. La souche rapportrice bioluminescente B. cereus

F4810/70(pMDX[P1/luxABCDE]) a été inoculée dans différent types d’aliments.
L’expression de la luciférase, controlé par le promoteur principal de la céréulide
synthétase P1 est évaluée apres 24h d’incubation a 24°C, et permet la classification des
aliments comme étant a risque faible (low-risk), a risque (risk) ou a haut risque (high-
risk). Les résultats illustrent I'influence des parametres environnementaux sur la réponse
du promoteur, avec une intensité du signal de bioluminescence variable suivant I'aliment
concerné. B : Cluster de genes de la céréulide synthétase. Les fleches orientées
indiquent les différents promoteurs, et le promoteur majeur P1 est surligné en rouge. Le
terminateur de transcription est représenté par une structure en « épingle a cheveux ».
Les différents domaines constituants le céréulide sont indiqués par des boites de couleurs
différentes et indiquées sous la structure.

Adapté de Ehling-Schulz et al.,, 2015 et Dommel et al,, 2010.
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4.1.2/ B. thuringiensis

B. thuringiensis est un entomopathogene dont le pouvoir pathogéene spécifique estlié a la
production d’inclusions cristallines (8-endotoxines) durantla sporulation, les toxines Cry,
permettant de différencier en tant qu’espéce B. cereus sensu stricto de B. thuringiensis. Ces
protéines sont codées par des génes plasmidiques possédant la capacité de conjuguer et
flanqués de séquences répétées inversées permettant la recombinaison avec d’autres
plasmides ou plus rarement I'intégration au chromosome (Lereclus et al., 1984 ; Kronstad
et Whiteley, 1984). Actuellement, plusieurs centaines de genes codants protéines Cry,
constituant de nombreuses familles, sont référencés dans une banque de données (site

internet : http://www.btnomenclature.info/). Cependant, pour une grande majorité de

ces toxines, les cibles ne sont pas connues et ne peuvent étre reliées a une structure et un
ordre d’invertebré ou d’'insecte particulier (Crickmore et al., 1998). Le mode d’action de
ces protéines ainsi que les insectes dont elles sont la cible sont surtout bien décrits chez
les larves de Lépidopteres et de Dipteres (Pigott et Ellar, 2007 ; Sanahuja et al., 2011). Le
processus implique plusieurs étapes, transformant la protoxine relativement inerte en
une forme cytotoxique pour les cellules intestinales des insectes cibles. Apres ingestion,
les inclusions du cristal protéique de B. thuringiensis sont solubilisées, devenant la
protoxine. Puis cette protoxine est clivée par des protéases de I'hote (de type trypsine ou
chymotrypsine) produisant la toxine active qui se fixe sur plusieurs récepteurs
spécifiques de I'épithélium intestinal, formant des pores membranaires entrainant la lyse
de la cellule (Knowles et Ellar, 1987 ; E. Schnepf et al., 1998 ; Bravo et al., 2011 ; Vachon,
Laprade, et Schwartz, 2012). Cependant, des mécanismes de résistance aux actions des
toxines Cry apparaissent dans différentes études, amenant a une réflexion sur le mode
d’utilisation des biopesticides dérivés de B. thuringiensis (Gassmann et al, 2014 ;
Tabashnik, Brévault, et Carriere, 2013). Les insectes développent des stratégies diverses,
comme par exemple i) en dupliquant des carboxylesterase capables de cliver la toxine ; ii)
une insertion de transposon dans des genes aidant a l'efficacité de la toxine ; iii) des
mutations ponctuelles sur les séquences génomiques codants pour les récepteurs a la
protéine, limitant sa fixation ; iv) une augmentation de 'activité des pompes a efflux
permettant une évacuation plus importante de la toxine (Heckel, 2012 ; Tay et al.,, 2015).
B. thuringiensis produit aussi deux autres protéines portées par des plasmides et pouvant
agir en synergie avec les toxines Cry : les protéines Vip (Vegetative Insecticidal Proteins)

et Cyt (Cytolitic toxins). Les toxines Cyt ont une action décrite comme similaire aux


http://www.btnomenclature.info/
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toxines Cry, et pouvant avoir une action synergique avec Cry (Bravo, Gill, et Sober6n, 2007
; Palma et al., 2014). Les toxines Vip sont synthétisées durant la phase végétative de
croissance de la bactérie, et sont classifiées en trois familles : Vip1, Vip2, Vip3 selon leur
degré de similarité en acides-aminés. Elles forment des toxines binaires, celles
appartenant aux familles Vip1 et Vip2 ont une activité contre les coléopteres, celles de la
famille Vip3 sont toxiques contre les 1épidopteres (Chakroun et al, 2016). Les génes
codants pour les toxines Cry, Vip et Cyt utilisées en tant que biopesticides sont

répertoriées (www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt).

4.1.3/ B. anthracis

B. anthracis est I'agent responsable de la maladie du charbon ou anthrax, une zoonose
affectant les Mammiferes (bovins et ovins), transmissible a 'Homme et potentiellement
mortelle. Ces bactéries se trouvent principalement dans I'’environnement sous forme de
spores avant de se multiplier une fois ingérés par I'hOte, mais peuvent également
germiner et se diviser dans les sols au niveau des rhizospheéres (Saile et Koehler, 2006).
Les facteurs de virulence clefs de B. anthracis sont encodés dans deux plasmides, pX01
(182 kb) et pX0O2 (96 kb) (Hu et al, 2009 ; Pilo et Frey, 2011). Le plasmide pXO1 présente
deux genes codant pour deux toxines binaires : une métalloprotéase a zinc (Lethal Factor
- LF) et une adénylate cyclase calmoduline-dépendante (Oedema Factor - EF). Ces deux
toxines partagent la méme sous-unité d’adhésion, l'antigene protecteur (Protective
Antigen - PA), lui aussi synthétisé par pXO1, formant une toxine léthale LF-PA et une
toxine oedémateuse EF-PA. Elles permettent 'adhésion des toxines aux récepteurs des
cellules hotes, et par la suite leur internalisation entrainant la lyse de ces cellules (Moayeri
et al, 2003). Le plasmide pXO2 porte 'opéron capBCADE permettant la synthese des
enzymes formant la capsule d’acide y-poly-D-glutamique (PGDA). Cette capsule est
essentielle, conférant a la bactérie la capacité a échapper au systeme immunitaire de
I’h6te (opsonisation), ce qui constitue un élément clef dans la pathogénése de B. anthracis
qui serait incapable sinon de mener a bien I'infection (Missiakas et Schneewind, 2017 ;

Pilo et Frey, 2011).
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4.2/ Les facteurs de virulence communs du groupe Bacillus cereus

4.2.1/ Les entérotoxines

Les trois entérotoxines présentes chez les espéces du groupe Bacillus cereus sont
reconnues comme étant a l'origine des symptomes diarrhéiques (Senesi et Ghelardi,
2010), et sont sécrétées dans le milieu extérieur par la bactérie via la voie générale de
sécrétion Sec, un systeme de translocation protéique général (Fagerlund, Lindback, et
Granum, 2010).

» L’hémolysine BL (Hbl) est constituée de trois sous-unités distinctes nommeées L1,
L2 et B, requises pour permettre son activité maximale (Douglas ] Beecher,
Schoeni, et Wong, 1995). Les sous-unité B permettent la liaison a la cellule cible
(Sastalla et al.,, 2013 ; Tausch et al, 2017), bien qu'il ait été suggéré que les sous
unités L1 et L2 soient elles aussi capables de se lier indépendamment dans le cas
d’adhésion aux érythrocytes (Douglas ]J. Beecher et Wong, 1997). La toxine Hbl
posséde également une activité hémolytique, cytotoxique, dermonécrotique et
augmente la perméabilité vasculaire, et peut étre la cause de séveres
endophtalmies (D. ]. Beecher et al., 2000 ; Callegan et al., 2003).

» L’entérotoxine non-hémolytique Nhe (Non-Hemolytic Enterotoxin) a été isolée
d'une souche de B. cereus Hbl-négative au cours d'une forte épidémie
d’'intoxication alimentaire en Norvege (Lund, De Buyser, et Granum, 2000). A
I'instar de la toxine Hb], elle est constituée de trois sous-unités : NheA, NheB et
NheC. Cette toxine crée des pores dans la membrane des cellules cibles, et nécessite
un ratio molaire équivalent a 10: 10: 1 pour respectivement ses trois
composantes NheA, NheB et NheC (Lindback, 2004). NheC adhere tout d’abord a
la membrane cellulaire, puis NheB et NheA sont respectivement recrutés (Sastalla
et al.,, 2013). Si Nhe est cytotoxique, elle ne présente pas d’activité hémolytique et
possede une structure et une fonction comparable a Hbl et aux cytolisines A (ClyA)
des bactéries entériques Gram-négatives (Fagerlund et Hardy, 2008).

» La cytotoxine K (CytK) est présente sous deux formes distinctes CytK-1 et CytK-2.
Ces deux formes sont considérées comme orthologues de deux espéces
bactériennes différentes, puisque la présence du gene cytK-1 est caractéristique de
B. cytotoxicus tandis que cytK-2 est commun aux autres especes du groupe B. cereus

(Guinebretiere et al., 2013 ; S. Ceuppens et al,, 2013). CytK a été isolée en 1998
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suite a de graves entérites nécrotiques en France (Lund, De Buyser, et Granum,
2000). Elle forme des pores dans les membranes cellulaires, appartenant a la

famille des toxines formant des tonneaux 3 (Hardy, Lund, et Granum, 2001).

4.2.2/ Les phospholipases

Les phospholipases du groupe Bacillus cereus sont au nombre de trois, la
sphingomyélinase (SM-PLC) dégradant les sphingolipides, la phosphatidylcholine
phospholipase (PC-PLC), et enfin la phosphatidylinositol phospholipase (PI-PLC) (Kupke
etal, 1989 ; M. Lechner et al, 1989 ; A. P. Pomerantsev et al., 2003). La combinaison de la
SM-PLC et de la PC-PLC forment un déterminant biologique cytolytique nommé
céréolysine AB (Gilmore et al., 1989), hydrolysant spécifiquement la sphingomyéline de
la membrane des érythrocytes, causant son hémolyse (Ramarao et Sanchis, 2013). Elles
déclenchent la lyse cellulaire grace a leur activité enzymatique, et présentent un intéreét
biotechnologique potentiel dans le cadre de la production d’huiles végétales (Lyu et al,

2016).

4.2.3/ Les hémolysines

Outre Hbl, CytK et la céréolysine AB mentionnées précédemment, d’autres hémolysines
spécifiques sont produites au sein du groupe Bacillus cereus.

» L’hémolysine I a été décrite pour la premiere fois en 1967 et était alors appelée
céréolysine O (CLO) chez B. cereus, thuringiolysine O (TLO) chez B. thuringiensis et
anthrolysine O (ALO) chez B. anthracis (Shannon et al., 2003). Ces hémolysines
appartiennent a la famille des cytolysines cholestérol-dépendantes. Elles sont
constituées d’un seul polypeptide contenant une séquence tres conservée de onze
résidus riches en tryptophane proche du domaine C-terminal, participant a la
liaison avec les membranes riches en cholestérol (Jacobs et al, 1999).
L’hémolysine [ a une activité cytolytique en formant des pores dans les membranes
cytoplasmiques riches en cholestérol, perméabilisant ou lysant par conséquent les
cellules.

» L’hémolysine II (Hlyll) forme des pores dans la membrane cellulaire en
constituant des oligomeres heptamériques, et fait partie au méme titre que CytK a
la famille des toxines tonneau 3 (Andreeva et al., 2006). HlyIl est hémolytique pour

de nombreux types d’érythrocytes et cytotoxique pour les cellules humaines, mais
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ne cause pas de symptdomes diarrhéiques (Andreeva et al., 2007). Cette hémolysine
est aussi impliquée dans la mortalité des macrophages du systéme immunitaire

par apoptose (Tran, Guillemet, et al., 2011 ; Tran, Puhar, et al. 2011).

4.2.4/ Les protéases

Les protéases sont des facteurs de virulence trés nombreux chez B. cereus, puisque 50
genes au moins codent pour des protéases (Ivanova et al, 2003). Elles favorisent la
colonisation de I'h6te par le pathogene, en dégradant ce qui composent le tissu de la
matrice extracellulaire, tels que le collagene ou I’élastine, permettant la prolifération de
la bactérie et d’échapper au systeme immunitaire de ’h6te. On trouve ainsi par exemple
des collagénases (Abfalter et al., 2016) ou des métalloprotéases a zinc telles que InhA1,
InhA2 ou NprA. Il a été démontré qu'lnhA1 est une protéase clef permettant aux spores
de B. cereus d’échapper aux macrophages du systeme immunitaire de I'h6te (Ramarao et
Lereclus, 2005 ; E. Guillemet et al., 2010) en controlant la maturation post-traductionnelle
de NprA (Haydar et al, 2018). InhA2 est nécessaire quant a elle a la virulence par voie
orale chez les insectes, mais n’est pas suffisante pour induire la virulence a elle seule (S.

Fedhila et al, 2003 ; S. Fedhila, Nel, et Lereclus, 2002).

4.3/ Régulation de I'’expression des facteurs de virulences

L’expression de la majorité des genes de virulence chez Bacillus cereus est régulée par un
systeme de Quorum Sensing constitué par le régulateur transcriptionnel pléiotrope PIcR
(Phospholipase C Regulator), qui s’exprime en début de phase stationnaire de croissance,
et son peptide de médiation, PapR (Lereclus et al, 1996 ; Agaisse et al., 1999). L’absence
de PIcR chez B. cereus et B. thuringiensis entraine une diminution de la virulence chez
I'insecte et la souris in vivo (Salamitou et al., 2000). Le peptide PapR est produit, sécrété
dans le milieu extracellulaire ou il va étre maturé en sept acides-aminés avant d’étre
réimporté dans la cellule par le systéme Opp (Oligopeptide Permease), pour interagir avec
PIcR en se fixant sur sa séquence promotrice cible et permettre I'activation du régulon
(Gominet et al, 2001 ; L. Slamti, 2002 ; Bouillaut et al., 2008 ; Andrei P. Pomerantsev et
al, 2009). CodY est un autre régulateur pléiotrope, agissant positivement et
indirectement sur I'expression des genes appartenant au régulon PlcR, contenant environ

45 genes (Gohar et al.,, 2008), en régulant I'expression du systeme d’import Opp (Frenzel
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etal, 2012 ; Leyla Slamti et al., 2016, 2014). Enfin, 'expression de PIcR est réprimée lors
de I'entrée en sporulation par la fixation de SpoOA~P, un régulateur essentiel de la
sporulation chez B. cereus, sur des séquences cibles (D. Lereclus et al., 2000).

Cependant, si la virulence est atténuée en I'absence de PIcR, elle n’est pas abolie, ce qui
suggere la présence d’autres régulateurs impliqués dans l'expression de genes de
virulence. Il est par exemple intéressant de noter que I'expression de '’hémolysine II est
contrdlée a la fois par son propre régulateur HlyIIR et par Fur (Ferric uptake regulator),
le principal régulateur de ’homéostasie du fer chez B. cereus (Sineva et al, 2012 ;
Elisabeth Guillemet et al, 2013). Dans le prochain chapitre, nous aborderons
I’homéostasie du fer chez Bacillus cereus et son importance dans les interactions hote-

pathogeéne, la virulence au cours de l'infection et la survie chez I'hote.



26

Chapitre 2 : Le fer
1/ Caractéristiques générales et role du fer chez les organismes

Le fer est un élément essentiel pour la plupart des organismes vivants. Il est fondamental
puisqu’il intervient dans de nombreuses fonctions biologiques chez I'ensemble des
organismes, en transportant des électrons et étant également catalyseur électrophile de
réactions biochimiques diverses. Il intervient dans la synthése et la réparation de ’ADN,
la stabilité génomique, la respiration, la photosynthése, ou encore en tant que cofacteur
pour de nombreuses réactions biochimiques (Miller et Auerbuch, 2015 ; Paul et Lill, 2015
; Py et Barras, 2014 ; Zhang, 2014 ; Gnandt et al, 2016 ; Fu et al., 2016). Pour illustrer ces
propos, chez 'Homme, un déséquilibre en fer peut entrainer un grand nombre de
maladies ou dysfonctionnements : anémies, hémochromatoses, insuffisances rénales,
cardiomyopathies, ou encore des maladies neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou la chorée de Huntington (Belaidi et Bush, 2016 ;
Dev et Babitt, 2017), et 'homéostasie du fer est ainsi finement régulée par I'hepcidine
(Nicolas et al,, 2002). Bien qu'il soit abondant sur Terre, le fer est néanmoins trés peu
biodisponible. Sa forme réduite Fe2* réagit avec le peroxyde d’hydrogene via la réaction
de Fenton, entrainant une réduction partielle des ions Fe2* et conduisant a la production
de radicaux hydroxyles toxiques, dégradant les macromolécules telles que '’ADN (Touati,
2000; Ezraty et al, 2017). Par conséquent, les microorganismes sont confrontés a une
limitation importante des ressources en fer dans leurs environnements: chez les
organismes vivants, le fer peut étre complexé a des hémoprotéines, '’heme, ou des
protéines de stockages telles que la ferritine, la transferrine ou la lactoferrine. Les
mécanismes d’acquisition du fer et son homéostasie chez les microorganismes
constituent un sujet d’intérét central et font état de nombreuses études dans des
domaines variés incluant la microbiologie, la génomique, I'écologie microbienne, la

biogéochimie et la génétique moléculaire (Merchant et Helmann, 2012).
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2/ Séquestration du fer : les différentes protéines de transport et stockage
2.1/ Héme et protéines a heme

L’heme (Figure 5) est un cofacteur impliqué dans de tres nombreuses réactions
biologiques indispensables a la survie des organismes vivants, aussi bien procaryotes
qu’eucaryotes. Elle se constitue d’'un atome de fer ferreux (Fe2+) lié au noyau tétrapyrrole
de la protoporphyrine IX, et se nomme hémine lorsque 'atome lié a la protoporphyrine
IX est un atome de fer ferrique (Fe3*). Il est remarquable de noter qu'’il existe de

nombreuses protéines dont I'héme est le ligand, formant ainsi des hémoprotéines :

» L’hémoglobine et la myoglobine sont impliquées respectivement dans le transport
et le stockage de I'oxygene chez ’'Homme (Schuth et al,, 2017 ; Kepp, 2017).

o L’hémoglobine (Figure 5) est un hétérotétramere composé de sous-unités
globine a-like et B-like, chacune d’entre elle étant liée a un groupement
prosthétique de 'heme, et se trouve intégrée aux érythrocytes, les globules
rouges du sang produits au sein de la moelle osseuse chez 'Homme (Thom
etal, 2013 ; Kafina et Paw, 2017). L’heme libre est toxique pour les cellules
de par la présence du fer, créant un stress oxydatif et des 1ésions tissulaires
(Jeney, 2002 ; Vercellotti et al., 1994). Ainsi, lorsque les érythrocytes sont
lysés, d’autres molécules du sang vont intervenir pour séquestrer ’heme,
maintenant une concentration en heme libre faible : I'hémopexine, une
glycoprotéine présente dans le plasma et a tres forte affinité pour I'heme ;
I’haptoglobine, une autre glycoprotéine synthétisée dans le foie ; I'albumine
sérique, qui est la molécule la plus abondante du plasma et elle aussi
produite par le foie; enfin, la ai-microglobuline ou protéine HC, faisant
partie des lipocalines (Smith et McCulloh, 2015 ; Ascenzi et al, 2005).
L’heme sera ensuite acheminé vers le foie ou elle sera recyclée ou dégradée.
Il existe plus de 1000 variants de molécules d’hémoglobine suite a
I'apparition de mutations dans le génome humain, altérants l'affinité de
I’'hémoglobine pour 'oxygene, et parfois de fagon plus ou moins importante
sa fonction (Giardine et al.,, 2011).

o La myoglobine présente des similarités structurales avec ’hémoglobine.

C'est une hémoprotéine cytoplasmique constituée d'une seule chaine
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polypeptidique de 154 acides-aminés, présentant huit hélices a pour
lesquelles les lettres A a H sont attribuées (Ordway, 2004). Elle est mobile,
transportant 'oxygene dans les muscles striés squelettiques (ou muscles
rouges, couleur due a la présence de myoglobine dans des vacuoles) et les
cellules cardiaques (Gros, Wittenberg, et Jue, 2010). Le transport d’oxygéne
se fait depuis les sarcolemmes (membrane déformable des muscles) en

direction des mitochondries des cellules cardiaques.

» Les cytochromes sont impliqués dans de nombreux processus biologiques
essentiels chez les eucaryotes ou les procaryotes, notamment la respiration en
servant de relais le transfert d’électron au niveau de la chaine respiratoire (H. J.
Kim et al., 2012 ; Asard et al., 2013 ; Borisov et al., 2011), la régulation du stress
oxydatif en présence d’especes oxygénées réactives, ou encore l'apoptose
cellulaire (Hiittemann et al., 2012 ; Shoji et Watanabe, 2014 ; Ow et al., 2008).
Parmi les hémoprotéines régulant le stress oxydatif, nous retrouvons également
les catalases, des protéines tétramériques induisant la dismutation du peroxyde
d’hydrogene en eau et oxygene, et les peroxydases (Poulos, 2014 ; Diaz et al,
2012). Enfin, il apparait que certaines hémoprotéines ont un role dans la
signalisation et la régulation du stress oxydatif lié au monoxyde de carbone (CO)
et au monoxyde d’azote (NO) en plus du stress oxydatif lié au dioxygene et au
peroxyde d’hydrogene (Spiro, Soldatova, et Balakrishnan, 2013). En se liant a
I'héme, ces molécules vont servir de signal impliquant le changement de
conformation des protéines cibles initiant une liaison al’ADN ou diverses réactions
enzymatiques, régulant par exemple la respiration mitochondriale (Shiva et al,
2007), la croissance et le développement des plantes (Kumar et al, 2016) ou
encore la croissance chez différents microorganismes en conditions d’anaérobiose

(Yukl et al, 2008 ; Ebert et al., 2017).
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Figure 5 : Structure de ’'heme et de ’hémoglobine. A gauche, la structure chimique de
I'heme de type b, Fe-protoporphyrine IX; A droite, la structure quaternaire de
I’'hémoglobine et ses sous-unités a (rose) et  (rouge). L’'oxygene est représenté par les
sphéres rouges, ’heme par les structures jaunes contenant un atome de fer représenté en
orange (d’apres Lin, 2015 ; Thom et al., 2013).

2.2/ La ferritine

La ferritine (Figure 6) a été découverte et cristallisée pour la premiere fois en 1937, et a
été définie comme étant la principale protéine de stockage de fer grace a sa faculté de
pouvoir stocker dans une large cavité des milliers d’atomes de fer, protégeant ainsi
I'organisme du stress oxydatif (Ford et al, 1984 ; Arosio, Elia, et Poli, 2017). La ferritine
procede a la capture des atomes des ions ferreux (Fe2+*) et a leur minéralisation dans la
cavité grace a son activité ferroxidase, et maintien ses atomes de fer en solution par le
biais de son manteau protéique (Harrison et Arosio, 1996). Elles sont stables, supportant
des températures élevées (jusqu’a 70°C), a pH allant de 3 a 10 (Martsev, Vlasov, et Arosio,
1998), et quasiment ubiquitaires a I'exception des levures et d’oomycetes nommés
stramenopiles (Raven, 2013). Les ferritines sont localisées principalement dans le
cytoplasme des cellules, mais peuvent aussi se retrouver dans le nucleus, les
mitochondries des animaux, les plastides des plantes, I'hémoccele des insectes ou encore
circulantes dans le plasma, contrélant la disponibilités en fer dans I'organisme jouant

ainsi un role important dans ’homéostasie du fer (Arosio, Ingrassia, et Cavadini, 2009 ;
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Arosio et Levi, 2010 ; Xiaofeng Liu et Theil, 2005). Les ferritines sont des protéines
présentant des structures tres conservées et se subdivisant en trois familles :

» Les ferritines (FTN) ont une structure tres conservée de 24 sous-unités qui
individuellement forment un amas de 4 chalnes «, et présentant chez les
eucaryotes une forme sphérique d’environ 12 nm de diametre pour environ 480
kDa (Ford et al. 1984). Chez les mammifeéres, deux types de sous-unités sont
produites pour former la molécule finale de 24 sous-unités, nommeées chaine H
(pour Heavy) et L (pour Light). Les sous-unités H possédent I'activité ferroxidase
permettant d’oxyder grace au dioxygéne (02) ou le peroxyde d’hydrogéne (H202)
les ions Fe2* en ions Fe3*, tandis que les chaines L permettent la constitution du
noyau de fer dans la cavité de la FTN (Levi et al., 1992 ; Bou-Abdallah et al.,, 2011).
Les ions Fe2* vont transiter entre le manteau protéique et la cavité interne de la
ferritine par de canaux hydrophiles de type 3 (threefold) ou de type 4 (fourfold)
situés a l'intersection des sous-unités (Takahashi et Kuyucak, 2003 ; Bou-Abdallah
etal, 2008). L'assemblage entre chaines H et chaines L peut donner dans le cytosol
une large gamme de molécules de FTN suivant I'abondance de chaque monomere,
suivant le tissu et les conditions environnementales, qui vont influencer
I'expression des geénes codants pour ces deux sous-unités (Theil, 2007 ; Hintze et
Theil, 2005). Ainsi, les tissus ayant une fonction principale de stockage du fer, tels
que le foie ou la rate, possedent des ferritines riches en chaines L (jusqu’a 90%)
plus stables et contenant plus de fer, tandis que les organes comme le cceur ou le
cerveau présentent des FTN avec une activité anti-oxydante plus importante et
donc plus riches en chaines H (Finazzi et Arosio, 2014). Enfin, les FTN
mitochondriales sont des monomeres, constituées uniquement de chaines H et
donc une activité ferroxidase importante pour diminuer le stress oxydatif généré
par le transfert d’électrons et ’exces de fer libre au niveau de la chaine respiratoire

(Drysdale et al., 2002).
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Figure 6: Structure des ferritines. A : aspect typique des sous-unités sous forme de 4
chalnes o ; B : ferritine humaine formée par I'assemblage de 24 sous-unités ; C: ferritine
bactérienne Dps (DNA-binding protein from starved cells) constituée de 12 sous-unités
(d’apres Arosio et al., 2009).

» Chez les bactéries, deux autres types de ferritines :

o Les bactérioferritines (BFR) constituées elles aussi de 24 sous-unités H et
12 molécules d’hemes et pouvant contenir plusieurs milliers d’atomes de
fer (Andrews, Robinson, et Rodriguez-Quifiones, 2003 ; Rivera, 2017). Les
BFR n’interviennent pas nécessairement de fagon prioritaire dans le
stockage du fer, mais plutdt en tant qu’antioxydant ou dans la signalisation
de stress (Bradley, Le Brun, et Moore, 2016 ; Theil, 2013).

o Les mini-ferritines (environ 250 kDa) ou Dps (DNA-binding protein from
starved cells) comprenant 12 sous-unités et pouvant contenir environ 500
atomes de fer (Andrews, Robinson, et Rodriguez-Quifiones, 2003). Les
protéines Dps préferent |'utilisation de I'H202 comme oxydant indiquant
que sa fonction premiere demeure la protection de la dégradation de 'ADN
contre les radicaux libres produits par la réaction entre les ions ferreux Fe2+
et 'H202 (Zhao et al.,, 2002). Il a récemment été démontré chez E. coli que
les Dps, exprimées en phase exponentielle de croissance et constituant la
protéine majoritaire en phase stationnaire, interviennent dans la
protection de nombreux stress (milieu appauvri, choc thermique, stress
oxydatif et exposition au fer) grace a une double action de liaison a ’ADN et
d’activité ferroxidase (Nair et Finkel, 2004 ; Karas, Westerlaken, et Meyer,

2015).
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2.3/ La transferrine et la lactoferrine

La transferrine (Tf) est une molécule essentielle dans la régulation de I'homéostasie du
fer chez 'homme. La Tf est une glycoprotéine contenant 679 acides-aminés pour un poids
moléculaire d’environ 79 kDa, stabilisée par 19 ponts disulfures et protégée par trois
chalnes latérales d’oligosaccharides. Elle se divise en deux lobes homologues en N-
terminal et C-terminal, chacun contenant un site de liaison au fer, permettant ainsi a la Tf
de fixer jusqu’a deux atomes de fer (Parkkinen et al., 2002 ; Gomme, McCann, et Bertolini,
2005). Elle est circulante dans le plasma sanguin, captant le fer notamment apporté par
la nourriture et permet la protection contre le stress oxydatif et 'acheminement du fer
vers 'ensemble des cellules (G. J. Anderson et Frazer, 2017). La Tf est une molécule
importante dans le cadre de la lutte contre les bactéries, en les privant de fer disponible
(Barber et Elde, 2014). Elle possede un effet bactériostatique et bactéricide chez B. cereus
sensu lato dans le cas de I'ovotransferrine du blanc d’ceuf (Baron et al., 2014), et impacte
la formation de biofilms chez B. thuringiensis (Garner et al, 2016). A l'instar de la Tf, la
lactoferrine (Lf) est une glycoprotéine ayant un rdle semblable, agissant plus
spécifiquement au niveau des muqueuses et des sites inflammatoires grace a son affinité
plus importante pour le fer a pH faible (Legrand et Mazurier, 2010). Cependant, L’étude
des interactions hote-pathogene et 'acquisition par les bactéries du fer de la Tf et la Lf est

encore mal connu (Morgenthau et al,, 2013).

3/ Le fer chez les insectes

Nous avons balayé précédemment les différentes sources de fer présentes chez I’h6te qui
représentent pour les bactéries pathogenes et non pathogénes une source potentielle
d’acquisition du fer. Ces sources de fer ont été décrites pour la plupart chez les Vertébrés,
et plus précisément chez les mammiferes et 'Homme. Durant mon projet de these, le
modele d’étude était le stade larvaire de I'insecte Galleria mellonella, un Lépidoptere de la
famille des Pyralidae ravageur des ruches d’abeilles, plus communément nommé fausse
teigne de la cire. Dans cette section |'objectif est d’apporter un focus sur les différences
connues entres les sources de fer présentes chez les insectes (les analyses portent sur un

faible nombre d’espéces) et leurs réles dans la régulation de '’homéostasie du fer.
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3.1/ Comparaison des sources de fer entre les insectes et les Mammiféeres

Comme chez les Vertébrés, les Invertébrés et les insectes en particulier possedent des
protéines de stockage du fer. Certaines d’entre elles sont communes aux protéines
mentionnées précédemment, mais des différences sont a noter.

Les insectes ont un systeme respiratoire trachéal, permettant I'acheminement de
I'oxygene directement aux organes ou tissus qui les constituent. Par conséquent, la
présence d’hémoglobine chez les insectes a été longtemps négligée, se réduisant selon les
études a quelques espéces vivants en condition d’hypoxie (Weber et Vinogradov, 2001).
Il apparait cependant qu’au cours de ces derniéres années, de '’hémoglobine a été
identifiée chez la drosophile (Hankeln et al., 2002), I'abeille Apis mellifera (Hankeln et al.,
2006), les moustiques Anopheles gambiae et Aedes aegypti (Burmester, Klawitter, et
Hankeln, 2007), et les 1épidopteéres Bombyx mori et Samia cynthia (Kawaoka et al., 2009).
Elle pourrait ainsi étre présente chez les Diptéres, les Hyménopteres, les Hémipteres, les
Coléopteres et les Lépidopteres (Hankeln et al, 2006). L’hémoglobine est synthétisée par
le corps gras (équivalent du foie chez les Vertébrés), qui occupe souvent une grande partie
de la cavité générale (ou hémocele) de l'insecte, et sécrétée ensuite dans ’hémolymphe
(équivalent du sang et systeme lymphatique des Vertébrés). Son role serait important
chez la drosophile dans la régulation de '’homéostasie de I'oxygene et la résistance au
stress oxydatif (Gleixner et al., 2016). Les insectes ne produisent en revanche pas de
myoglobine. L’héme se trouve également incorporé dans les cytochromes et les catalases.
Chez les insectes, les ferritines et les transferrines jouent un role clef dans le transport de
'oxygene, mais aussi dans la défense contre les pathogenes en limitant I'acces au fer lors
de l'infection (D. Wang et al,, 2009 ; B. Y. Kim et al.,, 2009 ; Otho et al, 2016). La structure
des ferritines d’'insectes sont comparables a celles des Vertébrés, se composant de deux
types de sous-unités synthétisées avec un peptide signal, et présentant de fortes
similarités en séquences d’acides-aminés pour les sous-unités H possédant le centre
ferroxidase. Cependant, elles sont plus lourdes que les ferritines de Vertébrés (400 a 600
kDa), sont souvent glycosylées dans le réticulum endoplasmique (ER) des cellules ainsi
que dans ’'hémolymphe. Les ferritines sont synthétisées dans le corps gras en réponse a
une augmentation de la concentration en fer, et apparaissent essentiellement dans le
systéme vacuolaire sécrétoire (ER, complexes de Golgi, vésicules de sécrétion) et dans

I’'hémolymphe, a la différence des ferritines de Vertébrés majoritairement cytosoliques
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(Pham et Winzerling, 2010 ; Locke et Nichol, 1992 ; Tang et Zhou, 2013). Elles peuvent
également étre produites par les cellules de 1'épithélium intestinal, en particulier chez

Galleria mellonella (B. S. Kim et al., 2002)

3.2/ Galleria mellonella : un bon modele d’étude d’infection

Galleria mellonella (ou fausse teigne de la cire) est un lépidoptere dont le stade larvaire
est un ravageur de ruches d’abeilles, en se nourrissant de la cire présente. Cet insecte se
développe depuis I'ceuf jusqu’a 'adulte final en environ 35 jours a 37°C : le dernier stade
larvaire constitue notre modele d’'infection (Figure 7). Chez cet insecte, la ferritine a été
identifiée et se trouve composée de différentes sous-unités de 26, 30 et 32 kDa,
composant la ferritine hémoccelique de 630 kDa. A I'instar des mammiferes, elle mesure
11 nm de diametre (B. S. Kim et al,, 2001, 2002). La transferrine est également produite
par G. mellonella et joue un role dans la lutte contre l'infection a B. thuringiensis
(Dubovskiy et al., 2016). G. mellonella comporte de nombreux intéréts, en particulier un
colit moindre comparativement a |'utilisation d’'un modele tel que la souris, et leur cycle
de vie court représente un avantage pour effectuer des études impliquants un grand
nombre d’'individus (Ramarao, Nielsen-Leroux, et Lereclus, 2012). De plus, il présente un
systéme immunitaire inné relativement complexe et proche de celui des mammiferes
(Mikonranta et al.,, 2017 ; Wojda, 2017). Ainsi, la larve de G. mellonella a été utilisée dans
le cadre d’analyses de pathogénie chez des bactéries Gram-négatives (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli) ou Gram-positives (Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes), permettant l'identification de facteurs de virulence a
I'origine de maladie chez les mammiféres ou encore I'essai de nouveaux antibiotiques
apres injection intra-hémoccelique (Senior et al, 2011 ; Tsai, Loh, et Proft, 2016). De facon
plus spécifiques aux études menées sur le groupe B. cereus, G. mellonella a permis
I'identification de nouveaux facteurs de virulence par la bactérie lors d’'une infection par
voie orale (Salamitou et al,, 2000 ; S. Fedhila et al,, 2010 ; Bouillaut et al.,, 2005), et en
particulier en lien avec l'acquisition du fer in vivo. En effet, la technique IVET (in vivo
expression technology), qui permet la détermination des genes activés spécifiquement
dans une condition précise, par exemple durant I'infection, a mis en lumiere une protéine

de surface unique impliquée dans l'acquisition du fer ainsi que I'expression d’autres
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facteurs régulés par le fer (S. Fedhila et al., 2006 ; Daou et al., 2009 ; Segond et al., 2014 ;
Abi-Khalil et al., 2015).

Adulte I
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128
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Figure 7: Cycle de vie de l'insecte Galleria mellonella (Pyralidae, Lepidoptera) a
37°C. Le schéma illustre le temps nécessaire (42 jours a 37 °C) pour obtenir une nouvelle
génération de G. mellonella. | : Jour. Copyright: Agnes Réjasse, Christophe Buisson,
Micalis-INRA.
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4/ Homéostasie du fer chez I’hote

Nous avons effectué une revue des diverses sources de stockages du fer chez I'hote et
décrit de fagon globale les différences existantes entres mammiféres et Insectes. Ici
I'objectif est d'introduire quelques notions sur le mode d’absorption du fer chez I'hote et
sa régulation (Figure 8). Chez les mammiferes, 'absorption du fer contenu dans les
aliments se fait au niveau des cellules intestinales (plus précisément du duodénum) a
travers un systeme extrémement contrdlé. Il est initié par I'absorption au niveau de la
lumiere intestinale a travers la membrane apicale et se conclut par le transfert du fer
jusqu’au systéme circulatoire et la prise en charge par la transferrine, permettant ensuite
la distribution du fer aux différents organes et tissus (G. J. Anderson et Frazer, 2017).
L’acquisition des ions ferreux FeZ* par l'entérocyte se fait grace un récepteur
membranaire DMT1 (pour Divalent metal transporter-1) et a I'action du cytochrome b
duodénal (Dcytb), réduisant les ions ferriques Fe3* présent en majorité dans le duodénum
(environnement oxydatif) en ions ferreux Fe2+, et permettant I'import de sources de fer
non-heme (Gunshin et al., 1997 ; McKie, 2001). L’héme est quant a lui internalisé par les
entérocytes grace a une protéine de transport HCP1 (heme carrier protein-1) avant d’étre
dégradé. Le fer peut étre stocké dans les ferritines des entérocytes ou exporté dans la
circulation sanguine par la transferrine. Ce systeme d’efflux du fer a travers de la
membrane basolatérale de la cellule requiert deux partenaires: la ferroportine,
considérée comme la seule molécule connue permettant I'export du fer de la cellule, et
une MCO (multi-copper oxidase) I'héphaestine (homologue de la céruléoplasmine,
exprimée dans le duodénum) afin de permettre la liaison de Fe2* a la transferrine
(Drakesmith, Nemeth, et Ganz, 2015). La régulation systémique de '’ensemble du systeme
se fait grace a une hormone produite par le foie, 'hepcidine, qui se fixe a la ferroportine
et provoque sa dégradation, régulant ainsi la quantité de fer absorbé par I’alimentation et
délivrée dans 'organisme (Nicolas et al., 2002 ; Hentze et al., 2010). Au niveau cellulaire,
le controle du métabolisme du fer se fait a 'aide de protéines de régulations du fer (iron-
regulatory protein, IRP1 et IRP2) qui se fixent sur des séquences spécifiques des ARNm
(iron-responsive element, IRE). Ce systeme de régulation post-transcriptionnel est
essentiel pour le maintien de l'intégrité structurelle et fonctionnelle de lintestin
(Muckenthaler, Galy, et Hentze, 2008). Enfin dans les mitochondries, ’homéostasie du fer

se trouve régulée par une petite molécule, la frataxine : cette molécule intervient comme
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protéine chaperonne dans la formation de ’heme et des clusters Fer-Soufre, le stockage
du fer en cas d’exces dans I'environnement, et la lutte contre le stress oxydatif. Elle est
retrouvée de fagon ubiquitaire chez les procaryotes et les eucaryotes (Bencze et al., 2006).
Chezles insectes, la régulation de 'homéostasie du fer reste encore mal connue et semble
surtout assurée par la ferritine et la transferrine. L’absorption du fer contenu dans
I'alimentation se fait chez Drosophila melanogaster a I'aide de la protéine Malvolio,
orthologue de la protéine DMT1 des Mammiferes. S'il n’existe pas d’équivalent de
I’hepcidine ou de la ferroportine chez l'insecte, le systeme IRP/IRE est conservé, avec des
protéines de différentes especes d’insectes présentant de grandes similarités avec la

protéine IRP1 de 'Homme (Tang et Zhou, 2013).
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Figure 8 : Comparaison du métabolisme du fer chez les mammiferes (Mammals) et
la drosophile (Fruit fly). Les principales voies d’acquisition du fer, de stockage et
d’export sont comparées selon un modele cellulaire générique. La synthese et le transport
de 'heme, ainsi que les clusters Fe-S ne sont pas illustrés. Les differences entre les deux
métabolismes sont principalement liées a une localisation sub-cellulaire différente de la
ferritine et a I'absence de récepteurs a la transferrine et a la ferroportine chez les insectes.
Cp: Céruloplasmine; Dcytb: cytochrome b duodenal; DMT1: transporteur 1 metal-ion
divalent; FPN: Ferroportine; MCO1: Oxydase multi-cuivre; Mfrn: Mitoferrine; MtFt:
Ferritine mitochondriale; NTBI: fer non lié a la tranferrine; SCARAS5: Récepteur
“scavenger” membre 5; STEAP3: Antigéne épithélial transmembrane-6 de la prostate 3;
TIM2: Immunoglobuline cellule T et protéine domaine mucine 2; Tsf: Transferrine; TfR1:
Récepteur 1 de la transferrine (d’apres Tang et Zhou, 2013).
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5/ Acquisition du fer chez les bactéries

Le fer chez les organismes hoétes est comme décrit précédemment en quantité
biodisponible tres limitée (Andrews, Robinson, et Rodriguez-Quifiones, 2003). Par
conséquent, au cours de l'infection, les pathogenes utilisent diverses stratégies afin
d’accéder aux ressources en fer. Une croissance bactérienne optimale (in vitro) nécessite
une concentration comprise entre 107 et 10> M de fer, alors que chez I'hote la
concentration en fer biodisponible est d’environ 10-24 M. Les méthodes d’acquisition du
fer sont liées étroitement avec la virulence de la bactérie, et peuvent étre directes ou
indirectes. L’acquisition directe du fer se fait par I'intermédiaire d’'un contact entre les
protéines situées a la surface de la bactérie et les sources de fer de I'hote (résumées
précédemment) ciblées par le pathogéne. L’acquisition indirecte nécessite la synthése et
la sécrétion dans le milieu extracellulaire de molécules présentant une forte affinité pour
le fer : les sidérophores (affinité forte pour le fer ferreux Fe3*) et les hémophores (ciblent

spécifiquement ’heme, libre ou complexé).

5.1/ Mécanismes d’acquisitions du fer chez les bactéries Gram-négatives

Chez les bactéries Gram-négatives, le fer doit passer a travers les différentes barrieres
séparant le milieu extérieur jusqu’au cytoplasme de la bactérie : la membrane externe, le
peptidoglycane, I'espace périplasmique et la membrane interne (Figure 9). Pour se faire,
la quasi-majorité des mécanismes impliquant I'import du fer dans la cellule nécessite la
présence du systeme TonB-ExbBD, constitué des protéines TonB, ExbB et ExbD,
s’assemblant en une ou deux copies de la protéines TonB additionnées a une multitude de
copies de ExbB et ExbD. Ce complexe protéique forme un large oligomere et permet le
transport d’énergie a travers le périplasme jusqu’a la membrane externe, obtenu grace au
gradient électrochimique de la membrane interne. Cette énergie est nécessaire a la liaison
de la source de fer et son internalisation par son récepteur spécifique sur la membrane
externe, et au transport du fer jusqu’au cytoplasme (Braun, Glinter, et Hantke 1991;
Jordan et al. 2013). TonB reconnait des séquences d’acides-aminés spécifiques situés au
niveau N-terminal des protéines cibles qu'il régule, et nommés boites TonB. L’ensemble
des protéines de surface dépendantes du complexe TonB-ExbBD permettant I'acquisition
directe des soures de fer, ou indirectement via les sidérophores ou les hémophores, se

regroupent sous le terme de transporteurs TonB-dépendent (Noinaj et al. 2010). A
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I'exception du systéeme Feo, I'ensemble des systémes d’acquisition du fer que nous

présenterons ici sont TonB-dépendants, et sont résumés dans la Figure 10.
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Figure 9: Structure générale de la paroi cellulaire chez les bactéries Gram-négatives
et Gram-positives (Berezin et al., 2017).
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Figure 10: Systemes d’acquisition du fer représentatifs chez les bacteries Gram-
négatives. En conditions d’aérobiose, les bactéries utilisent des récepteurs de surface a
haute affinité (bleu) liant les protéines contenant le Fe3+ (violet clair) telles que les
couples sidérophores-Fe3* ou I'héme, facilitant par conséquent la translocation dans
'espace périplasmique. Ce processus est activé par le systeme TonB-ExbBD. Les protéines
assurant la liaison dans le périplasme (bleu clair) et les transporteurs ATP-dépendants
(violet) enchassés dans la membrane cytoplasmique sont utilisés pour assurer la suite du
transport dans la cellule (la méme chose se retrouve chez les bactéries Gram-positives, a
la différence pres que ces protéines se trouvent insérées dans la membrane). Quelques
exemples sont ici illustrés et sont développés dans l'introduction de ma these. En
condition d’anaérobiose, le Fe2* soluble peut diffuser a travers les porines de la membrane
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externe, et par conséquent par des systémes énergie-dépendants tels que FeoABC
(d’apres Faraldo-Goémez et Sansom, 2003).

5.1.1/ Voie d’acquisition directe

L’acquisition directe du fer se fait par I'intermédiaire d’'un contact entre les protéines
situées a la surface de la bactérie et les sources de fer de 'hote (résumées précédemment)
ciblées par le pathogéne.

Lorsque la source de fer est la molécule de fer libre, sous forme de fer ferreux Fe?, le
passage a travers la membrane externe jusque dans le périplasme se fait par
I'intermédiaire des porines qui parsément cette membrane. Ensuite, 'atome de fer va étre
pris en charge par le systéeme Feo, commun aux bactéries Gram-négatives et Gram-
positives (Lau, Krewulak, et Vogel, 2016). Chez Salmonella enterica, il a été démontré que
FeoB permet la fixation et le passage du fer depuis le périplasme vers le cytosol de la
bactérie grace a une protéine G a activité GTPasique, tandis que I'interaction entre FeoA
et FeoB semble indispensable a la liaison entre FeoB et la molécule de fer (Hyunkeun Kim,
Lee, et Shin, 2012). Le systéme Feo est indépendant du complexe TonB-ExhBD chez les
bactéries Gram-négatives.

Chez les bactéries Gram-négatives, il existe un systéme d’acquisition du fer de la
transferrine composé de deux protéines, TbpA et TbpB, localisées au niveau de la
membrane externe de la bactérie (Cornelissen, 2003). Ce systeme a été pour la premiere
fois isolé chez Neissseiria meningitidis. De la méme facon, la lactoferrine est elle aussi
reconnue par le couple de récepteur LbpA et LbpB (Brooks, Arutyunova, et Lemieux, 2014
; Pettersson et al, 1998) fonctionnant sur le méme principe que TbpA et TbpB. TbpA et
LbpA transferent le fer au niveau du périplasme a la protéine FbpA, qui ensuite transfere
cette molécule de fer au cytosol de la bactérie par sa perméase associée FbpBC (D. S.
Anderson et al.,, 2004).

D’autres systemes d’acquisition directs ciblant les hémoprotéines sont connus chez les
bactéries Gram-négatives. Le systéme de transporteur de type ABC impliqué dans la
captation de 'hémine a été identifié chez Yersinia enterocolitica et est codé par I'opéron
hemRSTUV (Stojiljkovic et Hantke, 1992). Le récepteur membranaire HemR est capable
de lier et extraire a la surface de la bactérie ’heme des hémoprotéines de I'héte, ainsi que
de HemsS, une protéine cytosolique séquestrant ’heme libre lors du transport dans le

cytosol (Sheldon, Laakso, et Heinrichs, 2016). Il est également composé de HemT, une
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protéine de transport périplasmique spécifique de 1'héme, une protéine
transmembranaire HemU, et une protéine de fixation de '’ATP HemV. Des systémes
homologues HemTUV ont été retrouvés chez d’autres pathogénes Gram-négatifs tels que
ShuTUV chez Shigella dysentriae (Wyckoff et al., 1998), HutBCD chez Vibrio cholerae
(Occhino et al, 1998) ou encore PhuTUV chez Pseudomonas aeruginosa (Johnson,
Ochsner, et Vasil, 2000), tous important pour un transport efficace de I'héme jusque dans
le cytosol de la cellule.

On peut enfin citer le systeme HpuAB qui permet de fixer 'hémoglobine et le complexe
haptoglobine-hémoglobine chez le pathogeéne Neisseria meningitidis (Lewis, 1998 ; Rohde
et Dyer, 2004), ainsi que le récepteur HmbR permettant la fixation de 'hémoglobine

(Lewis et al., 1999 ; Richardson et Stojiljkovic, 1999).

5.1.2/ Voie d’acquisition indirecte
5.1.2.1/ Hémophores

Les hémophores sont des protéines sécrétées dans le milieu extérieur et capables de
chélater 'heme de diverses hémoprotéines. Longtemps les hémophores ont été
considérés comme n’étant produits que par les bactéries Gram-négatives, cependant les
bactéries Gram-positives en produisent également. Chez les bactéries Gram-négatives
nous mentionnerons deux hémophores en particulier :

» HasA (Heme Acquisition System) est un hémophore qui a été identifié pour la
premiere fois chez Serratia marescens et qui ensuite a été retrouvé chez d’autres
bactéries Gram-négatives telles que P. aeruginosa, P. fluorescens ou encore Y. pestis
(Létoffé, Ghigo, et Wandersman, 1994 ; Kumar et al, 2013). Les protéines de la
famille HasA présentent une grande homologie structurale entre elles. Elles sont
capables de fixer 'heme de I’hémoglobine, 'hémopexine et la myoglobine
(Wandersman et Delepelaire, 2012). Une fois la source de fer captée, HasA
transfere ’heme a son récepteur spécifique situé au niveau de la membrane
externe HasR, faisant partie de la famille des transporteurs TonB-dépendants, est
sera ensuite internalisé par la bactérie (Izadi-Pruneyre et al.,, 2006). Seul 'héme
est internalisé tandis que I'apo-hémophore reste dans le milieu extérieur.

» HxuA (heme-hemopexine utilization protein) a été caractérisé uniquement chez
Haemophilus influenzae type b et acquiert uniquement I'héme de ’hémopexine

(Copeetal, 1998). Ala différence de HasA, HxuA ne se lie pas directement a '’héme
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de I'hémopexine. L’interaction entre les deux molécules libére I'héme qui est
ensuite transferé a HxuC, une protéine faisant elle aussi parti des transporteurs
TonB-dépendants (Fournier, Smith, et Delepelaire, 2011). Le mécanisme reste

néanmoins toujours soumis a de nombreuses questions.

5.1.2.2/ Sidérophores
e Généralités
Pour capter le fer libre, les microorganismes, et en particulier les bactéries, produisent et
sécretent dans le milieu extérieur de petites molécules nommées sidérophores, terme
d’origine grecque signifiant littéralement transporteur de fer (Neilands, 1995). Ces
molécules possedent une forte affinité pour le fer ferrique (Fe3+*) et sont de faible poids
moléculaire (inférieur a 10 kDa). A 'heure actuelle environ 500 sidérophores ont été
identifiés et 270 ont été caractérisés structurellement (Schalk, Mislin, et Brillet, 2012), se
regroupant en différentes catégories en fonction de la famille de molécules chimiques
auxquels ils appartiennent. Ils peuvent aussi étre constitués d’'un mélange de ces
différents groupes chimiques caractéristiques (Figure 11) que sont :
» Les carboxylates, pour lesquels on retrouve a titre d’exemple la staphyloferrine A
produite par Staphylococcus aureus (Nakaminami et al., 2017).
» Les hydroxamates tels que la ferrioxamine B / desferrioxamine B (Neilands, 1984).
» Les catécholates : 'entérobactine produite par de nombreux microorganismes
notamment par E. coli, 1a pétrobactine et la bacillibactine chez B. anthracis et B.
cereus (Jung Yeop Lee et al, 2011).

> Enfin, les phénolates tels que la pyocheline chez P. aeruginosa (Reimmann, 2012).

e Synthese et sécrétion des sidérophores

Les sidérophores sont synthétisés par le biais de peptides non-ribosomiques (non-
ribosomal peptides synthetase, NRPS) dans le cytoplasme des cellules bactériennes
(Wandersman et Delepelaire, 2004). Une fois produits, ils vont étre excrétés dans le
milieu extérieur par des systemes de type transporteurs MFS (major facilitator
superfamily) tels que par exemple la protéine EntS pour I'entérobactine (Furrer et al,

2002) ou encore YmfD pour la bacillibactine (Hotta et al., 2010).
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e Systeme de transport des complexes sidérophore-Fe3+*

Les complexes sidérophore-Fe3* sont internalisés grace a la présence de protéines liant
les sidérophores (Siderophore Binding Protein) situés a la surface des bactéries et
produites en parallele des sidérophores. Chez les bactéries Gram-positives, il s’agit de
protéines de type transporteurs ABC possédant une cassette ATP et situés au niveau de la
membrane cytoplasmique (Braun et Hantke, 2011). Nous détaillerons ces systémes plus
tard dans le cadre de l'acquisition du fer chez les bactéries Gram-positives et en
particulier chez B. cereus. Chez les bactéries Gram-négatives, elles sont localisées au
niveau de la membrane externe, sont dépendantes du systéeme TonB et sont ainsi
nommeées transporteurs TonB-dépendants ou TBDT (Schalk, Mislin, et Brillet, 2012 ;
Noinaj et al, 2010). Une fois dans le périplasme, le devenir des complexes sidérophore-
Fe3+ dépend a la fois du sidérophore et de la bactérie elle-méme. Le fer peut étre relargué
directement dans le périplasme comme dans le cas de la pyoverdine chez P. aeruginosa
(Yeterian et al, 2009) ou transporté a travers la membrane interne jusque dans le
cytoplasme par des transporteurs de type ABC ou des perméases comme dans le cas du
ferrichrome chez E. coli (Hannauer et al.,, 2010). Parmi les systemes les mieux décrits,
nous pouvons citer deux exemples de TBDT qui ont été particulierement étudiés :

» FepA estle TBDT du complexe enterobactine-Fe3* chez E. coli. L’analyse du cristal
révele une structure de 700 résidus présentant au niveau carboxy-terminal de la
protéine 22 feuillets formant un tonneau 3 et un domaine en N-terminal ancré
fortement a la protéine et situé au sein de ce tonneau 3 (Buchanan et al., 1999). La
liaison puis le passage du complexe enterobactine-Fe3* dans la protéine nécessite
un changement de conformation de ce domaine N-terminal (K. N. Raymond, Dertz,
et Kim, 2003). Une fois la membrane externe franchie, ce complexe va étre amené
par FepB, une protéine de liaison périplasmique, jusqu’a un transporteur
possédant une cassette ATP (composé de FepC, FepD et FepG) permettant sa
translocation dans le cytoplasme de la cellule.

» FhuA permet I'import du complexe ferrichrome-Fe3* dans la bactérie. Il partage
des caractéristiques structurales proches de FepA et fait parti de la famille des
protéines a tonneaux 3 (Ferguson et al.,, 1998 ; Locher et al., 1998). La fixation du
ligand ferrichrome-Fe3* sur FhuA induit un changement de conformation et
I'ouverture du canal dont les dimensions sont adaptées a la taille de ce complexe

(Hickman et al, 2017).
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e Importance dans I'environnement de la bactérie

Les sidérophores sont un enjeu crucial dans la bataille pour I'acquisition du fer dans un
environnement. Les différents sidérophores connus peuvent présenter des homologies
structurales importantes, ce qui permet aux bactéries d’utiliser d’autres sidérophores
produits par d’autres bactéries (xénosidérophores), C’est par exemple le cas de P.
aeruginosa : cette bactérie produit la pyoverdine et la pyocheline, mais est aussi capable
d’utiliser au moins cinq sidérophores hétérologues tels que la cépabactine, le ferrichrome,
I'entérobactine, la ferrioxamine et le citrate (Hannauer et al., 2010 ; Mislin et al., 2006).
De plus, pour augmenter leurs chances d’en capter une quantité plus importante, les
bactéries synthétisent aussi des protéines liant les sidérophores produits par d’autres
organisme. C’'est par exemple le cas chez B. cereus qui synthétise YxeB, une protéine liant
les complexes constitués par les sidérophores ferrioxamine B / desferrioxamine B
(hydroxamates) et Fe3* (Fukushima et al, 2013b), ou encore Pseudomonas fluorescens
capable d’acquérir la ferrioxamine et la ferricoelicheline produitent par Streptomyces
ambofaciens (Galet et al.,, 2015). Cette compétition est d’autant plus importante lors de la
colonisation de bactéries pathogenes avec les bactéries résidentes de I'hote, en particulier
du microbiote intestinal (Ellermann et Arthur, 2017).

En réponse a la production de sidérophores, de nombreuses especes animales ou
végétales synthétisent les sidérocalines, un sous-groupe des lipocalines, qui sont capables
de lier spécifiquement les sidérophores (Sia, Allred, et Raymond, 2013 ; Ganz, 2009). Ces
molécules permettent a 'hote de piéger un grand nombre de sidérophores et d’assurer
ainsi une protection contre des pathogeénes en les privant de l'acces au fer. Les
sidérophores ou leurs systemes de réimportation spécifiques dans la cellule peuvent
jouer un role aussi dans la régulation en cascade d’autres genes. C’est le cas par exemple

de la ferrioxaime B / desferrioxamine B chez P. aeruginosa (Llamas et al., 2006).
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Figure 11: Structures des sidérophores. A : 4 types de résidus chimiques conferent aux
sidérophores leur haute affinité au fer: les carboxylates (orange), les catécholates
(rouge), les phénolates (vert) et les hydroxamates (bleu). B: Quelques exemples de
sidérophores produits par des bactéries pathogenes. Certains sidérophores sont
composés de plusieurs types de résidus (Mixed type). D’apres B. R. Wilson et al., 2016.
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5.2/ Mécanismes d’acquisitions du fer chez les bactéries Gram-positives

Les bactéries Gram-positives n’ont pas de membrane externe, ni de périplasme. Elles
possedent un peptidoglycane épais constituant 90% de la paroi bactérienne et protégeant
la bactérie contre la lyse mécanique et osmotique, ainsi qu’a I'ancrage des protéines qui
sont en contact direct avec le milieu extracellulaire (Koster, 2005). Le fer, qu'il soit libre
ou faisant partie d'une hémoprotéine ou une protéine de stockage, doit franchir le
peptidoglycane, et sont prises en charge par des protéines de surface qui leur sont
associées. Au cours de I’évolution, les bactéries Gram-positives ont développé plusieurs
stratégies d’exposition des protéines a leur surface. Le mécanisme le plus caractérisé est
celui de la liaison covalente au peptidoglycane, a 'aide de protéines contenant un motif
d’ancrage (ex : LPXTG ou NPQTN) du c6té carboxy-terminal qui vont étre attachées a la
muréine du peptidoglycane (Koster, 2005). L’ancrage de ces protéines se fait a l'aide
d’enzymes appelées sortases qui jouent le role de transpeptidases. Elles clivent la
protéine au niveau de son motif d’ancrage et la transférent sur le peptidoglycane en créant
des ponts amides entre la protéine et les ponts pentaglycine (Schneewind et Missiakas,
2014). En effet, certaines protéines de surfaces a motif d’ancrage au peptidoglycane
jouent le role de récepteurs pour I'heme, ’hémoglobine, la transferrine et la lactoferrine,
entrainant la formation d’'un systeme de transport a travers la paroi (Mazmanian, 2003 ;
Mazmanian et al., 2002). La plupart de ces protéines de surface présentent un a plusieurs
domaines conservés appelés NEAT (NEAr iron Transporter), essentiels pour 'interaction
avec les sources de fer dont principalement '’heme et les hémoprotéines (Pilpa et al,
2009). Une fois le peptidoglycane franchi, le transport du fer ou de 'heme a travers la
membrane cytoplasmique se fait grace aux systemes de type ABC transporteurs similaires

a ceux utilisés par les sidérophores.

5.2.1/ Voie d’acquisition directe
Chez les bactéries Gram-positives, I'acquisition du fer lié a 'heme et aux hémoprotéines
représente une cible de choix. L’héme représente approximativement 75% de la quantité
totale de fer chez les mammiferes, et se trouve notamment lié comme expliqué
précédemment a I'’hémoglobine dans la circulation sanguine via les érythrocytes
(Stojiljkovic et Perkins-Balding, 2002). Pour capter cette source de fer, de nombreuses

especes incluant S. aureus ou B. cereus vont produire des hémolysines de facon a lyser les
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érythrocytes et ainsi libérer I'hémoglobine qu’ils contiennent (Malachowa et DeLeo, 2011
; Vandenesch, Lina, et Henry, 2012 ; Sineva et al., 2012 ; Tran et al., 2013). Le systéeme Isd
(iron-regulated surface-determinant) est celui le mieux décrit dans le cadre de cette
acquisition des sources de fer liées a I'héme, et a fait I'objet de nombreuses études en
particulier chez Staphylococcus aureus. Le systeme Isd ou I'équivalent de ce systéme est
également présent chez bien d’autres especes, en particulier B. cereus, B. anthracis, L.
monocytogenes ou encore Streptococcus agalactiae. L'objectif de cette partie de
I'introduction est de décrire dans un premier temps ce systeme chez S. aureus avant de se
focaliser sur les différences existantes chez B. cereus, puis de détailler les autres

mécanismes permettant I’acquisition du fer de fagcon directe chez B. cereus.

5.2.1.1/ Le systéme Isd chez S. aureus

Isd (Figure 12) a été identifié pour la premiere fois chez S. aureus au début des années
2000 et se trouve constitué de neufs protéines exprimées en cas de carence en fer dans la
cellule ainsi que d’'une sortase permettant I'ancrage des facteurs IsdB, [sdH/HarA et [sdA,
permettant la capture de 'heme par I'intermédiaire de leur domaine NEAT ou near iron
transporter (Mazmanian et al, 2002 ; Mazmanian, 2003 ; Marraffini et al., 2004). Le
processus d’acquisition apparait comme étant le suivant, sachant que sur I'ensemble de
ces protéines, celui d’IsdD reste encore méconnu :
» L’heme est lié puis extrait de I'hémoprotéine par I'intermédiaire des facteurs IsdB
et IsdH a la surface de la cellule.
» L’heme est ensuite relayé a travers le peptidoglycane par le domaine NEAT de la
protéine IsdA puis de IsdC, servant de conduit principal jusqu’a la lipoprotéine
IsdE au niveau de la membrane cellulaire. IsdE est associée a une perméase
membranaire IsdF, IsdE et IsdF formant ainsi les deux composants d’'un
transporteur de type ABC (Tiedemann, Heinrichs, et Stillman 2012; Grigg et al.
2007).
» Une fois internalisé, I'heme est dégradé par l'intermédiaire d’'une ou deux

monooxygénases que sont IsdG et IsdI (Eric P. Skaar, Gaspar, et Schneewind 2004).
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Fe +
Staphylobilins HCHO

Figure 12: Modéle représentant le systeme Isd (iron-regulated surface-
determinant) chez Staphylococcus aureus (d’apres Sheldon et al,, 2015).

L’hémoglobine (hétérotétramere) est fixée par les domaines NEAT (NEAr iron
Transporter) d’IsdH1, IsdH2 et le domaine NEAT d’IsdB1. L’héme est ensuite extrait de
I’hémoglobine et se lie aux domaines NEAT d’IsdH3 et NEAT d’IsdB2, avant d’étre
transféré tour a tour a IsdA, IsdC puis IsdE au niveau de la membrane bactérienne. Apres
la translocation a travers la membrane IsdF-dépendante, 'héme cytosolique est
probablement dégradé par les monooxygénases IsdG et Isdl.
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Les protéines IsdB, IsdH, IsdA et enfin IsdC présentent une a trois copies du domaine
NEAT, constitué par environ 120 résidus, qui bien qu’étant variables en termes de
séquence primaire en acide-aminés, possedent des structures secondaires tres
conservées (Erin S. Honsa, Maresso, et Highlander, 2014). Ces domaines NEAT, qui
n'existent que chez les bactéries Gram-positives, permettent la fixation des
hémoprotéines, 'extraction de ’heme qu’elles contiennent puis son passage a travers le
peptidoglycane et la membrane cellulaire. La structure standard des domaines NEAT
forme des repliements de type immunoglobuline, composés de 8 feuillets (3 antiparalléles
et une séquence conservée SXXXXY formant une hélice a communément référencée
comme la région labiale du domaine ou « lip » region (Gaudin et al. 2011; Pilpa et al. 2006;
Erin S. Honsa, Maresso, et Highlander 2014). La fixation de I'heme se fait entre :

» Un des 8 feuillets 3 possédant un motif YXXXXY essentiel a la fixation de I'héme.

» La région labiale sur laquelle la premiére tyrosine du motif de liaison a '’héme
(exemple : Y166 pour IsdA, Figure 13) fixe de fagon non-covalente 'atome de fer
central de I'héme, pendant que la seconde tyrosine (exemple : Y170 pour IsdA)
permet la stabilisation de la premiére tyrosine par le biais de liaisons hydrogenes

(Watanabe et al. 2008; Villareal et al. 2008).
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Figure 13: Structure globale du domaine NEAT de IsdA de Staphylococcus aureus
(Adapté de Sheldon et al., 2015).

Le diagramme en ruban illustre les structures N-terminales (bleu) et C-terminales
(rouge) d’'IsdA. L’heme (représentée par une sphere rouge) se lie sur ces domaines ainsi
que les deux résidus tyrosine clefs (Y166 et Y170) permettant la fixatation du fer et la
stabilisation du complexe.
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La variabilité de la séquence en acide-aminés des domaines NEAT de chaque protéine
induit une fonctionnalité différente selon qu'il s’agisse de la fixation des hémoprotéines,
d’extraire ’heme ou de transférer la molécule d’héme a un autre domaine NEAT de la
méme protéine ou d'une protéine différente. Chez S. aureus, IsdB et IsdH possédent
respectivement 2 et 3 domaines NEAT (Figure 14), tandis que IsdA et IsdC n’en possedent
quun seul. La reconnaissance et la fixation de I’hémoglobine ou du complexe
hémoglobine-haptoglobine se fait de fagon spécifique avec les domaines NEAT N-
terminaux de IsdB et IsdH (Dryla et al.,, 2007 ; Visai et al., 2009 ; Dickson et al., 2014). IsdB-
N1 et IsdH-N2 sont capables de lier les sous-unités a et 3 de 'hémoglobine (aHb et fHb)
tandis que IsdH-N1 ne peut fixer que les sous-unités aHb (Figure 15, Pilpa et al, 2006 ;
Bowden et al., 2014 ; Kumar et al., 2011).

A YYHFF FYHYA YEGQY
LPKTG
|SdH IsdH NszH
t==e- 52,65 -- -
: 59 68 57'76
""" 40;55 ----1; LPQTG
IsdB IsdB- N1HMB-N2H
FYHYA YDGQY
B YNASY
YHHEY YKQTH YHHFY YHHFY

IsdX2 [s7 qlsdxz-'ﬂHlstZ Nz}[udxz-us}(uxz IsdX2- )—

Figure 14 : Organisation des domaines protéiques NEAT de IsDH et IsdB chez
Staphylococcus aureus et IsdX1 et IsDX2 chez Bacillus anthracis (d’apres Sheldon et
al, 2015). A : Comparaison entre IsdH et IsdB de S. aureus. Les nombres représentent le
pourcentage d’identité, suivis par le pourcentage total de similarité entre les domaines
NEAT. B : Illustration des deux hémophores de B. anthracis. Les domaines NEAT
représentés par une boite blanche permettent la fixation de I'héme. Pour chaque domaine
NEAT, la sequence liant soit 'heme soit 'hémoglobine est identifiée. SP: peptide signal.




IsdH-NEAT1

Figure 15 : Interaction entre le domaine NEAT 1 d’'IsdH de Staphylococcus aureus
avec la chaine alpha de ’'hémoglobine humaine. Le diagramme en ruban illustre la
liaison de IsdH-N1 (orange) avec la sous-untié aHb (rouge) du dimere o:f3 Hb (d’apres
Krishna Kumar et al. 2011).

Le systéme Isd posséde chez S. aureus une importance biologique centrale dans le cadre
de l'acquisition du fer lors de I'infection chez I'hote. Il a été démontré récemment que Isd
fonctionne comme un systéme d’acquisition du fer de 'heme a tres forte affinité pour des
concentrations nanomolaires d’héme et d’hémoglobine humaine (Pishchany et al,, 2014).
De plus, Isd joue un role essentiel dans la virulence et le stress au cours de 'infection chez
la souris, puisque la délétion simple de isdA, isdB, isdC, isdG, isdH ou isdI sont suffisants
pour atténuer ces phénomenes (Pishchany et al, 2014 ; Torres et al., 2006 ; Reniere et
Skaar, 2008 ; Visai et al., 2009). En plus de son importance dans la virulence de S. aureus,

[sd intervient dans la persistance et la formation d’abces chez I'hote (Cheng et al., 2009).

5.2.1.2/ Le systeme Isd chez B. cereus sensu lato

Au sein du groupe B. cereus, le systeme d’acquisition de 'héme Isd est lui aussi parmi 'un
des mieux décrits dans la littérature, avec des caractéristiques comparables a celles
trouvées chez les staphylocoques mais présentant cependant quelques différences. Il a

été démontré que B. anthracis possédent les génes codants pour IsdC et la sortase B au
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méme titre que S. aureus, tandis que les génes exprimant IsdA, IsdB et IsdH sont absents
(Gatetal, 2008 ; A.W. Maresso, Chapa, et Schneewind, 2006). Afin de permettre la fixation
de 'héme, B. anthracis exprime deux molécules nommées IsdX1 et IsdX2 possédant
respectivement 1 et 5 domaines NEAT (Figure 14). Ces deux protéines ne présentent pas
de domaines C-terminaux avec des motifs d’ancrage au peptidoglycane : elles sont
sécrétées par la bactérie dans le milieu extérieur et sont donc considérées comme les
premiers hémophores identifiés chez les bactéries Gram-positives, autrefois considérés
comme n’étant I'apanage que des bactéries Gram-négatives (Anthony W. Maresso, Garufi,
et Schneewind, 2008 ; Fabian et al, 2009). IsdX1 et IsdX2 sont capables de lier
I’'hémoglobine de I'h6te, mais ne sont pas capables a I'inverse du systéme IsD de S. aureus
de capter la myoglobine ou le complexe hémoglobine-haptoglobine (Gat et al., 2008 ;
Anthony W. Maresso, Garufi, et Schneewind, 2008 ; Ekworomadu et al, 2012). Les
domaines NEAT de IsdX1 (IsdX1-N1) et IsdX2 (IsdX2 N1 a N5) possedent des
fonctionnalités différentes, IsdX2-N2 présentant une histidine a la place de le seconde
tyrosine, perturbant la fixation de '’heme au niveau du motif de liaison :
» IsdX1-N1 et [sdX-N1, -N3, -N4 et -N5 lient 'heme grace a un motif de liaison de
I’'heme conservé YXXXXY.
» IsdX1-N1 et IsdX2-N1 et -N5 ont la possibilité d’extraire I'héme de '’hémoglobine.
» Enfin, IsdX1-N1 et IsdX2-N1, -N3 et -N4 sont capables de transférer ’heme au
domaine NEAT de la protéine IsdC (Erin Sarah Honsa et Maresso, 2011 ; Fabian et
al., 2009 ; Anthony W. Maresso, Garufi, et Schneewind, 2008).

Chez B. anthracis, la fixation de '’heme a la surface de la bactérie serait facilitée par BslK,
une protéine avec des domaines d’homologie de la couche S (S-layer homology protein)
permettant son ancrage de facon covalente au peptidoglycane et possédant un domaine
NEAT (Tarlovsky et al, 2010). De plus, une autre protéine nommée Hal (pour Heme-
acquisition leucine rich-repeat protein) et codée par le géne bas0520 a été mise en
évidence récemment (Balderas et al., 2012). Hal est capable de fixer I'héme directement
ou de fixer 'hémoglobine afin d’en extraire I'héme. Au total, il est proposé comme modele
(Figure 16) que IsdX1 et BslK transfere '’heme extrait de 'hémoglobine a IsdC tandis que
[sdX2 contréle la quantité d’heme qui est transféré a IsdC. L’heme transite ensuite
jusqu’au transporteur ABC homologue de S. aureus IsdEF avant que ’héme ne soit
dégradée et le fer relargué dans le cytosol via I'action d’'une oxygénase de type IsdG (Erin

Sarah Honsa et Maresso, 2011 ; E. P. Skaar, Gaspar, et Schneewind, 2006).
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Figure 16 : Acquisition de 'héme chez Bacillus anthracis par les domaines NEAT des
hémophores sécrétés IsdX1 et IsdX2 (respectivement 1 et 5 domaines NEAT),
extrayant ’heme de ’hémoglobine, avec IsdX1 capable de transférer '’héme a IsdX2
et a la protéine IsdC ancrée au peptidoglycane. De plus, une protéine associée a la
surface de la cellule, BslK, fixe I'heme avant de le diriger vers IsdC. Le role de BAS0520
(Hal) dans cette voie d’acquisition reste inconnu, mais la séquence du domaine NEAT
semble prédire une implication dans l'acquisition de I'heme. IsdC semble ensuite
permettre le passage de 'heme a travers la membrane cytoplasmique via IsdE et le
transporteur de type ABC IsdEFD, utilisant de I’énergie issue de I'’hydrolyse de ’'ATP. La
monooxygénase IsdG permet la dégradation de I'heme et la liberation de 'atome de fer.
Les fleches pleines indiquent des interactions entre domaines NEAT confirmées, tandis
que les fleches pointillées sont des propositions de voies de transfert entre domaines
NEAT chez B. anthracis (d’apres Honsa et Maresso, 2011).
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Si le systéme Isd chez les expéces du groupe B. cereus est important, son altération
n'impacte pas de fagon essentielle I'acquisition du fer de 'hémoglobine et de I'heme. En
effet, 1a délétion du locus des genes IsdC et BslK n’abolit pas I'utilisation de 'héme et de
I’'hémoglobine chez B. anthracis (A. W. Maresso, Chapa, et Schneewind, 2006 ; Balderas et
al, 2012), tandis que la triple délétion des genes isdc, isdX1 et isdX2 n’induisent pas une
virulence plus importante de B. anthracis chez I'hote (Gat et al., 2008), tandis que chez S.
aureus la délétion de ces génes atténue la virulence de la bactérie. La délétion du gene
codant pour la protéine Hal conduit a un impact plus important de la croissance en
comparaison de la délétion de I'opéron isd ou du gene codant pour BslK chez B. anthracis,
dans des milieux ne contenant comme unique source de fer que ’heme ou I’hémoglobine.
Ces données suggerent que Hal joue un role essentiel quant a I’acquisition du fer de ’heme

et de I'hémoglobine.
5.2.1.3/ IlsA : une protéine unique chez B. cereus

Si le systeme Isd est décrit de maniere exhaustive chez B. anthracis, d’autres études
menées chez B. cereus ont mis en lumiere I'existence d’'une autre protéine importante
dans l'acquisition de diverses sources de fer chez I'hote : lIsA (Figure 17). Cette protéine
a été identifiée en 2006 pour la premiere fois grace a un systeme IVET ou in vivo
expression technology (Sinda Fedhila et al. 2006). Cette technique a permis
'identification de nouveaux genes exprimés spécifiquement in vivo au cours de 'infection

par voie orale de G. mellonella.
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Figure 17: Représentation schématique de la protéine IlsA. Les domaines conservés
sont indiqués : NEAT : NEAr iron Transporter ; LRRs : Leucine Rich Repeat ; SLH : Surface
Layer Homology (d’apres Fedhila et al., 2006 et Daou et al., 2009).

[IsA présente 4 domaines conservés : un peptide signal de 28 acides-aminés dans son

domaine N-terminal, puis un domaine NEAT suivi d'un domaine LRR (Leucine-rich

repeat) permettant les interactions protéine-protéine et enfin 3 domaines SLH (S-layer
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homology) en C-terminal. Cette protéine est ainsi localisée a la surface de la bactérie et
exprimée uniquement en condition de carence en fer. Sa région promotrice posséde une
boite fur corrélant ce phénotype d’expression, Fur étant le régulateur principal de
I’homéostasie du fer chez de nombreuses bactéries (Daou et al., 2009). IIsA est unique
chez les procaryotes : en effet, elle est capable de lier 'heme et les hémoprotéines grace a
son domaine NEAT, mais aussi la ferritine probablement par son domaine LRR (Daou et
al., 2009). Il a récemment été montré le role essentiel d’lIsA dans la fixation de la ferritine
de rate de cheval a la surface de la bactérie, et la libération du fer contenu dans la ferritine
humaine (Segond et al.,, 2014). llsA reconnait indifféremment les sous-unités H et L de la
ferritine humaine ou de souris, comme l'ont démontré les tests en ITC (Isothermal
Titration Calorimetry). Ainsi, 24 protéines IIsA peuvent lier une molécule de ferritine
constituée de 24 sous-unités. La libération du fer dans le milieu extérieur va ensuite
nécessiter un second partenaire, la bacillibactine (sidérophore de type catécholate) dont
nous détaillerons I'importance chez B. cereus plus loin. Enfin, IIsA joue un roéle dans
'acquisition de 'heme et des hémoprotéines, et est capable de transférer grace a son
domaine NEAT I'héme au domaine NEAT de IsdC (Figure 18 et 19, Abi-Khalil et al,, 2015).
Ce phénomene vient compléter le panel des protéines possédant un domaine NEAT
présenté chez B. anthracis, permettant de constater chez les especes du groupe B. cereus
un large panel de protéines capables de fixer et utiliser de nombreuses sources de fer. En
revanche, il ne semble pas exister, au contraire de S. aureus ou chez certaines bactéries
Gram-négatives, de systemes permettant I'utilisation de la transferrine ou la lactoferrine

comme source de fer.

Protéine de surface

Monooxygénase Protéine de surface
ABC transporteur
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Figure 18: Représentation schématique du locus isd chez B. cereus

Le locus Isd de B. cereus est composé de trois protéines a domaine NEAT: BC4549, BC4548
et BC4547. Le nombre de domaines NEAT sest symbolisé par les cylindres rouges. Les
motifs « NPKTG » et « NSKTA » de BC4549 et BC4547 respectivement, sont les substrats
de la sortase B putative (BC4543). Le systéme ABC est formé de la protéine de liaison au
ferrichrome (BC4546), une perméase (BC4545) et d'une ATPase (BC4544). Le systeme
renferme deux boites Fur, une en amont de la monooxygénase (BC4542) et une deuxiéme
en amont de la premiere protéine de surface (BC4549). D’apres Abi-Khalil et al., 2015.
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Figure 19: Représentation schématique de I'interaction entre IlsA et IsdC pour
I'acquisition du fer de ’'héme chez B. cereus. Le domaine NEAT d’lIsA est capable de
fixer 'heme ou de I'extraire de 'hémoglobine, puis de transférer la molécule d’héme au
domaine NEAT d’IsdC, illustrant ainsi l'interaction entre deux systéemes distincts
d’acquisiton de 1'héme chez Bacillus cereus. EC: milieu extracellulaire; CW:
peptidoglycane ; M : membrane cytoplasmique ; C: cytoplasme ; Hb : hémoglobine ; He :
heme ; NEAT : NEAr iron Transporter ; LRR : Leucine Rich Repeat (d’apres Abi-Khalil et
al, 2015).

5.2.1.4/ Autres systéemes connus chez B. cereus

Bien que moins décrits dans la littérature, et en raison de la faible quantité de publications
existantes, il existe chez les bactéries Gram-positives et en particulier chez les especes du
groupe B. cereus des systémes d’acquisition du fer inorganique. En effet, dans des
environnements pauvres en oxygene ou a faible pH (favorisant la réduction plutét que
I'oxydation), le fer ferreux (Fe2*) peut étre importé dans la cellule par le biais de
transporteurs possédant une forte affinité pour les ions Fe?2*,

L’un de ces systémes concerne FeoAB (ferrous iron importer), trés conservé et ubiquitaire
chez les bactéries Gram-positives bien qu'’il soit peu caractérisé (Sheldon, Laakso, et
Heinrichs, 2016). Il se constitue de deux petites molécules hydrophiles (FeoA et FeoC) et
d’'une permease (FeoB) : FeoA interagit avec FeoB afin de permettre I'acquisition du fer

ferreux tandis que FeoC se fixe sur FeoB pour empécher sa protéolyse et ainsi le réle de
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régulateur post-traductionnel de FeoB (Lau, Krewulak, et Vogel, 2016 ; H. Kim, Lee, et
Shin, 2013 ; Hyunkeun Kim, Lee, et Shin, 2012).

Le systeme EfeUOB (elemental ferrous iron uptake system) est lui aussi distribué chez de
nombreuses bactéries Gram-négatives et Gram-positives, et en particulier chez
I'organisme modeéle B. subtilis, dont I'expression est indépendante de Fur, régulateur
majeur de I'homéostasie du fer chez les bactéries (Marcus Miethke et al, 2013 ; Roy et
Griffith, 2017). S’il n’a pas été caractérisé chez B. cereus, la proximité entre les deux
especes et la distribution large de ce systéme ou d’homologues chez d’autres bactéries
Gram-positives a faible pourcentage en bases GC telles que L. monocytogenes ou S. aureus
méritent de le mentionner. Il se compose de trois protéines : EfeU est une perméase d’ions
ferriques (Fe3*) traversant la membrane cytoplasmique et interagissant avec la
peroxydase membranaire EfeB. EfeB catalyse I'oxydation du fer ferreux (Fe2+) constituant
la premiére étape d’oxydo-réduction permettant le transport des ions Fe3*. Enfin, la

lipoprotéine EfeO permet la fixation des ions Fe3* formés avant de les transférer a EfeU.

5.2.2/ Voie d’acquisition indirecte

Chez les bactéries Gram-positives, les sidérophores vont étre liés a la surface de la couche
de peptidoglycane par des protéines spécifiques de liaisons des complexes sidérophore-
Fe3+ avant de diffuser jusqu’a un transporteur de type ABC (Figure 18), relativement
similaire a ce que l'on retrouve chez les bactéries Gram-négatives (Figure 20,

Wandersman et Delepelaire, 2004).
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Figure 20: Comparaison de la sécrétion dans le milieu extérieur et de
I'internalisation des sidérophores chez les bactéries Gram-positives (gauche) et
Gram-négatives (droite). D'apres Wandersman et al., 2004.
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Figure 21: Mécanisme d’internalisation possible des holo-sidérophores (Fe-
sidérophore) chez les bactéries Gram-positives. A : Aucun sidérophore n’est fixé sur
la SBP (Siderophore Binding Protein : protéine de liaison du sidérophore). B : Lorsque
I'apo-sidérophore est lié au SBP, deux mécanismes de déplacement sont possible : C: Le
mécanisme de navette des sidérophores chez les bactéries Gram-positives. Le fer est
transféré depuis ’holo-sidérophore au complexe apo-sidérophorore-SBP, et le nouveau
complexe sidérophore-Fe3* est ensuite importé dans le cytoplasme. Le devenir du nouvel
apo-sidérophore reste indéterminé, a savoir s’il reste lié au SBP ou s'il est libéré apres
I’échange de I'atome de fer. D : Le mécanisme dit de déplacement. L’apo-sidérophore est
libéré par le SBP et remplacé par I'’holo-sidérophore. Il n’y a pas d’échange de fer entre les
deux sidérophores, et 'holo-sidérophore original est transporté dans le cytoplasme
(d’apres Fukushima et al., 2013).
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Au sein du groupe B. cereus on distingue deux sidérophores produits par les espéces qui
composent ce groupe et décrit plus particulierement chez B. cereus sensu stricto et B.
anthracis: la bacillibactine (catécholate) et la pétrobactine (catécholate-carboxyl)
(Cendrowski, MacArthur, et Hanna 2004; Wilson et al. 2006). Ces deux sidérophores sont
synthétisés par des opérons spécifiques, exportés dans le milieu extérieur puis
réimportés par leurs transporteurs spécifiques. Les mécanismes de réimport des
complexes sidérophores-Fe3+ via leurs protéines de liaisons spécifiques ont été étudiés
chez les bactéries Gram-positives (Fukushima et al, 2013b ; Fukushima, Allred, et
Raymond, 2014), et en particulier chez B. cereus, indiquant un systeme qualifié de
déplacement ou un systéme de navettes qui semble majoritairement employé (Figure 21).
» La bacillibactine est un trimere cyclique composé de glycine, thréonine et de trois
résidus acide 2,3-dihydroxylbenzoique (DHBA), le DHBA représentant l'unité la

plus commune de coordination du fer utilisée par les sidérophores de type
catécholate (M. Miethke et Marahiel, 2007). La bacillibactine est codée par 'opéron
entA-dhbACEBF (Figure 23) dont I'expression est régulée par Fur, et la synthese de

la molécule se fait exclusivement par un systeme NRPS (May, Wendrich, et
Marahiel, 2001 ; Hotta et al, 2010). Elle est sécrétée ensuite dans le milieu
extérieur par un transporteur de type MFS codé par ymfD (M. Miethke, Schmidt, et
Marahiel, 2008) et le réimport du complexe bacillibacine-Fe3* se fait par
I'intermédiaire probable d'un transporteur de type ABC codé par l'opéron
feuABCD/yuil régulé lui aussi par Fur (Hotta et al., 2010 ; Zawadzka et al,, 2009).

FeuA joue le rbole de protéine de liaison du sidérophore au niveau du
peptidoglycane, les expériences menées chez l'organisme considéré modele
Bacillus subtilis montrant une affinité de FeuA pour le complexe bacillibactine-Fe3+
del'ordre du nanomolaire et son importance dans I'import de la bacillibactine pour
permettre la croissance de B. subtilis en milieu minimum (Zawadzka et al., 2009 ;
Peuckert et al., 2011). De fagon intéressante, chez B. cereus, FeuA fixe de fagon
indistincte la bacillibactine et sa molécule chirale I'entérobactine, tandis que B.
subtilis ne reconnait que le complexe bacillibactine-Fe3* (Bluhm et al, 2002). La
protéine Yuil permet I'hydrolyse dans le cytosol du sidérophore chargé en fer.
Toutes ces protéines sont trés conservées au sein du groupe B. cereus mais
possédent un role d’une importance variable selon les especes. En effet, la

bacillibactine possede chez B. cereus un role central dans le cadre de I'acquisition
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du fer de la ferritine (Figure 22) liée a la surface de la bactérie par IlIsA, a la fois in

vitro et dans la virulence in vivo lorsque la bactérie est injectée dans ’hémocoele

de G. mellonella au contraire de la pétrobactine (Daou et al., 2009 ; Segond et al,,

2014).
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Figure 22: Modéle de I'acquisition du fer de la ferritine chez Bacillus cereus. 1 : En
milieu carencé de fer, IIsA est synthétisée et ancrée a la surface de la cellule bactérienne,
permettant la liaison de la ferritine et ainsi le recrutement de nombreuses molecules de
ferritine a la surface de la cellule bactérienne. 2 : Suite a cette interaction, le modéle
propose qu’llsA déstabilise la structure de la ferritine ou permet une meilleure
accessibilité au noyau de fer de la ferritine. 3 : Le fer est par consequent libéré dans le
milieu extérieur grace a l'action d’llsA et se trouve chélaté notamment par la
bacillibactine, avant que le complexe bacillibactine-Fe3+ ne soit importé dans la cellule via
FeuA puis relargué dans le cytoplasme (d’apres Segond et al., 2014).
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Figure 23: Voie de syntheése de la bacillibactine chez Bacillus anthracis. 1 : Les génes
entA-dhbACEBF sont impliqués dans I’expression des enzymes intervenant dans la voie de
biosyntheése de la bacillibactine (encadrée); 2: les genes codants pour le systéeme
d'import de la bacillibactine couplée au fer dans le cytoplasme de la bactérie se
regroupent sous l'opéron feuABCD/Yuil ; 3 : ymfD code pour un transporteur de type MFS
permettant 'export de la bacillibactine dans le milieu extrérieur (d’apres Hotta et al.,
2010).



61

» La pétrobactine est un sidérophore possédant différents groupements
catécholates et carboxylates. Elle posséde une structure linéaire contenant une
unité centrale de type citrate et des résidus DHBA différents de la bacillibactine
(2,3-DHBA), leur hydroxylation formant des résidus 3,4-DHBA permettant la
fixation du fer (Koppisch et al. 2005). La présence de ces types de résidus,
uniquement présent chez la pétrobactine et ses dérivés sulfonés, ont un role
biologique important dans le développement de 'organisme (Hotta et al. 2010).
Son role est essentiel dans le développement et la pathogénicité de B. anthracis,
alors que chez B. cereus elle n’intervient pas dans 'acquisition du fer de la ferritine
in vitro ou dans la virulence apres injection intra-hémocoelique chez G. mellonella
(Cendrowski, MacArthur, et Hanna, 2004 ; Segond et al., 2014). Les génes codant
pour la pétrobactine (Figure 25) se regroupent sous I'opéron asbABCDEF (anthrax
siderophore biosynthesis) et la synthése de la molécule se fait via deux systemes :
NRPS (AsbC, AsbD et AsbE) et enzymatique de type NIS (AsbA et AsbB). Enfin, une
synthétase 3-dehydroshikimate/3,4-DHBA est nécessaire pour la production des
résidus 3,4-DHBA (Cendrowski, MacArthur, et Hanna, 2004 ; ]. Y. Lee et al., 2007 ;
Pfleger et al., 2008). Si on ne connait toujours pas de transporteur permettant la
sécrétion de la pétrobactine dans le milieu extérieur, des études récentes ont
identifié deux protéines, FatB (régulé par Fur) et FpuA (non régulé par Fur)
comme étant capable de lier le complexe pétrobactine-Fe3+ a la surface de B.
anthracis et B. cereus (Zawadzka et al., 2009), bien que FpuA seul est important
dans la fixation de ce complexe (Carlson Jr et al., 2010). En effet, un mutant AfpuA
chez B. anthracis est suffisant pour atténuer la croissance en milieu carencé en fer
ainsi que la virulence lors d’une infection de spores de B. anthracis par inhalation
chez la souris (Carlson Jr et al., 2010). FatB est en revanche capable de fixer avec
100 fois plus d’affinité les résidus 3,4-DHBA libres en comparaison des complexes
pétrobactine-Fe3+, ce qui suggere son implication dans I'acquisition de 3,4-DHBA
chargé en fer (Zawadzka et al., 2009). L’acquisition du complexe pétrobactine-Fe3*
est médiée par 3 transporteurs ABC (Figure 24) utilisant chacun FpuA comme
protéine de liaison de ce complexe (Dixon et al.,, 2012). Deux de ces transporteurs
utilisent la perméase FpuB, et FpuC ou FpuD comme ATPase (FpuB/FpuC ou
FpuB/FpuD), tandis que le 3¢me transporteur est composé de la perméase FatCD et

de 'ATPase FatE (Dixon et al, 2012).
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Figure 24: Modéele proposé chez Bacillus anthracis pour 'import dans la cellule de
la pétrobactine. Les protéines nécessaires pour le réimport de ’holo-pétrobactine (Fe-
pétrobactine) requiérent i) le SBP (Siderophore Binding Protein : protéines de liaison du
sidérophore) FpuA, ii) deux perméases : FpuB (complexes A et B) ou FatCD (complexe C),
et enfin iii) trois ATPases cytoplasmiques, respectivement FpuC, FpuD et FatE (d’apres
Dixon et al.,, 2012).
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Figure 25: Voie de synthese de la pétrobactine chez Bacillus anthracis. 1 : L' opéron
asbABCDEF codant pour les enzymes intervenant dans la voie de biosynthese de la
pétrobactine (encadrée) ; 2 et 3 : Les opérons fpuA/fhuB et fatBCD/fhuC codent pour les
protéines permettant I'import de la pétrobactine dans la cellule (d’apres Hotta et al.,
2010).
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5.3/ Régulation de I'homéostasie du fer chez les bactéries
5.3.1/ Carence en fer

Chez les bactéries Gram-négatives et Gram-positives a faible pourcentage en bases GC
(Firmicutes) telles que S. aureus, Bacillus spp et L. monocytogenes, le régulateur majeur de
I’'homéostasie du fer est le répresseur transcriptionnel Fur pour Ferric uptake regulator
(Fillat, 2014 ; Ollinger et al., 2006). Chez les Actinomycetes ou le pourcentage en base GC
est plus élevé, comme par exemple C. diphteriae, cette fonction est remplie par DxtR
(diphteriae toxin repressor), tandis que chez les streptocoques de groupe A (GAS) comme
par exemple S. pyogenes, c’est MtsR (metal transporter of streptococci regulator) qui
contrdle 'expression des génes impliqués dans I'acquisition du fer et la virulence (Kunkle
et Schmitt, 2003 ; Toukoki et al., 2010). Bien que possédant une faible homologie de leur
séquences globales, Fur, DxtR et MtsR sont structurellement et fonctionnellement
analogues : chacune d’entre elle est une métalloprotéine homodimérique fonctionnant
principalement comme répresseurs transcriptionnels des genes impliqués dans
I’homéostasie du fer. Chaque monomere possede un motif de liaison a 'ADN en forme
d’hélice-coude-hélice, un domaine de dimérisation et un site de liaison au fer ferreux
(Fe?*) jouant le role de co-répresseur (Pohl et al, 2003). Lorsque le fer est en quantité
suffisante dans le milieu, il s’associe a chaque sous-unité de la protéine capable de se fixer
a I'ADN sur des séquences consensus (pour Fur <chez B. cereus:
TTAGGTTAGCCTAACCTAA) localisées au sein des régions promotrices des genes cibles,
bloquant ’acceés a ’ARN polymérase et par conséquent la transcription des genes siués en
aval (Fillat, 2014). Lorsque le milieu est carencé en Fer, il y a dissociation entre les
molécules de Fer et la métalloprotéine, ce qui leve la répression transcriptionnelle.
Récemment, il a été démontré que la régulation des genes régulés par Fur chez B. subtilis
s’effectue de facon séquentielle (Pi et Helmann, 2017b). Chez différentes souches de B.
cereus, une analyse transcriptomique des genes impliqués dans '’homéostasie du fer in
vitro en milieu carencé en fer a montré une augmentation de l'expression des genes
codants pour la bacillibactine, le systeme Isd, IIsA ou encore '’ensemble des protéines de

liaison des sidérophores (Hayrapetyan et al., 2016).
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5.3.2/ Exces de fer

Si les bactéries contrdlent 'expression de leurs genes en milieu carencé en fer, elles
possédent aussi des systemes de régulation en cas d’excés de fer ou d’heme, qui est
toxique pour les cellules a forte concentration. Un équilibre doit étre maintenu afin de
maintenir une concentration adéquate d’héme dans le cytosol et une régulation doit
s’effectuer ainsi entre import, export, synthése et dégradation pour contrer la fluctuation
de la concentration en héme dans I'environnement (Figure 26). Chez les bactéries Gram-
positives il existe 3 mécanismes conservés en termes de fonction. Tout d’abord, les
systemes présentés plus haut (Isd, IlsA, sidérophores) vont étre réprimés
transcriptionnellement par les régulateurs tels que Fur, DtxR ou MtsR selon les espéces
en se fixant sur les régions promotrices en amont de ces génes. Deuxiemement, les
bactéries produisent des protéines telles que les oxygénases permettant de dégrader
I’heme. Enfin, des systémes senseurs répondant aux modulations de la concentration en
heme vont réguler l'efflux de cette molécule présente en excés dans le cytosol (Sheldon,
Laakso, et Heinrichs, 2016).

Parmi les systemes connus, nous pouvons citer HrtA et HrtB (heme-regulated
transporter) chez S. aureus, codés par l'opéron hrtAB ou I'’ATPase HrtA voit sa
concentration augmenter drastiquement en réponse a la présence d’héme, et HrtB
proposé comme pompe a efflux dans ce systeme (Friedman et al., 2006). HrtAB est régulé
par un systeme a deux composants HssRS activé en présence d’excés d’heme par une
cascade de phosphorylation (Stauff et Skaar, 2009). Des orthologues de ce systeme se
retrouvent largement distribué au sein des Firmicutes, et en particulier chez B. anthracis
et C. diphteriae. Une délétion de I'opéron hrtAB ou de hssRS entraine chez ces especes une
forte sensibilité a 'heme (Stauff et Skaar, 2009 ; Stauff, Torres, et Skaar, 2007).
Récemment, un nouveau systeme, HatRT, a été mis en évidence chez Clostridium difficile,
bactérie Gram-positive strictement anaérobie infectant le colon. Au cours de l'infection,
HatR permet de détecter la concentration en heme dans le cytoplasme, et va influencer
I'expression de la pompe a efflux HatT afin de permettre I'export d’héme en cas d’exces
dans la cellule (Knippel et al, 2018). D’autres systemes chez B. subtilis peuvent étre
mentionnés et jouent eux aussi un réle important dans I’évacuation des ions Fe2*. On
retrouve par exemple I'’ATPase de type P1s PfeT ou encore le régulon PerR, un membre de
la famille des métalloprotéines régulatrices telles que Fur et permettant la détoxification

des radicaux peroxydes (Pi et Helmann, 2017a).
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Figure 26 : Schématisation de I'’homéostasie du fer chez les bactéries. En condition
de carence en fer (a gauche), les systémes d’acquisition a forte affinité au fer sont induits
afin de capter le fer environnant et ainsi maintenir le stock de fer disponible dans la
cellule. Lorsque le fer est limitant, ce stock va étre partagé afin d’assurer les fonctions
cellulaires essentielles, et la bactérie va économiser le fer disponible en inhibant son
incorporation a des enzymes moins prioritaires pour son développement. Dans de
nombreux cas, les enzymes fer-indépendantes vont prendre le relais d’autres enzymes ou
fonctions qui nécessitent normalement du fer. En cas d’exces en fer (a droite), la bactérie
va stocker le surplus ou expulser la surcharge via des pompes a efflux afin de prévenir la
toxicité de 'exces en Fe2*. Les points rouges indiquent les atomes de fer, la bande gris
foncé schématise la paroi cellulaire et le remplissage gris clair représente le cytoplasme
de la bactérie (d’apres Pi et Helmann, 2017).
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2. Objectifs de la these

1/ Synthése de la problématique

Au sein de I'équipe Génétique Microbienne et Environnement (GME), les projets de
recherche se focalisent sur le groupe Bacillus cereus, et en particulier deux especes que
sont B. thuringiensis et B. cereus, bactéries Gram-positives sporulantes de l'ordre des
Firmicutes. L’'une des thématiques abordées par notre laboratoire concerne I'étude de la
virulence, de la colonisation et de I'adaptation des especes du groupe B. cereus chez 'hote,
et notamment l'importance de I'homéostasie du fer chez la bactérie. Comprendre
comment un pathogene récupere le fer de I’'hote, élément trés abondant sur Terre mais
pourtant peu biodisponible, pour sa propre survie est un sujet de grand intérét et fait 'objet
comme évoqué dans I'introduction de trés nombreuses études. Il y a une dizaine d’années,
la protéine IlsA a été identifiée chez B. cereus grace au systeme IVET (in vivo Expression
Technology) utilisé pour le screening d’expression de gene lors de la I'infection de la
chenille G. mellonella. l1sA s’exprime principalement dans I’'hémoccele et joue un role dans
dans la pathogénie de la bactérie (Sinda Fedhila et al., 2006). Cette protéine présente la
particularité d’interagir avec différentes sources de fer : les hémoprotéines (heme ou
hémoglobine) et la ferritine de différents vertébrés telles que la ferritine humaine, murine
ou encore de rate de cheval (Daou et al, 2009 ; Sinda Fedhila et al., 2006). Cette habilité a
lier différentes sources de fer rend cette protéine unique jusqu’'a présent et a notre
connaissance chez les bactéries (Groupes B. cereus et Streptococcus). L'intérét revétu par
[IsA a permis par la suite d’approfondir les études a son sujet, et il a été montré
I'implication d’'un second partenaire, la bacillibactine (sidérophore de type catéchol),
pour permettre 'acquisition du fer issu de la ferritine (Segond et al., 2014). De fagon plus
précise, un modele est proposé dans lequel IIsA fixe la ferritine a la surface de la bactérie
potentiellement par son domaine LRR (Leucine-Rich Repeat). Cette liaison occasionne
une déstabilisation de la structure de la ferritine impliquant un relargage dans le milieu
extérieur des molécules de fer qu’elle renferme. Ces atomes de fer sont ensuite captés
avec une tres forte affinité par la bacillibactine avant d’étre importés dans le cytosol de la
cellule (Détails dans la partie introductive). De plus, une étude récente, toujours menée
au sein de notre laboratoire, a pu mettre en évidence l'implication du domaine NEAT
(Near Iron Transporter) d’'llsA dans la captation des sources d’héme et leur transfert au

domaine NEAT d’IsdC, une protéine ancrée dans le petidoglycane de la bactérie et faisant
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parti du systeme Isd, tres conservé chez la bactéries Gram-positives (Abi-Khalil et al.,

2015 ; Sheldon, Laakso, et Heinrichs, 2016).

La bacillibactine chez B. cereus joue un réle déterminant a la fois dans ce processus
d’acquisition du fer de la ferritine de vertébrés (in vitro), mais aussi dans la virulence chez
'insecte Ainsi, la délétion du géne entA codant pour un des facteurs impliqués dans la
synthese de la bacillibactine (opéron entA-dhbACEBF) réduit la mortalité des larves du
lepidoptére G. mellonella apres injection intra-hémoccelique de bactéries en phase
végétative de croissance (Segond et al, 2014). Le réimport du complexe bacillibactine-
Fe3+ est probablement orchestré par un systeme de type transporteur ABC pour lequel
FeuA jourait le réle de protéine de liaison spécifique du complexe a la surface de la
bactérie (Zawadzka et al, 2009 ; Hotta et al, 2010). Si le mécanisme a été décrit chez B.
subtilis (Peuckert et al., 2011), son implication dans I'adaptation et la croissance chez B.

cereus n’a pas été démontré, de méme que son réle in vivo au cours de I'infection.

Cependant, si I'importance des genes en lien avec ’homéostasie du fer chez les bactéries
a largement été étudié, il n'apparait pas d’études chez B. cereus a ce jour mettant en
lumiere leur expression et implication éventuelle dans le cadre d’'une infection par voie
orale, qu'il s’agisse de leur impact dans la virulence ou la colonisation intestinale de I'hote
(animal ou insecte). En effet, si B. cereus est B. thuringiensis sont considérés comme des
bactéries opportunistes, principalement par voie orale, les roles de certaines
enterotoxines (NhE, Hbl et CytK) ou des toxines Cry pour B. thuringiensis chez les insectes
étant reconnus, la part des facteurs exprimés par B. cereus en lien avec 'homeostasie du

fer dans I'environement intestinal n’est pas analysée a ce jour.

2/ Projet de these :

Ala lumiere de ce contexte, mon projet de these s’est concentré autour de deux objectifs
principaux :

» Déterminer chez B. cereus l'implication du systéme de transport du complexe
bacillibactine-Fe3+, et en particulier de FeuA (la protéine de liaison située a la
surface de la bactérie) dans:

e La croissance de la bactérie en condition de carence en fer, supplémentée

avec diverses sources de fer.
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e Lavirulence de B. cereus lors de I'infection par voie intra-hémocoelique ou

par voie orale.

» Analyser 'expression des genes principaux connus de I'homéostasie du fer chez la

bactérie au cours de l'infection orale de B. cereus chez la larve de G. mellonella.
3/ Approches expérimentales :

3.1/ Réle de FeuA dans la croissance et la virulence de B. cereus

Comme il a été mentionné dans l'introduction de mon manuscrit de thése, les complexes
« sidérophores-Fe3+> utilisent des systéemes de transporteurs de type ABC, localisés a la
surface de la bactérie, et qui sont spécifiques du sidérophore en question. La
bacillibactine, synthétisée par B. cereus, est une molécule clef pour I'acqusition du fer de
la ferritine (Segond et al.,, 2014). FeuA est un gene orthologue de la protéine FeuA de B.
subtilis, faisant partie de 'opéron feuABCD (Hotta et al., 2010) et possede des propriétés
de liaison au complexe bacillibactine-Fe3* similaires (Marcus Miethke et al, 2006 ;
Zawadzka et al.,, 2009). Le mécanisme de liaison a FeuA et I'importation du fer a travers
le transporteur ABC a été décrit chez B. subtilis récemment (Peuckert et al, 2011) mais
rien n’a encore été étudié chez B. cereus dans ce cadre.

De plus, sila bacillibactine est désignée comme un facteur impliqué dans la virulence chez
B. cereus chez G. mellonella le role précis occupé lors du processus d’infection apres
injections intra-hémocceliques n’a pas été étudié. L’hyptohése que nous avons formulé est
que FeuA est un élément clef pour la réimportation du fer chez B. cereus. Pour tester cette
hypothese, nous avons construit un mutant de délétion du géne feuA au sein du locus
feuABCD ainsi qu’'un double mutant délété des genes feuA et entA en utilisant la souche
mutante dentA (ne synthétisant pas la bacillibactine) déja construite lors de travaux
précédents (Segond et al., 2014). Deux types d’expériences ont été réalisées :

» Des tests de croissance en milieu riche ou en milieu carencé en fer et supplémenté
par diverses sources telles que la ferritine de rate de cheval, 'hémoglobine, I'héme
ou encore le fer complexé FeSO4. L’'objectif est d’analyser le réle du systeme
bacillibactine / FeuA dans le développement de la bactérie in vitro en fonction des
sources de fer présentes dans le milieu.

» Des tests de virulences en injectant par voie intra-hémoccelique (directement

dans I'équivalent de la circulation sanguine chez l'insecte) chez la larve de G.



69

mellonella les différentes souches (souche parentale, mutants et mutants
complémentés) en phase végétative de croissance. L’objectif étant de comparer la
virulence des différentes souches de B. cereus impliquant le systéme de transport
de la bacillibactine couplée au fer chez le méme modele insecte utilisé dans les

études précédentes (Figure 27).

B

Figure 27: Anatomie de la larve de Galleria mellonella et illustration des tests
pratiqués par injection de Bacillus cereus intra-hémoccelique et par ingestion
forcée. A : Observation au microscope optique d’'une coupe sagittale totale d’une larve
entiere de G. mellonella (cryo-section, 20 pm d’épaisseur). La zone encadrée en rouge
indique la region étudiée en LCM et sur laquelle des coupes trasnversales (16 pm
d’épaisseur) ont été pratiquée apres déshydratation et coloration au crésyl violet. B :
Photo d’une larve de G. mellonella vivante (claire) et morte (noire). C : Photo d’un test
d’inoculation de B. cereus par injection intra-hémoccelique et D : par ingestion forcée.

lum: Lumen ; Hem: Hémoccele; Ct: Cuticule; Mg: Intestin moyen; Amg: Partie antérieure
de l'intestin moyen; Pmg: Partie postérieure de l'intestin moyen; gEpi: Epithélium
intestinal (entérocytes); pm: Matrice péritrophique; Head: Téte. (Images équipe GME,
Micalis et plateforme Abridge, INRA, Jouy-en-Josas).

3.2/ Analyse de l'expression des genes liés a 'homéostasie du fer chez B.
cereus au cours de I'infection par voie orale chez I'insecte modéle G. mellonella

Les bactéries pathogénes produisent des sidérophores mais aussi également de

nombreux systemes d’acquisition déterminants dans la virulence durant leur interaction
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avec I'hote afin de s’adapter face a un environnement carencé en fer (Andrews, Robinson,
et Rodriguez-Quifiones, 2003). G. mellonella constitue un modele d’étude suscitant un
intérét croissant pour son utilisation en tant que modele d’infection, et en particulier dans
le cadre de I'étude d’infection par voie orale pour B. thuringiensis mais aussi B. cereus,
grace a leur systéme immunitaire inné comparable a celui des mammiferes (Ramarao,
Nielsen-Leroux, et Lereclus, 2012 ; S. Fedhila et al,, 2010 ; Mikonranta et al., 2017). Ce
modele d’'infection a permis la mise en lumiére par le systeme IVET de la protéine de
surface IIsA ainsi que d’autres genes impliqués dans I'acquisition du fer de B. cereus au
cours de l'infection (Sinda Fedhila et al., 2006 ; Abi-Khalil et al.,, 2015 ; Daou et al., 2009).
Il a été montré dans la littérature chez différents microorganismes I'importance des génes
impliqués dans l'acqusition du fer pour la colonisation d’E. coli ou encore S. enterica dans
'intestin de souris ou de bovin (Pi et al., 2012 ; Costa et al, 2016). Cependant, si la
virulence de B. cereus au cours de l'infection orale chez G. mellonella a fait I'objet de
quelques études (S. Fedhila et al,, 2010 ; Salamitou et al,, 2000 ; Candela et al,, 2019), A ce
jour, peu de facteurs liés a ’'homéostasie de fer en dehors d’lIsA (Sinda Fedhila et al,, 2006)
ont été étudié dans le cadre de la pathogénictié par voie orale de B. cereus chez G.

mellonella.

Au regard de I'état de I'art et de la place centrale qu’occupe I'acquisition du fer pour le
développement de la grande majorité des microorganismes, et en particulier chez B.
cereus, le second volet de mon projet de these visait a étudier 'expression des genes liés
a 'homéostasie du fer in vivo, au cours de l'infection de I'intestin de l'insecte modeéle G.
mellonella. L’hypothese formulée est que dans un milieu relativement carencé en fer, ces
genes vont avoir un impact quant a la colonisation et donc a la virulence. Pour répondre
a cette question, nous avons choisi une approche de type microgénomique (Taylor et al,
2004), en prélevant les échantillons par microdissection laser puis en analysant

I'expression de quelques genes ciblés par RT-qPCR.
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Figure 28: Présentation de la technique de microdissection laser (LCM). Les
échantillonages ont été réalisés avec I'appareil XT® Arcturus. La partie gauche du schéma
illustre la méthode de prélevement douce avec le laser infra-rouge (IR, représentation en
rouge). A droite du schéma, la méthode de découpage tissulaire utilisant le laser ultra-
violet (UV, représentation en violet). Les échantillons de cellules prélevés sont ensuite
recueillis sur un petit support et conservés a -80°C avant extraction de ’ARN total.

La microdissection laser (Figure 28, LCM, pour Laser-Capture Microdissection) est une
approche permettant le prélevement de petits échantillons de facon ciblée (Bevilacqua et
Ducos 2018 ; Podgorny et Lazarev 2017). Cette technologie permet 'isolation précise de
cellules spécifiques au lieu d’'une analyse globale sur I'’ensemble d’un tissu ou organe
(hétérogénéité de la population cellulaire prélevée), et a été utilisée pour I'étude de profils
d’expressions au sein de différentes niches écologiques (Hooper, 2004 ; Podgorny et
Lazarev, 2017). Son utilisation a donc été plébiscitée a ses débuts en cancérologie afin de
permettre une analyse moléculaire de cellules tumorales prélevées dans le tissu d’ou elles
sont endémiques (Domazet et al, 2008 ; Emmert-Buck et al, 1996). Cependant, elle
touche désormais l'analyse de profils d’expressions par différentes techniques
moléculaires telles que la qPCR, les puces a ARN ou ADN, les techniques de Next-

Generation Sequencing (NGS) et protéomique en cancérologie, Sciences de la Vie,
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diagnostics médicaux ou biotechnologies (Espina et al, 2006 ; Podgorny et Lazarev 2017;
Bevilacqua et Ducos 2018). De nombreux appareils permettant la capture des
échantillons se sont développés, depuis quelques années, 5964 publications sont
référencées dans PubMed lorsqu’il est entré dans la barre de recherche «laser
microdissection ».

Dans le cadre de ma thése, nous avons utilisé un appareil de type XT® Arcturus,
disposant de laser de type infra-rouge (IR) afin de permettre un échantillonage tres fin
pouvant étre de quelques cellules a peine, ou ultraviolet (UV) pour un échantillonage plus
large. En microbiologie, l'utilisation de la LCM a été employée chez les bactéries
notamment mais reste limitée : ainsi, on retrouve quelques études abordant :

e L’organisation spatiale des especes microbiennes constituant le microbiote

intestinal de souris ou mammiferes (De Hertogh et al, 2012 ; Lavelle et al, 2015 ;
Nava, Friedrichsen, et Stappenbeck 2011).

e L’analyse transcriptomique d’entérocytes de porcs en présence ou absence de
microbiote, mettant en lumiére un état physiologique de type inflammatoire
continue en réponse a I’exposition au microbiote (Chowdhury et al, 2007).

e L’expression des geénes par RT-qPCR d’un pathogéne intracellulaire, Lawsonia
intracellularis, dans les entérocytes de porc, permettant la validation d’une
analyse au sein d’une population hétérologue de cellules (Vannucci, Foster, et
Gebhart, 2013).

e Les interactions entre plantes et pathogenes, certaines études permettant
I'analyse par RNA sequencing du profil transcriptomique de chacun apres LCM
(Ramsay, Jones, et Wang 2006 ; Roux et al, 2014) A notre connaissance, il n’existe
aucune étude s'intéressant au profil transcriptomique d'un pathogeéne
extracellulaire a différents temps de I'infection dans l'intestin de ’hdte. Pour se
faire, nous avons donc choisi, apres de nombreux tests de faisabilités, I'étude de
I'expression de certains genes impliqués dans ’homéostasie du fer chez B. cereus
a deux temps de l'infection : 3 heures, le temps de référence dans le cas de notre
étude, permettant a la bactérie son adaptation a son nouvel environnement et 16H
temps ou elle colonise la surface intestinale. Les chenilles sont infectées par
ingestion forcée avec des bactéries en phase exponentielle (a une dose 5x10°
CFUs/Chenille) associée a la toxine Cry1C, qui permet aux bactéries d’avoir acces

ala surface intestinale en fragilisant la matrice péritrophique, barriére qui protege
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le tube digestif (Hegedus et al,, 2009). La dose corréspond a la dose tuant 70% des
larves 24H apres infection a 37 C°. Les larves sont congélées et les analyses sont
faites sur des sections transversales congélées (cryo-coupes). Le laser UV est
utilisé afin de prélever une quantité de bactéries plus importante et par
conséquent faciliter 'analyse transcriptomique qui en découle. De plus, nous
avons sélectionné chez G. mellonella une zone de l'intestin située au niveau de
I'intestin moyen (correspondant aux cellules présentant des microvillosités
favorisant 'absorption des molécules présentes dans le lumen), en se basant sur
des études préliminaires montrant une installation préférentielle a 3h eta 16h de

B. cereus.

Enfin, il est important de noter que nous avons mis en place un élevage de G. mellonella

axénique de facon a pratiquer des tests sur des larves privées de microbiote intestinal.

L’intérét de l'utilisation de telles chenilles permet de favoriser la collecte de B. cereus afin

d’éviter une interaction avec d’autres genes du microbiote de G. mellonella. Enfin, pour

assurer une analyse en RT-qPCR plus confortable au regard de la faible quantité d’ARN

total prélevé, nous avons utilisé un kit de préamplification (TaTaa Biocenter) facilitant ce

type d’analyse (Stahlberg, Kubista, et Aman 2011 ; Andersson et al,, 2015).

Les objectifs de cette expérience sont multiples :

Tester la faisabilité de la la technique de LCM dans le cadre de ce type d’analyse.
Déterminer si les génes impliqués dans '’homéostasie du fer chez B. cereus sont
exprimés tout au long de l'infection de B. cereus dans l'intestin de G. melonella.
Dans le cadre de ma these nous nous sommes focalisés sur les genes codant pour
I'expression des protéines FeuA, EntA, IIsA que nous avons étudié plus en
profondeur durant le premier volet de ma these. De plus, d’autres genes impliqués
dans 'homéostasie du fer ont été ciblés, ainsi que différents génes codants pour
des facteurs de virulence ou encore marqueurs d’'un état de stress, permettant de
donner une indication de l'environnement physico-chimique dans lequel la
bactérie évolue.

Discuter de la différence d’expression de ces genes au cours des deux stades
d’infection choisis, ou a quel moment de l'infection leur expression est modulée

comparativement a I'autre stade d’infection.
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3. Résultats
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Article 1: Impacts of the siderophore bacillibactin and its
siderophore binding protein FeuA on Bacillus cereus iron
acquisition and virulence

Authors : Laurent Consentinol, Agnes Rejassel, Christophe Buisson?, Christina Nielsen-
LeRoux!

1INRA, UMR 1319 MICALIS - AgroParisTech - Université Paris Saclay, 78350 Jouy en Josas,

France

Abstract

Bacillus cereus, a Gram-positive sporulating bacterium, is able to colonize mammal and
invertebrate hosts. The colonization capacity is due to specific virulence factors and
adaptation mechanisms, as those involved in iron acquisition from iron sources like
hemoglobin and ferritin. In B. cereus, several systems have been analyzed notably the
surface protein IlIsA and the ferric iron siderophore bacillibactin (BB); both are important
for iron mobilization from ferritins and in insect virulence. In this study we investigated
on the possible link between the bacillibactin encoded by entA-dhbACEBF locus and the
siderophore binding protein FeuA, in iron acquisition from several iron sources and in
insect virulence. To get insight into the role of FeuA in the B. cereus ATCC 14579 strain,
various interruption mutants were analyzed: the AfeuA and the AentA single mutants, the
AfeuAdentA double mutant and the feuA complemented strain. The results indicate that
the AfeuA mutant is affected in vitro almost similarly to the AentA mutant with ferritin as
sole iron source, but also surprisingly in the presence of heme iron source. In addition, in
the absence of FeuA, the BB accumulates in the extracellular medium, indicating that FeuA
is indeed the BB major siderophore binding protein, and is essential for the siderophore
uptake. Interestingly, in vivo infection by intra-hemocoelic injection of the different
strains into the insect Galleria mellonella showed that the AfeuA mutant and particularly
the double mutant AfeuAAdentA were as virulent as the Wild-type strain, while the feuA
complemented double mutant resulted in the less virulent Aent4 mutant phenotype. Next,
in an attempt to analyse if the absence of the BB-FeuA system would result in expression
of another factor involved in iron acquisition, we set up an in vitro analysis mimicking a
hemocoelic infection. An in-trans plasmid born transcriptional pilsA-gfp fusion was tested

in the various strains and in different growth media. The promoter of ilsA was significantly
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expressed in the double mutant background but absent from the Wild-type and the single
mutants with ferritin as the only iron source. This suggests, that in the absence of the BB-
FeuA system, B. cereus can modulate expression of iron acquisition or virulence factors to

maintain host colonisation.

Introduction

Iron is essential for most living organisms of the life tree. It is involved in several essential
processes, like DNA synthesis, respiration, and several biochemical reactions. However,
iron is not free in organism as it triggers Fenton reaction, which generates toxic reactive
oxygen species damaging cells membrane, nucleic acids and proteins (Andrews, Robinson,
et Rodriguez-Quifones 2003; Touati 2000). Therefore, iron homeostasis is tightly regulated
and iron may be bound in the host to hemoprotein or transport and storage protein like
transferrin or ferritin (Bradley, Le Brun, et Moore 2016; Kafina et Paw 2017; Ascenzi et al.,
2005)). To overcome the lack of free iron in a host the pathogens possess various systems,
which allows acquiring iron from host proteins trough binding to surface molecules like
Isd (iron surface determinants) and IlIsA (Nobles et Maresso 2011; Daou et al., 2009; Abi-
Khalil et al., 2015)or via competitive strong iron affinity siderophore molecules (Ellermann
et Arthur 2017). In most bacteria the majority of genes related to iron metabolism and
homeostasis are under the control of the Fur repressor (ferric uptake regulator) which
modulates indirectly pathogenicity during host infection (Fillat 2014; D. R. Harvie 2005;
Porcheron et Dozois 2015), although in Bacillus subtilis certain genes involved in the
acquisition of iron are not under Fur regulation (Roy et Griffith 2017). The production and
acquisition of siderophores confers a real advantage for bacteria in their environment, in
order to compete against other pathogenic bacteria or host microbiota for iron (Niehus et
al., 2017; Eric P. Skaar 2010; Ellermann et Arthur 2017).For instance, the siderophore
enterobactin and the specific transporter of the enterobactin-Fe3* complex are
determinants in E. coli host gut colonization (Pi et al., 2012).Bacterial siderophores have
very strong affinity for ferric Fe3* iron, the soluble form at neutral pH and at aerobic
conditions.

Bacillus cereus sensu stricto strains are Gram-positive, spore-forming, opportunistic food-
borne pathogens, causing emetic or diarrheal symptom (L. P. Stenfors Arnesen, Fagerlund,

et Granum 2008; Bottone 2010; Glasset et al., 2018). They belong to the Bacillus cereus
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group, and are therefore tightly related to the human pathogen Bacillus anthracis and the
insect pathogen Bacillus thuringiensis (Ivanova et al., 2003). B. cereus possesses different
strategies to scavenge sequestrated iron during the infection. Either by direct
interactions, using surface proteins (Daou et al., 2009; Abi-Khalil et al., 2015) or indirect
interactions, using both surface proteins to bind the iron source and the high affinity
siderophores (Segond et al., 2014) along with other systems like the ferric dicitrate uptake
(Duncan R. Harvie et Ellar 2005).Like for several other bacteria, the processes involved in
iron homeostasis gene expression, may in B. cereus also be under the control of the
transcriptional repressor Fur; indeed several genes expose in their promoter region the
Fur- DNA-binding box (Duncan R. Harvie et Ellar 2005; Sinda Fedhila et al., 2006). B. cereus
group bacteria possesses two clusters encoding for the catecholate siderophores,
petrobactin and bacillibactin. The major impact of the siderophore bacillibactin (BB) in
Bacillus cereus ATCC 14579 growth under low iron concentration and in insect virulence
has been demonstrated (Segond et al., 2014). They showed also that in vitro ferritin bound
iron was more easily released via the combined action of the B. cereus surface protein IIsA,
which is important for binding of host ferritin to the bacterial surface, and the BB like
siderophore enterobactin (Segond et al., 2014). But, how the siderophore is transported
into the cell was not investigated and complementation and biochemical analysis with the
real B. cereus group bacillibactin remain to be investigated. In B. subtilis and in B. anthracis
a Siderophore Binding Protein (SBP) allowed the import of iron into the cell (Marcus
Miethke et al., 2006; Zawadzka et al., 2009; Peuckert et al., 2011). Indeed, the feuABCD/yuil
operon encodes the Bacillus anthracis ABC transporter system involved in import of the
bacillibactin-Fe3* complex in the cell, where the feuA encodes the SBP with specific

binding to iron charged bacillibactin (Hotta et al., 2010).

To follow up on these findings, in this study we address several questions to get a
complete information on the link and importance of FeuA in correlation with bacillibactin
(BB) from the ATCC 14579 Bacillus cereus strain. We explored, using different mutant
strains, the role of FeuA in BB uptake and growth in iron depleted media supplemented
or not with Ferritin and heme sources. We also investigated for the first time on the
relative impact of this BB/FeuA system in persistence and virulence in vivo, using the

insect infection model Galleria mellonella. Finally, we evaluated the impact of the absence
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of this system on expression of ilsa as a marker for modulation of Fur regulated genes

playing a role in iron acquisition from host Ferritin, the major iron source in insect fluids.

Materials and Methods

Bacterial strains and growth conditions

Bacillus cereus ATCC 14579 (laboratory stock) was used in this study. The mutant Bacillus
cereus ATCC 14579 AfeuA and Bacillus cereus ATCC 14579 AfeuAAentA were obtained by
homologous recombination (see below). Bacillus cereus ATCC 14579 AfeuA was
complemented with plasmid pHT304QfeuA. E. coli K12 strain TG1 was used as host for
cloning. Dam- / Dcm- E. coli strain ET12567 (laboratory stock) was used to generate
unmethylated DNA for electro-transformation in B. cereus. E. coli and B. cereus were
cultured in LB (Luria-Bertani) broth, with vigorous shaking (190 rpm) at 37°C. For
electro-transformation, was grown in BHI (Brain Heart Infusion). E. coli and B. cereus
strains were transformed by electroporation as previously (Dower, Miller, et Ragsdale
1988). The following concentrations of antibiotic were used for bacterial selection:
ampicillin 100 pM.mL-! and kanamycin 25 pM.mL-1 for E. coli; kanamycin 200 pM.mL-1
and erythromycin 10 uM.mL-! for B. cereus. The iron chelator, 2.2’-dipyridyl and the horse
spleen ferritin (HoSF) were purchased from Sigma-Aldrich. 2.2’-dipyridyl was used at
final concentrations of 0.2mM or 0.6 mM and ferritin at 0.3 uM, heme arginate at 5 pM,

hemoglobin at 2 pM or FeS04 at 200 uM.

DNA manipulations and plasmid constructions

Chromosomal DNA was extracted from B. cereus cells with the Puregene Yeast/Bact. Kit
B (QIAgen). Plasmid DNA was extracted from E. coli and B. cereus using PureYield™
Plasmid Miniprep System (Promega). For B. cereus, 5 mg ml-1 of lysozyme was added and
cells were incubated at 37°C for 1 h. Restriction enzymes and T4 DNA ligase were used
according to the manufacturer’s instructions (New England Biolabs). Oligonucleotide
primers (Table 2) were synthesized by Sigma-Proligo. PCRs were performed in an Applied
Biosystem 2720 Thermal cycler (Applied Biosystem) with Phusion High-Fidelity or Taq
DNA Polymerase (New England Biolabs). Amplified fragments were purified using the
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit (Promega). Digested DNA fragments were

separated by electrophoresis on 1% agarose gels and extracted from gels using the



79

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit (Promega). Nucleotide sequences were
determined by Serial Cloner software. The thermosensitive plasmids pMAD (Arnaud,
Chastanet, et Debarbouille 2004) and pRN5101 (Didier Lereclus et al., 1992) were used for
homologous recombination. The low-copy-number plasmid pHT304 (Arantes et Lereclus
1991) was used for complementation experiments with wild-type feuA gene under its own

promoter. All the plasmids used in this study are reported in Table 1.

Table 1: Strains and plasmids used during this study

Strain or plasmid

Characteristics

Reference

Strain

Bacillus cereus ATCC14579

Bc AfeuA

Bc AentA

Bc AfeuAQfeuA

Bc AfeuAdentA

Bc AfeuAdentAQfeuA
Escherichia coli K12 strain TG1
Ec ET12567

Bc ATCC145790QpilsA-gfp

Bc AfeuAQpilsA-gfp
Bc AentAQpilsA-gfp

Bc AfeuAdentQpilsA-gfp

Wild type

ATCC14579 mutant; Abc37378

ATCC14579 mutant; Abc2302; KanR

AfeuA strain carrying pHT304QfeuA plasmid; Erm”

ATCC14579 mutant; Abc37378 and Abc2302; KanR

AfeuAAentA strain strain carrying pHT304QfeuA plasmid; KanR, Erm"

Strain used as host for cloning experiments

Strain used for generation of unmethylated DNA

Wild type strain carrying pHT315p/IsA-gprpIamsid containing ilsA promoter
region and gfp transcriptional fusion; Erm

AfeuA strain carrying pHT315plIsA-gfp plamsid containing ilsA promoter region
and gfp transcriptional fusion; Erm

AentA strain carrying pHT315pIIsA-Rgfp plgmsid containing ilsA promoter region
and gfp transcriptional fusion; Kan , Erm

AfeuAAentA strain carrying pHT315pIIsA»%fp pIaRmsid containing ilsA promoter
region and gfp transcriptional fusion; Kan , Erm

Laboratory stock
This study

Segond et al., 2014
This study

This study

This study

Segond et al., 2014
Segond et al., 2014
Daou et al., 2009

This study
This study

This study

Plasmid

pHT304 Shuttle vector used for complementation; Erm” Segond et al., 2014
pMAD Shuttle vector, thermonsensitive origin of replication; AmpR, Erm” Segond et al., 2014
pHT3040feuA pHT304 with wild-type feuA fragment . This study
pHT315paphA3’-gfp Shuttle vector used for transcriptional fusion; Erm Daou et al., 2009
pHT315pilsA-gfp Shuttle vector carrying ilsA promoter region with gfp trancriptional fusion This study

Bc, B. cereus; Ec, E. coli; Erm, erythromycin; Kan, kanamycin

Construction of the B. cereus mutant strains

B. cereus AfeuA was constructed as follows. For feuA (bc3738) deletion, a 1232 bp
BamHI/HindIIl DNA fragment and a 1053 bp HindIII/Ncol DNA fragment, corresponding
to the chromosomal regions located immediately upstream and downstream from the
feuA locus with the restriction site sequences (as recommended by manufacturer) added
at the 5’ extremities, were generated by PCR, using B. cereus strain ATCC14579
chromosomal DNA as a template and oligonucleotide pairs ExoFwd-ExoRvse and
PermFwd-PermRvse respectively (Table 2). The amplified DNA fragments were digested

with the appropriate enzymes and inserted between the BamHI and Ncol sites of the
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thermosensitive plasmid pMAD (Arnaud, Chastanet, et Debarbouille 2004) by ligation using
the T4 DNA ligase. For the double mutant construction AfeuAdentA (bc3738/bc2302)
deletion, the entA deletion has been conducted as described previously (Segond et al,
2014). The amplified DNA fragments and the KanR cassette were digested with the
appropriate enzymes and inserted between the HindIll and BamHI sites of the
thermosensitive plasmid pRN5101. The resulting plasmids pMAD(feuA and
pRN5101QentA::kan were produced in E. coli, and then used to transform B. cereus wild
type for the AfeuA mutant and B. cereus AfeuA for the AfeuAAentA mutant strains by
electroporation. Integrants resistant to kanamycin (for AfeuAAentA) and sensitive to
erythromycin arose through a double cross-over event, in which the chromosomal wild-
type copies of feuA and entA coding sequences were deleted and replaced by HindlIII
restrictive sequence and the KanR cassette for the feuAd and AfeuddentA strains
respectively. The chromosomal allelic exchanges were checked by PCR, using appropriate
primers and by sequencing the insertion sites. The genetic complementation of the Afeud
and AfeuAdentA mutants was carried out as follows. A 1372 bp DNA fragment
corresponding to the feuA gene and its putative promoter was amplified by PCR using the
B. cereus ATCC14579 genomic DNA as a template and feuACompFwd/feuACompRvse as
primers (Table 2). The PCR product was digested with BamHI and Pstl restriction
enzymes and inserted into the plasmid pHT304 (Arantes et Lereclus 1991). The resulting
plasmid (pHT3040QfeuA) was amplified in E. coli and then introduced into the B. cereus
AfeuA and AfeuAdentA mutant strains by electroporation.

Table 2: Primers sequence used during this study

Name Sequence 5' - 3' Restriction site
ExoFwd CGCGGATCCAGAACATCACCTCTGAAATTAGTATAAC BamHI
ExoRvse CCCAAGCTTCTTTATATGTCTCCTCTCGAATTTTCA Hindlll
PermFwd CCCAAGCTTTACAATAAGTAAGGTGCGTTGAATGATA Hindlll
PermRvse CATGCCATGGTTAAGCATGTCTCTCTCCTCCTC Ncol
feuACompFwd CGGGATCCAATTAATAGTGAAGTAATGGG BamHI
feuACompRvse AACTGCAGATCATTCAACGCACCTTACTTA Pstl

SqcFwd ATAGGAAGAATCATTATGAATAATTGCTTGCCA

SqcRvse AATAGCACATAGTATTAAAAATATAATAATCCCC

Measurement of catechol production

Extracellular levels of catechols were measured using the Arnow assay (Arnow 1937).
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Bacteria were grown overnight (20 h) at 37°C in LB medium + 0.2 mM 2.2’-dipyridyl.
Then, samples of cultures were collected, centrifuged and filtered to remove bacteria.
Samples were mixed sequentially with equal volumes of 0.5 N HCI, nitritemolybdate
reagent (10% sodium nitrite and 10% sodium molybdate), and 1 N NaOH. Positive
reactions produce a red colour and absorbance was determined at 510 nm. Data were
normalized to OD600 from the original culture and the percentages compared to the wild-
type catechol levels in the culture supernatants are presented. Three independent

replicates were statistically analyzed using the Student’s T-test.

CAS assay

The protocol was adapted from (Schwyn et Neilands 1987). Every glass device used for the
preparation of solutions was washed before with HCl 6N overnight in order to remove
traces of iron. All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, France.

To prepare 1 liter of blue agar, 60.5 mg CAS (complex Chrome-Azurol
S/iron(Ill) /hexadecyltrimethylammonium bromide) was dissolved in 50 ml water and
mixed with 10 ml iron (II1) solution (1 mM FeCl, * 6H20, 10 mM HCI). Under stirring this
solution was slowly added to 72.9 mg HDTMA dissolved in 40 ml water. The resultant
dark blue liquid was autoclaved. Also autoclaved was a mixture of 750 ml H20, 100 mL
10X MM9 salts, 15 g agar, 30.24 g Pipes, and 12.00 g of a 50% (w/w) NaOH solution to
raise the pH to the pK, of Pipes (6.8). After cooling to 50°C 30 mL casamino acids (10 %),
20 mL of the carbon source (glucose solution 10 %), and other required supplements like
vitamins were added as sterilesolutions. The dye solution was finally added along the
glasswall, with enough agitation to achieve mixing without generation of foam. Each plate
received 30 ml of blue agar. E. coli specific ingredients: 10 ml glucose (20%) as a carbon
source, 1 ml thiamine. HCI (0.2%), and Casaminoacids. One colony of the different strains
(Displayed and grown on LB + selected antibiotic depending on the strains properties the
day before at laboratory temperature) were strayed into the plates and incubated 24h at

30°C in the dark to avoid bleaching.

In vitro Growth assays
B. cereus strains were grown overnight at 37°C under low iron conditions by inoculating
strains in LB medium supplemented with 0.2 mM 2.2’-dipyridyl. Overnight cultures were

inoculated into a new LB medium + 0.2 mM 2.2’-dipyridyl at a final ODeoo of 0.005.
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Bacteria from mid-log phase culture were washed twice in LB medium containing 0.6 mM
2.2’-dipyridyl, then inoculated to a final optical density (OD) of about 0.005 into LB
medium or LB + 0.6 mM 2.2’-dipyridyl + 0.3 pM HoSF supplemented or not with 5 pM
Bacillibactin (provided generously by Dr. Rebecca Abergel and purified from B. subtilis
strains). Stock solution of ferritin was prechelated in 2 mM 2.2’-dipyridyl for two hours in
order to eliminate the free iron. Stock solution of heme arginate (38.5 uM) has been
produced following previous study (Tenhunen, Tokola, et Lindén 1987). Briefly, 100 mL of
this stock solution is constituted with 40% of 1,2-propandiol, 10% of pure ethanol, hemin,
L-arginine and ultra-pure water. Human hemoglobin stock solution (517 uM) is prepared
using hemoglobin, NaOH (0.1 M), Tris-Hcl buffer (pH = 7.4, 1M) and Tris-NaCl buffer (pH
= 7.4, 50 mM).Inorganic iron FeSO4 (50 mM) is prepared using salts and ultra-pure water.
All the products were purchased to Sigma Aldrich, France. B. cereus cells were grown at
37°C in 96-wells microtiter plate under continuous shaking. The OD was measured at 600
nm every hour over 24 hours using a TECAN Infinite F200Pro Microplate Reader (TECAN

Group). The assays were repeated at least three times.

Insect Virulence assays

Bacterial strains were grown in LB medium and bacterial concentrations were monitored
by optical density measurements and plating dilutions onto LB agar plates. B. cereus wild-
type and mutant strains were injected separately into the hemocoel of G. mellonella. Insect
eggs were incubated at 28°C and the larvae reared on beeswax and pollen (La Ruche
Roannaise, Roanne, France ). Last-instar larvae weighing about 200 mg were injected with
10 pl of mid-log phase bacteria suspended in PBS, using the microinjector pump (Sk-
Scientific) as previously described (Bouillaut et al., 2005). About 1 x 104 bacteria/larva was
injected, and each experiment was repeated at least three times with 20 larvae. A control
group of larvae was injected with PBS only and no effect was observed. The survival rate
(% of alive /total number of infected larvae) was recorded during 72 hours after infection.
Statistical analysis was performed using the JMP Statistical Discovery™ software from

SAS.

In vivo Persistence assay
Infection of G. mellonella by intra-hemocoelic injection was performed as mentioned

above with 10 pl of mid-log phase bacteria groups of 30 larvae were injected. To count
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the B. cereus Colony Forming Units (CFUs) from the living larvae at 3 and 16 hours post
injection, 2 larvae were crushed in in 10 ml sterile saline using a Ultraturax homogenizer,
serial dilutions were plated onto LB agar plates containing appropriate antibiotics. For
each test, 3 technical replicates were performed and at least 3 biological replicates were

realized.

ilsA-gfp transcriptional fusion assays

To evaluate the transcription of il[sA a plasmid carrying the ilsa promoter-gfp fusion
(plasmid pHT315-pilsa-gfp) previously constructed has been used in this study (Daou et
al., 2009).This plasmid was transformed by electroporation (as described above) into the
Bacillus cereus ATCC 14579 Wild-type, the Afeud, AentA and the double mutant
AfeuAdentA strains. Expression was followed in different growth medium: LB broth, LB
and the iron chelator, 2.2’-dipyridyl (DIP), LB and DIP supplemented with horse spleen
ferritin (HoSF), and finally LB with DIP, HoSF and bacillibactin. Growth and fluorescence
were recorded from B. cereus cultures grown at 37°C in 96-wells microtiter plate under
continuous shaking and cultures were prepared as described above (cf in vitro growth
assay). The OD was measured at 600 nm every 5 minutes over 24 hours using a TECAN
Infinite F200Pro Microplate Reader (TECAN Group). The assays were repeated at least
three times. Increase or decrease in GFP was calculated using (GFP«) - GFP(t-1)) / (OD -
OD(t-1)) where t is the time of measure, t-1 the previous time of measure, OD the optical
density at 600 nm, and GFP the fluorescence value obtained at each given time (Relative
fluorescence unit, RUF). Figure 5.4, 5.B, 5.C, and 5.D show the relative fluorescence units
(RUF) at each condition and at four time-points: 0 (zero) is the entrance into stationary
phase, while -1,-2,-3,-4 hours corresponds to the vegetative log growth phase and hours

before time zero.

Results

Catechol siderophore detection

B. cereus ATCC 14579 possess gene clusters encoding for the synthesis of two
siderophores: the entA-dhbBCF operon for the production of bacillibactin and the
asbABCDEF operon encoding for petrobactin (Hotta et al., 2010; Wilson et al., 2010). It was
previously shown that for B. cereus ATCC 14579 the majority of produced siderophores
was of the bacillibactin type (Segond et al., 2014). Here we characterized the role of the



84

siderophore binding protein (SBP) FeuA in in the bacillibactin-Fe3* complex uptake.
Therefore, the presence of extracellular catechol siderophores was assessed in different
stains using the Arnow assay (Figure 1A). Overnight culture supernatant from 0.2 mM Dip
chelated LB medium were collected and mixed with the dye to obtain colorimetric
quantification of the siderophores present in the supernatants. The relative production
was compared to that of the Wild-type (set as 100%) taking into account the OD of the
culture and the catechol concentration. The supernatant from the single mutant AfeuA
had twice the amount of catechol siderophores compared to the wild-type strain,
indicating that the produced siderophores are accumulated in the extracellular medium
and were not imported into the bacteria. The in-trans complemented AfeuAQfeuA strain
recovered almost completely the Wild-type level. As expected, the bacillibactin mutant
dentA and the double mutant AfeuAdentA showed a strong decrease of catechol
siderophore production, about four times less than the wild-type as formerly reported for
the dentA mutant (Segond et al., 2014). In order to further visualize the catechol
production, a CAS (Chrome-Azurol S/iron) assay was set up. (Figure 1B). This experiment
shows bacterial growth on the blue agar medium containing low amount of available iron,
which becomes orange when catechol siderophores are produced, secreted into the
extracellular medium and complexed with Fe3*. The images clearly show an orange large
hallow surrounding the Wild-type and the AfeuAQfeuA complemented strains, and a
larger one for the AfeuA mutant as BB accumulates outside the cell, while no orange colour
is observed around the dentA and AfeuAAentA bacillibactin interrupted strains. Previously
it was shown that FeuA (by chemical interaction) that the B. cereus SBP FeuA could bind
BB (Zawadzka et al,, 2009) and here we have evidence for that FeuA is needed for a

functional bacillibactin uptake.
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Figure 1: Siderophore accumulation in the extracellular medium for different
Bacillus cereus strains. A: Catechol production accumulated in a moderate iron-
depleted medium (Luria-Bertani broth + 0.2 mM of the iron chelator 2.2’-dipyridyl) using
the Arnow test (Arnow, 1937); B: Shows colonies of the various strains spread onto CAS
(Chrome-Azurol) blue-plate-agar (Schyn & Neilands 1987). The CAS assay is used as
indicator for presence of cathechol siderohores. When the agar changes from blue to
orange, siderophores have chelated the iron in the medium.

In vitro Growth assays

Ferritin & bacillibactin

In order to rule out how important the Bacillibactin-FeuA iron import system is for iron
acquisition from various iron sources, in vitro growth curves were produced in a
Microplate Reader and were analysed during 24 hours with OD 600nm scores every hour.
In LB medium (positive control), the different strains grow in a manner similar to the
reference (Wild-type) strain (Figure 2Aa). Conversely, no growth is observed for any of
the strains in a LB iron depleted medium (Dip 0.6 puM, Figure 2Ab). When horse spleen
ferritin (HoSF) at 0.3 uM (final concentration) is added to the depleted medium (Figure
2Ac) the growth phenotype of the reference wild-type strain is restored and the growth
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Figure 2A: FeuA and bacillibactin are involved in Growth Kinetic in presence of
ferritin. The strains were grown in Tecan microtiterplates at 37°C in LB medium (a) and
in LB medium treated with 2,2’-dipyridyl (DIP, 0.6 mM) without addition of iron sources
(b) or supplemented with ferritin (0.3 pM) (c) or with ferritin (0.3 uM) and bacillibactin
(5 uM) (d). Bacterial growth was monitored during 24 hours by measuring the optical
density (OD) at 600 nm every hour. Curves are representative of 4 independent
experiments.

of the complemented strain AfeuAQfeuA is comparable to the Wild-type strain. This
information indicates a functional complementation, and therefore that the rest of the
feuABCD/yuil operon is expressed in the feuA gene interrupted AfeuA mutant. The Afeud
mutant shows a longer lag phase, which is increased for the dentA and AfeuAAentA strains
compared to the reference strain. After 24h, the maximum OD of the reference strain and
the complemented strain AfeuAQfeuA are equivalent (OD = 0.4). The AfeuA, AentA and
AfeuAdentA mutants reach at 24 hours lower values than the Wild-type strain,
respectively 0.2, 0.09 and 0.05. When the BB (5 pM) is added to chelate iron from ferritin,

the AentA mutant strain shows a growth phenotype comparable to that of the Wild-type
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strain, due to the functional complementation provided by added BB (Figure 2Ad). The
AfeuA and AfeuAAentA mutants have a longer lag phase than the WT strain. However, this
difference is shorter than the one in the iron-depleted medium with ferritin alone. The
maximum OD of the AfeuA and AfeuAAentA strains reaches a value of 0.21 and 0.26, which
corresponds to the maximum OD reached in the absence of BB. These results show the
need for BB and FeuA production to initiate and fulfil optimal growth, in the here studied

growth conditions.

Heme arginate, hemoglobin and inorganic iron FeSO4

The involvement of BB-FeuA in iron uptake from ferritin seems clear but it is not known
whether the system also takes part in iron uptake from host molecules like heme and
hemoglobin. The iron salt FeSO4 was used as control for an easy available iron source.
Likewise, the addition of ferritin in the iron-depleted medium, the Wild-type phenotype
is restored for the AfeuAQfeuA strain in presence of heme, hemoglobin or FeSO4 for iron
sources. Nevertheless, in presence of hemoglobin (Figure 2Bb) the stationary growth
phase appears earlier and the maximum OD turns to be decreased at 24 hours
(respectively for the Wild-type and AfeuA(feuA strains 0.88 and 0.48). In presence of
inorganic iron (FeSO4), dent4, the double mutant strain AfeuAQfeuA and complemented
strain AfeuAAentAQfeuA have all a delayed lag time phase compared to the Wild-type
strain (Figure 2Bc). The AfeuA has also a delayed lag time phase compared to the Wild-
type, but is less important than for the other mutant strains. Indeed, the lack of BB
expression in B. cereus is critical in our conditions for free iron uptake, since in addition
to the increased lag time, the dentA, AfeuAdentA and AfeuAdentAQfeuA also have OD max
impacted with respectively 0.41, 0.50 and 0.44) compared to the Wild-type (0.77) and
AfeuA (0.84) strains.

Interestingly, B. cereus strains deprived for BB or FeuA have growth defect in iron-
depleted medium supplemented with heme or hemoglobin iron sources. Indeed, the lag
time is also delayed compared to the Wild-type strain in both conditions, even though this
impact seems enhanced with heme compared to hemoglobin. Regarding heme as the only
iron source for B. cereus, the maximum OD after 24 hours of growth is decreased around
4 to 5 time for dentA (0.11), AfeuA (0.17) compared to the Wild-type strain (0.56), while
the lack of both genes blocks the growth in the double mutant strain AfeuA4entA (0.03).

When hemoglobin is the only iron source, the maximum OD is lower compared to Wild-
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type strain (0.88) for dentA (0.25) and AfeuA (0.44) and the double mutant strain
AfeuAdentA (0.29).

These results suggest that both BB and FeuA are required for the uptake of inorganic iron,
ferritin iron, and also heme iron sources like heme arginate and hemoglobin. Meanwhile,
the defect of FeuA expression has a lower impact compared to BB absence, suggesting the

presence of other backup systems allowing import of the BB-Fe3* complex inside the cell.
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Figure 2B: FeuA and BB are involved in growth Kinetic in presence of heme and
inorganic iron. The strains were grown in Tecan microtiterplates at 37°C in LB medium
treated with 2,2’-dipyridyl (DIP, 0.6 mM) supplemented with heme arginate (5 uM) (a),
hemoglobin (2 pM) (b) or FeSO4 (0.2 mM) (c). Bacterial growth was monitored during 24
hours by measuring the optical density (OD) at 600 nm every hour. Curves are
represenative of 4 independent experiments.
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Role of FeuA and FeuA-EntA in insect infection

The above in vitro analysis reveals a tight connection between FeuA and BB in iron uptake
from several iron sources. Here we address their role in pathogenesis using the infection
model Galleria mellonella. These larvae were used in previous studies to show the role of
both IIsA and BB in infection and for full virulence (Daou et al., 2009; Segond et al., 2014).
Following injection into the G. mellonella hemocoel, the single AfeuA mutant was not
affected in virulence, but the bacillibactin single mutant dentA was. Surprisingly the
AfeuAdentA double mutant induced the same mortality as that induced by the Wild-type
strain (Figure 3A), and the FeuA complemented AfeuAAentA(QfeuA strain recovered the BB
affected phenotype (Figure. 3B). Larvae injected with filtered 1X PBS all had 100%
survival throughout the experiment (Wilcoxon, n=4, p < 0.001). At 24 h and 48 h after
injection, the results show a survival that is only statistically different between the mutant
strain dentA and AfeuAAentA, with respectively 60% and 21 % survival at 24H (Figure
3Aa) and 38 %, 15% and 48% survival at 48H (Figure 3Ab) (Wilcoxon, n=4, p < 0.05). At
72H (Figure 3Ac), the dentA strain showed 36 % survival statistically different from the
AfeuAdentA and Wild-type strains, with respectively 11 % survival (Wilcoxon, n=4, p <
0.05). Despite relatively similar curves to that of the Wild-type and AfeuA4entA strains,
the mutant strains AfeuA and AfeuAQfeuA do not show statistical differences with the
AdentA strain. To address this surprising result, we tested the complemented double
mutant AfeuAdentAQfeuA and compared the virulence in the same manner as described
above with the Wild-type, the dentA and the AfeuAAdentA strains (Figure 3B). At 24 h after
injection, we observed an attenuated virulence of the AfeuAAentAQfeuA, close to the AentA
strain with respectively 28.3 % and 33.3 % of insect survival. These results are
statistically different from the Wild-type strain (11.7 % of insect survival, Student t-test,
n=3, p < 0.05) and the AfeuddentA (5 %, Student t-test, n=3, p < 0.05). Overall, these
observations show that the lack of both BB and FeuA surprisingly results in a Wild-type
virulence phenotype and that the FeuA complementation of the AfeudAentA double
mutant strain was efficient, since the dentA phenotype was recovered. This also indicates

that the AfeuAdentA double mutant did not circumvent other mutations.
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Figure 3: Survival of Galleria mellonella larvae following hemocoel infection. 10%log
phase bacteria from different strains were inoculated and larval mortality/survival was
scored at: 24H, 48H and 72H (A) and B only at 24H post inoculation and incubation at
37°C. Assays were run at least three times. The error bars show standard variation.
Statisical analyses were performed using the JMP Statistical Discovery™ software from
SAS. (For figure 3A: ** the Wilcoxon, n=4, p < 0.001; * = n=3, p < 0.05; for figure 3B:
Student t-test, n=3, p < 0.05).

Bacterial persistence during G. mellonella infection

The above infection study showed differences in virulence among the strains, which can
be due to a lower survival and development rate of the stains in the insect and/or
variation in production of adaptation and virulence factors. In order to test one of these
issues we analysed the relative persistence of the different strains by bacterial counts
from infected larvae at two time points in alive larvae (T3 hours and T16 hours after
injection with a dose resulting in 60% mortality with the wild type strain. Despite a
bacterial biomass tenfold higher in the Wild-type (1,16.107 CFU / gram of larva) and
AfeuAdentA strains (1,19.107 CFU / gram of larva) compared to the single mutant dentA
(1,30.10¢ CFU / gram of larva) and the AfeuAdentA (3,51.107 CFU / gram of larva), the
variation among biological replicates was too strong to highlight any statistical difference
between the different strains at both 3H and 16H. Therefore, although less bacteria were

found at 3h in the insects treated with the dent4 mutant or double mutants, the absence
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of the genes do not decrease significantly the development and persistence of the bacteria

in G. mellonella. Meanwhile the virulence at 24H was different among the strains, thus the

B. cereus strain deprived of both FeuA and BB might be triggered to over express other

virulence factors or iron acquisition systems to be more virulent than the dentA mutant.
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Figure 4: The deletion of feuAd and entA do not influence on the persistence in
Galleria mellonella. The different strains were injected into the G. mellonella haemocoel
with a dose around 10# cfu per larva (250 mg). The presence of the bacteria (CFU) was
analysed from living larvae at 3 and 16 hours post injection in 2 larvae and averaged per
gram. For each test, 3 technical replicates were performed and at least 3 biological
replicates were realized.
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Transcriptional-IlsA-GFP expression in the various strains

The above persistence experiments revealed that the double mutant was able to survive
to the same level as the Wild-type, indicating that there is a compensation for the lack of
BB-FeuA system. In order to elucidate why the double mutant was more virulent in the
host iron deprived condition we supposed that the double mutant might express iron
regulated factors differently from the other strains.

The surface protein IIsA was previously shown to be highly expressed in the hemocoel
(Daou et al., 2009) just after injection. Therefore, we chose the expression profile of this
protein as a marker for differential expression during in vitro growth conditions
mimicking iron chelation and the presence of ferritin. The ilsA expression profile was
analysed by a plasmid born transcriptional promoter —gfp fusion, which was transformed
into the Wild-type, the AentA mutant, the AfeuA mutant and the AfeuAAentA double mutant
strains. All strains were tested in different growth media (Figure. 5A), and the results
indicate low expression of ilsA in LB iron rich growth medium at all time points and in all
strains. As expected in iron chelated LB medium (Fig. 5B) the expression is strong and the
highest expression (about 200.000 relative fluoresces units - RUF) is recorded in the
wildtype background in the earliest time point 2 and 3 hours before entrance into the
stationary phase. Some and lower expression (50.000- 100.000 RUF) is recorded for the
AfeuAdentA double mutant at 3 hours and for the other mutants as well, but to a lower
extent and not significantly different from the double mutant at time 1 and 0. In the
condition where ferritin was added (to mimic the insect hemocoel environment) the ilsA
transcription level was strongly decreased, compared to LB-Dip in all strains and for all
time points except for the double mutant where expression (20.000 RUF) was observed
at 1, 2 and 3 hours before time zero (Figure 5C). This indicates that in the double mutant
less iron is imported and that IlsA and perhaps other iron regulated molecules could be
expressed in the actively dividing cells. Knowing the capacity of IlsA to bind ferritin and
the role of BB in the import of iron from ferritin, we analysed the impact of addition of BB
to the LB-Dip+HoSF medium (Figure 5D). Also, in this condition, the Wild-type and 4dentA
mutant showed low expression, the double mutant showed high expression (10.000-
20.000 RUF) at 1 and 3 hours before time zero, but surprisingly also in the AfeuA mutant
ilsA was expressed, with 20.000 RUF at time 2 and 3 hours before zero. This might indicate

that the addition of BB into the medium, which cannot be imported via FeuA, disturbs the
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availability of the ferritin iron in the medium, which was imported via another system, in

the previous LB-Dip-HoSF growth condition.
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Figure 5: Transcriptional expression of ilsA in different genetic backgrounds and
growth media. The expression profile was analysed by a plasmid born transcriptional
ilsa- promoter —gfp fusion during log phase growth in microtiter plates. The strains are
mentioned on the figures. Expression is measured in Wild-type (WT) and mutants in the
growth media: LB (A), LB supplemented with DIP (0.2 mM) (B), LB supplemented with
DIP and Horse Spleen Ferritin (HoSF 0.3 uM) (C) and LB supplemented with DIP (0.2 mM)
HoSF (0.3 uM) and BB (5 uM) (D), at four time points: 0 = intrance into the stationary
phase, -1, -2 -3 are hours before 0. The values are Relative Fluoresence Units (RUF)
between two time points taking into account the optical density. The assays were
conducted 3 times.

Discussion:

The objectives of this study were to elucidate the role of the BB-FeuA complex in iron
uptake from host iron sources and to investigate on the importance of this complex during
infection of the alternative host model G. mellonella.

The acquisition of extracellular iron by siderophores and their reimportation were
studied in depth in Gram-positive bacteria in Bacillus subtilis (Marcus Miethke et al., 2006;
Abergel et al.,, 2009; Peuckert et al., 2011). Regarding the Bacillus cereus group, the
identification of siderophore receptors involved in the reimportation of the Iron /
Siderophore complex was conducted too (Zawadzka et al., 2009; Hotta et al., 2010).
Accordingly, our results confirm that also for the B. cereus ATCC 14579 strain, the FeuA

surface substrate binding protein has an essential role in BB uptake in the presence of
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various iron sources and notably host iron ferritin, heme and hemoglobin. The Arnow and
CAS analysis showed that in the absence of FeuA, the siderophore is accumulated outside
the bacteria in the AfeuA mutant while in the feuA complemented strain exhibits the Wild-
type phenotype. These results are in accordance with those previously found for B.

anthracis.

FeuA and ferritin

Recently, studies have been performed to evaluate the ability of a number of B. cereus
strains to grow on iron-chelated media supplemented with various iron sources
including, hemin, hemoglobin, ferritin, lactoferrin, transferrin or inorganic iron
(Hayrapetyan et al., 2016), This study highlighted strain dependent abilities to use these
molecules as iron sources.

We previously showed that HoSF can be used as iron source for B. cereus growth and that
the Fur regulated surface molecules IlsA is important for the binding of various
mammalian ferritin sources. In addition, it was revealed that IlsA assisted the siderophore
enterobactin in iron release from human ferritin (Segond et al.,, 2014). Therefore, we
focused particularly on ferritin in this study. In B. cereus ATCC 14579, the absence of BB
(4entA) does not allow the acquisition of iron ferritin in vitro. In this mutant strain, the
addition of BB to an iron depleted medium supplemented with ferritin allows the
functional complementation of the AdentA strain, accordingly to that previously reported
for the addition of E. coli enterobactin (Segond et al., 2014). These results highlight the role
of the real B. cereus group BB in ferritin iron acquisition and the functional homology
among these catecholate siderophores. Although FeuA was determined as BB-specific SBP
(Zawadzka et al., 2009), its unique involvement in the reimport of BB-Fe3* complex into the
bacterium was not tested. It appears in our study that in the absence of FeuA, the iron
acquisition from ferritin during the first 18 hours of culture cannot take place (Figure
2Ac). The late exponential phase entry of the AfeuAd mutant strain can be explained after
several hours by the degradation of the Dip in the medium, or by lysis of certain bacteria,
resulting in the release of iron which, can be imported by another system. This hypothesis
is confirmed by the growth phenotype of the AfeuAAentA strain. In the presence of ferritin
and absence of BB, the growth curve is similar to that of the dentA mutant strain (Figure
2Ac). In a chelated medium supplemented with ferritin and BB, the growth curve is almost

similar to that of the AfeuA strain (Figure 2Ad). These results confirm the key role of FeuA



95

in iron acquisition from vertebrate ferritin in the tested in vitro conditions. Besides, the
deletion of the entire ortholog locus feuABC in B. subtilis highlights an expression of this
uptake system dependent on xylose, while growth of B. subtilis double mutant for feuABCD
and BB locus dhbC in minimal medium seems to be strongly impacted when feuABC is
lacking even with BB supplementation (Peuckert et al., 2011). These results correlate the
importance of the SBP FeuA in the uptake of the different iron sources, even though in B.
cereus backup systems seem to maintain growth.

However, the bacterium B. cereus also produces other membrane and SBP proteins that
are able to bind siderophores that are produced by other Gram-positive or Gram-negative
bacteria, which gives it an advantage in case of competition for iron acquisition with other
microorganisms (Hotta et al., 2010; Tatsuya Fukushima et al., 2013a; Sheldon, Laakso, et
Heinrichs 2016). Therefore, B. cereus produces FeuA which is the specific SBP for BB
(Zawadzka et al., 2009), but synthetizes also other ABC-type transporters capable of
binding ferric citrate molecules (Hotta et al., 2010; T. Fukushima et al., 2012) mentioned as
"feuA-like" proteins (Hayrapetyan et al., 2016). Compensation can occur, either with other
acquisition systems allowing import of inorganic iron inside the cell (Lau, Krewulak, et
Vogel 2016; Marcus Miethke et al., 2013), or with a partial reimport of BB (with iron) via
these transporters, which could explain the trend observed in vitro in iron chelated
medium supplemented with ferritin (Figure 2Ac), with a shorter lag phase of AfeuA strain

compared to the dentA and AfeuAAdentA stains.

In vivo analysis

To analyse the impact of FeuA during infection, we used the larval stage of G. mellonella,
which, has proved to be a good model to analyse virulence factor and the infection process
of B. cereus group bacteria. Indeed, both ilsA and the entA mutant strains were tested in
this insect and they were less virulent than the Wild-type (Daou et al., 2009; Segond et al.,
2014), indicating that these factors may play a role for iron acquisition from ferritin, which
is the major iron source in insects, and it is present in the hemolymph (body fluid) and
the gut (B. S. Kim et al., 2001).

The infection was performed by injection of different strains directly into the hemocoel
(Figure 3). Our results indicate no role of FeuA alone, while the BB mutant was less
virulent than the Wild-type. Surprisingly, we found the AfeuA4dentA double mutant more

virulent than the A4entA mutant and reached that of the Wild-type, while the



96

AfeuAdentA(lfeuA mutant returned to the low virulent dentA phenotype. This suggests
that in vivo and in the absence of an important iron acquisition system, the bacteria might
adapt and express other factors helping it to persist and develop in the host. To test the
hypothesis of modified expression of another iron regulated factor, also involved in
ferritin iron acquisition, we analysed in vitro the transcriptional expression of ilsA using
a promoter fusion. The results show that ilsA was more expressed in the double mutant
background (Figure 4) and particularly in iron chelated medium in the presence of
ferritin, which is mimicking the insect hemocoel condition. Meanwhile, the production of
more IIsA without BB and FeuA should not increase the capacity for ferritin iron uptake,
and therefore other factors might be increased too. It can be IsdC helping in heme iron
uptake (Abi-Khalil et al, 2015; A. W. Maresso, Chapa, et Schneewind 2006), or the
siderophore petrobactin, which is also produced by B. cereus but hasn’t been observed as
an essential iron uptake system for this species (Segond et al, 2014). Also the cytotoxic
hemolysin Hlyll has been demonstrated to be expressed in exponential growth phase in
an iron-deficient medium (Tran, Guillemet, et al, 2011; Sineva et al., 2012). Hlyll is under
the control of Fur, the major iron regulatory system in bacteria (Fillat 2014), and takes
partin lysis of Erythrocytes and macrophages (Tran, Guillemet, et al,, 2011). Alternatively,
in the absence of BB and FeuA, B. cereus might hide itself from the insect innate immunity
to permit a better growth, but our persistence analysis did not reveal a significant

difference among the strains at the studied time points post injection.

BB-FeuA-Heme
Our results indicate that in the presence of heme arginate and hemoglobin as the only

iron. sources, the BB-FeuA system takes part in iron uptake. However, siderophores are
not expected being able to interfere with or directly acquire heme iron, therefore it is
more likely that the acquired iron comes from degradation of the heme sources due to
production of heme iron releasing factors like the deferrochelation activity
(EfeUOB/FepABC system) as described in B. subtilis and S. aureus (Roy et Griffith 2017;
Turlin et al, 2013). Nevertheless, orthologs of these systems have not been reported in B.
cereus so far. Meanwhile, it was shown that E. coli Enterobactin can attack the heme
prosthetic group of myeloperoxidase and inactivates then enzyme activity, indicating a

certain level of affinity for the heme prosthetic group by enterobactin (Singh et al, 2015).



97

Therefore, other studies are needed to elucidate why how the absence of BB decreases
the capacity of B. cereus to grow on Heme iron sources.

Altogether, our study confirmed the role of the SBP FeuA in BB uptake in the B. cereus type
strain ATCC 14759, as it was previously recorded for B. anthracis. It was also confirmed
that extracellular addition of BB complemented as well as E. coli enterobactin. The most
interesting findings are the role of siderophore in iron acquisition with heme as iron
sources, and particularly the finding that the lack of the BB-FeuA systems resulted in a
more virulent phenotype in the insect model. Although the ilsA promoter - fusion
indicated possible iron homeostasis gene expression modulation, further studies are
needed to identify which factors are overexpressed in this double mutant background
during in vivo conditions. In conclusion, our results show that B. cereus group bacteria are
well equipped to face iron-depleted condition in vivo and in vitro and confirm the vital

role of iron homeostasis for persistence.
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Abstract

Bacillus cereusis a Gram-positive foodborne pathogen closely related to Bacillus
thuringiensis, an insect pathogen, and both are involved in intestinal infections. It is well
established that Iron uptake is essential for full growth and virulence of pathogens during
host infection, but little is known about iron homeostasis in a gut environment. Iron is not
free in organisms as it triggers production of the harmful reactive oxygen species. In this
study, we aimed to assess expression of genes, related to the bacterial iron homeostasis
by RT-qPCR, during gut infection. The study was performed with the insect infection
model Galleria mellonella without microbiota. Laser-capture microdissection (LCM) was
tested as a promising tool to target precise areas of the gut for specific dissection of
bacteria from frozen larval cryo-section. Our results show i) the reliability of LCM, despite
a low amount of collected bacterial RNA; ii) that genes involved in iron homeostasis are
slightly modulated during gut infection in relation to expression of cell damaging and
oxidative stress factors; and iii) the bacillibactin uptake system is important for gut
persistence. All together, iron homeostasis plays a role for settlement of B. cereus at early

stage of oral infection.

Introduction

Iron is essential for most living organisms of the life tree. It is involved in several vital
processes, like DNA synthesis, respiration, and several other biochemical reactions.
However, iron isn’t free in the organism since it triggers Fenton reaction, which generates
reactive oxygen species, which are a threat for cell membrane, nucleic acids and proteins
(Andrews, Robinson, et Rodriguez-Quifiones 2003; Touati 2000). Therefore, iron
homeostasis is tightly regulated in living organisms. In human beings and other Mammals
the majority of iron is bound to heme in hemoproteins, or bound to transport proteins
like transferrin or stored in ferritins, which can stock up thousands of iron atoms
(Bradley, Le Brun, et Moore 2016; Nairz et al, 2010).

To overcome this lack of free iron, pathogens are equipped with mechanisms able to grab
iron from the iron rich host molecules. In this study we target the opportunist food-borne
pathogen Bacillus cereus sensu stricto, a Gram-positive, spore-forming bacteria causing
emetic or diarrheal symptoms in man (Glasset et al, 2016; L. P. Stenfors Arnesen,

Fagerlund, et Granum 2008). The Bacillus cereus sensu stricto is tightly related to the
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human pathogen Bacillus anthracis and the invertebrate pathogen Bacillus thuringiensis
(Bhandari et al, 2013; Guinebretiére et al, 2008; Ivanova et al., 2003).

B. cereus owns different strategies to scavenge sequestrated iron during the infection, by
direct interactions, using surface proteins (Abi-Khalil et al,, 2015; Daou et al, 2009; Lau,
Krewulak, et Vogel 2016), or indirect interactions, using both surface proteins to bind the
iron source and secreted siderophores, which are small molecules with high affinity for
free Fe3* (Braun and Hantke, 2011). The siderophore bacillibactin, encoded by genes of
the entA-dhbBCF cluster (Hotta et al, 2010), has been shown to have major impact on
survival in low iron environment. Indeed, the B. cereus ATCC 14579 bacillibactin mutant
is strongly affected in vitro in iron deprived conditions and in virulence following injection
into the hemocoel of the insect larvae Galleria mellonella (Segond et al, 2014). The
feuABCD / yuil operon codes in B.cereus cereus for an ABC carrier type protein supposed
to allow the transport of the bacillibactin / Fe3 + complex into the cell, with the gene feuA
encoding for its specific siderophore binding protein (Zawadzka et al, 2009). Like for
several others bacteria, the processes involving iron homeostasis related gene expression
in B. cereus, are also under the control of the repressor Fur (Ferric Uptake Regulator),
which modulates indirectly pathogenicity during host infection (Fillat 2014; D. R. Harvie
2005; Porcheron et Dozois 2015). Furthermore, in vitro transcriptomic studies were
recently performed in B. cereus in iron-depleted conditions highlighting genes which are
involved in iron homeostasis (Hayrapetyan et al, 2016).

However, little is known about the role played by genes related to iron homeostasis
during gut infection and colonization in pathogenic Gram-positive bacteria. In the Gram-
negative Escherichia coli, it was found that the catecholate type siderophores and their
associated transport systems have a role in the colonization of the mouse urinary tract
and gut (Pi et al, 2012; Watts et al, 2012). In addition, genes involved in iron uptake
confer fitness advantages to Salmonella enterica during growth and colonization in the
mouse intestine (Costa et al,, 2016). Likewise, gut microbiota and probiotics are reported
to be involved in iron uptake in the gut, thereby preventing sustainable colonization of
several bacterial species like Salmonella (Deriu et al, 2013; Deschemin et al, 2016).
Strategies targeting siderophore acquisition of enteric pathogens have been tested as new
therapeutic and preventive strategies (Sassone-Corsi et al,, 2016).

G. mellonella has been used as a promising and low cost infection model since it harbors

arelatively complex innate immune system similar to Mammals (Mikonranta et al, 2017;
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Ramarao, Nielsen-Leroux, et Lereclus 2012). The larval stage has been used to analyze
Gram-negative (e.g. Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) or Gram-positive bacteria
(e.g. Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes), allowing
identification of virulence factors triggering Mammals infections and antimicrobial drugs
testing following injection into the hemocoel (Senior et al, 2011; J.-Y. C. Tsai et al, 2017).
G. mellonella was also proved to be an appropriate model for B. cereus, B. thuringiensis, P.
entomophila and Listeria monocytogenes oral infection studies (Fedhila et al,, 2010;
Salamitou et al,, 2000, Mukherjee et al.,, 2013) and for a B. cereus IVET (in vivo expression
technology) promoter trap screening (Sinda Fedhila et al, 2006). The latter approach
allowed to identify a unique surface protein involved in iron acquisition (Abi-Khalil et al,
2015; Daou et al, 2009) and revealed expression of other iron regulated factors during
infection (Fedhila et al,, 2006) To decipher microorganisms interaction with the host
during infection, we have chosen a challenging approach based on laser-capture
microdissection (LCM) (Bevilacqua et Ducos 2018). This technology allows the specific
isolation of a target region without impact on the gene expression profile and have been
used in different ecological niches (Hooper 2004; Podgorny et Lazarev 2017). Originally,
LCM was used in cancer research (Domazet et al.,, 2008; Emmert-Buck et al,,, 1996; Legres
et al,,2014).) and then in broad-range disciplines in life sciences using mostly Mammals
as model. But so far only few examples are related to microbiology, for instance to obtain
information on the microbiota species spatial organization in the gut (De Hertogh et al,
2012; Lavelle et al, 2015; Nava, Friedrichsen, et Stappenbeck 2011) and host responses
comparing conventional versus germ-free enterocytes (Chowdhury et al, 2007). Reports
on gene expression of an intracellular bacterial pathogen (Vannucci, Foster, et Gebhart
2013) or plant-microorganisms interactions (Ramsay, Jones, et Wang 2006; Roux et al.,
2014) are rare.

In our project, we have developed a method of breeding germ-free Galleria mellonella
larvae to avoid, in this first attempt, measuring commensal microbiota gene expression.
We aimed especially to explore which B. cereus genes, reported as being involved in iron
homeostasis, are expressed in the insect gut environment as they may play a central role
in bacterial settlement and virulence in the host gut. LCM was used for direct selection of
bacteria from the intestinal lumen of frozen larvae. The use of LCM for a precise gene
expression analysis in an extracellular pathogen during gut colonization has to the best of

our knowledge, never been reported before, and the approach is therefore innovative and



102

should be of relevance for other host pathogen in vivo and in situ gene expression
analyses. We address several objectives: i) Testing the feasibility of the approach; ii)
further exploring the role of B. cereus genes involved in iron acquisition and virulence
during gut colonization in an insect model; iii) Focusing especially on bacillibactin (EntA)
and the siderophore binding protein (FeuA) with respect to the role of siderophores in
the gut; iv) Evaluate whether iron homeostasis genes expression varies between early and

late gut colonization.

Material and Methods:

Construction of the B. cereus mutant strains and growth conditions

Bacillus cereus ATCC 14579 parental strain (laboratory stock) was used in this study. B.
cereus AfeuA mutant was constructed as follows. For feuA (bc3738) deletion, a 1232 bp
BamHI/HindIIl DNA fragment and a 1053 bp HindIII/Ncol DNA fragment, corresponding
to the chromosomal regions located immediately upstream and downstream from the
feuA locus with the restriction site sequences (as recommended by manufacturer) added
at the 5’ extremities, were generated by PCR, using B. cereus strain ATCC14579

chromosomal DNA as a template and oligonucleotide pairs ExoFwd (5’

CGCGGATCCAGAACATCACCTCTGAAATTAGTATAAC 3’)-ExoRvse (5
CCCAAGCTTCTTTATATGTCTCCTCTCGAATTTTCA 3" and PermFwd (5
CCCAAGCTTTACAATAAGTAAGGTGCGTTGAATGATA 3’)-PermRvse (5

CATGCCATGGTTAAGCATGTCTCTCTCCTCCTC 3’) respectively. The amplified DNA
fragments were digested with the appropriate enzymes and inserted between the BamHI
and Ncol sites of the thermosensitive plasmid pMAD (Arnaud, Chastanet, et Debarbouille
2004) by ligation using the T4 DNA ligase. For the double mutant construction AfeuA4entA
(bc3738/bc2302) deletion, the entA deletion was made as described previously (Segond
etal,, 2014). The chromosomal allelic exchanges were checked by PCR, using appropriate
primers and by sequencing the insertion sites.

B. cereus strains were cultured in 10 mL volume of LB (Luria-Bertani) broth, with vigorous
shaking (190 rpm) at 37°C. At ODeoonm =1, bacteria are harvested by centrifugation (8000
rpm) and washed twice with sterile phosphate saline buffer (PBS) 1X (filtered on a 0.22
pum membrane, GP Millipore Express® PLUS Membrane). B. cereus ATCC 14579 parental
strain as control and for further RT-qPCR analyzes were cultured in 10 mL LB or 10 mL

LB with an iron chelator, the 2,2’-Bipyridyl (DIP) at 200 pM, with vigorous shaking (190
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rpm) at 37°C and stopped at ODsoo nm = 1. Each condition (LB and LB + DIP 200 uM) was
performed in three biological replicates. Cultures are then centrifuged at 10000 rpm
during 5 minutes. The supernatants are discarded and pellets are stored at - 80°C before

total RNA extraction.

Colonization assay in Galleria mellonella

G. mellonella eggs were hatched at 25 °C and the larvae reared on beeswax and pollen (La
Ruche Roannaise, Roanne, France). Last instar larvae (250-300 mg) were force-fed as
previously described (Bouillaut et al,, 2005). Thirty larvae were used for each dose.
Bacteria were harvested as mentioned above and suspended in Cry1C toxin 0.3 mg/mL at
5x108 colony forming unit (CFU)/mL resulting in a 10 pl dose of 5x106 CFU / larva. Larvae
are incubated at 37°C without food. To count B. cereus CFUs in the living insects at 3 and
16 hours, 2 larvae were crushed and homogenized with UltraTurax tissue cutter in a finale
volume of 10 ml sterile water; dilutions were immediately plated onto LB agar containing
appropriate antibiotics. For each test, 3 technical replicates-have been performed. Each

test has been done in 3 biological replicates.

Galleria mellonella germ-free preparation and infection for LCM

All the devices and material used for the preparation of germ-free G. mellonella are
washed with ethanol 70% and then treated twice 10 minutes under UV light in sterile
conditions (Microbiological safety cabinet, MSC). Further manipulations including
bacteria or G. mellonella infection are done within a sterile MSC. UV-treated G. mellonella
eggs are reared with sterile Cobalt irradiated (intensity 25 kGy, (SAFE Company, Augy,
France)) beeswax and pollen, at 27°C. Boxes containing eggs and food are sealed, and
incubated at 25°C in humidified incubator. Verification of germ-free status were assessed
by inoculation of crushed larvae (3 larvae / batch) in 3 individual Petri dishes and
incubated at 37°C 24h. Last instar larvae (200 to 300 mg) were force-fed with a micro-
injector (Bouillaut et al,, 2005). For each biological replicate, at least 40 larvae were
infected with 10 pL solution of a B. cereus ATCC 14579 strain and Cry1(C, corresponding
to 5.106 CFUs per os ingestion/larva. Larvae are incubated at 37°C and frozen in
isopentane (Sigma-Aldrich) in a Snapfrost equipment (Excilone, France) at 3 and 16 hours
postinfection. Control larvae were force-fed with 10 pL of either Cry1C toxin (0.3 mg/ml)

or sterile PBS.
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Tissues Preparation for LCM

The cryo-section process is performed in a cryostat (FSE Shandon, ThermoFisher, France)
at-20°Cand in a RNA free environment (material treated with RNAzap and 70 % ethanol).
The frozen infected larvae are stored at -80°C until LCM is performed. For each biological
replicate and to obtain enough material for downstream analysis, the second quarter of
five larvae were cut out and 10 cross sections per quarter were collected on Arcturus PEN
membrane RNAse-free glass slides (Excilone, France). 3 to 5 sections were gathered on
each slide, and fixed immediately in 75 % cold ethanol in the cryostat before further
processing. The larval cross-sections (16 pm thick), were dehydrated and colored
following the protocol (Bevilacqua et al, 2010; Bonnet et al, 2011) : 50% ethanol 20
sesonds, homemade ethanolic solution of 1% cresyl violet 20-30 seconds, 50% ethanol
20 seconds, 75% ethanol 30 seconds, (95% ethanol 40 seconds) x2, (100% ethanol 1 min)
x2, (xylene 5 min) x2. To locate the targeted structures, sections were analyzed under the
optical microscope using the XT® Arcturus Technologies microdissection system

(Excilone, France).

Laser Capture Microdissection

The LCM process was carried out using the XT® Arcturus Technologies microdissection
system and software. Capture, was performed using Arcturus CapSure® LCM Macro Caps
(Excilone, France). Bacteria present inside the insect gut were identified using the 20X
objectives. PEN Membrane Slides allowed the use of standard IR and UV lasers. UV laser
was used to cut around the lumen, avoiding epithelial cells, and IR laser was used to
capture and stick the samples on the macro caps without contaminating the sample with
non-target-tissue. Efficiency of microdissection was evaluated by examining the after
lifting off the CapSure® macro caps. To obtain enough material for downstream analysis,
5 to 10 caps per biological replicate were stored at -80°C.

RNA extraction

For each condition (3h or 16h) and biological replicate (three biological replicates
overall), the samples sticking over the caps are gently collected using an RNase-free
device to remove the film covering the caps, and pooled in the same RNase-free tube. Total
RNA was extracted using the Picopure™ RNA Isolation kit (Excilone, France). The protocol
recommended by the manufacturer has been modified to adapt with Gram positive

bacteria characteristics. To reach an optimal total RNA extraction, the following steps
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have been performed:

i/ A volume corresponding to 50 pL of lysozyme solution (10 mM Tris-HCl pH =8 / 0.1
mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) / 1 mg lysozyme) by cap is added in each
tube and thoroughly mixed ; ii/ Addition of 0.5 pL of a 10 % Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
solution to the lysate and well mixed; iii/ Incubation 5 minutes at room temperature; iv/
Addition of 150 uL of Extraction Buffer (provided by manufacturer); v/ The lysate is
passing 5 times through a RNAse free needle and syringe; vi/ Addition of 70 % ethanol.
The protocol is ended following the manufacturer procedure. The quality and quantity of
the RNA was assessed using an Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA) with an RNA6000 Pico Lab Chip and analyzed by the RNA Integrity Number (RIN)
algorithm (Schroeder et al, 2006).

Targeted genes and Quantitative RT-PCR

For this study, we targeted genes involved in B. cereus iron homeostasis along with other
genes implicated in different bacterial processes. Reference housekeeping genes rpoB, tpi
and purH were tested for accurate normalization of data. Primers were designed using
Primer Express™ 3 software (Applied Biosystems), adapting the algorithm of primer
research for SYBR Green quantitative PCR (qPCR). Efficiency of primers were tested on a
cDNA pool obtained from B. cereus cultured in LB medium and LB with an iron chelator,
the 2,2’-Bipyridyl (DIP), with vigorous shaking (190 rpm) at 37°C and stopped at OD6oonm
= 1. Primers efficiency has been tested using standard curves with different
concentrations of B. cereus cultures cDNA and melting curve. Primers were all having 85%
at least of efficiency.

Reverse transcription (RT) to obtain cDNA was performed using the TATAA Grandscript
cDNA Synthesis Kit (TATAA Biocenter) according to the manufacturer protocol, to allow
RT of low copy number targets (Andersson et al, 2015), with a GeneAmp PCR System
2400 (PERKIN ELMER).

Before the qPCR, a pre-amplification (PreAmp) step appeared to be needed, as the amount
of bacterial mRNA was too low in the collected samples to get a correct detection during
the SYBR Green qPCR analyzes. To perform this pre-amplification, we used the TATAA
PreAmp GrandMaster® Mix (TATAA Biocenter). The first step was to prepare a primer
pool in nuclease free water (Qiagen) of primers targeting the selected genes. Accordingly

with the manufacturer recommendations, each couple of primers presents in the primers
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pool has a final concentration of 50 nM. To test the efficiency of PreAmp, we used the same
pool of B. cereus total RNA extracted. The PreAmp mix is then prepared as following for
each biological replicate: 25 pL or TATAA PreAmp GrandMaster® Mix; 20 pL of primers
pool (20 nM final); 5 pL of undiluted cDNA. The cycling protocol respects the
manufacturer recommendations with 18 cycles in a GeneAmp PCR System 2400 (PERKIN
ELMER). The PreAmp liability was tested before the targeted experiments, using 2
different concentrations of total RNA extracted from a B. cereus cells pool cultured in LB
and LB + DIP 0.2 mM. The concentrations were 50 pg and 0.05 pg of total RNA. RT and
PreAmp were performed as described above, and control (cDNA without PreAmp) was
analyzed too. The relative Ct increase after qPCR is then compared.

SYBR Green qPCR (SYBR gPCR) is performed following the instructions of TATAA
Biocenter, using the QuantStudio™ 12K Flex (Applied Biosystems by Thermo Fisher
Scientific). For each sample, 2 pL of PreAmp cDNA is loaded with 10 puL of TATAA SYBR®
GrandMaster® Mix (1X final), 1.2 pL of forward and reverse primer (300 nM each) and 2.6
uL of nuclease free water (provided with the kit). The 3 steps cycling protocol is as
following: Pre-denaturation: 95°C, 30 seconds; Cycling: 95°C, 5 seconds followed by 60°C,
30 seconds; Data collection: 70°C, 10 seconds. Data are primarily analyzed and collected
with the QuantStudio™ 12K Flex Software v1.2.2 and further analyzes have been

performed using the Thermo Fisher Connect™ cloud.
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RESULTS

Colonization of Galleria mellonella gut

Bacillus cereus colonisation of Galleria mellonella gut
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Figure 1: Colonisation of Galleria mellonella last instar larval gut by Bacillus cereus strains.
WT (B. cereus ATCC 14579) AentA (bacillibactin mutant), AfeudentA (double mutant of
bacillibactin and its siderophore binding protein). Error bars are representing standard
deviations of 4 biological trials for each strain. Different letters above histograms indicate
significative differences among strains (Student’s t-test, n = 4, p < 0.05).

An important role of the siderophore bacillibactin EntA in virulence in G. mellonella after
injection into the hemocoel has been previously reported (Segond et al, 2014).
Furthermore, the enterobactin (chiral molecule of bacillibactin) and its siderophore
binding protein (SBP) have been described as key factors for intestine colonization of
germ-free mouse by E. coli (Pi et al, 2012). We then tested the hypothesis whether both
bacillibactin and its putative SBP feuA protein of B. cereus have a role in insect gut
colonization. For this purpose, we performed an analysis in germ-free G. mellonella last
instar larvae using 3 different strains of B. cereus ATCC 14579: the parental strain (WT),
the mutant strain deprived of a chromosomal gene essential for the synthesis of
bacillibactin (4dentA) and the double mutant strain knocked out for genes encoding both
bacillibactin and the SBP FeuA (4feuA4entA).

To evaluate the number of bacteria present in the insect gut we chose two time-points: at
an early stage of infection (3 hours) and at a late stage (16 hours) post force-feeding. The

bacterial persistence inside the G. mellonella was assessed (Figure 1). The B. cereus WT
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and AentA strains have a slight but not statistically significant increase of colony forming
units (CFUs) from infection time (TO) to 3 hours post-infection, with respectively a mean
value of 3.75X10°6 to 6.51X10¢ and 1.05X10¢ to 4.22X10¢ CFUs per gram of larvae. The
number of bacteria inside the host increased at 16 hours post infection for the WT and
the dentA strains (2.7x108 CFUs and 5.32x107 CFUs respectively per gram of larva), while
the double mutant strain AfeuA4entA kept a constant number of bacteria at the three time-
points, with 2.55 x10¢, 2.57x100 and 2.33x10¢ CFUs per Gram of larva at TO, T3 and T16
hours respectively. At 16 hours post infection the amount of colonizing WT bacteria was
statistically different from the double mutant AfeuA4entA strain (Student’s t-test, n = 4, p
< 0.05, JMP software), indicating that the deletion of this iron uptake system negatively

impacts the fitness of the bacteria.

LCM of B. cereus in G. mellonella midgut for RT-qPCR analysis

To compare expression of B. cereus genes during G. mellonella midgut infection, two time
points were selected: 3h (designed as control to allow bacterial adaptation in the
intestinal environment) and 16 h post infection (bacteria are colonizing the intestinal
surface). At 16 hours bacteria were recovered in all 4 sections of the larvae, but the
majority was in the second section (midgut) (Figure 2A), which we then used for the
sampling. To perform LCM, we cut the area containing the bacteria with the UV laser and

then glued it to the bottom of the macro cap.



109

A o

\g . I i 1)
L . -y
Rectum&,

1.25mm Ventral

0.1 mrf

=

Figure 2: Light microscope observation of whole Galleria mellonella larva. (A) Sagital 20 pum thick
cryo-section of whole larvae. The red zone indicates the corresponding area on which cross-
sections (16 pm tick) were performed after dehydration and staining, before laser-capture
microdissection (B-G). Cross-sections of negative control PBS (C) and CrylC toxin (D) are
presented (lens: *10). The figure E, F and G present a cross-section before (E) and after laser-
capture microdissection (F, lens *10; G, lens *2) with UV-cutting. lum: Lumen; Hem: Hemocoel; Ct:
Cuticle; Mg: Midgut; Amg: Anterior midgut; Pmg: Posterior midgut; gEpi: gut Epithelium
(enterocytes); pm: peritrophic matrix; bac: Bacteria.

First, larvae from the negative control, force-fed with PBS buffer, were analyzed under the
microscope following cresyl violet staining (Figure 2C). The intestine and the peritrophic
matrix (in violet in the lumen) are visualised and the intestinal surface and peritrophic
matrix looked intact. Larvae treated with Cry1C only showed a modified peritrophic
matrix at 3H post ingesting (Figure 2D), suggesting that Cry1C might structurally damage
this barrier. The LCM, UV-cutting laser was used to collect B. cereus samples inside G.
mellonella lumen (Figures 2E, 2F and 2G). At 3 hours post infection, most of the bacteria
are localized in the center of the lumen while bacteria were either closer to the gut

epithelial or embedded in detached epithelial cells in the lumen 16 hours post infection.
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An example of UV dissected sections is shown on Figure 2F and Figure 2G, indicating that

a whole area inside the intestinal lumen has been removed.
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Figure 3: Light microscope observation of G. mellonella larvae infected with B. cereus 3H post
ingestion. Cross-section (16pum) with focus on the intestine (Midgut) and the bacteria after cresyl
violet staining and dehydration with ethanol and xylene. (A) lens 4 X magnification; (B) lens 10 X

magnification; (C) 20 X lens magnification and (D) 40X lens magnification. lum: intestinal lumen;
bac: bacteria; gEpi: Gut Epithelium; pm: Peritrophic matrix.

At 3 hours and 16 hours post infection, the bacteria have crossed the peritrophic matrix
probably due to the CrylC protein synergy action (Salamitou et al, 2000) also the
peritrophic matrix cannot be identified properly. The gut epithelium keeps its integrity at
3 hours pots ingestion while some enterocyte bleeding is observed at especially 16 hours
postingestion but no apparent strong damage, which could enable the bacteria to colonize
the hemocoel, is observed. Differences in bacterial shape and localization in the lumen are
observed comparing the 2 time points (Figure 3 and 4). While B. cereus is widespread in
the gut at the early stage of infection and more individualized, they tend to gather and
localize closer to the epithelium at 16 hours. These observations suggest an adaptation of
B. cereus to this environment and show that the presence of the bacteria influences the

intestinal cells by increased bleeding off.
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Figure 4: Light microscope observation of G. mellonella larvae infected with B.
cereus 16H post ingestion. Cross-section (16um) with focus on the intestine (Midgut)
and the bacteria after cresyl violet staining and dehydration with ethanol and xylene. (A)
lens 4X; (B) lens 10 X; (C) 20 X lens and (D) 40X lens. lum: intestinal lumen; bac: bacteria;
gEpi: Gut Epithelium; pm: Peritrophic matrix.

RNA extraction

After gathering the collected samples, the quantity and quality of total RNA was assessed.
We compared the bioanalyzer results of LCM total RNA to total RNA extracted from a B.
cereus planktonic culture stopped at ODsoonm = 1 Figure 5A and 5B). Low amount of total
RNA was recovered and more surprisingly, the large majority of total RNA was eukaryotic
RNA, even though the dissected areas were thoroughly designed to target bacteria and
avoid visible epithelium cells of insect’s gut. To overcome this very low input of B. cereus
total RNA and the presence of eukaryotic RNA, we decided to analyze only the target genes
in qPCR after PreAmp step. Target-specific PreAmp is usually performed by multiplex PCR
using predefined primer pool (Andersson et al, 2015). In this way, we were able to

analyze several target genes from microdissected samples. However, the main challenge
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of amplification protocol is to preserve the relative transcript levels (Bevilacqua et al,
2017). Today, several kits are commercialized with very reproducible results. In our
study, to validate PreAmp reliability, two B. cereus reference genes, rpoB and tpi, were
chosen. For both genes and for two cDNA quantities template, we gained around 11 Ct,
with respectively at 50 pg and 0.05 pg cDNA 11.18 Ct and 10.71 Ct for rpoB, and 11.72 Ct
and 11.02 Ct for tpi (Figure 6). The efficacy and reliability of this kit was therefore
established in our conditions with low-input (50 pg of cDNA) or very low-input (0.05 pg

of cDNA) from pure B. cereus cultures.
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Figure 5: Quality assessment or total RNA samples (Agilent Bioanalyzer). A: tRNA quality of
B. cereus cultures; B: tRNA quality of G. mellonella gut infected with B. cereus obtained after Laser-
Capture Microdissection at 3 hours (T3) postinfection and 16 hours (T16) post infection. 16S and
23S indicate bacterial ribosomal RNA. 18S and 28S indicate eukaryotic ribosomal RNA.
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Figure 6: Gene amplification control. The test uses two different quantities of cDNA obtained
from B. cereus in vegetative phase from LB culture. CT values from Q-PCR analyses of rpoB and tpi
amplicons are indicated. A conserved 11 CT difference is observed between amplified and non-
amplified cDNA templates.

RT-qPCR expression of iron homeostasis genes from in vivo collected bacteria

To analyze whether genes involved in B. cereus iron homeostasis play a role in this
adaptation, we targeted genes related to iron homeostasis, along with other genes that
could help to understand the environmental context and physiological stress imposed to

the bacteria at the time of dissection.

Table 1: Bacillus cereus ATCC 14579 genes targeted in the RT-qPCR classified by function

Primers (up: forward; down:
Locus tag name reverse) Function (annotated)
5'to 3'

Reference genes

BC0122 rpoB. CGGCAGCGACAGCTTGTATT DNA-directed RNA polymerase

subunit beta
GCATGTTCGCTCCCATAAGTG
BC5137 tpi GAACTGACTTACAAGTAGGTGCA topoisomerase
CAAA
TCGCCAGTGAATGCACCAT
BC0333 purH GGTAGCGCACTTGCATCTGA bifunctional

phosphoribosylaminoimidazoleca
TCCTGCTTTTGCTGCTTCTTC rboxamide formyltransferase/IMP
cyclohydrolase



Iron
homeostasis

BC1331

BC2302

BC3738

BC5106

BC4528

BC4549

BC0707

BC0616

BC1978-
BC1983

ilsA

entA

feuA

fatB

fpuA

isdC

feoB

fec

asb

Regulation of genes

expression
BC4091

BC5350

BC3826

Oxydative
stress
BC5445
BC1155

BC5044

fur

plcR

codY

sodA
catalase

dps
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TGGCCATTGGGCGAAA

CCCCGTCGCCTTTTGATAT
CGGCAAATACGCCGAGAAT

ACATCGTCGTTGCAGCCTTT

AGTGCCAGCAAAAGTAGATAAAA
TTG
TTCCAAGTACTGCCGCATCTT

GGTTTTGCTGCGCCACAT

AGTCCAACCGAAAATTTCATACA
TT
ATATGGATAAAGCATTCGCTGAT
G
CCATTGCGATGTTTTTATCTTTT
AAG
AGTGCAAACTATGACCACCACTA
CA
TCGCCACCTACAGCTTTTACATT
ACTTACCACGTGTCGCGTTTAA
TGTGCGCCGGATCGTT

GGCAAACTTGGCGATAAAGTAAA
ACGAACATCACCAGGCATGAA
ACATGCAAACGACGCAACA
GCGTACGCTCTCCAGGTATAGC

ACACCGCAACGTGAAGCA
TCTGCGCTTAAATGATCTTCTTC
AT
CGATTGAAATATCATGCCGAATT
AGGCATTCACCTCTTTGATAATA
TAGC
CGTAGTTAGCCGTCGTGGTAAA
TGCGTTCGTTTTCGATTTGTT

CTTGACGGTGAGGAACTCTCTGT
CCCTTCTTGCAAAGGCGTATC
TGGTGCGATGCAAGTGAATC
CATGACGGCTCGGTTCGTA
AGAAGGGATGGTCGAAGCAA
GCCTTTTTTCAGTTCGATTAGCA

iron regulated leucine-rich
protein

3,3-dihydro-3,3-
dihydroxybenzoate
dehydrogenase (gene from
bacillibactin operon)
bacillibactin siderophore binding
protein

petrobactin siderophore binding
protein

petrobactin siderophore binding
protein

iron transport associated protein

ferrous iron transport protein

Iron (III) dicitrate ABC
transporter

Petrobactin

ferric uptake regulation protein

transcriptionnal activator plcR

transcriptional repressor CodY

superoxide dismutase
Catalase

ferritin-like iron-binding protein
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Virulence

factors
AAGACTTTAATTACAGGGTTATT . . .

BC1809 nheB GGTTACA non hemolytic enterotoxin lytic L2
TCTGTTTGCCCCTCCTTAGC

BC3523 hiyll CTGGAAAAACCATCAAGTTACTC hemolysin Il
TCACCATTTACAAAGATACC

BC0666 inhA2 AATTATGCGGGATCAGATAATGG immune inhibitor A precursor
GATGCACCCCAACCCAGTTA

The comparison of Bacillus cereus gene expression at late stage and early stage of G.
mellonella midgut infection was then performed using this amplification (Figure 7). The
fold change of gene expression at 16 hours compared to 3 hours has been normalized
using 3 reference genes: rpoB, tpi and purH. Except for feoB and sodA, all the genes
targeted have a lower expression at 16 hours post infection compared to 3 hours post
infection. Only two genes are overexpressed at 16 hours, hlYIl and dps, with expression
ratios of 1.86 and 2.60 higher, respectively. Genes involved in iron homeostasis and
controlled or not by Fur (fur is slightly down-regulated: 0.84) are down regulated, except
feoB, which corresponds to a protein involved in the ferrous (Fe2*) iron transport, which
was slightly up (1.12). Nevertheless, this difference is not statistically different.
Interestingly, genes involved in oxidative stress have different behavior. While dps is up-
regulated by 2.60 fold, the superoxide dismutase sodA has a level of expression (0.99)
similar to the early infection stage, and finally the catalase is down-regulated (0.77). Also,
the genes encoding the virulence factors nheB (non-hemolytic enterotoxin) and inhAZ2
(metalloprotease), which are controlled by the transcriptional activator PIcR, are down-
regulated respectively 0.74 and 0.80 fold and the plcR itself by 0.65 fold, as well as the
global transcriptional regulator codY by 0.50 fold.



116

Differential gene expression at 16 hours
compared to 3 hours post infection
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Figure 7: Differential gene expression of B. cereus ATCC 14579 parental strain at late infection
stage (16 hours) compared to early stage (3 hours) in germ-free G. mellonella midgut. Data are
normalized, using, 3 reference genes (rpoB, tpi and purH). Error bars indicate the standard
deviation of 3 biological replicates.
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Discussion

The aim of this study was to perform in vivo analyzes that should provide added insight
to B. cereus host adaptation during gut infection in an insect model. We wanted to assess
by a novel and targeted approach whether genes involved in iron homeostasis were
differentially expressed as the infection progresses. Indeed, little is known about iron
status of enteropathogenic Gram-positive bacteria in the gut environment: how bacteria
adapt in the intestinal lumen and which bacterial factors are activated when the host cells
are damaged. By using LCM approach, we were able, for the first time, to target a specific
area in the midgut to study the adaptation of B. cereus during gut infection in vivo.

We choose an early step of infection (3 hours), compared to, a later stage (16 hours) post-
ingestion. The focus was principally on genes involved in iron homeostasis. Nevertheless,
other genes, known as indicators for specific bacterial metabolic activities, were also
chosen, which thereby could inform on the bacterial stress in the host environment.
Finally, we analyzed the expression of a few genes encoding virulence factors.

The use of LCM to perform this study seemed appropriate given the increased interest for
this technique to decipher host-pathogens interactions with respect to microbial aspects
(Hooper 2004; Podgorny et Lazarev 2017). Meanwhile, in those papers the targeted genes
were focusing on host responses or identification of microbiota species. To our
knowledge, none of these studies were specifically focusing on pathogen gene expression
at different time points of gut infection. Therefore our study provides evidence for an
additional use of LCM for targeted in situ genes expression of an extracellular pathogen.
Numerous kits allowing amplification of low or very-low input total RNA from small
samples or single cell sequencing methods have been used and compared recent years to
perform RNA sequencing (Shanker et al, 2015; Ziegenhain et al, 2017). The lack of poly-
A tails in prokaryotic RNAs makes impossible to use an amplification kit based on oligo-
dT priming, and therefore reduces the number of available kits for bacteria sampling.
Some Kkits proposing poly-A tailing before amplification have been used in previous
studies (Roux et al, 2014) and adaptation with a poly-A tailing kit before choosing
another amplification kit was considered, but we wanted to avoid additional step that
could bias in our analyzes. The ratio between total RNA amounts of prokaryotic cells
compared to eukaryotic cell represents an issue. Some techniques to enrich bacterial
mRNA or to perform RNA sequencing for both bacteria and host cells during infection

have been proposed in that regard (Nikhil Kumar et al, 2016; Westermann, Gorski, et
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Vogel 2012). Performing RNA sequencing as output of the LCM sampling was too
uncertain, since eukaryotic RNA was much higher compared to the prokaryotic one, with
a ratio around 1/1000 in our experiments and Bioanalyser measurements. These
observations indicate the presence of large amount of G. mellonella RNA in the lumen
outside the epithelial surface, probably caused by cell apoptosis, gut cell turnover and cell
lysis due to pore forming toxins (Fedhila et al, 2002; Tran et al, 2013). Also a better
stability or slower turnover of eukaryotic RNAm compared to that from bacteria in
general might be a reason. The RT-qPCR coupled with target-specific preamplification
used in our study is recognized as a powerful tool to analyze differences in targeted gene
expressions (Regier et Frey 2010) starting from a low amount of sample (Anderson et al,
2015), therefore the basis for our analysis should be reliable.

All the targeted genes are expressed in the insect gut at both 3 and 16 hours. Genes
involved in iron homeostasis which are controlled by Fur, the major repressor of iron
homeostasis (entA, feud, fatB, fec, feoB, IIsA, IsdC), and two Fur-independent additional
genes (fpud, asb) were all down regulated at the later stage of intestinal infection (t16),
except feoB. It has been previously shown that in vitro, Fur-controlled genes, involved in
iron uptake, are down-regulated in iron replete conditions, except the asb operon, which
encodes the siderophore petrobactin (Hayrapetyan et al, 2016). These results suggest
that at the early stage of infection, the lack of iron available inside the insect gut lead B.
cereus to express all genes related to iron uptake to scavenge iron from the host
environment until sufficient amount of iron is available in the extracellular medium,
which thereby assures enough Fe2+ in the bacterial cytoplasm resulting in Fur repression.
The role of the siderophore Bacillibactin (encoded by an operon including entA) in
virulence in Galleria was previously shown (Segond et al, 2014), when the bacteria were
injected into the hemocoel. Here we show that bacillibactin and its substrate binding
protein (FeuA) also have a role in host adaptation in the gut environment. Indeed, the
absence of bacillibactin and FeuA reduces the capacity of bacterial growth in the larvae
(about 2 log of difference between parental strain and the double mutant at 16 hours post
infection). A Similar role of siderophores in a gut environment was shown for E. coli
strains knocked-out for enterobactin (a catecholate siderophore, like bacillibactin) and
the ferric catecholate transporters in germ-free mouse intestinal tract (Pi et al, 2012). By
contrast, other studies targeting different genes involved in metal ion uptake for other

E.coli strains did not show a significant difference (Kupz et al, 2013). In late infection



119

stage, the upregulation of feoB appears not significatively different, even though two out
of three biological replicates had positive fold change (1.4 and 1.2 versus 0.7 for the third
one). The membrane protein FeoB was identified as a G protein with GTPase activity
(Marlovits et al, 2002), allowing import of ferrous iron in bacteria (Hyunkeun Kim, Lee,
et Shin 2012). These results suggest that B. cereus can use this system in iron uptake
supposing an environment rich in ferrous iron and therefore reduce the need to
synthetize all the other iron uptake systems involving direct acquisition systems
(peptidoglycan linked surface proteins like IsdC, or IIsA) or indirect acquisition systems
(using different components like siderophores and their transporters. It was previously
reported that IlsA was strongly expressed in the hemocoel of G. mellonella by the use of
plasmid born transcriptional promoter and fluorescence (GFP) or 3-galactosidase (lacZ)
reporter gene fusions or during IVET promoter activation (Daou et al, 2009; Sinda Fedhila
et al, 2006). Here we show that IlIsA is indeed expressed in the larval gut while gut
expression was not observed with GFP fusions in the previous work, indicating that the
RT-qPCR is more sensitive and that stronger transcription is needed to produce enough
GFP to be visualized.

To prevent damages caused by reactive oxygen species (ROS) released in the
environment, bacteria have to use strategies for notably DNA repair, lipid membranes or
proteins (Ezraty et al, 2017). The bacterioferritin Dps is involved in iron storage and
protect bacteria from oxidative stress in vivo (Z. Wang, Gerstein, et Snyder 2009). In our
conditions, this gene harbors the largest positive differential expression at the late stage
of infection. This result suggests that inside the gut, the oxidative stress is increasing,
probably due to host cell degradation and hence release in the environment of molecules
as ferrous iron, which reacts with oxygen to produce reactive oxygen species (ROS) by
Fenton reaction. Two other genes were targeted as indicators for the oxidative stress
inside G. mellonella gut during infection: the superoxide dismutase sodA and a catalase
gene. It is known that these factors are protecting bacteria from ROS, especially
superoxide radicals and H202 (Valko, Morris, et Cronin 2005), and could be up or
downregulated in Gram-positive bacteria. Depending of the metal released in the
environment, one can be upregulated while the other one may be downregulated (Behera,
Dandapat, et Rath 2014). Here, while catalase is downregulated, sodA seems to have a

minor variation among replicates (1.1, 1.3 and 0.5). Overall, sensors tend to indicate that
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B. cereus has to face a higher level of oxidative stress inside the G. mellonella gut 16 hours
post infection.

In vivo assays in G. mellonella following injection of B. thuringiensis into the hemolymph
were previously performed to study the level of expression of the hemolysin II (hlyll) and
its importance in virulence (Tran et al, 2013; Cadot et al,, 2010). To our knowledge, hlyll
expression has not been tested during oral infection in G. mellonella. In our study, hlyll is
overexpressed in late infection stage compared to the beginning of infection. This gene is
under control of its own regulator HlylIR and Fur (D. R. Harvie 2005; Sineva et al, 2012).
HIyll expression is induced in the hemocoel with low iron and glucose availability (Tran
et al, 2013; Elisabeth Guillemet et al, 2013) allowing the bacteria to access to nutrients
and promoting growth by degrading host macrophages and erythrocytes (Tran et
Ramarao 2013). Even though fur is slightly downregulated after 16 hours of infection, as
well as the other targeted genes involved in iron homeostasis, the bacteria are still
expressing hemolysin II (hlyll) when they are close to the epithelium cells. The resulting
enterocyte cell lysis may then provide nutrients for the bacteria. The pore-forming
activity of Hlyll on Galleria gut cells remains to be studied, but one might speculate that
increased expression of hlyll resulting in gut cells damage and release of iron in the
ferrous form could explain why feoB is more expressed. The Feo systems are widespread
in many bacterial species and have essentially been studied in Gram negative bacteria
(Lau et al, 2015). Our results might indicate that FeoB has an important role during B.
cereus host cell interaction. It was reported that the metalloprotease InhA2 has a role in
B. thuringiensis virulence following oral infection, probably to help to cross the gut barrier
(S. Fedhila et al, 2003). Our results show that inhAZ2 is lower expressed at late infection
stage compared to early infection stage (fold change: 0.8). These results, as well as the
observation of corresponding pictures (Figures 3 and 4), indicate that the epithelium
degradation probably started very early during infection. The need for high amount of
metalloproteases like InhA2 or NheB enterotoxin may be reduced in the later infection
stage. Therefore, the corresponding virulence factors genes, nheB and inhAZ2, are less
expressed. Interestingly, the gene encoding their transcriptional activator plcr , the
pleiotropic (PapR-PIcR) quorum system (QS) is also downregulated at 16 hours post
infection. PIcR is known to be a sensor for several environmental factors, expressed at the
early stationary phase (Gohar et al, 2008). All the three genes are still expressed at 16

hours and the dissected bacteria were in high density at both time points, which should
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be optimal for QS activation (Leyla Slamti et al, 2014). An explanation for reduced
expression at 16 hours may be linked to the fact that there are nutrients available and the
bacteria may revert to multiplication and leave the stationary phase. This agrees with the
increased colony forming units recorded at 16 hours compared to 3 hours and indicates
that the bacteria during host infection may transit from one state to the other. It makes
sense here to have an insight of its expression during G. mellonella gut infection, since PIcR
regulon is very important for full virulence of B.thuringiensis and B. cereus, following oral
infection in G. mellonella (Salamitou et al, 2000).

In conclusion, in this study we were able to use a model giving a good insight to B. cereus
in vivo and in situ adaptation during gut infection of a simple eukaryotic insect model. We
showed that this challenging LCM approach is feasible to investigate bacterial gene
expression in situ, even with a low amount of collected bacterial total RNA. Genes involved
in iron homeostasis could play a key role for bacterial colonization and development
inside the gut since these genes are expressed. Meanwhile gene expression does not
always result in production of a functional protein and the relative roles of the encoded
factors remain to be studied. Some insights of oxidative stress induced by secreted
virulence factors resulting in the release of metal ions, especially ferrous iron in the
environment, are suggested too. Furthermore, this study is opening perspectives for
larger transcriptome analyzes. Indeed, we focused on the bacteria only but host cell
responses would be also interesting to follow in order to get a real pathogen-host
crosstalk analysis. This would be possible when a G. mellonella annotated genome gets
available. G. mellonella is largely used as an alternative simple model for host pathogen
analysis for several human pathogens at the innate cellular and humoral defense level (C.
J.-Y. Tsai, Loh, et Proft 2016). We show here it is also useful for in depth B. cereus-gut
colonization studies. Whether this can be extended to other pathogens or gut commensals
as well needs further investigations. Moreover, the possibility to use germ-free G.
mellonella larvae makes this infection model even more attractive. Meanwhile, whether
the observations here performed in Galleria are reliable in a mammal model for B. cereus
intestinal infection also needs more studies.
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4. Résultats complémentaires

Tests de cytotoxicité de B. cereus sur des hémocytes de G. mellonella

Ala suite des tests de virulence par injection intra-hémoccelique, nous avons pu observer
un phénotype inattendu de la souche double mutante AfeuAdentA. En effet, cette souche
présente un phénotype de virulence in vivo comparable a celui de la souche Wild-type.
Une des hypotheses proposées est que la souche AfeuAdentA, privée du complexe BB-
FeuA, et faisant par conséquent face a un stress important lié au manque de fer, va
sécréter dans le milieu extérieur des facteurs de virulence tels que I'hémolysine II (HlyII),
de facon a lyser les cellules environnantes et en extraire le fer qu’elles contiennent. Pour
vérifier cette hypothése, des tests in vitro de cytotoxicité ont été conduits sur des
hémocytes de G. mellonella, en mettant ces cellules en contact avec des surnageants de
culture des souches B. cereus ATCC 14579 Wild-type, Afeud, AentA et AfeuAAentA.

Préparation des cultures et surnageants : Les cultures ont été effectuées en milieu riche

(LB) ou modérément chélaté en fer (LB + DIP 0.2 mM) en microplaques. Apres 3h
(correspondant au début de la phase exponentielle de croissance), les cultures sont
collectées (1,2 mL par souche et par condition) puis centrifugées. Les surnageants sont
ensuite récupérés puis filtrés (membrane Millex-GV 0.22 pm) et les culots sont conservés
a -80°C pour de futures analyses en RT-qPCR.

Préparation des hémocytes: Les hémocytes proviennent d’hémolymphe issues de

chenilles correspondant au dernier stade larvaire de G. mellonella. Les larves sont
nettoyées 15 s dans de l'eau stérile puis 5 s dans de I’éthanol 70%, avant d’étre séchées
sur du papier filtre stérile et disposées dans des boites de Petri stériles. La cuticule est
ensuite ponctionnée au niveau de la troisieme fausse patte a I'aide d’une aiguille stérile.
Les gouttes d’hémolymphe sont récupérées directement dans un tampon anti-coagulant
(AB) (van Sambeek et Wiesner 1999) avec une proportion de 1:4 v/v. Puis, 500 pl de ce
meélange est centrifugé (3000 g) a température ambiante pendant 5 min, et le culot
d’hémocytes est resuspendu dans 1 mL d’'un mélange 1:1 v/v de tampon AB et de milieu
insecte Grace (Sigma Aldrich G8142). La suspension de cellules est conservée sur glace
avant d’étre utilisée dans I'heure suivant l'extraction. La viabilité des hémocytes est
vérifiée en utilisant une coloration au bleu Trypan (la coloration bleue du cytoplasme
indique des cellules possédant une membrane lésée, donc abimées ou mortes), et leur

concentration est évaluée a I'aide de cellules de comptages Kova slides (Kova Intl.com
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Garden Grove, CA, USA). La concentration finale d’hémocytes est de 5 x10¢ hémocytes /

mL environ.

Test de cytotoxcité : Les surnageants sont dilués dans du milieu Grace pour une

proportion 1:5 v/v (pour un volume total de 50 pL), puis mélangés avec 50 uL (environ
2,5.105 cellules) de la solution d’hémocytes (dilution 1/10¢me final). Les 100 pL de solution
sont ensuite incubés 20 min a température ambiante (environ 20°C), et deux répétitions
techniques sont préparées par condition. Les tubes sont ensuite centrifugés 1 min a 3,4
rpm, puis lavés avec 50 pL de milieu Grace. L’opération est répétée deux fois, puis le culot
est repris dans 50 pL de milieu Grace. 20 pL de cellules sont ensuite mélangées avec 20
uL de bleu Trypan (0,4%), puis comptées et observées au microscope optique a 'aide de

Kova slides.
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Figure 29: Tests de cytotoxicité de différentes souches de B. cereus sur hémocytes
de G. mellonella. Les tests sont pratiqués a I'aide de surnageants apres 3h de cultures
(début de phase exponentielle de culture) en milieu riche (LB) ou chélaté en fer (LB + DIP
0.2 mM). Les résultats sont exprimés en pourcentage de cytotoxicité en comparaison avec
la souche sauvage de référence (WT) et sont normalisées par rapport a leur densité
optique a 600 nm. Les barres d’erreurs représentent I'écart-type de 3 répétitions
biologiques pour chaque souche.

Les résultats (Figure 29) ne montrent pas de cytotoxicité statistiquement différente entre
les différentes souches et les différentes conditions, en particulier pour le double mutant
AfeuAdentA. 11 est a noté que les résultats obtenus pour le mutant BB (4entA) ne
correspondent qu’a deux répétitions biologiques. Il a été observé durant ces tests une

variabilité entre les répétitions, qu’il s’agisse du nombre d’hémocytes obtenus ou encore
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dans le comptage précis des cellules. Une analyse en RT-qPCR des culots bactériens
conservés a -80°C de I'expression du géne codant pour '’hémolysine II (hlyll) ainsi que
d’autres potentiels facteurs de virulence éventuellement sécrétés permettra d’obtenir un
résultat probablement plus précis. Notre approche in vitro n’a pas permis de déterminer
si l'effet in vivo pouvait s’expliquer par un facteur secrété. Par conséquent, Il serait
important d’évaluer I'expression de genes autre qu’ilsA impliqués dans 'acquisition du fer
chez le double mutants AfeuAdentA. De plus, les phénotypes de virulence semblant clair
in vivo par injection intra-hémoccelique, il serait intéressant de répéter cette analyse en

RT-qPCR apres extraction d’ARN total de B. cereus in vivo 3h apres injection hémoccelique.

Régulation de l'expression d’ilsA chez B. cereus: roles des régulateurs de
transcription Fur et CodY

Comme il a été décrit dans I'introduction de ma thése, ’homéostasie du fer chez B. cereus
est controlée par le régulateur Fur (Fillat, 2014). Au sein de notre laboratoire, des
résultats préliminaires semblent indiquer que CodY, un régulateur clef de la phase
stationnaire de croissance, et présent chez les bactéries Gram-positives a faible
pourcentage en bases G et C, pourrait avoir une implication dans I'homéostasie du fer.
Chez B. anthracis, I'implication de CodY dans l'acquisition du fer de I'heme a été mis en
évidence. De plus, il apparait que CodY ne régule pas directement Fur, suggérant que la
plupart des systemes d’acquisition du fer chez B. anthracis sont régulés de facon
indépendantes mais cependant de fagon concomitantes par Fur et CodY (Chateau et al,
2011). CodY est un régulateur pléiotrope impliqué dans la modulation de I'expression de
genes impliqués dans le métabolisme, la différenciation cellulaire ou encore la virulence
en réponse a I'état nutritionnel de la cellule (Lindback et al, 2012; Frenzel et al, 2012;
Leyla Slamti et al, 2014). Chez B. subtilis, il a été démontré que CodY est possede une
sérine en position 215 (S215) capable d’étre phosphorylée par des sérine/thréonine
kinases de type Hanks (STKs), lui conférant sa capacité de liaison a I'ADN (Joseph,
Ratnayake-Lecamwasam, et Sonenshein 2005). La phosphorylation opérée par les STKs
sur leurs protéines cibles joue un roéle clef dans la régulation du cycle cellulaire et de
nombreux processus lié a I’ADN (Garcia-Garcia et al, 2016). Pour étudier I'impact de la
phosphorylation de CodY sur les fonctions clefs qu’elle régule, des souches mutantes de

B. cereus ATCC 14579 ont été
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construites, pour lesquelles l'allele codY Wild-type a été remplacé par codY-S215A et
codY-S215D, codant pour une protéine CodY respectivement phospho-ablative (non
phosphorylable) et phospho-mimétique (mimant la phosphorylation) (Kortebi et al,,
submitted). Il apparait dans cette étude que la souche phospho-mimétique (S215D)
présente une abolition de nombreuses fonctions clefs telles que la mobilité, la formation
de biofilm, la cytotoxicité ou encore la virulence. Les phénotypes observés suggerent que
CodY possede un réle essentiel dans I'adaptation de la bactérie en réponse a diverses
conditions environnementales. Au regard de ces données, nous avons cherché a
déterminer si la phosphorylation de CodY jouait un role dans l'expression de génes
impliqués dans I'homéostasie du fer chez B. cereus dans un mileu appauvri en fer. Nous
avons focalisé notre étude sur 'expression d’ils4, que nous savons contrélé en amont par
Fur. Les souches B. cereus ATCC 14579 WT, AcodY, S215A et S215D (les trois dernieres
fournies par le Dr. Sandrine Poncet, a I'origine de leur construction et de I'étude Kortebi
et al.) ont été transformées avec le plasmide pHT315 portant la fusion transcriptionnelle
pilsA-gfp. Les cultures sont effetcuées en microplaques, avec agitation, a I'aide d'un lecteur
TECAN Infinite F200Pro (TECAN Group) en milieu riche (LB), en milieu chélaté en fer (LB
+ DIP 0.2 mM) et en milieu chélaté en fer supplémenté en fer inorganique (LB + DIP 0.2
mM + FeSO4 0.2 mM). La fluorescence est calculée en utilisant la formule (GFP() — GFP(t
1)) / (DO - DO(t-1)) pour laquelle t correspond au temps de mesure, t-1 le temps de
mesure précédent, DO la desnité optique a 600 nm et GFP la valeur de fluorescence
obtenue a chaque temps donné (exprimé en unite de fluorescence relative, RUF). Les

résultats préliminaires obtenus sont présentés dans les figures 30 a 32.
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Figure 30: Effet de la phosphorylation de CodY sur I'activité transcriptionelle de ilsA
chez B. cereus ATCC 14579. Le profil d’expression est analyse a 'aide d’une fusion
transcriptionnelle pilsA-gfp plasmidique dans la souche sauvage de reference (WT),
AcodY, S215A (souche AcodY phospho-ablative) et S215D (souche AcodY phospho-
mimétique). L'analyse est effectuée en microplaque (n = 3) et dans 3 conditions de
culture: milieu riche (LB), milieu chélaté en fer (LB + DIP 0.2 mM) et milieu chélaté en fer
et supplémenté en fer inorganique (LB + DIP 0.2 mM + FeSO4 0.2 mM). Les valeurs sont
exprimées en unité de fluorescence arbitraire (RUF) et normalisée avec la densité optique
a chaque point de mesure.
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Figure 31: Croissance de B. cereus ATCC 14579 en milieu chélaté en fer (LB + DIP 0.2
mM). Les courbes sont la représentation de 3 répétitions biologiques indépendantes.

En milieu riche ou en milieu chélaté en fer et supplémenté en fer inorganique, on ne décele
pas de fluorescence pour 'ensemble des souches étudiées (Figure 30). Ces résultats sont
attendus, indiquant qu’ilsA ne se trouve pas exprimé en présence de fer suffisamment
abondant dans le milieu, son expression étant dans ces conditions réprimée par Fur. La
présence ou I'absence de CodY n’influe pas le niveau d’expression d’ilsA. En milieu chélaté
en fer (LB + DIP 0.2 mM) on observe que dans le fond génétique de la souche sauvage,
I'expression d’ilsA s’initie au tout début de la phase exponentielle de croissance (apres 2h
de culture) (Figures 30 et 31). De facon superposable, il est observé le méme phénomene
avec la souche phospho-ablative S215A. A contrario, on observe chez les souches
mutantes AcodY et S215D (phospho-mimétique) que l'expression d’ilsA ne débute
qu’apres environ 5h de culture (Figure 30), ce qui correspond pour l'ensemble des
souches a l'entrée en phase stationnaire durant laquelle CodY régule de nombreux
processus chez les Firmicutes. Les résultats indiquent que CodY permet l'initiation de la
transcription d’ilsA dés '’entrée en phase exponentielle de croissance dans nos conditions
de cultures. La protéine CodY S215A possede une alanine (groupement CH3) en position
215 au lieu d’une sérine (groupement OH) et n’est par conséquent pas phosphorylable

par les STKs (Kortebi et al.,, submitted). CodY S215D mime de son c6té la phosphorylation
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de CodY sur son résidu 215 grace a la charge négative apportée par 'acide aspartique et
son groupement COO-. L’ADN étant chargé négativement, la phosphorylation de CodY
empéche sa fixation sur I’ADN, au niveau de séquences promotrices situées en amont des
genes que CodY régule et nommées « boites CodY ». La sérine 215 se situe au niveau de la
zone de contact de ’ADN au sein d’'un domaine HTH (hélice-tour-hélice) tres conservé au
sein de Firmicutes (Joseph, Ratnayake-Lecamwasam, et Sonenshein 2005). Les résultats
indiquent que la forme non phosphorylée de CodY régule positivement cette initiation de
transcription d’ilsA en phase végétative de croissance. Au regard de ces données, deux
hypothéses sont a vérifier : i/ une régulation directe par fixation sur une boite CodY de la
séquence promotrice d’ilsA; ou ii/ une régulation indirecte via 'expression de fur, le
régulateur principal de ’homéostasie du fer. Nous avons également comparé I’expression
en culture in vitro d’ilsA dans les fonds génétiques WT, AcodY et Afur en utilisant la méme
fusion transcriptionnelle pilsA-gfp que pour les analyses précédentes (Figure 32).
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Figure 32: Activité transcriptionelle du promoteur du gene ilsA chez B. cereus ATCC
14579 WT, AcodY et Afur. Le profil d’expression est analysé a l'aide d’'une fusion
transcriptionnelle pilsA-gfp plasmidique. L’analyse est effectuée en microplaque (n = 3)
en milieu chélaté en fer (LB + DIP 0.2 mM) pendant 24h. Les valeurs sont exprimées en
unité de fluorescence arbitraire (UFA).

L’expression d’ilsA chez B. cereus 14579 WT en milieu chélaté en fer augmente de fagon
exponentielle des 2h et se poursuit durant la phase stationnaire jusqu’a 24h, ou elle est
presque 10 fois supérieure apres 24h de culture (7000000 unités de fluorescence
arbitraire, UFA) par rapport au milieu LB (environ 800000 UFA). L’expression d’ilsA se
fait comme attendu de maniere constitutive chez le mutant Afur, la bactérie n’exprimant
pas le répresseur Fur, avec une allure de courbe représentative relativement comparable
entre les conditions testées. Par conséquent, on retrouve apres 24h de culture une valeur
assez comparable en milieu LB (1087632 UFA), LB + DIP (1101287 UFA) et en milieu LB

+ DIP supplémenté en ferritine, avec une valeur finale toutefois deux fois moins
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importante (454610 UFA). De fagon intéressante, on observe d’apres les résultats que la
différence d’expression d’ilsA entre un temps t et un temps t+1 en milieu LB + DIP est plus
importante pour la souche WT comparativement a Afur. Parallelement, chez le mutant
AcodY en milieu LB + DIP, la transcription d’ilsA est impactée et se rapproche durant la
phase exponentielle de croissance et le début de la phase stationnaire (jusqu'a 15h de
culture) du niveau d’expression différentielle mesuré chez le mutant Afur. L’ensemble des
résultats suggere que CodY joue un role dans la régulation de I'homéostasie du fer chez B.
cereus, en paralléle avec Fur, comme cela avait été publié précédemment chez B. anthracis
(Chateau et al., 2011). Cependant, le mécanisme de régulation reste inconnu et des
analyses complémentaires sont nécessaires pour déterminer si CodY régule directement
les génes impliqués dans I'’homéostasie du fer, ou indirectement notamment via
I'expression de Fur. Au regard de I'ensemble des résultats préliminaires obtenus, divers
tests complémentaires sont a pratiquer :

e Déterminer la présence de boites CodY en amont des genes ilsA et fur;

e Des analyses en gel retard pour déterminer I'éventuelle fixation de CodY sur les
séquences promotrices situées en amont d’ilsA et fur;

e Une quantification de l'expression de fur avec une construction en fusion
transcriptionnelle pfur-gfp ou pfur-lacZ ([3-galactosidase) dans les fonds
génétiques WT, AcodY, S215A et S215D ;

e Faire une analyse transcriptomique globale par RNA-seq ou puce ARN en milieu
chélaté (LB + DIP 0.2 mM) et milieu riche (LB) pour déterminer chez les mutants
AcodY et Afur 'expression différentielle des genes impliqués dans ’homéostasie
du fer chez B. cereus ATCC 14579 au cours des phases exponentielles et

stationnaires de croissance.

Expression in vitro de certains génes impliqués dans ’homéostasie du fer chez B.
cereus

Dans le cadre du projet concernant les analyses transcriptomiques in vivo, nous avons
également effectué une analyse in vitro en RT-qPCR sur quelques génes ciblés régulés par
Fur impliqués dans I'homéostasie du fer sur B. cereus ATCC 14579 WT. Nous avons
comparé le différentiel d’expression en milieu chélaté (LB + DIP 0.2 mM) par rapporta un
milieu riche (LB) des génes codants pour la bacillibactine (entA), la protéine spécifique de
liaison de la BB a la surface de la bactérie (feuA), la pétrobactine (PB, sidérophore produit

également par B. cereus mais non régulé par Fur) (asb), la protéine de liaison de laPB ala
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surface de la bactérie (fatB), et enfin ilsA. Les souches sont cultivées sous agitation (190
rpm) a 37°C et stoppées a DOesoo = 1, puis centrifugées afin de récupérer les culots
bactériens. Les ARN totaux sont extraits en utilisant le kit Picopure™ RNA Isolation
(Excilone, France). Le protocole recommandé par le fournisseur a été modifié pour
I'adapter aux caractéristiques des bactéries Gram-positives et léser plus efficacement la
couche épaisse de peptidoglycane et le controle de la qualité des ARN fait a I'aide d'un
bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) (cf Material and Methods
ARTICLE 2). La conversion d’ARNm en ADN¢ est effectuée en utilisant le kit Invitrogen™
SuperScript™ IV VILO™ Master Mix et I'analyse en RT-qPCR a l'aide du kit Master Mix
Applied Biosystems™ SYBR™ Green. Les analyses sont pratiquées sur un équipement
QuantStudio™ 12K Flex Software v1.2.2 et les résultats sont traités sur l'application
Thermo Fisher Connect™ cloud. Les résultats sont représentés figure 33. On observe
comme attendu une expression de I'’ensemble des genes ciblés plus importante (environ
2 a 4 fois) en milieu chélaté en fer comparativement a un milieu riche. L’expression
différentielle la plus faible correspond a asb (1.3), codant pour la PB, et dont 'expression
n’est pas soumise a la régulation de Fur et qui faisait office ici de témoin pour comparer

I'effet de cette regulation (Figure 33).
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Figure 33: Expression différentielle in vitro de genes impliqués dans ’homéostasie
du fer chez B. cereus ATCC 14579. L’analyse porte sur ’expression de genes de la souche
parentale de référence (WT) en milieu chélaté en fer (LB + DIP 0.2 mM) par rapport a un
milieu riche (LB) en phase exponentielle de croissance. Les données sont normalisées en
utilisant 3 genes de références (rpoB, tpi, purH). Les barres d’erreurs indiquent I'écart-
type entre 3 répétitions biologiques.
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Expressions de geénes de I'hdte in vivo dans le lumen (lumiere intestinale) de G.

mellonella axéniques au cours de l'infection par B. cereus ATCC 14579
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Figure 34 : Expression différentielle de genes impliqués dans la réponse de G.
mellonella a une infection par B. cereus ATCC 14579. Comparaison de I'expression a
un stade tardif d’infection (16h) par rapport a un stade précoce (3h) dans la lumiere
intestinale de larves axéniques. Les données sont normalisées en utilisant un gene de
référence (facteur d’élongation EF1). Les barres d’erreur indiquent I'écart-type de trois
répétitions biologiques.

En parallele des analyses en RT-qPCR in vivo menées sur les genes de B. cereus durant
'infection de l'intestin de G. mellonella, nous avons également pratiqué des analyses sur
quelques genes de I'hote. L'objectif était de déterminer si dans le lumen de larves de G.
mellonella axéniques, de I’ARN eucaryote était présent et si on pouvait retrouver le signal
de quelques génes pouvant étre impliqués dans la réponse immunitaire ou encore du
métabolisme du fer de G. mellonella. Pour cela nous avons sélectionné 3 genes d’intérét :
la sous-unité 32 kDa de la ferritine (B. S. Kim et al, 2002), la transferrine et la protéine
régulatrice de I'apoptose siva-like (Dubovskiy et al, 2016). Les analyses ont été réalisées
sur les ARN totaux extraits suivant la méthode décrie dans la section Material and
Methods de l'article 2, de méme que I'analyse en RT-qPCR. Les résultats (Figure 34)
indiquent la présence de I'’ensemble de ces trois ARNm dans la lumiere de l'intestin.
Cependant, la variabilité entre échantillon est élevée et peut étre la conséquence de la lyse

des entérocytes de I'hoOte, entrainant un relargage du contenu cellulaire dans le lumen. Il
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est toutefois intéressant de noter pour B. cereus la disponibilité en sources de fer
accessible au cours de l'infection au regard de la présence a la fois de ferritine et de
transferrine dans le milieu. De plus, il est également possible que G. mellonella, en réponse
al'infection, exprime plus abondamment des génes impliqués dans le stockage du fer afin
de limiter pour le pathogéne l'acces au fer libre et se protéger d'un état de stress oxydatif
lié a la présence de fer libre dans l'intestin (D. Wang et al,, 2009 ; B. Y. Kim et al, 2009 ;
Otho et al, 2016). Pour vérifier cette hypothese, des analyses sur les entérocytes de G.
mellonella au cours de 'infection en comparaison avec des entérocytes issues de chenilles
non infectées par B. cereus ATCC 14579 permettraient de déterminer I'importance de ces

genes dans la réponse immunitaire.

Expression d’ilsA dans I'intestin de G. mellonella au cours de l'infection par Digital
PCR (ddPCR)

Au regard de la faible quantité d’ARN total de B. cereus obtenu apres LCM, nous avons
adapté le protocole de RT-qPCR en pratiquant une préamplification du pool d’ADNc
obtenu apres reverse-transcription grace au kit TATAA PreAmp GrandMaster® Mix
(TATAA Biocenter). De nombreux controles ont été mis en place pour tester sa fiabilité et
verifier la robustesse des données obtenues en sortie (cf résultats article 2). Dans cette
optique, nous avons décidé également de contrdler la présence d’ARNm dans les
échantillons bruts d’ARN total apres LCM. Pour cela, nous avons dosé a I'aide d'une Digital
PCR (ddPCR) la concentration en ARNm correspondant a ilsA. La ddPCR (ou PCR
numérique) est une méthode de détection et d’évaluation quantitative d’acide nucléique
en temps réel (Kuypers et Jerome, 2017). La ddPCR fractionne un échantillon d’ADN ou
d’ADNc en de multiples réactions de PCR paralleles en micro-gouttelettes pouvant
contenir la molécule cible (positive), d’autres pas (négative). Une seule molécule peut étre
amplifiée un million de fois ou plus. Dans notre cas de figure, nous avons utilisé un
appareil QX200™ Droplet Digital™ PCR Systems (BioRad) pour la lecture et un kit QX200™
ddPCR™ Evagreen Supermix (BioRad) pour permettre la génération des gouttelettes
d’huile. Aucun signal ne s’accumule si aucune séquence cible n’est présente. Suite a une
analyse de la PCR, la fraction de réactions négatives (gouttelttes ne contenant pas d’ARNm
ilsA) permet de générer un comptage absolu du nombre de molécules cibles (gouttelttes
contenant de I'’ARNn ilsA) au sein de I’échantillon, sans avoir recours a des étalons ou a

des controles endogénes. 2 uL. de chaque échantillon (3 répétitions biologiques a 3h et
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16h post-infection) ont été analysés, la température d’hybridation pour les cycles de PCR
était de 58°C, et le protocole a suivi les recommandations du fournisseur pour le reste des
manipulations. Le controle positif choisi provient d'un pool d’ARN total issu des tests en
RT-qPCR in vitro détaillés précédemment dans la section résultas complémentaires, et le
contrdle négatif remplacait ’ARN par de I'eau Nuclease-free. Les résultats montrent une
expression d’ilsA dans 'ensemble des échantillons a 3h et 16h post-infection (Figure 35).
La ddPCR permet d’obtenir la concentration en nombre de copies par microlitre, et
montre ici qu’ilsA tend a s’exprimer environ 3 fois plus a T3 (16.6 copies / uL) qu’'a T16
(5.4 copies / pL). Cependant, il existe une variabilité entre répétition biologique qui ne
permet pas ici de dégager une différence statistique entre les deux temps d’infection. Ces
résultats permettent néanmoins de mettre en évidence pour la premiére fois in vivo

I'expression d’ilsA dans l'intestin de I'hote par B. cereus au cours de I'infection.
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Figure 35: Analyse par ddPCR de I'expression d’ilsA au cours de I'infection par B.
cereus de l'intestin de G. mellonella. A gauche : Graphe typique obtenu aprés ddPCR
indiquant en ordonnées la fluorescence mesurée (amplitude) et en abscisse le nombre de
gouttelettes comptées (nombre d’évenements). Les points noirs indiquent les goutelettes
négatives et les points bleus situés au-dessus les gouttelettes positives. T+ : Témoin
positif; T-: eau; 1,3 et 5: échantillons a T3; 2,4 et 6: échantillons a T16. A droite :
Moyenne des concentrations a T3 et a T16 calculées par le logiciel de I'appareil QX200™
Droplet Digital™ PCR Systems (BioRad). Les barres d’erreurs correspondent a I'écart-type
entre les répétitions biologiques (n = 3).
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5. Discussion et Perspectives

La bacillibactine et FeuA, un role central chez B. cereus

Le fer est un élément essentiel et vital de par son utilité dans de tres nombreux processus
biologiques fondamentaux pour la quasi-totalité des organismes vivants, des
microrganismes aux plantes en passant par les mammiféres et 'Homme. Nous avons pu
apercevoir dans l'introduction de ma these la complexité de la régulation de I'ensemble
des genes et protéines impliqués dans de I'homéostasie du fer. Qu'il s’agisse de 'h6te ou
du pathogéne, le processus évolutif ayant conduit au développement des diverses
stratégies d’acquisition constitue un sujet d’étude particulierement intéressant et
passionnant. Chez les microorganismes, la synthese, des protéines et molécules
permettant l'acquisition et la réimportation du fer ont été largement étudiées, révélant
des spécificités chez les bactéries selon qu’elles soient Gram-négatives ou Gram-positives
notamment. Concernant le groupe B. cereus, notre laboratoire a contribué depuis de
nombreuses années a 'enrichissement de la connaissance fondamentale, en se focalisant
en particulier sur deux des especes principales de ce groupe, B. cereus sensu stricto et B.
thurigiensis. Une des études s’est concentrée en particulier sur 'importance des différents
sidérophores produits par B. cereus, que sont la bacillibactine et la pétrobactine.
Cependant, I'étude des systemes de réimportation dans la cellule par les protéines de
transport des sidérophores, et leur impact quant a leur réle au cours de l'infection de

I'intestin de I’hote restaient a déterminer.

Le couple FeuA-BB, élément clef dans I'acquisition du fer de diverses sources in
vitro

L’un des objectifs de ma thése cherchait a élucider le réle du complexe FeuA-BB dans sa
capacité d’utiliser le fer de diverses sources de I'h6te et d'étudier l'importance de ce
complexe lors de l'infection d'un modele alternatif, le stade larvaire de G. mellonella.
L'acquisition du fer extracellulaire par les sidérophores et leur réimportation ont été
étudiées chez les bactéries Gram-positives, d'abord chez Bacillus subtilis (Marcus Miethke
et al, 2006 ; Abergel et al, 2009 ; Peuckert et al, 2011). Au sein du groupe B. cereus,
l'identification des récepteurs des sidérophores impliqués dans la réimportation du
complexe fer / sidérophore a également été réalisée (Zawadzka et al, 2009 ; Hotta et al,

2010). Nos résultats confirment que la protéine de surface, FeuA, permettant la liaison du
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sidérophore, joue également un réle essentiel pour la souche B. cereus ATCC 14579 dans
I'interaction avec la bacillibactine pour I'import du fer issu de diverses sources,
notamment la ferritine, 'héme arginate (préférée a I'hémine pour ses propriétés de
conservation et d’altération moindre du milieu en termes de pH) et 'hémoglobine. Les
analyses colorimétriques par le test d’Arnow et sur boites CAS ont montré qu’en I'absence
de FeuA, les sidérophores produits par la bactérie, et en particulier la BB, s’accumulaient
dans le milieu extérieur, tandis que dans la souche complémentée sur plasmide par feu4,
il y a restauration du phénotype sauvage.

Il avait été démontré précédemment que la ferritine de rate de cheval (Horse spleen
Ferritin) peut étre utilisée comme source de fer pour la croissance de B. cereus et que la
protéine de surface IlsA, régulée par Fur, est importante pour la liaison de diverses
sources de ferritine de mammiferes. De plus, il a été révélé que IlsA, en présence
d'entérobactine (sidérophore produit par les bactéries Gram-négative, molécule chirale
de la bacillibactine), facilitait la libération du fer contenu dans la ferritine humaine
(Segond et al, 2014). Plus récemment, des études ont également été menées afin d’évaluer
'aptitude de différentes souches de B. cereus a se développer in vitro dans différents
milieux chélatés en fer, et supplémentés avec de I'hémine, de 1'hémoglobine, de la
ferritine, de la lactoferrine, de la transferrine ou encore du fer inorganique (Hayrapetyan
et al, 2016). Cette étude souligne les capacités variables de diverses souches de B. cereus
a utiliser ces différentes sources de fer, ce qui pose la question de l'influence de
’écosysteme particulier dans lequel chacune d’entre elles a été isolée, et par conséquent
I'influence de cet écosysteme sur le niveau d’expression des différents genes liés a
I’homéostasie du fer.

Dans notre cas de figure, nous avons choisi une souche de référence et choisi les

conditions expérimenales en incluant également diverses sources de fer.

Ferritine (Horse spleen Ferritin) comme source de fer

Chez B. cereus ATCC 14579, I'absence de BB (4entA) ne permet pas l'acquisition du fer de
la ferritine dans nos conditions in vitro. L'ajout de BB dans un milieu appauvri en fer
supplémenté en ferritine permet la complémentation fonctionnelle de la souche dentA,
conformément a celle précédemment rapportée pour l'entérobactine de E. coli (Segond et
al, 2014). Ces résultats mettent en évidence le role de la BB chez B. cereus dans

'acquisition du fer de la ferritine, et 'homologie fonctionnelle de ces deux sidérophores.
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Bien que FeuA ait été déterminée comme étant la protéine de surface liant spécifiquement
la BB (Zawadzka et al, 2009), son implication unique dans la réimportation du complexe
BB-Fe3+ dans la bactérie n'a pas été testée. Il apparait dans les résultats obtenus qu'en
I'absence de FeuA, un retard de croissance est observé concernant l'acquisition du fer de
la ferritine au cours des 18 premieres heures de culture. L'entrée de phase exponentielle
tardive de la souche mutante AfeuA peut étre expliquée par le relargage de fer apres
plusieurs heures par la dégradation de I'agent chélateur, le DIP, dans le milieu ou par la
lyse de certaines bactéries. Cette hypothese est confirmée par le phénotype de croissance
de la souche AfeuAdentA. En présence de ferritine et d'absence de BB, la courbe de
croissance est similaire a celle de la souche mutante. Dans un milieu chélaté additionné
de ferritine et de BB, la courbe de croissance est presque similaire a celle de la souche
AfeuA. Ces résultats confirment le role clé de FeuA dans 1'acquisition du fer de la ferritine
chezles vertébrés dans les conditions in vitro testées. Ces résultats peuvent étre comparés
avec des phénotypes observés dans des études précédentes menées chez l'organisme
considéré comme modele chez les bacilles, B. subtilis. En effet, la suppression de
l'intégralité du locus orthologue feuABC chez B. subtilis met en évidence une expression
de ce systeme d'absorption dépendant du xylose, tandis que la croissance de B. subtilis
double mutant pour feuABCD et le locus dhbC de BB en milieu minimal semblent étre
fortement impacté lorsque le transporteur FeuABC est absent, et cela méme avec une
supplémentation en BB (Peuckert et al, 2011). Ces résultats mettent en corrélation
I'importance de la protéine de surface FeuA dans I’absorption des différentes sources de
fer, bien que les systémes de sauvegarde de B. cereus semblent contribuer au maintien de
la croissance.

Cependant, la bactérie B. cereus produit également d’autres protéines membranaires et
SBP capables de fixer des sidérophores produits par d’autres bactéries Gram-positives ou
Gram-négatives, ce qui lui conféere un avantage en cas de concurrence pour 'acquisition
du fer avec d’autres microorganismes (Hotta et al, 2010 ; Fukushima et al, 2012 ; Sheldon,
Laakso, et Heinrichs, 2016). Par conséquent, B. cereus produit FeuA, qui est la SBP
spécifique de BB (Zawadzka et al, 2009), mais synthétise également d'autres
transporteurs de type ABC capables de se lier a des molécules de citrate ferrique
(Fukushima et al,, 2012 ; Fukushima et al, 2013b) mentionnés dans certaines études sous
le nom de protéines "de type feuA" (Hayrapetyan et al, 2016). Une compensation peut

survenir, soit avec un autre systeme d'acquisition permettant l'importation de fer
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inorganique a l'intérieur de la cellule (Lau, Krewulak, et Vogel, 2016 ; Marcus Miethke et
al, 2013), soit avec une réimportation partielle de BB (avec du fer) via ces transporteurs,
ce qui pourrait expliquer la tendance observée in vitro dans un milieu chélaté de fer
additionné de ferritine, avec une phase de latence plus courte de la souche AfeuA par

rapport aux taches 4dentA et AfeuAdentA.

Hémoprotéines (Héme arginate et hémoglobine) comme sources de fer

Nos résultats indiquent qu’en présence d’heme arginate ou d’hémoglobine, le couple
FeuA-BB participe également a I'acquisition du fer contenu dans ces molécules. En effet,
'absence de BB (4dentA) ou de FeuA (4feuA), la croissance de B. cereus est impactée, qu'’il
s’agisse du départ de la croissance (phase de latence augmentée) ou de la DO finale qui
est abaissée comparativement a la souche sauvage de référence. De plus, il apparait de
nouveau que I'absence de BB porte un préjudice plus important que celle de FeuA pour B.
cereus, et nous conforte dans l'idée suggérée précédemment de la présence de systémes
de compensation (« feuA-like ») permettant le reimport partiel du couple BB-Fe3* dans le
cytoplasme de la cellule (Hotta et al, 2010 ; Hayrapetyan et al, 2016).

Chez B. cereus, 'acquisition du fer de I'héme et de 'hémoglobine a surtout été décrit a
travers le role du systeme IsD, tres répandu au sein des bactéries Gram-positives telles
que S. aureus, L. monocytogenes, B. anthracis et B. cereus (Sheldon, Laakso, et Heinrichs,
2016). Au laboratoire, ce systeme a fait 'objet d’étude, et a permi notamment de mettre
en evidence l'interaction entre les IlsA et Isd par leur domaines NEAT (domaine
protéiques permettant la liaison de ’'heme) pour permettre le transfert depuis IIsA
d’héme au systeme IsD (Abi-Khalil et al,, 2015 ; Daou et al, 2009). Au final, en plus de son
importance dans la mobilisation du fer de la ferritine (Segond et al, 2014), lIsA pourrait
également participer au relargage d'une partie du fer des hémoprotéines dans le milieu
extérieur, conférant au couple FeuA-BB une importance essentielle dans le
développement et la croissance de B. cereus ATCC 14579, et ce malgré la présence d’autres
systemes impliqués dans 'acquisition du fer. Cette hypothese semble corroborée par les
résultats obtenus précédemment, indiquant notamment chez B. anthracis que I'absence
d’IsdC n’altere par la mobilisation du fer de I'héme et de I'hémoglobine (A. W. Maresso,
Chapa, et Schneewind, 2006 ; Balderas et al, 2012), tandis que la triple délétion des génes

isdc, isdX1 et isdX2 ne diminuent pas la virulence de la bactérie (Gat et al,, 2008).
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Les tests de croissance ont été effectués en microplaques avec agitation de fagon a
permettre une oxygénation au moins partielle du milieu de culture dans les puits. L’état
d’oxydation du fer (Fe3* en milieu oxygéné, Fe2* en condition anaérobie) va
potentiellement favoriser le type de systeme d’acquisition utilisé par les bactéries. Chez
B. subtilis, e systéeme EfeUOB est capable de mobiliser en condition microaérobique le fer
sous forme réduite (Fe2+), en induisant grace a EfeB son oxydation en Fe3* avant de
permettre son importation dans le cytoplasme de la cellule (Roy et Griffith 2017 ; Marcus
Miethke et al, 2013). Il a également été proposé, toujours chez B. subtilis, que la BB
module I'activité de EfeUOB, qui va servir de systéme de secours en l'absence de BB ou
probablement en présence de Fe2* (la BB ayant une forte affinité pour Fe3+). De plus, il a
également été démontré la présence de genes orthologues de efeUOB chez S. aureus se
regroupant sous l'opéron fepABC et au sein duquel la protéine FepB est capable de fixer
I’héme (Turlin et al, 2013). La recherche de génes orhtologues de efeUOB ou encore une
étude de génes référencés « fepB » ou « fepB-like » chez les especes du groupe B. cereus
dans certaines publications (Hotta et al, 2010 ; Hayrapetyan et al, 2016) pourrait
permettre également de vérifier 'hypotheése d’'une compensation de I'absence du couple

BB-FeuA, en milieu appauvri en oxygene.

Le couple FeuA-BB dans la virulence intra-hémoccelique chez G. mellonella
Pour analyser I'impact de FeuA pendant l'infection, nous avons utilisé le stade larvaire de
G. mellonella, qui s'est déja révélé étre un modele utile pour l'analyse des facteurs
impliqué dans I'homéostasie fer du chez B. cereus (Daou et al, 2009 ; Segond et al., 2014).
Basé sur ces résultats obtenus précédemment, il semble que IIsA et la BB permettent
'acquisition du fer a partir de la ferritine, principale source de fer chez les insectes et
présente dans I'hémolymphe (fluide corporel) et dans l'intestin (B. S. Kim et al, 2001).
Nos résultats ne montrent pas dans nos conditions un réle de FeuA seul dans la virulence,
tandis que les résultats obtenus avec la souche mutée pour la BB confirment ce qui avait
déja été démontré, a savoir une virulence atténuée de B. cereus (Segond et al, 2014). En
revanche, de facon suprenante, I'absence du couple BB-FeuA (4feuAdentA) rend la souche
plus virulente que le simple mutant BB (4entA). Lorsque ce double mutant est
complémenté avec un plasmide portant le locus du gene feuA, sa virulence est de nouveau
atténuée au méme titre que le simple mutant BB. Ceci suggere qu‘in vivo, en 'absence du

couple FeuA-BB, la bactérie pourrait s'adapter et exprimer d'autres facteurs l'aidant a
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persister et a se développer chez I'h6te. Pour tester I'hypothése de 1'expression modifiée
d'un autre facteur régulé par le fer, également impliqué dans l'acquisition du fer de la
ferritine, nous avons analysé in vitro 1'expression transcriptionnelle d’ilsA, dont la région
promotrice est sous le contréle de Fur, a I'aide d’'un systeme de fusion GFP. Les résultats
montrent qu’ilsA est davantage exprimé dans le fond génétique du double mutant et en
particulier dans un milieu chélaté en fer et supplémenté en ferritine, condition « mimant »
partiellement '’hémocele de l'insecte. Ces résultats nous permettent de poser des
hypothéses expliquant le phénotype observé en virulence et persistence chez la souche
mutante privée du couple FeuA-BB : i) le systéme IsD peut aider a capter le fer de 'heme
(source également présent chez G. mellonella a 2-3 uM, observation du laboratoire) et la
trasncription du gene codant pour le systéme isd pourrait étre modifiée (Abi-Khalil et al,
2015 ; A. W. Maresso, Chapa, et Schneewind, 2006) ; ii) la pétrobactine, un sidérophore
de type catécholate et également produit par B. cereus, pourrait intervenir bien qu’elle ne
soit pas régulée par Fur ni considérée comme un systéme d’acquisition essentiel chez B.
cereus (Segond et al, 2014), du moins lorsque la bacillibactine est produite ; iii)
L’hémolysine Hlyll s'est révélée étre exprimée en début de phase de croissance
exponentielle dans un milieu carencé en fer (Tran, Guillemet, et al, 2011 ; Sineva et al,
2012). HlylI est sous le controle de Fur (Fillat, 2014) et participe a la lyse des érythrocytes
et des macrophages (Tran, Guillemet, et al, 2011). Une production accrue de Hlyll
pourrait rendre la souche plus cytotoxique : pour tester ces hypotheses, il est envisagé de
conduire des analyses en RT-qPCR sur les differentes souches et dans les conditions pour
lesquelles une expression accrue d’IIsA avait été trouvée. D’apres les résultats obtenus (cf
section « résultats complémentaires »), il n’apparait pas de différences de cytotoxicité
notables sur les hémocytes de G. mellonella entre les différents surnageants de culture (a
3h de culture) des souches Wild-type, Afeud, AentA et AfeuAAentA en milieu riche ou
chélaté en fer. L'analyse en RT-qPCR sur les culots bactériens issus de ces cultures

pourrait apporter une réponse plus précise en comparaison de ces analyses.

FeuA-BB, un avantage compétitif pour B. cereus.
Les différents résultats obtenus ont mis en lumiére le réle pivot chez B. cereus du couple
FeuA-BB. B. cereus semble, au moins pour cette souche de référence, avoir évolué en

favorisant ce mécanisme dans le cadre de I'acqusition du fer.
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Des analyses in silico ont montré que chez les bactéries, les sidérophores constituent un
marqueur d’évolution, un trait compétitif par rapport aux autres microorganismes d'un
biotope donné, leur conférant un avantage lorsqu’elles se spécialisent dans la synthése
d’un sidérophore qui leur est propre (Niehus et al, 2017). 1l est intéressant de noter qu’au
sein méme du groupe B. cereus, le BB apparait comme un facteur indispensable pour B.
cereus tandis que la pétrobactine est quant a elle essentielle au développement de B.
anthracis. Ces deux espéces, bien qu’appartenant au méme groupe, sont d'un point de vue
phylogénétique distinctes. En effet, B. anthracis formant un groupe monophylétique dans
la classification actuelle du groupe B. cereus (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ)
2016b). Dans le cadre de ma these, mes études se sont focalisées sur une souche de
référence. Ainsi, s’il apparait que le couple FeuA-BB est indispensable au développement
optimal de la bactérie, il est aventureux d’appliquer formellement cette conclusion a
I'ensemble des souches de B. cereus. En effet, l'influence de la niche écologique
particuliere dans laquelle évolue la souche bactérienne va influer sur son métabolisme.
La classification du groupe lui-méme repose en partie sur différents criteres de tolérance
aux températures, pH ou salinité de son environnement (Guinebretiere et al,, 2008 ; Carlin
et al, 2013). Si une distinction entre especes est possible, des différences existent
également entre souches d’'une méme espece. Récemment, la croissance de différentes
souches de B. cereus en milieu chélaté en fer et supplémenté par diverses sources de fer a
été testé (Hayrapetyan et al, 2016). Les résultats ont montré que la capacité de B. cereus
a se deévelopper en utilisant une source de fer complexe (hemoglobine, hémine,
transferrine, ferritiné, lactoferrine) est trés souche dépendante, et ne peut pas toujours
étre liée a la présence d'un transporteur de fer spécifique. La capacité d’utilisation d’'une
source complexe de fer est plutét dictée, comme nos résulats tendent aussi a le démontrer,
ala présence combinée (ou de I'absence) de plusieurs systémes fonctionnels de transport
de fer, plutot qu’a la présence d’un seul systéme. L’environnement va également jouer un
réle dans la régulation de I'expression des genes liés a 'homéostasie du fer. Chez les
bactéries Gram-négatives, l'existence de facteurs sigma de la famille des ECF
(extracytoplasmic function family) permettant la transcription des genes codants pour
I'expression de sidérophores ont été mis en évidence chez P. aeruginosa et E. coli (Visca
et al, 2002). Ces facteurs de régulation permettent aussi I'expression de genes impliqués
dans la synthese des protéines de surface impliquées dans le transport du fer, notamment

les protéines permettant la réimportation dans le cytoplasme des complexes sidérophore
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- Fe3* (Noinaj et al, 2010). Chez les bactéries Gram-positives, il a été mis en évidence
récemment chez B. subtilis 'induction séquentielle des genes régulés par Fur en condition
de carence de fer dans I'’environnement (Pi et Helmann, 2017b). L’étude chez B. cereus de
la régulation de l'activation de ces genes, en particulier en présence/absence de
I’ensemble ou d'une des deux molécules du couple FeuA-BB, pourrait donner un apergu
de la faculté d’adaptation de la bactérie pour survivre en modifiant I'expression d’autres
genes impliqués soit dans ’homéostasie du fer, soit dans la virulence de B. cereus.

D’un point de vue génomique comparative, il serait également tres intéressant d’essayer
de déterminer les conditions écologiques particulieres qui permettraient de déterminer
quel type de systeme d’acquisition du fer sera privilégié au sein du groupe B. cereus. Il
avait été montré dans une étude précédente la probabilité d’'une co-évolution entre
pathogéne et hote, ce qui permettait d’expliquer pourquoi B. cereus et B. thurigiensis sont
d’'un point de vue phylogénétique plus distants de B. anthracis en relation avec le type
d’organismes qu’elles infectent (S. Fedhila et al, 2010). Si 'on additionne cette étude a
celle évoquée précédemment concernant les différentes souches de B. cereus et leur
capacité de développement en fonction de la source de fer disponible (Hayrapetyan et al,
2016), il serait possible de déterminer des biosenseurs adaptés a ces marqueurs
permettant de prédire non seulement l'espece, mais peut-étre méme la souche

particuliere potentiellement a risque selon la zone étudiée.

La micro-dissection laser (LCM) comme outil pour I'étude in vivo des interactions
hotes-pathogenes
Durant mes travaux de these, 'un des objectifs concernait I'étude de I'expression des
genes impliqués dans I'homéostasie du fer chez B. cereus au cours de I'infection par voie
orale de notre modele insecte G. mellonella. Nous avons choisi d’utiliser pour cela la LCM,
que nous avons présenté dans la partie “Objectifs” du manuscrit. Grace a cette technique
nous avons pu, pour la premiere fois, réaliser une étude localisée de 'expression de
certains de ces genes, a different temps de I'infection, dans une partie précise de I'intestin
de I'hote. Si le résultat final obtenu se restreint a quelques genes d’intérét, I'objectif initial
était de coupler la LCM avec une analyse transcriptomique globale par RNA sequencing.
Cependant, nous avons di faire face a divers écueils:

e Dans un premier temps, la faible quantité d’ARN total bactérien obtenu, corrolaire

de l'utilisation de cette technique. De nombreux kits permettant I'amplification de
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petites quantités d’ARN total, issus de petits échantillons ou d'une seule cellule
(single cell sequencing) ont été développés et comparés au cours des dernieres
années (Shanker et al, 2015 ; Ziegenhain et al, 2017). Notre choix du kit
d’extraction Picopure™ RNA Isolation kit (Excilone, France) ainsi le processus
optimal de prélevement des échantillons ont été validés pour 'obtention d’ARN
total eucaryote (Bevilacqua et al, 2010 ; Bonnet et al, 2011). Cependant,
I'adaptation du processus d’extraction aux ARNt de B. cereus avec I'ajout d’une
étape de lyse mécanique a pu contribuer a la dégradation d’une partie de ces ARN;,
réduisant ainsi la quantité finale obtenue dans nos échantillons. Des méthodes
d’enrichissement en ARNm bactérien ont été proposées et utilisées dans certaines
études, telles que I'adjonction d’'une queue poly-A avant amplification (Roux et al,
2014) ou encore nécessitant une quantité d’ARN: bactérien de départ
suffisamment importante pour permettre son efficacité (Kumar et al,, 2016). Par
conséquent, le choix des techniques appliquées pour l'étude du profil
transcriptomique global par RNA-seq des bactéries durant I'infection a été modifié
pour se concentrer sur une approche ciblée de certains genes de B. cereus par RT-
gPCR, une méthode d’analyse reconnue comme un outil puissant pour analyser les
différences d’expression de genes ciblées (Regier et Frey 2010). Cette méthode a
été également utilisée pour I'étude d’infections intestinales chez G. mellonella afin
de déterminer l'expression de geénes d’autres agents pathogenes tels que L.
monocytogenes (Mukherjee et al, 2013) ou chez B. thuringiensis (Dubovskiy et al,
2016), la virulence de bactéries du groupe B. cereus (S. Fedhila et al, 2010 ;
Bouillaut et al,, 2005) ou encore des analyses par fusions transcriptionelles in vivo
(Daou et al, 2009 ; Sinda Fedhila et al, 2006).

Deuxiemement, nous avons choisi de placer notre étude d’'un point de vue
principalement « microbiologique», a savoir déterminer la réponse
transcriptomique de B. cereus au cours de 'infection lorsque la bactérie se trouve
dans la lumiere de l'intestin dans les premieres heures de I'infection. Cependant,
quelques analyses ont tout de méme été menées chez G. mellonella, concernant des
genes impliqués dans la réponses immunitaires et 'homéostasie du fer tels que
I'expression de la transferrine, la sous-unité 32 KDa de la ferritine ou encore de la

protéine régulatrice de I'apoptose (Dubovskiy et al., 2016).



143

Une autre limitation concernait, au moment ou I’étude était menée, I'absence de
génome de référence connu pour G. mellonella. Au regard du ratio obtenu entre
ARN total eucaryote et procaryote (de 'ordre de 1000/1), la pratique et 'analyse
en RNA-seq semblait trop difficile et risquée avec nos échantillons. De plus, la
connaissance du génome de G. mellonella, récemment séquencé et disponible
(Kong et al, 2019) aurait permis une analyse bilatérale de l'adaptation
transcriptomique au cours de l'infection de B. cereus ainsi que la réponse de G.
mellonella a la présence du pathogéne, constituant ainsi une perspective
intéressante dans le cadre de recherches futures (Westermann, Gorski, et Vogel,
2012). Néanmoins, nous avons testé en Digital-PCR la presence chez B. cereus de
I'expression d’ilsA dans les échantillons non amplifiés (cf section résultats
complémentaires). Les analyses ont permis de détecter dans les différents
échantillons la presence de leur transcrit, confirmant pour la premiere fois (sans
amplification) de fagon directe I'expression d’ilsA dans 'intestin de G. mellonella au
cours de l'infection.

Enfin, d'un point de vue purement technique concernant I'ensemble du processus,
il existe de nombreuses étapes critiques lors de la pratique de la LCM qui peuvent
conduire a une altération voire a une dégradation du matériel, depuis

'échantillonage jusqu’au résultat final (Figure 36).
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Figure 36: Les différentes étapes critiques du processus de LCM. D’apres Bevilacqua
et Ducos, 2018. FFPE : Formalin-fixed paraffin-embedded.

Le choix de la LCM et de I'’étude d’une zone précise d’infection revét un intérét particulier
dans le cadre de notre étude. En effet, I'acquisition et la disponibilité en fer pour les
bactéries Gram-positives entéropathogenes dans l'environnement intestinal est mal
connu: comment les bactéries s'adaptent-elles dans la lumiere intestinale et quels
facteurs bactériens sont activés lorsque les cellules hotes sont endommagées. De plus, la
biogéographie et I'organisation spatiale des communautés microbiennes influencent
particulierement la pathogénicité d’'une espece bactérienne (Figure 37), notamment dans
le cadre d’une infection intestinale (Stacy et al, 2016). La sécrétion des sidérophores
impacte la composition de la communauté microbienne environnante, et forme en
fonction de la localisation dans l'intestin de I'h6te des niches écologiques particuliéres,
modulant également la réponse immunitaire de I'hote (Ellermann et Arthur, 2017). Enfin,
le choix de I'utilisation de larves de G. mellonella dépourvues de microbiote intestinal était
aussi un élément clef dans le cadre de nos travaux. La composition de la communauté
microbienne résidente dans l'intestin de G. mellonella peut aussi influencer la virulence
de B. cereus, en particulier au regard de la compétition pour acquérir le fer de I'hote (Stacy,

Abraham, et al, 2016), ce qui par conséquent aurait pu compliquer d’avantage notre
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étude. Cependant, il serait pertinent dans une future analyse de prendre en compte le

facteur microbiote dans le contexte homéostasie du fer en milieu intestinal.
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Figure 37: Facteurs environnementaux influencant la composition et la
biogéographie du microbiote. a) Attachement: La distribution spatiale des récepteurs
spécifiques de I'hdéte, qui permet la fixation des microorganismes, determine
I'organisation initiale des communautés microbiennes. b) Aggrégation: Les bactéries
vont se développer sous forme généralement de biofilms, issus de plusieurs bactéries (a
gauche) ou d’une cellule (a droite). ) Environnement physico-chimique: Les gradients
d’oxygeéne ou de pH peuvent influencer la distribution des bactéries au sein des
communautés microbiennes. d) Nutriments: La possibilité d’acces et d’utilisation des
nutriments dans certaines zones spécifiques peut également influencer la
microbiogéographie. e) Systeme immunitaire: L'immunité de I'hote influence la
distribution des communautés microbiennes. Exemple ici de la lectine Regllly chez les
mammiferes, sécrétée par les cellules épithéliales de l'intestin gréle, qui entraine un
espace entre la surface intestinale et le microbiote. D’apres Stacy et al,, 2016.

L’homéostasie du fer, facteur clef pour B. cereus lors de l'infection de l'intestin de
I’héte

En premier liey, il est important de noter que tous les génes choisis sont exprimés dans
les intestins de l'insecte a 3 et 16 heures. Les génes impliqués dans I'homéostasie du fer
controlés par Fur, principal répresseur de I'homéostasie du fer (ent4, feuA, fatB, fec, feoB,
ils4, isdC) et deux genes supplémentaires indépendants de Fur (fpud, asb) se trouvent

moins exprimés au stade tardif de I'infection intestinale (T16), sauf feoB. Il a été démontré
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précédemment que des genes impliqués dans ’homéostasie du fer chez B. cereus et
contrdlés par Fur sont régulés négativement in vitro en milieu carencé en fer, a I'exception
de l'opéron asb, codant pour la pétrobactine (Hayrapetyan et al, 2016). Ces résultats
suggerent qu’au début de l'infection, le manque de fer disponible dans l'intestin de
I'insecte déclenche chez B. cereus I'expression de I'ensemble des genes impliqués dans
I'acquisition du fer de 'environnement héte, jusqu’a ce qu'une quantité suffisante de fer
soit biodisponible. L’expression en termes de valeur seuil (Cycle threshold - Ct) est
proportionnelle a celle obtenue in vitro et présentée dans la section résultats
complémentaires : on est en effet autour de 15 a 20 Ct pour une quantité d’une dizaine de
ng d’ARN total extrait en LCM et amplifié 1000 a 10000 fois (autour de 30 Ct sans
amplification) alors qu’in vitro nous sommes a environ 20 Ct pour une quantité d’ARN
total de 'ordre du microgramme. Lorsque la quantité optimale de fer dans le cytoplasme
bactérien est atteinte, ces genes vont étre réprimés par Fur.

Le role central du couple FeuA-BB dans la virulence intrahémoccelique chez G. mellonella
a été abordé plus haut dans la discussion. Nous montrons ici que la BB et FeuA jouent
également un role dans l'adaptation de B. cereus chez 1'h6te dans l'environnement
intestinal. En effet, leur absence réduit la capacité de croissance bactérienne chez les
larves (environ 2 log de différence entre la souche sauvage de référence et le double
mutant AfeuAAentA a T16). Un role similaire a été mis en évidence chez d'E. coli pour
I'entérobactine (moléculre chirale de la BB) et les transporteurs membranaires associés
dans le tractus intestinal de souris axéniques (Pietal, 2012). En revanche, d'autres études
ciblant différents génes impliqués dans 1'absorption d'ions métalliques par d'autres
souches d'E. Coli n'ont pas montré de différence significative (Kupz et al, 2013). En phase
d'infection tardive, la régulation positive de feoB ne semble pas significativement
différente, méme si deux réplicats biologiques sur trois présentaient un changement
positif (1,4 et 1,2 par rapport a 0,7 pour le troisieme). La protéine membranaire FeoB,
composant du systéeme Feo, a été identifiée comme une protéine G ayant une activité
GTPase (Marlovits et al, 2002), permettant import de fer ferreux dans des bactéries
(Hyunkeun Kim, Lee, et Shin, 2012 ; H. Kim, Lee, et Shin 2013). Ces résultats suggerent
que B. cereus peut utiliser ce systeme tres répandu chez un grand nombre de bactéries
dans l'absorption du fer, en supposant un environnement riche en fer ferreux.
L’expression du systéeme Feo reduit ainsi la nécessité de synthétiser tous les autres

systemes d’absorption du fer impliquant des systemes d’acquisition directe (protéines de
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surface liées au peptidoglycane comme IsdC ou IIsA) ou systéemes d'acquisition indirecte
(utilisant différents composants tels que les sidérophores et leurs transporteurs). Il a déja
été rapporté qu'ilsA était fortement exprimé dans 1'hémoccele de G. mellonella par
|'utilisation soit de fusions transcriptionelles sur plasmide avec des genes rapporteurs de
fluorescence (GFP) ou d’activité enzymatique [3-galactosidase (lacZ), ou bien encore lors
de I'activation du promoteurs par le systeme IVET (Daou et al, 2009 ; Sinda Fedhila et al,
2006). Nous montrons ici qu'ilsA est en effet exprimé dans l'intestin de la larve alors que
sa détection n'a pas été observée dans ces conditions avec les fusions GFP dans les travaux

précédents.

Adaptation de B. cereus aux changements de I'environnement intestinal de G.
mellonella au cours de l'infection

Pour prévenir les dommages causés par les espéces réactives de 1'oxygene (ROS) libérées
dans l'environnement, les bactéries doivent utiliser des stratégies pour permettre
notamment la réparation de 'ADN, des membranes lipidiques ou des protéines (Ezraty et
al, 2017). La bactérioferritine Dps est impliquée dans le stockage du fer et protege les
bactéries du stress oxydatif in vivo (D. Wang et al, 2009 ; Rivera 2017). Dans nos
conditions, ce gene présente la plus grande expression différentielle positive au stade
tardif de l'infection (T16). Ce résultat suggere que le stress oxydatif augmente dans
l'intestin, probablement a cause de la dégradation des cellules hotes et donc du rejet dans
I'environnement de molécules comme le fer ferreux, qui réagit avec l'oxygeéne pour
produire des ROS par réaction de Fenton (Touati, 2000). Deux autres genes ont été choisis
comme indicateurs du stress oxydatif dans l'intestin de G. mellonella au cours de
I'infection : le gene codant pour la superoxyde dismutase SodA et un géne codant pour
une catalase. Il est connu que ces facteurs protegent les bactéries contre les ROS, en
particulier les radicaux superoxydes et le H202 (Valko, Morris, et Cronin, 2005), et qu'’ils
pourraient étre régulés a la hausse ou a la baisse chez les bactéries Gram-positives, selon
le type métal rejeté dans I'environnement (Behera, Dandapat, et Rath, 2014). Ici, bien que
la catalase soit régulée négativement, sodA semble présenter une variation parmi les
réplicats (1.1, 1.3 et 0.5). Dans I'ensemble, les marqueurs sélectionnés ont tendance a
indiquer que B. cereus doit faire face a un niveau de stress oxydatif plus élevé dans

I'intestin de G. mellonella a T16.



148

Des essais in vivo sur G. mellonella apres injection de B. thuringiensis dans 1'hémolymphe
ont déja été réalisés pour étudier le niveau d'expression de 'hémolysine II (hlyIl) et son
importance dans la virulence (Tran et al, 2013 ; Cadot et al, 2010). Ce géne est sous le
contrdle de son propre régulateur HlylIR mais également de Fur (D. R. Harvie 2005 ;
Sineva et al, 2012). L'expression de hlyll est induite dans I'hémocele avec une faible
disponibilité en fer et en glucose (Elisabeth Guillemet et al, 2013; Tran et al, 2013),
permettant ainsi a la bactérie d'accéder aux nutriments et favorisant la croissance en
dégradant les macrophages et les érythrocytes de 1'hote (Tran et al, 2013). A notre
connaissance, l'expression de hlyll n'a pas été testée au cours d'une infection par voie
orale chez G. mellonella : nos résultats montrent que hlyll est surexprimé en fin d’infection
dans nos conditions. Ainsi, a T16, B. cereus continue a exprimer I’hémolysine II lorsqu’il
se trouve a proximité des cellules de I'épithélium intestinal, entrainant par conséquent
une lyse des entérocytes qui fournissent ainsi des nutriments pour la bactérie. L'activité
lytique de HlylI sur les cellules intestinales de G. mellonella reste a étudier, mais on peut
supposer qu'une production accrue de Hlyll, conduisant in fine a une libération de fer
ferreux, pourrait expliquer pourquoi FeoB est davantage exprimé. Les systemes Feo sont
répandus dans de nombreuses especes bactériennes et ont été essentiellement étudiés
chez les bactéries Gram-négatives (Lau, Krewulak, et Vogel, 2016). Nos résultats
pourraient indiquer que FeoB prend le relai des autres genes principaux impliqués dans
I'import du fer a T16 lors de 'interaction de B. cereus avec la cellule hote. Il a été signalé
que la métalloprotéase InhA2 joue un réle dans la virulence de B. thuringiensis apres une
infection orale, probablement pour aider a traverser la barriere intestinale (S. Fedhila et
al, 2003). Nos résultats montrent qu'inhA2 est exprimé plus faiblement au stade
d'infection tardif qu'au début du stade d'infection, et I’état de la paroi indique que la
dégradation de I'épithélium a probablement commencé tres tot au cours de l'infection. La
nécessité d'une quantité élevée de métalloprotéases telles que InhA2 ou l'entérotoxine
NheB peut diminuer au cours de l'infection. Par conséquent, les genes des facteurs de
virulence correspondants, nheB et inhAZ, sont moins exprimés. Fait intéressant, le géne
codant pour leur activateur de transcription PIcR, est également régulé négativement a
T16 comparativement a T3. PIcR est connue pour étre un marqueur de plusieurs facteurs
environnementaux, et s’exprime au début de la phase stationnaire (Gohar et al, 2008).
Les trois genes sont toujours exprimés a T16 et les bactéries disséquées étaient en forte

densité au deux points de prélevement, ce qui devrait étre optimal pour l'activation du
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quorum sensing (QS), formant avec son peptide signal PapR un systeme de QS (Leyla
Slamti et al,, 2014). Une explication de la réduction de I'expression a T16 peut étre liée au
fait que des nutriments sont disponibles et que les bactéries peuvent reprendre une phase
exponentielle de croissance, et par conséquent quitter la phase stationnaire. Ceci
correspond a I'augmentation du nombre de bactéries présentes dans I'intestin des larves
a T16 comparativement a T3 et indique qu’au cours de l'infection de 1'héte, B. cereus peut
passer alternativement d’'une phase stationnaire a une phase intermédiaire comme
proposé chez B. thuringiensis apres injection dans ’hémoccele de G. mellonella (Verplaetse
et al, 2015). Le régulon PIcR est composé d'un grand nombre de facteurs de virulence
sécrétés chez B. cereus, et son importance a déja été démontrée pour permettre la pleine
virulence de B.thuringiensis et B. cereus apres infection orale de G. mellonella (Salamitou
et al, 2000). Les résultats présentés dans la section « Résultats complémentaires »
montrent une expression forte des génes de G. mellonella, dans la lumiere intestinale, mais
avec une expression différentielle tres variable selon les échnatillons entre 3 et 16 h post
infection. Ces résultats sont probablement liés a divers facteurs: mécaniques tout
d’abord, lors de la coupe des échantillons et leur préparation avant LCM ; la lyse des
entérocytes suite a I'infection par B. cereus, entrainant un relargage du contenu cellulaire
dans la lumiere intestinale ; enfin, en conséquence de la seconde hypothese, I'expression
de molécules de stockage du fer tels que la ferritine et la transferrine, de fagon a participer
a la lutte contre le stress oxydatif a 16 h post-infection, que I'on suspecte au regard de
I'expression accrue de la bactérioferritine (dps) ou indirectement a travers la

surexpression de ’homolysine II (hlyll) chez B. cereus.

Conclusion générale

Au cours de ma these, j'ai pu enrichir mes compétences en génétique bactérienne et
biologie moléculaire a travers I'étude d'un systeme essentiel pour le développement d’'un
pathogéne d’'intérét, d'un point de vue santé publique, Bacillus cereus étant la deuxiéme
cause de TIAC en France. J’ai pu ainsi démontrer l'importance d’'un point de vue
moléculaire du couple bacillibactine-FeuA et son réle central dans I'acquisition du fer,
élément essentiel pour la grande majorité des organismes vivants, a partir de sources
variées (ferritine, héme, hémoglobine, fer inorganique), complétant ainsi les
connaissances fondamentales apportées a ce sujet. Néanmoins, une étude des systémes

redondants permettant de suppléer une éventuelle défection de FeuA, et leur part relative
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dans la réimportation de la bacillibactine, aurait permis d’avoir une idée plus claire sur le
systeme global. De plus, les données concernant l'utilisation de la transferrine et la
lactoferrine montrent que B. cereus ATCC 14579 n’est pas capable de mobiliser le fer
qu’elles contiennent. Cependant, il existe d’autres souches de B. cereus qui elles sont
capables d’en extraire leur fer, et une analyse plus large en utilisant d’autres souches de
B. cereus en ciblant les mémes génes auraient pu nous permettre de déterminer
I'importance de I'écosysteme sur I'adaptation et I’évolution des génes impliqués dans
I’homéostasie du fer chez B. cereus. De plus, au regard de la complexité du systeme de
régulation de 'homéostasie du fer, et I'influence des parameétres environnementaux tels
que le gradient d’oxygéne ou encore le pH du milieu, pouvant modifier I'état d’oxydation
de fer, il aurait été intéressant de déterminer in vitro I'impact sur la régulation des
systéemes d’acquisition du fer et le rétro-controle potentiel sur d’autres voies de
régulation chez B. cereus. Enfin, il me parait important également de transposer ce type
d’analyses chez B. thuringiensis. En effet, de par sa proximité phylogénétique avec B.
cereus, son importance économique en tant que bioinsecticide, et son role spécifique de
pathogene d’insectes, I'intérét d’'une étude de '’homéostasie du fer chez cette espece du
groupe B. cereus semble indiqué. D’un point de vue plus large, les analyses in vivo ont mis
en lumiere qu’'en I'absence du couple BB-FeuA, la virulence de B. cereus se trouve
augmentée comparativement a la souche sauvage de référence. De plus, les résultats de
ma thése ont permis de mettre en évidence le role de certains génes impliqués dans
I’homéostasie du fer dans la colonisation et la pathogénicité de B. cereus lors de 'infection
de l'intestin de G. mellonella. L’utilisation de la LCM dans le cadre de ces analyses a permis
pour la premiere fois d’explorer et d’'observer ce phénomene dans une zone précise de
I'intestin chez une larve d’insecte dépourvue de microbiote. Sur la base de ces résultats,
mes travaux de these proposent un premier modele (Figure 38) avec la souche sauvage
de référence de B. cereus, sans cependant analyser de facon exhaustive I'expression
globale des génes de B. cereus et la réponse de I'h6te au cours de l'infection. La
disponibilité récente du génome de G. mellonella ouvre de nombreuses possibilités quant
a une analyse en Dual-seq, qui permettrait d’obtenir un profil de pathogénicité spécifique,
élargissant I'étude non seulement a I'homéostasie du fer chez le pathogéne et I'hote, mais
également de voir la régulation globale incluant chez B. cereus CodY, important lors de
changements métaboliques et environnementaux pour la bactérie, et comparer la souche

sauvage de référence avec la souche double mutante pour la BB et FeuA.
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Figure 38: Représentation schématique de Bacillus cereus ATCC 14579 dans
I'intestin moyen de larve de Galleria mellonella apres infection par voie orale. Les
traits pointillés rouges verticaux délimitent les deux temps d’infection étudiés (3h et 16h
apres ingestion). A gauche (T3): B. cereus (batonnets gris) occupe l'ensemble de la
lumiere intestinale, sous forme plutét individualisée. Les sources de fer (transferrine et
ferritine) de G. mellonella sont circulantes dans 1'hémolymphe, mais de nombreux
transcrits identifiés dans la lumiere intestinale suggérent une réponse immunitaire de G.
mellonella dés 3h post-ingestion. La toxine Cry1C (étoile jaune) commence a léser la
matrice péritrophique (structure de protection de la paroi intestinale, hachures
violettes). En parallele, B. cereus exprime les genes impliqués dans ’homéostasie du fer et
des facteurs de virulence (croix rouges) de fagon a lyser les cellules environnantes et en
récupérer le fer qu’elles contiennent. Le zoom sur une cellule de B. cereus dans la partie
droite (en trait épais noir : la paroi cellulaire ; en gris : le cytoplasme) montrent quelques
protéines de surface permettant chez B. cereus 'acquisition du fer libre (FeoAB) et de la
ferritine (IlsA, FeuABCD) ainsi que la bacillibactine. A droite (T16) : A 16h, la matrice
péritrophique est lésée et B. cereus franchi cette barriere pour se retrouver
majoritairement sous forme de chalnettes pres des entérocytes. La surexpression de dps
et 'expression de feoAB suggerent que 'environnement intestinal change avec un stress
oxydatif important, probablement lié au relargage de fer libre dans la lumiere intestinale
par les entérocytes 1ésés (grisés sur le schéma). B. cereus continu de produire des facteurs
de virulence, surexprimant dans nos conditions I'hémolyse par HlyIl. Les genes impliqués
dans 'homéostasie du fer sont moins exprimés, excepté FeoAB (transporteur de fer
inorganique), comme l'illustre le zoom dans la partie droite du schéma. H : hémolymphe ;
Ep. I: épithélium intestinal ; L : lumiere intestinale.
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Résumé : L’apport de fer est essentiel pour la plupart des
organismes vivants, incluant la majorité des bactéries
pathogénes. Cependant, le fer libre est toxique : il est lié a
des protéines de stockage et de transport (e.g. ferritine,
hémoprotéines...) et voit son homéostasiec finement
régulée. Afin d’extraire le fer de ces protéines, les bactéries
utilisent divers systemes tels que des protéines de surface
ou encore des sidérophores. Bacillus cereus est une bactérie
Gram-positive sporulante, pathogene opportuniste chez
I’homme, 2¢™ cause en France de toxi-infection alimentaire
collective. Chez B. cereus, la protéine de surface IIsA et le
sidérophore bacillibactine (BB) sont impliqués dans
I’acquisition du fer de la ferritine exogéne et elles sont
importantes pour I’infection de I’insecte modele Galleria
mellonella. Mes travaux présentaient deux parties : tout
d’abord, I’étude de I’import du complexe BB-Fe®* dans la
cellule par FeuA, protéine de liaison de ce complexe a la
surface de la bactérie, souligne le rle central du couple BB-
FeuA. La délétion des génes codants pour ces deux
molécules limite ’acquisition par B. cereus du fer de la
ferritine, de I’héme, de I’hémoglobine et du fer inorganique
in vitro. En revanche, elle présente un phénotype de
virulence in vivo comparable a la souche de référence dans
le cas d’injection intra-hémoccelique de

larves de G. mellonella. Ce résultat surprenant suggére un
probable rétrocontrdle sur 1’expression de facteurs de
virulence lorsque B. cereus ne produit ni BB ni FeuA, et se
trouve par conséquent fortement carencé en fer. Le second
volet de mes travaux s’intéresse a 1’expression des génes
liés a I’homéostasie du fer in vivo, au cours de I’infection
de D’intestin de larves de G. mellonella axéniques. Nous
avons choisi une approche de type microgénomique, en
prélevant les échantillons par microdissection laser, sur de
fagon a prélever de petits échantillons dans une zone
définie, puis en analysant I’expression de quelques génes
ciblés par RT-gPCR et ddPCR a 3h et 16h post ingestion.
Nos résultats montrent que : i) la colonisation intestinale de
G. mellonella est impactée lorsque B. cereus est dépourvu
du couple BB-FeuA ; ii) ilsA est exprimé lors de I’infection
intestinale ; iii) les génes ciblés impliqués dans
I’homéostasie du fer sont activés dés le début de 1’infection,
suggérant un role dans I’adaptation et la pathogénicité ; iv)
une faible modulation de I’expression est observée entre les
deux temps. Ces travaux ouvrent de nouvelles
connaissances fondamentales sur 1’homéostasie du fer et
des perspectives quant a [’utilisation de nouvelles
techniques pour I’étude in situ des interactions hote-
pathogene.
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Abstract : Iron acquisition is essential for most living
organisms, including many pathogenic bacteria. However,
free iron is toxic: it is bound into storage or transport
proteins (e.g. ferritin, hemoproteins...) and iron
homeostasis is tightly regulated. To scavenge iron from
these sources, bacteria possess several systems to acquire
the bound iron, by surface proteins or siderophores.
Bacillus cereus is a sporeforming Gram-positive
bacterium, opportunistic human pathogen, 2" cause of
food-borne disease in France. It has been demonstrated that
the B. cereus surface protein lIsA and the siderophore
bacillibactin (BB) are involved in iron acquisition from
ferritin and that these two molecules are important for
infection of the insect model G. mellonella. My thesis
project focused on two parts: first the study of the BB-Fe®*
complex import into the cell by the siderophore binding
protein FeuA highlights the central role of both BB and
FeuA. The deletion of the genes encoding for these two
molecules limits iron acquisition by B. cereus from ferritin,
heme, hemoglobin and inorganic iron in vitro. On the other
hand, the virulence phenotype during intra-haemocelic

infection of G. mellonella is similar to the Wild-type strain.
These results suggest a possible feedback on the expression
of virulence factor genes when B. cereus is unable to
synthetize both BB and FeuA, and therefore are under high
stress. The second part of my work focused on the
expression of genes involved in iron homeostasis in vivo,
during gut infection of germ-free larvae of G. mellonella.
We chose to perform a microgenomic approach, using
laser-capture microdissection to get small samples in
targeted areas, and then analysing the expression of chosen
genes by RT-gPCR and ddPCR at two time points post
ingestion The results show that : i) the colonisation of G.
mellonella gut is impacted when B. cereus is deprived of
both BB and FeuA ; ii) ilsA is expressed during gut
infection ; iii) iron homeostasis is involved in adaptation
and pathogenicity from the early step of infection of the
insect gut; iv) only weak gene expression modulation
occured between the two timepoints This work gives new
fundamental knowledge about B. cereus iron homeostasis,
and highlights the use of new techniques regarding the in
situ study of host-pathogen interactions.
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