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INTRODUCTION GENERALE 
Les lactobacilles sont des bactéries à Gram positif très diversifiées regroupant des bactéries du 

microbiote intestinal ainsi que des bactéries utilisées dans les procédés industriels de fermentation. 

En particulier, les membres de l’espèce des Lacticaseibacillus casei sont très utilisés dans l’industrie 

agroalimentaire comme ferment lactique. Certaines souches présentent également des activités 

probiotiques bénéfiques pour l’Homme et on estime que leur consommation génère près de 6 milliards 

de dollars chaque année (Cai et al., 2009). Ces bactéries sont présentes dans une multitude d’habitats 

et ont pu être isolées de divers produits alimentaires (ex. produits laitiers, cornichons, ensilage 

d’avoine) ainsi que des voies reproductives et gastro-intestinales de mammifères (Zheng et al., 2020; 

Cai et al., 2009; Wuyts et al., 2017). L’espèce Lacticaseibacillus casei regroupe des bactéries non 

mobiles, hétérofermentaires facultatives, oxydase négatif et mésophiles. De plus, elle est la seule 

espèce de lactobacille présentant des membres catalase positif (Zheng et al., 2020; Wuyts et al., 2017).  

Comme tous les organismes vivants, les lactobacilles produisent des vésicules membranaires (MVs) qui 

sont des nanostructures de 20 à 400 nm de diamètre délimitées par une membrane lipidique. Ces 

vésicules peuvent contenir divers constituants cellulaires et sont reconnues pour exercer de multiples 

fonctions. L’étude des MVs est une thématique qui depuis les 10 dernières années jouit d’un fort 

intérêt en raison de la pluralité des fonctions attribuées à ces structures. La recherche sur les MVs s’est 

principalement concentrée sur les bactéries à Gram négatif et malgré l’intérêt croissant accordé aux 

MVs de bactéries à Gram positif, les mécanismes de biogenèse et les rôles exercés par ces vésicules 

restent encore à élucider. En particulier, les mécanismes de biogenèse des bactéries du genre 

Lacticaseibacillus restent largement méconnus et bien qu’un certain nombre de rôles aient été 

identifiés, leur diversité rend difficiles les généralisations et plaide pour la diversification des modèles 

d’étude. 

C’est pourquoi, dans le cadre de ma thèse, nous nous sommes intéressés à la bactérie du lait 

Lacticaseibacillus casei BL23 qui est connue pour ces activités probiotiques. Notamment, il a été 

montré que L. casei BL23 présente des effets anti-inflammatoires sur des modèles cellulaires in vitro 

et sur des modèles murins (Foligne et al., 2007; Rochat et al., 2007). De plus, plusieurs travaux ont 

montré qu’elle permet de prévenir des colites induites chez la souris (Watterlot et al., 2010; Foligne et 

al., 2007) et qu’elle participe à la défense de l’hôte contre les agents pathogènes (Archambaud et al., 

2012; C. Qin et al., 2017). Enfin, L. casei BL23 présente également l’avantage d’être séquencée et d’être 

génétiquement modifiable par des approches de biologie moléculaire classiques (Mazé et al., 2010, p. 

23; Muñoz-Provencio et al., 2012). Pour la première fois Rubio et al., montrent en 2017 que L. 

casei BL23 libère des vésicules membranaires et proposent les premiers éléments de caractérisation 

physico-chimique de ces vésicules (Domínguez Rubio et al., 2017). Cependant, les mécanismes de 

biogenèse des MVs restent encore à élucider et seul un léger effet immunomodulateur a pu être 

associé à ces vésicules (Bäuerl et al., 2020). 

 

Dans ce contexte, ma thèse a pour objet l’étude de la biogenèse et du rôle des vésicules de la bactérie 

à Gram positif Lacticaseibacillus casei BL23. 

 

La première partie de ce manuscrit est consacrée à l’étude bibliographique des différents thèmes 

abordés dans ce travail de thèse. Il permet notamment d’introduire les concepts clés nécessaires à la 

compréhension du sujet et fait également un état des connaissances sur les vésicules membranaires 

libérées par les bactéries.  
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Les résultats obtenus au cours de cette thèse sont ensuite présentés sous forme d’articles scientifiques 

publiés ou soumis dans des revues scientifiques à comité de lecture. Des travaux complémentaires non 

publiés sont également présentés sous forme d’articles.  

Enfin, une partie conclusions et perspectives clôture ce travail.  

 

Le premier chapitre d’introduction a pour objectif de présenter les bactéries lactiques et les notions 

importantes abordées dans la partie résultats. Dans un premier temps, nous présenterons le groupe 

des bactéries lactiques et en particulier la famille des Lactobacillaceae. Ensuite, nous définirons ce que 

sont les phages et les prophages, et nous détaillerons certains de leurs mécanismes de régulation au 

sein des bactéries. Puis, l’utilisation des propriétés probiotiques et antimicrobiennes de certains 

lactobacilles sera traitée. Enfin, nous définirons le concept de biofilm et nous présenterons les rôles 

joués par les Lactobacillaceae contre les biofilms bactériens.  

Le deuxième chapitre a pour objectif de faire un état des connaissances sur les vésicules membranaires 

de bactéries. La première partie permet de définir les vésicules membranaires et de présenter les 

méthodes d’isolement et d’analyse couramment utilisées. Ensuite, nous détaillerons les mécanismes 

de biogenèse mis en jeu dans la production de vésicules par les bactéries à Gram positif et à Gram 

négatif. Puis, un aperçu de la diversité du rôle joué par les vésicules bactériennes sera présenté. Enfin, 

nous présenterons l’état des connaissances sur les relations entre le mode de vie biofilm et les MVs. 

Le dernier chapitre de l’introduction a quant à lui pour objectif d’exposer les connaissances actuelles 

sur les vésicules membranaires de lactobacilles. 

 

La partie résultats se divise en deux chapitres. Le premier chapitre aborde la biogenèse et la 

caractérisation des MVs de L. casei BL23 et le deuxième chapitre a pour objectif l’étude des rôles joués 

par les MVs de cette bactérie. 
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre 1 : Bactéries lactiques et lactobacilles 
1. Le groupe des bactéries lactiques (LAB ; Lactic Acid Bacteria) 

1.1 Taxonomie des LAB 

Le groupe des bactéries lactiques (LAB ; Lactic Acid Bacteria) rassemble diverses bactéries sur la base 

de leurs capacités métaboliques. Toutes les LAB produisent de l'acide lactique comme principal produit 

de fermentation des hexoses. Par ailleurs, elles sont également capables de fermenter d’autres 

carbohydrates en acide lactique tels que des pentoses et des disaccharides (Mozzi, 2016). 

Les LAB appartiennent à l’ordre des Lactobacillales avec des représentants dans chacune des 5 familles 

de ce taxon (Lactobacillaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae et 

Streptococcaceae) (Tableau 1) (Makarova et al., 2006; Vaughan et al., 2005). 

 

Tableau 1 Rang taxonomique d’une bactérie lactique ; la souche Lacticaseibacillus casei BL23. 

 
 

Toutefois, certains auteurs considèrent que les bactéries du genre Bifidobacterium et Atopobium, 

membres du phylum des Actinobacteria, appartiennent également au groupe des LAB en raison de 

caractères partagés, notamment de leurs capacités fermentaires (Makarova and Koonin, 2007; 

Narvhus and Axelsson, 2003). Dans ce cas de figure, le regroupement des LAB sur la base de leurs 

capacités fermentaires ne constitue pas un critère de classification valide d’un point de vue 

phylogénétique, étant donné qu’elles ne forment alors pas un groupe monophylétique (Fig. 1) 

(Makarova and Koonin, 2007). Un groupe monophylétique est un groupe qui comprend un ancêtre 

hypothétique et l’ensemble de ses descendants. Dans ce travail de thèse, les bactéries lactiques sont 

définies comme les bactéries de l’ordre des Lactobacillales, capables de fermenter les hexoses en acide 

lactique comme principal produit de fermentation (“Lactic Acid Bacteria,” 2022). 
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Fig. 1 Arbre phylogénétique des principaux phyla du domaine des Bacteria établi sur la base de 

comparaison de l’ARN ribosomale 16S. Notons qu’à ce jour les relations de parentés entre les phyla 

des Bacteria ne sont pas encore bien résolues, notamment en raison des nombreux événements de 

transferts de matériel génétiques. G+ : Bactérie à Gram positif ; Faible GC% et Fort GC% bactéries dont 

le génome est constitué d’un pourcentage en guanine et cytosine faible ou élevé, respectivement. Les 

bactéries de l’ordre des Lactobacillales appartient au phylum des Firmicutes et les bactéries des genres 

Bifidobacterium et Atopobium sont membres du phylum des Actinobacteria. Adaptée de « Biology of 

Microorganisms » 13e Edition. 

 

1.2 Caractéristiques générales des LAB 

Les LAB sont des bactéries à Gram positif, non mobiles, non sporulantes, catalase négatives, d’une 

morphologie de type coque ou bacille, ne possédant pas de système respiratoire fonctionnel. Ainsi, on 

trouve parmi les LAB des bactéries aérotolérantes, microaérophiles et aéroanaérobies facultatives 

(Mozzi, 2016). Pour subvenir à leurs besoins énergétiques, les LAB synthétisent de l’ATP et régénèrent 

leur stock de NAD+ principalement par fermentation. La voie métabolique de fermentation utilisée est 

influencée par l’environnement et dépend de la présence ou de l’absence d’enzymes clés du 

métabolisme. 
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Fig. 2 Schéma simplifié des voies de fermentation du glucose par les LAB. (A) La fermentation 

homolactique par la glycolyse (ou voie Embden-Meyerhof) produit 2 molécules d’acide lactique par 

glucose métabolisé. (B) La fermentation hétérolactique du glucose par la voie des phosphokélotases 

pentoses (ou voie 6-phosphogluconate) produit du lactate et des quantités importantes de CO2, 

d’éthanol ou d’acétate. FDP aldolase : fructose 1,6 -diphosphate aldolase. Adaptée de Liu et al., 2003 

et « Lactic Acid Bacteria Microbiological and Functional Aspects » 4e édition. 

 

Les LAB utilisent préférentiellement le glucose et le métabolise par fermentation homolactique via la 

glycolyse (ou voie Embden–Meyerhof) produisant 2 molécules de lactate par glucose (Fig. 2A). La 

fermentation dite hétérolactique permet quant à elle le métabolisme du glucose par la voie des 

phosphokétolases pentoses (ou voie 6-phosphogluconate) produisant de l’acide lactique ainsi que du 

CO2, de l’éthanol ou de l’acétate (Fig. 2B). Les caractéristiques permettant de distinguer le genre et la 

famille des LAB sont présentées dans le Tableau 2. 
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Tableau 2 Caractéristiques permettant l’identification de la famille et du genre des LAB. Les 

Bifidobacterium et Atopobium ne sont pas présentés.   Adaptée de « Lactic Acid Bacteria 

Microbiological and Functional Aspects » 4e édition. 

 
a le genre des Lactobacillus inclus les membres des 25 nouveaux genres définis dans les travaux de 

Zheng J et al., 2020 (voir Figure 4). ND : non défini.  

 

En 1919, Orla-Jensen propose de classer les LAB en 3 groupes distincts selon les voies de fermentation 

du glucose qu’elles peuvent emprunter et de leurs capacités à métaboliser les pentoses (Tableau 3). 

Cette classification n’a pas de valeur d’un point de vue phylogénétique, mais est encore utilisée pour 

des raisons pratiques. Ainsi, on trouve les LAB dites homofermentaires obligatoires qui sont capables 

de fermenter le glucose en lactate par la glycolyse, mais qui sont incapables de métaboliser les 

pentoses (Fig. 2). Ensuite, les LAB dites hétérofermentaires obligatoires (ex : bactéries du genre 

Leuconostoc, Oenococcus, Weissella), fermentent le glucose et le pentose par la voie des 

phosphokétolases pentoses. De plus, elles produisent du lactate, de l’acétate, du CO2 et de faibles 

quantités d’éthanol (Fig. 2). Enfin les LAB dites hétérofermentaires facultatives fermentent le glucose 

via la glycolyse et les pentoses par la voie des phosphokétolases pentoses. Cette classification en trois 

groupes repose sur la présence ou l’absence de la FDP aldolase et de la phosphokétolase ; enzymes 

clés de la glycolyse et de la voie des phosphokétolases pentoses (Fig. 2 et Tableau 3). 
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Tableau 3 Voie de fermentation du glucose d’espèces importantes de la famille des Lactobacillaceae. 

Adaptée de « Encyclopedia of Food Microbiology Academic » 2e édition. 

 
+/- : présence/absence des enzymes du métabolisme fermentaire. FDP : fructose 1,6 -diphosphate. 

 

1.3 Les LAB, des bactéries aux propriétés multiples 

Les LAB ont une importance majeure pour l’Homme en raison de leur rôle dans l’industrie 

agroalimentaire et de leurs propriétés bénéfiques sur la santé humaine et animale. 

 

La diversité des LAB et de leurs activités est utilisée depuis des siècles pour la préservation des aliments 

et la production de boissons et produits fermentés. En raison de leur longue utilisation par l’Homme, 

certaines LAB sont considérées comme propres à la consommation et ont acquis le statut de bactéries 

GRAS (Generally Regarded As Safe). Certaines LAB, sont notamment utilisées par les industriels comme 

ferments pour accélérer la fermentation de nombreux produits tels que les vins, le kéfir, les fromages, 

les cornichons, les viandes et poissons fermentés (Gänzle, 2015; Leroy and De Vuyst, 2004). La 

libération de produits du métabolisme par certaines LAB participe au développement de 

caractéristiques organoleptiques des produits fermentées (saveur, arôme, texture) (Leroy and De 

Vuyst, 2004). De plus, l’acidification des matrices alimentaires au cours de la fermentation et la 

libération de molécules antimicrobiennes (bactériocines, surfactants, peptides antimicrobiens, H2O2) 

contribuent également à la conservation des aliments (Servin, 2004). 

 

Par ailleurs, on attribue à la consommation de certaines LAB qualifiées de probiotiques, des activités 

bénéfiques sur la santé de l’hôte (Butel, 2014). Les probiotiques sont définis par l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) comme des microorganismes vivants qui administrés en quantités 

adéquates, confèrent un avantage pour la santé de leur hôte (Food and Agriculture Organization of 

the United Nations and World Health Organization, 2006). La majorité des bactéries probiotiques 

appartiennent au groupe des Lactobacillaceae (ex. L. acidophilus, L. delbrueckii, L. casei, L. rhamnosus) 

et sont généralement présentes dans les produits laitiers (Tamime et al., 2006). 

 

Plus largement, les LAB sont présentes dans une grande diversité d’écosystèmes. On les trouve 

naturellement dans les aliments fermentés, le sol, sur les fruits et légumes, dans le microbiote des 

animaux et de l’Homme (Liu et al., 2014). Certaines espèces ont des interactions de types commensales 

(bénéfice pour l’un des partis) ou mutualistes (bénéfice réciproque) avec leur hôte (Mozzi, 2016). 

À l’inverse, les LAB présentent également des membres parmi les plus pathogènes pour les 

mammifères, notamment au sein de l’ordre des Enterococcaceae, des Streptococcaceae et des 

Carnobacteriaceae (Aguirre and Collins, 1993). 
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1.4 La famille des Lactobacillaceae 

1.4.1 Évolution récente de la taxonomie des Lactobacillaceae 

Les relations taxonomiques au sein de la famille des Lactobacillaceae ont été révisées en 2020 par 

l’équipe de Sarah Lebeer (Zheng et al., 2020). Les auteurs ont adopté une approche de classification 

dite polyphasique (Vandamme et al., 1996) intégrant des paramètres génomiques, phénotypiques, 

métaboliques et écologiques afin de proposer de nouveaux taxons permettant d’expliquer la grande 

diversité au sein de cette famille. Des modifications majeures ont été apportées à l’occasion de ces 

travaux, notamment l’intégration de la famille Leuconostocaceae au sein des Lactobacillaceae validant 

ainsi la proposition de K. Makarova et al. (Makarova et al., 2006), et la division du genre des 

Lactobacillus en 25 nouveaux genres (Fig. 3). Le genre Pediococcus a également été intégré aux 

Lactobacillaceae entérinant ainsi les résultats de nombreux travaux précédents (Salvetti et al., 2012; 

Zheng et al., 2015). Avant 2020, le genre Lactobacillus contenait près de 261 espèces très diversifiées, 

rendant jusqu’alors l’étude et la description des membres de ce taxon difficile. L’un des apports 

majeurs de ce travail est le regroupement de bactéries partageant des caractéristiques génétiques, 

métaboliques, physiologiques et écologiques. Notamment, la nouvelle classification montre que les 

bactéries hétérofermentaires de la famille des Lactobacillaceae forment un groupe monophylétique 

(Fig. 3). A l’inverse, selon les auteurs, le caractère homofermentaire ne correspond pas à une 

innovation apparue chez l’ancêtre commun des Lactobacillaceae, suggérant ainsi l’émergence de ce 

métabolisme à plusieurs reprises par convergence évolutive. Enfin, cet arbre phylogénétique a permis 

la formation des nouveaux genres partageant des modes de vies similaires, tel que le genre des 

Bombilactobacillus dont les membres ont un mode de vies associé à des hôtes insectes (Fig. 3). 

L’adéquation entre groupes phylogénétiques et niches écologiques renforce les résultats des travaux 

de Zheng J et al., et offre ainsi la possibilité de réaliser des hypothèses sur le mode de vie des bactéries 

sur la base de leur position taxonomique. 
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Fig. 3 Arbre phylogénétique révisé de la famille des Lactobacillaceae. L’anneau extérieur indique les 

habitats naturels présumés des espèces ; les bactéries sont présentes dans l’environnement (bleu), 

adaptées aux hôtes vertébrés (rouge), adaptées aux insectes (orange), nomades (transit entre 

différents habitats) (vert), ou non attribués (blanc). Le nom des genres en bleu foncé et bleu clair 

correspond respectivement aux membres du genre des Lactobacillus et de famille de 

Leuconostocaceae avant révision. Le terme lactobacille fait référence aux bactéries dont le genre est 

en bleu foncé. Adaptée de Zheng J et al., 2019 et 2020. 

 

1.4.2 Caractéristiques générales des Lactobacillaceae 

Les Lactobacillaceae avec les Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae et 

Streptococcaceae appartiennent à l’ordre des Lactobacillales (Tableau 1). La famille des 

Lactobacillaceae contient le plus grand nombre d’espèces et la plus grande diversité bactérienne. Cette 

famille regroupe un ensemble de bactéries à Gram positif, non sporulantes, catalase négatives, 

anaérobes strictes ou aéro-anaérobes facultatives. Les bactéries présentent une morphologie coccoïde 

ou bacille avec des types de groupement variables selon les espèces (diplobacille, chainette, tétrade, 

etc.) (Tableau 2). Le terme de « lactobacilles » fait référence aux bactéries membres de la famille des 
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Lactobacillacea avant 2020 ; c’est-à-dire avant la révision de l’arbre phylogénétique réalisée par Zheng 

J et al. (Zheng et al., 2020). Les lactobacilles sont identifiés dans l’arbre phylogénétique des 

Lactobacillaceae (Fig. 3 ; nom de genre en bleu foncé). Mis à part quelques exceptions, seuls les 

membres de la famille des Lactobacillaceae présentent des bactéries homofermentaires et 

hétérofermentaires obligatoires (Fig. 2 et Tableau 2). Les autres familles de Lactobacillales, présentent 

quant à elles un métabolisme de type homofermentaire ou hétérofermentaire facultatif (ex. 

Carnobacteriaceae). Le produit principal de fermentation des Lactobacillaceae est le lactate. L’acétate, 

l’éthanol, le CO2 sont également produits au cours de la fermentation dans le cas des bactéries dites 

hétérolactiques (Fig. 2 et 3). 

 

 
Fig. 4 Nombre d’espèces de lactobacilles identifiées dans diverses niches écologiques. Adaptée de 

« Lactic Acid Bacteria Fundamentals and Practice » 1er édition. 

 

Les Lactobacillaceae sont présentes dans une grande diversité d’écosystèmes (Fig. 4). On les trouve 

dans des habitats riches en carbohydrates tels que les aliments (produits laitiers, produits à base de 

viandes et de poissons, vins, sur les fruits et légumes, choucroutes, ensilages et levains). De 

nombreuses espèces font partie de la flore microbienne normale de la bouche, du tractus gastro-

intestinal (TGI) et de la flore génitale des humains et de nombreux animaux. On trouve notamment 

dans l’intestin les espèces L. fermentum, L. plantarum, L. casei, L. rhamnosus ; de nombreuses espèces 

sont également identifiées dans les muqueuses stomacales (L. antri, L. gastricus, L. acidophilus) (Roos 

et al., 2005) ainsi que vaginales (L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii, L. vaginalis, L. iners) (Jespers et al., 

2012).  

Les infections associées aux Lactobacillaceae sont rares et se manifestent le plus souvent chez des 

patients souffrant de graves comorbidités (Aguirre and Collins, 1993; Cannon et al., 2005; Salminen et 

al., 2006; Fradiani et al., 2010; Tena et al., 2013; Vahabnezhad et al., 2013; Callaway et al., 2013). En 

particulier, l'innocuité des probiotiques du groupe des lactobacilles a été évaluée en Finlande par le 

suivi d’évolution de la bactériémie de milliers de patients entre 1990 et 2000. Les travaux n’ont montré 

aucune variation des infections dues aux lactobacilles durant les 10 ans de l’étude, alors que durant la 

même période la consommation de L. rhamnosus GG avait été multipliée par 6 (Salminen et al., 2002). 
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2. Phages et prophages des LAB 

2.1 Les bactériophages 

2.1.1 Découverte 

Les bactériophages (ou phages) ont été découverts indépendamment par Frederick Twort en 1915 et 

par Félix d’Hérelle en 1917 (Fig. 5). La découverte de Felix d’Hérelle est associée à une épidémie de 

dysenterie en 1915, durant laquelle il observe que des filtrats de cultures bactériennes issues 

d’échantillons fécaux de patients malades ont des propriétés lytiques (Summers, 2001). En effet, il 

montre que l’addition des filtrats à des cultures liquides entraine la lyse des bactéries dysentériques. 

De plus, il observe que l’étalement des échantillons fécaux sur milieu solide conduit à la formation de 

« trous » dans les tapis bactériens, appelés « plage de lyse ». Rapidement, Felix d’Hérelle comprend la 

nature particulaire du « principe lytique » capable de se multiplier aux dépens des bactéries. Il 

appellera ce principe lytique « bactériophage », combinant ainsi le terme « bacteria » et le terme issu 

du grec « phagein » signifiant « manger » (Letarov, 2020). Le potentiel thérapeutique des 

bactériophages a été mis en évidence par Felix d’Hérelle quelques années après leur découverte. En 

1919, ses travaux permettent le rétablissement complet d’un enfant de 12 ans atteint de dysenterie, 

quelques jours après l’ingestion d’une préparation de phages anti shigella (Gordillo Altamirano and 

Barr, 2019). Jusqu’à leur observation au microscope électronique par l’équipe de Ernst Ruska en 1939, 

l’existence et la nature des phages aura fait l’objet de vives controverses au sein de la communauté 

scientifique (“Die Bedeutung der Übermikroskopie für die Virusforschung | SpringerLink,” 1939). Près 

d’un siècle plus tard, l’utilisation des bactériophages en thérapeutique représente l’alternative la plus 

convaincante aux antibiotiques (ATBs) pour lutter contre les bactéries multirésistantes (Gordillo 

Altamirano and Barr, 2019; Lin et al., 2017). 

 

 
Fig. 5 Félix d'Hérelle (1873-1949) dans son laboratoire rue Olivier de Serres. Issue de la photothèque 

de l’institut Pasteur. 
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2.1.2 Définitions et généralités 

Les bactériophages sont des virus de bactéries (“Bacteriophages - MeSH - NCBI,” 2022). Parasites 

obligatoires, ils détournent la machinerie cellulaire de l’hôte à leur profit pour se multiplier. Leur 

information génétique est portée par un acide nucléique (ADN ou ARN), qui contient les informations 

nécessaires à leur reproduction dans un groupe d’hôtes spécifiques. L’information génétique est 

généralement contenue dans une particule virale (ou virion) correspondant à une enveloppe protéique 

assurant la protection, le transport et l’infection des bactéries hôtes (Viruses and King, 2011) (Fig. 6). 

 

 
Fig. 6 Classification des bactériophages. Le genre et les familles de bactériophages ont été regroupés 

d’après la nature de l’acide nucléique présent dans les particules virales. Adaptée de ICTV 2011 et 

ViralZone. 

 

Les phages sont les organismes les plus abondants et les plus diversifiés génétiquement sur la planète. 

On estime qu’il y a près de 10 fois plus de virus que de bactéries sur terre soient plus de 1030
 

bactériophages (Mann, 2005; Mushegian, 2020). En raison de leur parasitisme obligatoire, les phages 

sont présents en grandes quantités dans l’ensemble des niches écologiques occupées par leurs hôtes. 

La majorité des bactéries présentes dans les écosystèmes sont non cultivables en laboratoire (Rappé 

and Giovannoni, 2003). C’est pourquoi il a longtemps été impossible d’étudier la diversité des bactéries 

et des phages qui les infectent. Les avancées en métagénomique des 20 dernières années ont 

révolutionné l’écologie microbienne en permettant d’identifier et de caractériser les bactéries et leurs 

phages à partir de toutes sortes d’échantillons (Taş et al., 2021). On trouve des bactéries dans 

l’ensemble de la biosphère avec une estimation à plus de 1029 cellules dans les mers, les océans, les 
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couches terrestres superficielles et profondes (Whitman et al., 1998). En particulier, les phages sont 

fortement présents dans les milieux aquatiques où l’on dénombre en moyenne près de 107 virus par 

millilitre d’eau de mer (Mann, 2005). 

 

Prêt de 96 % des phages découverts à ce jour, sont des phages de l’ordre des Caudovirales dits phages 

« caudés » dont l’ADN est présent sous une forme double brin linéaire dans des particules virales non 

enveloppées. Les particules virales (ou virions) des phages « caudés » se caractérisent par la présence 

d’un tube protéique appelé « queue » associé à une capside appelée « tête » enveloppant le matériel 

génétique du virus (Fig. 6) (Ackermann, 2007). Les queues présentent une symétrie hélicoïdale et sont 

généralement pourvues de structures permettant la fixation à leurs hôtes (spicules, fibres caudales) 

(Fig. 6 et Fig. 7). Les capsides des caudovirales sont des structures icosaédriques, issues de 

l’assemblage d’unités protéiques appelées capsomères. Le nombre T attribué à une capside 

correspond au nombre de protéines formant un capsomère. Par exemple, le phage lambda possède 

une capside icosaédrique T=7 constituée de 72 capsomères formés de 7 protéines chacun (Fig. 7). 

 

 
Fig. 7 Particule virale du phage λ. (A) Schéma d’une particule virale du phage λ. (B) Image de 

microscopie électronique à transmission d’une particule virale du phage λ obtenue par coloration 

négative à l'acétate d'uranyle. Adaptée de ViralZone et du livre « The Bacteriophages » 2ed, Oxford 

University Press, 2005. 

 

Parmi les 4 % de phages non « caudés » isolés à ce jour, il existe des phages à ADN et à ARN simple brin 

ainsi que des phages à ARN double brin (Fig. 6). Il existe également une grande diversité de 

morphologies, avec des phages « cubiques », « filamenteux » ou encore des phages dits 

« pléomorphes » (Fig. 6). La plupart des virions sont constitués de protéines et du génome qu’ils 

protègent. Toutefois, on trouve également des particules virales constituées de composés ou 

d’enveloppes lipidiques (Ackermann, 2007; Fauquet, 1999). 
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2.1.3 Classification  

2.1.3.1 Classification du comité international de la taxonomie 

des virus (ICTV) 

En 1966, le comité ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) est créé avec pour objectif 

principal d’établir une classification taxonomique universelle des virus. L’absence d’ancêtre commun 

à tous les virus est suggérée dès le premier comité en raison de la grande diversité génétique entre les 

virus ainsi que la diversité des hôtes qu’ils infectent. C’est pourquoi à ce jour, aucune méthode de 

classification universelle des virus ne fait consensus. Le principe de classification adopté par l’ICTV 

repose sur la comparaison de toutes propriétés ou caractéristiques pertinentes permettant de 

distinguer les virus en eux. Les virus peuvent être regroupés en fonction des propriétés de leurs virions 

(morphologiques, biophysiques, biochimiques), de la nature de leur acide nucléique ou encore du 

« phénotype » des infections. Toutefois, aujourd’hui, la comparaison des séquences génomiques et les 

relations phylogénétiques entre virus sont les critères prédominants permettant de définir un groupe 

taxonomique (Viruses and King, 2011). 

En 1991, une étape importante est franchie lorsque l’ICTV introduit le concept d’espèce virale qui reste 

encore largement controversé aujourd’hui. Ainsi, l’ICTV définit une espèce virale comme « un groupe 

monophylétique d’éléments génétiques mobiles dont les propriétés peuvent être distinguées de celles 

d’autres espèces par de multiples critères» (“Code | ICTV,” 2022). L’espèce virale est le niveau 

taxonomique le plus bas dans la hiérarchie approuvée par l’ICTV. 

 

Aujourd’hui, la classification proposée par l’ITCV a permis de définir 1 ordre, 10 familles et 40 genres 

de virus de bactéries (Viruses and King, 2011). Les relations taxonomiques entre les différentes familles 

restent encore largement à établir bien qu’il soit peu probable que certaines familles très éloignées 

puissent être réunies au sein d’un groupe monophylétique. 

On distingue ainsi parmi les virus de bactéries, l’ordre des Caudovirales contenant 3 familles, dont les 

Myoviridae (8 genres), les Podoviridae (11 genres) et les Siphoviridae (9 genres). Ainsi que 7 autres 

familles, dont les Corticoviridae (1 genre), les Plasmaviridae (1 genre), les Tectiviridae (1 genre), les 

Inoviridae (2 genres), les Microviridae (4 genres), les Leviviridae (2 genres) et les Cystoviridae (1 genre) 

(Fig. 6) (Viruses and King, 2011). 

 

Parmi les virus appartenant à l’ordre des Caudovirales, les Myoviridae représentent environ 25 % des 

phages identifiés et sont caractérisés par la présence d’une longue queue contractile reposant sur une 

plaque basale. Les Podoviridae (~15 %) possèdent une queue courte et non contractile et les 

Siphoviridae (~60 %) se distinguent par de longues queues non contractiles (Ackermann, 2007) (Fig. 6 

et Fig. 7). 

 

2.1.3.2 Classification de Baltimore 

En 1971, David Baltimore propose une classification des virus en 6 groupes, basée sur la nature de 

l’acide nucléique présent dans le virion ainsi que le processus de réplication et de synthèse des ARN 

messager (ARNm) (Baltimore, 1971). Une septième classe sera ajoutée quelques années plus tard afin 

d’inclure les virus de la famille des Hepadnaviridae (ex. virus de l’hépatite B). 

Encore très utilisée aujourd’hui, la classification de Baltimore est une classification commode utilisée 

parallèlement à la classification de l’ICTV (Fig. 8) (Koonin et al., 2020).  
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Fig. 8 Schéma des sept classes de virus définies par la classification de Baltimore. Les groupes de la 

classification de Baltimore sont définis comme suit : Groupe I : virus à ADN double brin. Groupe II : 

virus à ADN simple brin de polarité positive (+). Groupe III : virus à ARN double brin. Groupe IV : virus 

ARN simple brin de polarité positive (+). L’ARN génomique du virus présente la même polarité que le 

ou les ARNm du virus. Groupe V : virus à ARN simple brin de polarité négative (-). L’ARN génomique 

des virus est complémentaire du ou des l’ARNm du virus. Groupe VI : virus à ARN simple brin de 

polarité positive (+) se répliquant par l’intermédiaire d’ADN synthétisés par transcription inverse. 

Groupe VII : virus à ADN double brin se répliquant par transcription inverse d’ARN, mais incorporant 

dans les virions une forme d’ADNdb ou d’ARN-ADN du génome viral. Notons que la polarité des brins 

d’ADN ou d’ARN est définie par rapport l’ARNm auquel est attribuée une polarité positive (+). 

Adaptée de ViralZone. 

 

2.2 Cycle de vie des bactériophages 

L’infection débute par l’attachement d’un virion à la surface d’une bactérie grâce à la reconnaissance 

de récepteurs spécifiques, on parle d’adsorption du virus. Le virion injecte ensuite son génome dans la 

cellule et l’information génétique qu’il porte permet de prendre rapidement le contrôle de la cellule 

bactérienne. En particulier, le phage doit désactiver les mécanismes de défense et détourner la 

machinerie cellulaire à son profit.  

À ce stade, le phage se réplique dans la cellule par l’entrée dans un cycle lytique ou dans un cycle 

lysogénique. La stratégie de réplication adoptée dépend de la nature du phage (virulent ou tempéré) 

et des conditions environnementales (Fig. 9) (Salmond and Fineran, 2015). 
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Fig. 9 Cycle de vie des phages tempérés. Adaptée de George P. C. Salmond et Peter C. Fineran 2005. 

 

2.2.1 Cas des phages virulents (ou lytiques) 

Les phages dits virulents (ou lytiques) se répliquent uniquement par l’entrée dans un cycle lytique 

aboutissant à la lyse des cellules bactériennes infectées (Fig. 9). 

 

Ainsi, lorsque le génome phagique entre dans le cytoplasme, les gènes du phage sont rapidement 

transcrits afin de synthétiser les protéines permettant la réplication et la formation des particules 

virales. Une fois assemblés, les virions contenant chacun une copie du génome viral sortent de la cellule 

en entrainant la lyse bactérienne. Chez la plupart des phages, la lyse est assurée par l’action combinée 

des protéines codées par le système holin-endolysin. Les holins sont des protéines transmembranaires 

qui s’accumulent dans les membranes cellulaires en fin de cycle lytique. Elles sont capables de 

s’autoassembler pour former de larges « trous » dans la membrane permettant aux endolysines 

d’accéder au peptidoglycane. Les endolysines sont des hydrolases du peptidoglycane codées par les 

phages qui assurent la dégradation de la paroi bactérienne entrainant la lyse cellulaire (Cahill and 

Young, 2019). Selon les virus, 50 à plus de 1000 virions peuvent être libérés par bactérie. Les particules 

virales ainsi libérées peuvent ensuite infecter une nouvelle bactérie et entamer un nouveau cycle 

lytique. 

Lorsqu’aucun hôte n’est présent, les virions peuvent rester infectieux durant plusieurs mois, voire 

plusieurs années selon le virus et les conditions environnementales (Campbell, 2003). 
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2.2.2 Cas des phages tempérés (ou lysogéniques) 

Les phages dits tempérés (ou lysogéniques) peuvent se répliquer soit en entrant dans un cycle lytique 

comme décrit ci-dessus, soit en entrant dans un cycle lysogénique selon l’état physiologique de la 

bactérie (Salmond and Fineran, 2015). 

La lysogénie se caractérise par la réplication du génome viral avec le génome de l’hôte, soit dans un 

état libre (ex. phage P1 maintenu sous la forme d’un plasmide autonome) (Łobocka et al., 2004), soit 

par intégration au sein du chromosome bactérien (ex. phage λ) (Court et al., 2007). 

On nomme « prophage » le génome viral des virus lorsqu’ils sont entrés dans un cycle de vie 

lysogénique. Historiquement, le terme de « prophage » fait uniquement référence aux génomes viraux 

intégrés dans le chromosome bactérien. Toutefois, la définition a été élargie pour inclure des cas tels 

que le prophage P1 existant sous la forme d’un plasmide autonome dans son état lysogénique 

(Łobocka et al., 2004). 

 

Les virus peuvent se maintenir dans leur état lysogénique pendant des milliers de générations, jusqu’à 

la survenue de changements environnementaux. Notamment, l’exposition à des stress (UV, agents 

génotoxiques, espèces réactives de l’oxygène, température) et les changements du métabolisme de 

l’hôte sont susceptibles d’induire l’entrée des phages en cycle lytique. Une fois induits, les prophages 

intégrés entament alors leur excision afin de permettre leur réplication indépendamment du 

chromosome bactérien (Nanda et al., 2015). 

 

D’un point de vue évolutif, la lysogénie confère un avantage majeur aux phages tempérés. En effet, 

elle permet aux phages d’adapter leur mode vie en fonction de l’état physiologique de leur hôte afin 

de maximiser leur réplication. Lorsque les ressources sont abondantes, l’entrée en cycle lytique permet 

de produire un grand nombre de virions. À l’inverse lorsque les ressources sont limitées, la lysogénie 

permet aux phages de se répliquer malgré des conditions défavorables pour leur hôte. Dans ce 

contexte, on comprend que les phages ont tout intérêt à ce que leurs hôtes survivent et se multiplient 

le plus possible. La lysogénie permet ainsi d’épargner les bactéries hôtes jusqu’à ce que des conditions 

plus favorables se présentent. De plus, les prophages peuvent conférer des avantages sélectifs du fait 

de l’apport des gènes supplémentaires à leur hôte, on parle de conversion lysogénique (Feiner et al., 

2015; Salmond and Fineran, 2015). Les prophages peuvent également protéger leur hôte de la 

surinfection par d’autres phages (Howard-Varona et al., 2017). Au cours de l’évolution s’est développé 

des interactions complexes entre les bactéries et leurs virus, avec des relations à bénéfices réciproques 

loin de la simple prédation (Howard-Varona et al., 2017). 

 

L’importance du rôle écologique et évolutif joué par les prophages a pu être mesuré grâce aux 

avancées des 10 dernières années en métagénomique. En effet, les lysogènes (bactéries 

lysogéniques) représentent près de 50 % des bactéries identifiées à ce jour et peuvent contenir 

jusqu’à 20 % d’ADN de phages au sein de leur génome (Casjens, 2003; Touchon et al., 2016). Par 

ailleurs, les bactéries lysogéniques sont identifiées dans un grand nombre d’écosystèmes terrestres, 

aquatiques ainsi que dans le microbiote des animaux (Howard-Varona et al., 2017). 
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2.3 Le bactériophage Lambda : un phage tempéré modèle 

2.3.1 Particule virale et cycle de vie 

Le phage lambda (coliphage λ ou Escherichia virus lambda) est un virus caudé de la famille des 

Siphoviridae infectant les bactéries de l’espèce Escherichia coli. Le virion présente une tête 

icosaédrique de 60 nm de diamètre formée de 72 capsomères (T=7) et d’une queue d’environ 150 nm 

de longueur (Fig. 7). Comme tous les Caudovirales, la capside contient une copie du génome viral 

correspondant à un ADN double brin présent sous une forme linéaire (Viruses and King, 2011). 

Le phage λ est le phage tempéré le plus étudié de la famille des Siphoviridae. Il constitue le modèle de 

référence par rapport auquel sont comparés tous les autres virus tempérés de cette famille.  

 
Fig. 10 Cycles de vie du phage λ. Adaptée de ViralZone. 
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La figure 10 schématise le cycle de vie du phage λ. L’infection démarre par l’adsorption des phages aux 

cellules cibles via l’interaction entre l’extrémité de la queue et un récepteur présent à surface de la 

bactérie ; une porine transmembranaire de l’opéron maltose appelée LamB. L’adsorption est suivie par 

l’injection de l’ADN linaire dans le cytoplasme de l’hôte. Une fois dans la cellule, l’ADN est circularisé 

par une ligase bactérienne au niveau des sites cos (pour cohésive) présents aux extrémités du génome. 

Rapidement, les gènes « précoces » sont transcrits et traduits. À cette étape, le phage peut soit entrer 

dans un cycle lytique, soit entrer dans un cycle lysogénique conduisant à l’intégration du génome au 

niveau du site attB (attachement site B) présent dans chromosome de l’hôte (Fig. 11). L’intégration est 

assurée par recombinaison grâce à une intégrase phagique (appelée Int) qui reconnaît les sites 

d’attachements (att) présents à la fois sur le génome du phage (attP) et sur le chromosome bactérien 

(attB) (Fig. 11). De même, suite à l’induction du prophage, l’excision de l’ADN viral est assurée par 

recombinaison des sites att grâce à l’action combinée de l’excisionase (Xis) et de l’integrase (Int) 

phagiques. 

L’entrée en cycle lytique peut donc survenir directement après l’infection ou après induction du 

prophage. La machinerie cellulaire initie alors la réplication de l’ADN génomique au niveau du site ori 

(l’origine de réplication) sur le modèle de réplication thêta. Puis la machinerie virale poursuit la 

réplication par cercle roulant (Fig. 10). Les gènes tardifs sont ensuite exprimés et permettent 

notamment la synthèse des protéines de tête et de queue. L’assemblage des procapsides met en jeu 

l’intervention de protéines de « scaffolding ». À l’inverse, les protéines de queue s’assemblent et se 

lient aux fibres caudales de manière autonome. Le génome viral est empaqueté activement dans la 

capside grâce à une terminase phagique (Calendar, 2006). Enfin, les virions matures sont libérés de la 

cellule suite à la lyse de la paroi bactérienne grâce à l’action des protéines du système holin-endolysin 

(Cahill and Young, 2019). 

 

 
Fig. 11 Intégration et excision de l'ADN phagique. Adaptée de Donald L. Court et al., 2007. 
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2.3.2 Régulation menant à la lyse ou la lysogénie 

Après l’injection de l’ADN phagique dans le cytoplasme, le phage doit prendre la « décision » d’entrer 

dans un cycle lytique ou lysogénique. Ce processus de « décision » met en œuvre des régulations 

génétiques complexes qui démarrent dès l’entrée du phage dans le cytoplasme. Les mécanismes 

impliqués dans ce « switch » moléculaire ont été étudiés de manière très approfondie chez le phage 

lambda, mais restent encore largement inconnu chez les autres phages de la famille des Siphoviridae. 

Dans la littérature, les phages tempérés infectant des bactéries très éloignées d’Escherichia coli telles 

que les LAB sont très fréquemment comparés aux phages lambda. En particulier, les protéines de 

régulation sont souvent nommées en référence aux protéines du phage lambda d’après leurs 

proximités fonctionnelles et structurelles (Ladero et al., 1999, 2002; García et al., 1999, 2003; Nauta 

et al., 1996; Johansen et al., 2003). Par ailleurs, une majorité des phages lysogènes de LAB possèdent 

un système de régulation lyse-lysogénie similaire à celui du phage lambda (Ladero et al., 1999, 2002; 

García et al., 1999, 2003; Nauta et al., 1996; Johansen et al., 2003). C’est pourquoi dans le cadre de 

cette thèse nous allons détailler les régulations impliquées dans l’entrée, le maintien et la sortie du 

cycle lysogénique du phage lambda qui est le modèle de référence des phages tempérés de la famille 

des Siphoviridae. 

 

2.3.2.1 Organisation du génome et régulation de l’entrée en 

cycle lytique ou lysogénique 

Le phage lamdba possède un génome très organisé de 48 520 bp (Fig. 12). En effet, les gènes sont 

regroupés en clusters fonctionnels dans le génome, on parle d’organisation modulaire des gènes. Par 

exemple, on observe que les gènes impliqués dans l’excision (xis, int) sont présents sur la même unité 

de transcription et sous le contrôle d’un même système de régulation (Fig. 12). De même, les gènes 

impliqués dans la lyse, la formation de la tête et la queue sont regroupés en modules sous le contrôle 

du promoteur PR’. On peut grossièrement diviser le génome en 2 parties centrées sur la région 

opératrice oR. À droite du site oR, on trouve les gènes impliqués dans la lyse et à gauche les gènes 

impliqués dans l’établissement et le maintien de la lysogénie (Court et al., 2007). 

L’organisation spatiale du génome permet l’activation et l’inhibition de groupes de gènes de manière 

synchronisée et permet ainsi une régulation temporelle de leur expression. Cette organisation spatio-

temporelle est cruciale pour la prise de « décision » vers le cycle lytique ou lysogénique. Elle permet 

également d’assurer les transitions nécessaires au bon déroulement des différentes étapes de chacune 

de ces voies (Casjens and Hendrix, 2015) (Fig. 12). 
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Fig. 12 Carte génétique et unités transcriptionnelles de la région régulatrice du phage λ. Adaptée de 

Donald L. Court et al., 2007. 

 

La transcription du génome viral débute dès son entrée dans le cytoplasme au niveau des promoteurs 

« précoces » gauche PL (promoter left) et droit PR (promoter right) et s’arrête rapidement au niveau 

des sites terminateurs tL1 et tR1 respectivement. Cette première étape permet la synthèse des protéines 
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« précoces » N et Cro qui sont des régulateurs de transcription (Court et al., 2007) (Fig. 12, Flèches 

courtes de couleur noire ; Fig. 13). 

 

 
Fig. 13 Schéma des régulations génétiques du phage λ conduisant à la voie lytique et lysogénique. 

Adaptée de Amos B. Oppenheim et al., 2005. 

 

La protéine Cro est un répresseur de transcription dimérique qui agit en se fixant au niveau des sites 

opérateurs oL et oR présents en amont des promoteurs PL, PR et PRM (Fig. 12 et Fig. 14A). Cro se lie avec 

une forte affinité à l’opérateur oR3 empêchant ainsi la transcription de la protéine CI à partir du 

promoteur PRM dès le début de l’infection. Comme indiqué figure 14B, plus la quantité de Cro présente 

dans la cellule augmente, plus les promoteurs PL, PR qui contrôlent l’expression des gènes « précoces 

retardées » sont inhibés. Toutefois, il est important de noter que Cro est un répresseur faible du 

promoteur PR, ce qui permet ainsi son expression en continu lorsque le phage progresse dans la voie 

lytique (Court et al., 2007; Golding, 2011). 

 

La protéine N est un anti-terminateur de transcription qui se lie sur l’ARN polymérase au niveau des 

sites nutL et nutR permettant ainsi d’empêcher la terminaison de transcription au niveau des 

terminateurs tL1, tR1 et tR2. L’action de la protéine N conduit à l’expression de gènes « précoces 

retardés » impliqués à la fois dans la progression en cycle lytique (O, P et Q) et en cycle lysogénique 

(CII, CIII, Int et Xis) (Fig. 12, Flèches longues de couleur noire ; Fig. 13). Les gènes "précoces retardés" 

O et P sont nécessaires à la réplication du génome. Le gène Q code pour un anti-terminateur de 

transcription empêchant la terminaison de la transcription au niveau du terminateur tR’. Cette protéine 

Q permet ainsi l’expression des gènes lytiques « tardifs » à partir du promoteur PR’ (Fig. 12, Flèche 

longue de couleur rouge) (Court et al., 2007; Golding, 2011). 
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Fig. 14 Régulation du passage de la voie lysogénique à la voie lytique. Adaptée de Sangmi Lee et al., 

2018. 
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À ce stade la décision de progresser vers une voie ou l’autre dépend de la quantité de la protéine CII. 

Lorsque l’accumulation de CII est suffisamment élevée dans la cellule, le phage progresse vers la voie 

lysogénique. À l’inverse, le phage entre dans le cycle lytique lorsque la quantité de CII est faible.  

CII est un activateur de transcription qui permet d’initier la transcription des promoteurs PI, PAQ et PRE 

qui ont un rôle critique dans l’établissement de la lysogénie (Fig. 12, Flèches de couleur verte ; Fig. 13) 

(Golding, 2011). La protéine CIII contribue également à l’orientation vers la voie lysogénique en 

empêchant la dégradation de CII par la protéase cellulaire FtsH (une protéase ATP dépendante liée à 

la membrane) (Casjens and Hendrix, 2015). 

 

L’activation du promoteur PAQ par CII permet la transcription d’un ARN antisens inhibant l’expression 

de l’anti-terminateur Q. Cette inhibition entraine l’arrêt de l’expression des gènes lytiques tardifs 

comme expliqué ci-dessus. De plus, CII favorise la voie lysogénique en activant le promoteur PI, 

entrainant la synthèse de la recombinasse Int qui catalyse l’intégration de l’ADN phagique dans le 

chromosome bactérien. Enfin, CII active le promoteur d’établissement de la répression PRE qui permet 

la transcription et la traduction du gène CI (Court et al., 2007; Golding, 2011). 

 

Selon sa concentration dans la cellule, CI joue le rôle de répresseur ou d’activateur de la transcription 

(Fig. 14C). Tout comme Cro, la protéine CI se lie aux opérateurs oL et oR. CI présente une plus forte 

affinité pour les opérateurs oL et oR en position 1 et 2 qui sont occupés en priorité par rapport aux 

opérateurs en position 3. Dans cette configuration les promoteurs PL et PR sont réprimés, tandis que le 

promoteur PRM est activé en raison du recrutement de la sous-unité sigma de l’ARN polymérase par le 

dimère CI (Fig. 14C). Lorsque l’ensemble des sites opérateurs sont occupés, CI empêche la transcription 

du promoteur PRM. À l’état lysogène, CI est donc le seul gène à être exprimé par le phage. Il assure la 

répression stricte de PL et PR et contrôle sa propre transcription par régulation du promoteur PRM 

(Golding, 2016; Ptashne, 2006). 

 

2.3.2.2 Facteurs influençant le « switch » moléculaire 

Une entrée en lyse par défaut 

L’organisation spatio-temporelle du génome favorise l’entrée en mode de vie lytique. En effet, le gène 

cro est transcrit dès le début de l’infection à partir du promoteur PR favorisant le cycle lytique. Cro 

réprime fortement le promoteur PRM et empêche ainsi la synthèse du répresseur de lysogénie CI. De 

plus, il inhibe faiblement les promoteurs PL et PR conduisant ainsi à la diminution de la quantité de CII 

et CIII tout en permettant l’expression des gènes « précoces retardés » O, P et Q, impliqués dans la 

progression en cycle lytique (Golding, 2011). Or, comme expliqué précédemment, la quantité cellulaire 

de CII est critique pour l’orientation vers la lysogénie. 

 

Facteurs liés à l’hôte 

De multiples facteurs de l’hôte interagissent avec le circuit de décision lyse-lysogénie. 

 

Notamment, la protéase de l’hôte FtsH est une enzyme capable de dégrader la protéine CII. Or, le 

niveau d’activité de FtsH dépend de l’état physiologique de la cellule. Ainsi, on a pu observer qu’à basse 

température, la diminution de l’activité de FtsH s’accompagne d’une augmentation de l’entrée du 

phage en cycle lysogénique. De plus, il a également été observé que les faibles températures 

augmentent la stabilité de la protéine CIII à laquelle FtsH est très sensible, entrainant ainsi la 

diminution de son activité cellulaire (Casjens and Hendrix, 2015; Court et al., 2007). 
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De manière similaire, la quantité de RNase III permet au phage d’orienter la décision lyse-lysogénie en 

fonction des conditions de croissance cellulaire. En effet, en milieu riche, les concentrations cellulaires 

plus élevées de RNase III augmentent l’expression de l’anti-terminateur N et favorisent ainsi la 

progression en cycle lytique. À l’inverse, lorsque le milieu est pauvre, les concentrations de RNAse III 

et N sont faibles et augmentent ainsi la probabilité de progression vers la lysogénie. Bien qu’elle active 

l’expression des gènes « précoces retardés » lytique et lysogénique, la forte concentration cellulaire 

de N favorise la progression en cycle lytique (Casjens and Hendrix, 2015; Court et al., 2007). 

 

Il a également été montré que le nombre de particules de phages infectant une cellule influence la 

décision lyse-lysogénie. Notamment, l’infection d’une cellule par de multiples phages favorise l’entrée 

dans le cycle lysogénique en raison de l’augmentation de la quantité de la protéine CII produite par les 

multiples phages (Kobiler et al., 2005; Zeng et al., 2010). 

De même, il a été démontré que plus les cellules infectées ont un volume important, moins la 

probabilité que les phages choisissent la voie lysogène est élevée. La raison proposée pour expliquer 

ces observations est la dilution de CII dans les cellules. En d’autres termes, les concentrations de CII 

atteignent plus difficilement le seuil nécessaire à l’entrée en cycle lysogénique dans des cellules 

volumineuses (St-Pierre and Endy, 2008). 

 

2.3.3 Maintien et sortie de l’état lysogénique 

Une fois intégré dans le génome, l’état lysogène est stable et le phage peut se répliquer avec le 

chromosome bactérien durant des milliers de générations. Comme expliqué précédemment, le 

maintien dans le cycle lysogénique est assuré par le régulateur CI. La protéine CI inhibe fortement la 

transcription des promoteurs PL et PR , tout en régulant sa propre expression au niveau du promoteur 

PRM (Fig. 14C) (Ptashne, 2006). En plus de réprimer l’expression des gènes phagiques, CI empêche 

également la surinfection en bloquant l’expression des gènes lytiques des phages entrants. C’est 

pourquoi, CI est parfois qualifié de « répresseur d'immunité » (Thomason et al., 2019). 

La sortie de l’état lysogénique est provoquée par l’exposition des bactéries à divers stress 

environnementaux, on parle d’induction du prophage (Nanda et al., 2015). Ce phénomène d’induction 

a été observé pour la 1re fois en 1950 par André Lwoff au cours d’une expérience lors de laquelle il 

démontre l’existence de phages « dormant » dans des cellules d’Escherichia coli et le déclenchement 

de leur entrée en lyse suite à un traitement aux rayons ultraviolets (Lwoff, 1953). 

L’entrée en cycle lytique du phage lambda implique la dégradation du régulateur CI et l'induction du 

répresseur Cro. Lorsque la quantité de CI diminue, Cro est synthétisé ce qui entraine une compétition 

entre les 2 régulateurs pour l’accès aux sites opérateurs (oR, oL). De cette manière, le couple Cro et CI 

autorégule négativement leurs transcriptions et forment ainsi un système « senseur » permettant 

d’entrer en lyse lorsque le seuil d’activation définit par la quantité cellulaire de Cro est atteint (Fig. 

14D). Ainsi, lorsque la quantité de Cro est suffisamment importante, le phage entre en cycle lytique. À 

l’inverse, le phage se maintient en lysogénie lorsque Cro est présent en faible quantité. Une fois induit, 

l’entrée en cycle lytique est irréversible et conduit à l’excision du phage ainsi qu’à une progression 

lytique similaire à celle s’établissant en début d’infection (Fig. 10) (Golding, 2016; Ptashne, 2006). 

L’induction du prophage peut être due à des lésions de l'ADN bactérien occasionnées par l’exposition 

à des agents génotoxiques (ex. mitomycine C, rayons UV). Les dommages à l'ADN entraînent 

l’expression de nombreux gènes de la réponse SOS impliqués dans la réparation de l'ADN (Nanda et 

al., 2015). En situation normale, les gènes de la réponse SOS sont réprimés par le répresseur LexA. 

Toutefois, lorsque l'ADN bactérien subit des dommages, la protéine RecA interagit avec les ADN simple 

brin du chromosome et forment des filaments nucléoprotéiques ADN-RecA. L'accumulation de ces 
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filaments ADN-RecA, favorisent l'autoprotéolyse du répresseur LexA et de la protéine CI qui partagent 

une similarité structurelle (Nanda et al., 2015). L'inactivation de CI permet ainsi l'expression de Cro qui 

inhibe en retour la transcription de CI et entraine ainsi le phage dans un cycle lytique (Fig. 14D-E) 

(Golding, 2016; Ptashne, 2006). 

 

2.4 Les phages de LAB : problèmes et opportunités 

2.4.1 Les phages de LAB : des ennemis de l’industrie 

Toutes les industries utilisant des LAB peuvent être affectées par les bactériophages. En effet, les 

problèmes liés aux phages touchent aussi bien l’industrie alimentaire que les industries 

pharmaceutiques, chimiques ou encore les usines produisant des pesticides (Samson and Moineau, 

2013). 

Les phages sont particulièrement problématiques pour les fermentations alimentaires, notamment 

dans l’industrie de la transformation du lait où ils sont la principale cause d’échec des fermentations. 

La production de produits tels que les yaourts ou certains fromages (ex. camembert, brebis, chèvre) 

repose sur l’acidification du lait par des bactéries lactiques aussi appelées ferments lactiques. La 

multiplication des phages conduit à une diminution, voire à un arrêt total de l’acidification par les 

bactéries. Les phages peuvent ainsi engendrer des pertes économiques importantes en retardant les 

processus de fabrication, en altérant la qualité des produits ou dans les cas les plus graves, en 

entrainant la perte totale des produits alimentaires (Pujato et al., 2019; Samson and Moineau, 2013). 

En raison leur fort impact sur les fermentations et de l’importance économique de l’industrie de 

transformation du lait, les phages infectant les ferments lactiques sont les mieux caractérisés du 

groupe des bactéries lactiques (Klaenhammer et al., 2002). Les LAB les plus utilisées comme ferments 

lactiques sont principalement des bactéries de l’espèce Lactococcus lactis et Streptococcus 

thermophilus ainsi que les bactéries du genre Leuconostoc et du groupe des lactobacilles 

(Klaenhammer et al., 2002). Les lactobacilles sont notamment très utilisés pour la production de 

fromages et des yaourts (Mahony and van Sinderen, 2014). De plus, ils sont également utilisés dans 

d’autres procédés alimentaires tels que la fermentation du soja, de la choucroute (Lu et al., 2003), de 

certaines bières traditionnelles (Sawadogo-Lingani et al., 2007), ou encore la fermentation des fèves 

de cacao (Camu et al., 2007). 

 

2.4.2 Diversité des phages de LAB 

Il existe une grande diversité de phages infectant les bactéries lactiques (Ackermann, 2007). Tous les 

phages de LAB identifiés appartiennent à l'ordre des Caudovirales et la majorité des phages sont 

membres de la famille des Siphoviridae (Mahony et al., 2012). On trouve des phages aussi bien lytiques 

que lysogéniques. 

 

À ce jour, tous les phages de Streptococcus thermophilus et de leuconostoques isolés de produits 

laitiers sont membres de la famille des Siphoviridae (Ali et al., 2013; Quiberoni et al., 2010). De même, 

la majorité des phages de lactocoques appartiennent à la famille des Siphoviridae et seuls 2 phages de 

la famille des Podoviridae ont été identifiés (Kotsonis et al., 2008). 

 

Près de 65 % des phages de lactobacilles appartiennent à la famille des Siphoviridae, et les 35 % restant 

sont membres de la famille des Myoviridae (Ackermann, 2007). Seul un phage de la famille des 

Podoviridae a été identifié à ce jour (Yoon et al., 2002).  
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En raison de leur impact économique, beaucoup de phages de lactobacilles ont été isolés de produits 

laitiers. Par exemple, le premier phage infectant des bactéries de la famille de L. casei a été isolé d’une 

fermentation anormale de lait fermenté de la marque Yakult en 1970 (Watanabe et al., 1970). De 

même, de nombreux phages infectants L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus, L. fermentum 

ont été isolés de yaourts et autres produits laitiers fermentés (Kiliç et al., 1996). 

Enfin, des travaux ont également montré que les phages de lactobacilles pourraient être impliqués 

dans la disparition des lactobacilles présents dans la flore vaginale lors des vaginoses bactériennes 

(Kiliç et al., 2001). 

 

2.4.3 Les sources de phages 

Il existe diverses sources de phages dans les industries fermentaires, qui varient selon les types de 

produits utilisés, les équipements et la mise en place de stratégies d’hygiène. 

 

Les principales sources de phages sont les produits et les ingrédients naturels qui entrent dans les 

usines (Garneau and Moineau, 2011). Par exemple, il a été montré que près de 10 % d’échantillons de 

laits issus de différentes laiteries en Espagne contiennent des phages viables de Lactococcus lactis 

(Madera et al., 2004). De même, des phages de lactocoques et de streptocoques ont été détectés dans 

37 % des échantillons de lait cru utilisés pour la production de yaourt (del Rio et al., 2007). Le recyclage 

de produits fermentés est une pratique couramment utilisée par les industriels qui représente 

également un risque majeur de prolifération des phages (Hinrichs, 2001). 

 

Une autre source d’importante de virus est la présence de prophages dans les ferments lactiques. 

En effet, on trouve de nombreuses bactéries lysogéniques parmi les LAB utilisées comme ferments 

lactiques. Il a été montré que certaines LAB peuvent contenir jusqu’à 6 prophages (Chopin et al., 2001) 

et que près de 92 % des bactéries du « groupe des L. casei » contiennent des séquences phagiques, 

dont 71 % sont des séquences phagiques complètes inductibles par la mitomycine C (Mercanti et al., 

2011; Pujato et al., 2019). 

Comme expliqué précédemment, dans certaines conditions de stress (température, osmolarité, 

antimicrobiens, UV), les prophages peuvent être induits et entrer dans un cycle lytique. L’induction 

peut également se produire de manière spontanée avec une fréquence atteignant près de 9 % chez 

certains LAB (Lunde et al., 2003). Ainsi, si des souches sensibles sont présentes dans les ferments, les 

lysogènes peuvent être responsables de la réduction ou l’arrêt de la fermentation lactique. C’est 

pourquoi, afin d’éviter ces situations, une caractérisation rigoureuse des bactéries lysogènes doit être 

menée avant leur utilisation comme ferments. 

 

Enfin, les particules virales sont capables de disséminer par les airs. En effet, la manipulation de 

produits contaminés génère des aérosols qui disséminent des phages dans les installations de 

fermentation (Verreault et al., 2008). C’est pourquoi les phages sont omniprésents et peuvent être 

détectés sur des surfaces telles que les murs, le matériel de nettoyage, les équipements ou encore 

les sols (Verreault et al., 2011). 

 

2.4.4 Les stratégies d’élimination 

L’élimination des phages dans les industries fermentaires est impossible étant donné qu’ils sont 

présents dans les produits bruts et qu’ils circulent par les airs. De plus, à ce jour aucune méthode 

d’élimination n’a montré une efficacité permettant de lutter contre tous les phages ou permettant de 
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respecter les contraintes liées aux équipements et à la qualité des produits de toutes les industries 

fermentaires. C’est pourquoi les stratégies de gestion des phages ont pour objectifs de contrôler leurs 

multiplication et de réduire leur dissémination. On distingue les stratégies de contrôle utilisant des 

approches physiques (ex. chauffage, filtration, haute pression, UV, photocatalyse), les approches 

chimiques (ex. désinfectants) et les approches biologiques (ex. choix des souches de fermentation, 

utilisation alternée de ferments différents) (Marcó et al., 2012). 

 

La pasteurisation du lait cru est un procédé important de l’industrie du lait qui permet d’inactiver par 

la chaleur les bactéries pathogènes et les bactéries d’altération avant l’addition des ferments lactiques. 

Bien qu’il a été montré que le traitement par la chaleur permet de réduire l’infectivité des virions, les 

températures et les durées de traitement des protocoles classiques de pasteurisation sont insuffisants 

pour permettre l’élimination de la plupart des phages de LAB (Madera et al., 2004). C’est pourquoi, 

d’autres stratégies sont mises en place dans l’industrie de transformation du lait afin de contrôler la 

prolifération des phages. 

 

L’utilisation de désinfectants fait partie des approches les plus efficaces et les plus communément 

utilisées. Néanmoins, leur efficacité varie fortement selon les phages de LAB à traiter. Par exemple, 

l’hypochlorite de sodium présente une efficacité à des concentrations parfois supérieures aux limites 

autorisées. L’acide peracétique fait partie des biocides les plus efficaces. Il permet notamment une 

élimination d’un large spectre de virions sans altérer la qualité des aliments et à des concentrations 

compatibles avec les installations industrielles (Garneau and Moineau, 2011; Guglielmotti et al., 2011). 

 

Une des approches de contrôle les plus anciennes est l’utilisation alternée de ferments lactiques 

différents. Toutefois, cette approche nécessite de connaitre la composition des ferments utilisés, ce 

qui n’est pas toujours le cas dans certaines industries (Połaska and Sokołowska, 2019). 

 

Pour finir, l’utilisation d’une combinaison d’approches est recommandée, à la fois pour des questions 

d’efficacité ainsi que pour éviter l’émergence des phénomènes de résistance. 

 

2.4.5 Utilisations des phages de LAB 

Les phages de LAB peuvent être utilisés comme agents de biocontrôle afin d’éliminer ou de prévenir 

la multiplication de pathogènes ou de bactéries d’altération (Cooper, 2016; Połaska and Sokołowska, 

2019). Par exemple, des phages peuvent être utilisés pour contrôler le développement de certaines 

LAB telles que L. casei et L. brevis qui sont des bactéries fréquemment associées à l’altération de bières 

non pasteurisées (Asano et al., 2007). De nombreux produits à base de phages sont disponibles dans 

le commerce pour le contrôle des pathogènes tels que les produits de la marque « Intesti-

bacteriophage » contenant un cocktail de phages qui ciblent des streptocoques et des entérocoques 

(de Melo et al., 2018). Dans ce contexte, l’utilisation de phages présente l’avantage de pouvoir cibler 

certaines souches spécifiquement sans affecter les bactéries bénéfiques présentes dans les ferments 

ou dans la flore microbienne normale des animaux. De plus, les phages conservent leurs activités 

contre les bactéries résistantes aux antibiotiques, ils n’endommagent pas les équipements, n’altèrent 

pas les propriétés organoleptiques des aliments et sont inoffensifs pour l’Homme (Bruttin and 

Brüssow, 2005; García et al., 2008). En effet, les phages sont omniprésents dans les aliments et 

interagissent constamment avec l’Homme et les animaux (Hagens and Loessner, 2010). 

L’utilisation des phages dans l’industrie comme stratégie de bioprotection reste encore peu 

développée en raison de freins réglementaires et à un certain nombre de difficultés. Notamment, il a 
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été montré que l’utilisation de phages pourrait contribuer à la dissémination de la résistance aux 

antibiotiques en augmentant les transferts horizontaux de gènes (Lekunberri et al., 2017). De plus, 

l’utilisation de phages lytiques est obligatoire étant donné que les phages lysogéniques ne permettent 

pas une élimination totale des bactéries et contribuent à l’acquisition de gènes de résistance (Haaber 

et al., 2016). Par ailleurs, l’utilisation de phages comme agent de désinfection nécessite le 

développement de cocktails complexes formés de divers phages ciblant un même pathogènes afin 

d’éviter la sélection de bactéries résistantes. Enfin, leur efficacité contre les biofilms de pathogènes 

est limitée en raison de leur faible capacité de pénétration au sein des biofilms et de l’état 

physiologique ralenti des certaines bactéries dites « persistantes » au sein du biofilm (Price and 

Chapman, 2018; Salmond and Fineran, 2015). 

 

3. Utilisation des propriétés probiotiques et antimicrobiennes des lactobacilles 

Le groupe des lactobacilles est un taxon comportant parmi les microorganismes les plus importants 

pour l’industrie. En effet, il contient le plus grand nombre de bactéries utilisées dans la fermentation 

de produits alimentaires, le plus grand nombre d’espèces bactériennes reconnues comme GRAS et le 

plus grand nombre de bactéries aux propriétés dites probiotiques. 

 

3.1 Rôles probiotiques des Lactobacillaceae 

3.1.1 Les probiotiques : définition et généralités 

La consommation de produits fermentés par l’Homme remonte à plusieurs millénaires avant Jésus-

Christ (av. J.-C.). Des vestiges archéologiques ont notamment permis de mettre en évidence la 

présence de boissons fermentées dans des jarres de poterie d’un village néolithique de la province du 

Henan en Chine, il y a près de 7 000 ans av. J.-C. (McGovern et al., 2004). De même, des traces écrites 

égyptiennes, grecques et romaines font référence à la consommation de produits laitiers 

fermentés 7000 à 2000 ans av. J.-C. (Gasbarrini et al., 2016). Ces observations archéologiques 

suggèrent que les Hommes consommaient et utilisaient des bactéries lactiques bien avant la 

découverte de leur rôle dans les fermentations par Louis Pasteur au début du 20e siècle. En 1907, Élie 

Metchnikoff établit un lien, entre la consommation de produits laitiers fermentés contenant la bactérie 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (anciennement Lactobacillus bulgaricus) et la longévité des 

membres d’un village en Bulgarie (Mackowiak, 2013). Quelques années plus tard est publiée l’une des 

premières études montrant que l’utilisation de lactobacilles (Lactobacillus acidophilus) entraine 

l’amélioration de l’état de santé de patients souffrant de constipation chronique, de diarrhée ou 

d’eczéma (Fig. 15) (Gupta and Garg, 2009). Ces découvertes donnent naissance à l’idée que des 

microorganismes peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé de leur hôte. De tels 

microorganismes sont qualifiés de probiotiques par Werner Kollath en 1953. 
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Fig. 15 Elie Metchnikoff (1845-1916) dans son laboratoire à l’Institut Pasteur. Issue de la photothèque 

de l’Institut Pasteur. 

 

Les probiotiques sont officiellement reconnus en 2001 par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 

comme « des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, 

confèrent un avantage pour la santé de leur hôte » (Food and Agriculture Organization of the United 

Nations and World Health Organization, 2006). 

L’entreprise japonaise « Yakult Honsha » commercialise en 1935 pour la 1re fois une boisson fermentée 

(le Yakult) à base de la bactérie lactique Lacticaseibacillus casei Shirota isolée 5 ans plutôt par le 

scientifique Japonais Minoru Shirota. Moins d’un siècle plus tard, la consommation de produits 

contenant des probiotiques connait une forte progression en Occident en raison des nombreux 

bénéfices attribués à ces microorganismes. Notamment, les probiotiques font partie des suppléments 

alimentaires les plus consommés aux États-Unis d’Amérique, avec un nombre de consommateurs 

multiplié par 4 entre 2007 et 2012 (Clarke et al., 2015). Les microorganismes probiotiques sont 

majoritairement incorporés dans des produits laitiers fermentés, tels que le lait fermenté, le fromage, 

le yaourt, etc. Ils sont également délivrés dans des produits céréaliers, des produits à base de soja, ou 

encore dans des jus de fruits (Dias et al., 2018; Ewe et al., 2010). 

Les microorganismes majoritairement utilisés dans les préparations probiotiques industrielles sont les 

lactobacilles et les bifidobactéries (Tableau 4). En 2020, une étude a notamment montré que sur plus 

de 1000 essais cliniques enregistrés sur la plateforme « International Clinical Trials Registry Platform » 

de l’OMS, les deux microorganismes les plus étudiés pour leurs activés probiotiques sont L. rhamnosus 

GG et B. animalis ssp (Dronkers et al., 2020). 
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Tableau 4 Principaux microorganismes utilisés pour leurs activités probiotiques. Adaptée de M.-J. 

Butel., 2014 et Williams NT., 2010 

 
 

Plusieurs décennies de recherche sur les bactéries probiotiques ont conduit à la multiplication 

d’allégations sur leurs bénéfices en santé humaine. Toutefois, en raison de résultats contradictoires, 

les nombreux effets bénéfiques attribués aux probiotiques sont sujets à controverse et suscitent de 

vives oppositions au sein de la communauté scientifique. Il est important de comprendre que les 

activités probiotiques sont largement dépendantes des souches et de l’environnement. Ainsi, les effets 

d’un probiotique peuvent varier en fonction de l’état de l’hôte, de la composition du microbiote et de 

différents facteurs environnementaux (Abildgaard et al., 2019; Andriantsoanirina et al., 2014; He et 

al., 2001; Jafarnejad et al., 2016; Pelto et al., 1998; Roessler et al., 2008; Suwal et al., 2018). Cette 

variabilité explique en partie la publication de nombreux résultats cliniques contradictoires et rend 

ainsi nécessaire la caractérisation précise des souches lors d’utilisations industrielles. En effet, une 

souche probiotique peut avoir des effets bénéfiques dans une condition donnée et n’avoir aucune 

activité dans des conditions différentes. Malgré le potentiel préventif aujourd’hui avéré de certaines 

souches, l’utilisation de probiotiques en médecine humaine n’est pas autorisée par les agences de 

régulations européennes « European Food Safety Authority » (EFSA) et Étasuniennes « Food and Drug 

Administration » (Rijkers et al., 2011; Saldanha, 2008), bien que le potentiel préventif de certaines 

souches est aujourd’hui avéré. En 2010, une étape importante est franchie lorsque l’EFSA approuve la 

relation de cause à effet entre la consommation de bactéries lactiques (Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus et Streptococcus thermophilus) dans le yaourt et l’amélioration de la digestion du lactose 

chez les personnes souffrant de troubles digestifs (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and 

Allergies (NDA), 2010). Cette validation s’explique principalement par le fait que le mécanisme d’action 

mis en jeu dans l’amélioration des troubles digestifs est élucidé. Les bactéries du yaourt produisent 

des β-galactosidases capables de cliver du lactose, améliorant ainsi sa digestion dans l’intestin. Par 

ailleurs, l’ISAPP « International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics » déclare en 2013 un 

consensus scientifique sur certaines activités de plusieurs groupes taxonomiques telles que l’inhibition 

de pathogènes ou la production de métabolites et d’enzymes bénéfiques (ex : la β-galactosidase chez 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus) (Hill et al., 2014). À l’inverse, 

ils précisent également que certaines activités sont spécifiques de certaines espèces voire de certaines 

souches (Hill et al., 2014; Lin et al., 2008). À ce stade, il apparaît nécessaire de poursuivre le travail de 

recherche clinique et le travail de recherche fondamentale. Les enjeux sont de mieux évaluer les effets 



60 
 

des probiotiques sur la santé humaine et de mieux caractériser les mécanismes responsables de ces 

effets. 

 

Les résultats cliniques les plus prometteurs suggèrent des effets bénéfiques (préventifs ou curatifs) sur 

des troubles du tractus gastro-intestinal (TGI) tels que le syndrome du côlon irritable (Moayyedi et al., 

2010) et les diarrhées. En particulier, les diarrhées aiguës (Allen et al., 2010; Sazawal et al., 2006), les 

diarrhées provoquées par les traitements antibiotiques (notamment les diarrhées causées par 

Clostridium difficile (Goldenberg et al., 2017; Hempel et al., 2012; McFarland, 2006; Sazawal et al., 

2006)) et les diarrhées du voyageur (Sazawal et al., 2006). Des résultats sur les allergies (Isolauri et al., 

2000), les infections respiratoires (Hao et al., 2015; Vouloumanou et al., 2009), les entérocolites 

nécrosantes (AlFaleh and Anabrees, 2014; Bin-Nun et al., 2005), les septicémies néonatales (Panigrahi 

et al., 2017; Zhang et al., 2016, p.) et les infections de pathogènes (Falagas et al., 2007) font également 

partie des résultats les plus prometteurs. 

 

En raison de difficultés liées aux coûts, aux questions éthiques et aux questions de faisabilité, la 

majorité du travail de recherche sur la caractérisation des mécanismes responsables de l’activité des 

probiotiques est réalisé in vitro (sur des modèles cellulaires) ou in vivo (sur des modèles animaux). Bien 

que ces modèles présentent de nombreux avantages, les résultats obtenus doivent être interprétés 

avec précaution et doivent être validés dans le cadre d’essais cliniques, lorsque cela est possible. En 

effet, les nombreuses différences entre l’Homme et l’animal, en particulier les différences 

physiologiques et les différences de composition du microbiote, contribuent à expliquer le fait que 

certains résultats obtenus chez l’animal ne sont pas reproduits lors d’essais cliniques. 

 

Les effets bénéfiques des probiotiques sont attribués à divers mécanismes tels que 

l’immunomodulation, la protection contre les agents pathogènes, la production de métabolites et 

d’enzymes bénéfiques, le renforcement de la fonction barrière de l’épithélium ou encore la 

modulation du microbiote du TGI (Fig. 16). 

 

 
Fig. 16 Principaux mécanismes d’action des probiotiques. Il existe une influence réciproque entre 

l’hôte, son microbiote et les probiotiques. Adaptée de Sanders M-E et al., 2019 et Bermudez-Brito M., 

2012. 
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Les différents mécanismes d’actions présentés figure 16 sont très étudiés dans la littérature et font 

l’objet de nombreuses revues de qualité (Bermudez-Brito et al., 2012; Halloran and Underwood, 

2019; Sanders et al., 2019). Dans le cadre de ce travail, nous allons aborder en particulier l’activité 

immunomodulatrice et le rôle antimicrobien des lactobacilles. 

 

3.1.2 Lactobacilles et modulation de la réponse immunitaire 

3.1.2.1 Généralités sur le microbiote et le système 

immunitaire du tractus gastro-intestinal 

Le microbiote humain désigne l’ensemble des micro-organismes qui vivent naturellement dans ou sur 

le corps humain. On distingue le microbiote de la peau, du tractus gastro-intestinal (TGI), de la bouche, 

du vagin, etc. (Fig. 17) (“Microbiota - MeSH - NCBI,” 2022). Le microbiote du TGI est le plus important 

en termes de nombre avec un total estimé à près de 1014 microorganismes (Mowat and Agace, 2014). 

Sa composition évolue fortement le long du TGI en raison des variations de pH, d’oxygénation, de 

disponibilité en nutriments, et des sécrétions de l’épithélium. 

 

 
Fig. 17 Le microbiote humain. (A) Abondance relative des six phyla bactériens majoritaires composant 

la flore microbienne à différents endroits du corps d’un individu en bonne santé. (B) Composition de 

la flore microbienne le long du tractus gastro-intestinal (TGI). Le potentiel hydrogène (pH) le long du 

TGI est également indiqué. L’intestin grêle regroupe le duodénum, le jéjunum et l’iléon. Le gros intestin 

regroupe le côlon et le rectum. Enfin l’intestin grêle et le gros intestin forment l’intestin. Adaptée de 

Spor A et al., 2011 ; Tsabouri S et al., 2014 et Allan M Mowat et al., 2014.  

 

Les microorganismes du micobiote sont constamment contrôlés par le système immunitaire de l’hôte 

afin de réguler leur croissance et de détecter d’éventuels pathogènes. C’est pourquoi, le système 

immunitaire associé au tractus intestinal, est le plus important en termes de nombre de cellules 

mobilisées pour la défense de l’organisme. 

Le système immunitaire des mammifères correspond à l’ensemble des cellules et des molécules 

participant à la protection de l’organisme. Une de ses fonctions principales est la détection de 
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microorganismes pathogènes et l’organisation d’une réponse immunitaire permettant de les éliminer. 

Le système immunitaire est constitué de deux systèmes autonomes complémentaires possédant leurs 

propres cellules et molécules effectrices. On distingue le système immunitaire inné qui déclenche une 

réponse rapide et stéréotypée, mais qui est non spécifique ; et le système immunitaire adaptatif qui 

apporte une réponse lente, mais spécifique aux agents infectieux. Dans le tractus gastro-intestinal, la 

majorité des processus immunologiques se déroulent dans la muqueuse et fait intervenir les deux 

systèmes immunitaires (Fig. 18). 
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Fig. 18 Anatomie du système immunitaire intestinal. La muqueuse intestinale est constituée de 

l’épithélium, la lamina propria sous-jacente et d’une fine couche musculaire, appelée muscularis 

mucosa. Adaptée de Maria T. Abreu, 2010. 
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Le tractus gastro-intestinal est bordé par un épithélium composé de divers types cellulaires (Fig. 18).  

Les entérocytes sont les cellules majoritaires et représentent près de 90 % de l’épithélium. Ce sont des 

cellules polarisées qui jouent plusieurs rôles majeurs tels que l’absorption de nutriments, la synthèse 

du glycocalix (formant une couche protectrice à la surface des cellules), la synthèse d’enzymes 

digestives et le déclenchement de réponses immunitaires. En effet, les entérocytes expriment divers 

types de récepteurs de l’immunité innée appelés PRRs (Pathogen Recognition Receptors) qui 

reconnaissent des motifs associés aux pathogènes appelés PAMPs (Pathogen Associated Molecular 

Patterns). L’activation des PRRs entraine des cascades de signalisation permettant de monter une 

réponse immunitaire face aux menaces infectieuses. L’épithélium intestinal est également constitué 

d’autres types cellulaires jouant des rôles immunitaires importants, tels que les cellules M, les cellules 

de Paneth ou encore les cellules à gobelets (Fig. 18). Les cellules M sont spécialisées dans le transport 

d’antigènes (molécules du non-moi, capables d’activer la réponse immunitaire) depuis la lumière 

intestinale vers les cellules immunitaires sous-jacentes présentes au niveau des plaques de Peyer 

(Fig. 18). Par ce mécanisme, les plaques de Peyer jouent un rôle essentiel dans la reconnaissance et le 

déclenchement de la réponse immunitaire adaptative. Les cellules de Paneth, localisées dans les 

cryptes (à la base des villosités) sécrètent des protéines antimicrobiennes (AMPs) permettant de lutter 

contre les bactéries. Enfin, les cellules à gobelet produisent une épaisse couche de mucus jouant un 

rôle de barrière physique qui éloigne les microorganismes du microbiote. 

En plus des cellules épithéliales, de nombreuses cellules du système immunitaire inné et adaptatif sont 

également associées à l’épithélium ; en particulier des cellules dendritiques, des macrophages et divers 

types lymphocytes (Fig. 18). 

 

Au niveau du tractus gastro-intestinal, le système immunitaire doit résoudre l’équation permettant 

d’assurer l’absorption des nutriments et de se protéger d’agents pathogènes, tout en tolérant la 

présence des microorganismes commensaux du microbiote. Le maintien de l’équilibre entre tolérance 

et réponse immunitaire au niveau des muqueuses du tractus gastro-intestinal est permis par un 

ensemble de régulations complexes qui ne sont pas encore entièrement comprises. 

Le microbiote du TGI et l’hôte ont établi au cours d’une longue coévolution, une relation à bénéfices 

réciproques. L’hôte nourrit son microbiote et fournit un environnement protégé. En retour, le 

microbiote participe au métabolisme des carbohydrates, des lipides, des protéines (Bäckhed et al., 

2005; McConnell and Tannock, 1993). Il permet également la synthèse de vitamines (B, K) (Conly and 

Stein, 1992) et de diverses molécules aux propriétés bénéfiques (ex. acide linoléique 

conjugué (Devillard et al., 2007), butyrate (Martín et al., 2014)). De plus, le microbiote joue un rôle 

majeur dans le contrôle des infections et la régulation du système immunitaire (Jandhyala et al., 2015). 

En effet, les bactéries commensales empêchent le développement des pathogènes par exclusion 

compétitive et produisent des molécules antimicrobiennes (Jandhyala et al., 2015). Le microbiote 

permet également de maintenir le système immunitaire en alerte, stimulant la production de mucus, 

la sécrétion de peptides antimicrobiens et d’immunoglobulines A (IgA) (Belkaid and Harrison, 2017). 

 

Il est important de remarquer que le microbiote et les bactéries bénéfiques qui le composent ont des 

modes d’action superposés à ceux attribués aux probiotiques (Fig. 16). Si bien que d’un point de vue 

mécanistique, il y a peu de distinction à faire entre les microorganismes probiotiques et les 

microorganismes bénéfiques présents naturellement dans le microbiote. La distinction réside dans le 

mode d’acquisition des microorganismes et leur capacité à coloniser le TGI. La présence des 
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microorganismes est naturelle dans le cas du microbiote alors qu’elle est liée à une consommation 

active d’aliments ou de suppléments alimentaires dans le cas des probiotiques. 

 

3.1.2.2 Activités immunomodulatrices 

De nombreux travaux menés sur la souris et sur des modèles cellulaires ont permis de mettre en 

évidence la capacité des bactéries probiotiques à interagir avec les cellules de l’hôte et à déclencher 

des réponses immunitaires. Les mécanismes mis en jeu sont nombreux et sont dépendants de l’espèce 

ou de la souche bactérienne étudiée. 

 

Certaines souches de probiotiques sont capables de moduler des voies de signalisation clés des cellules 

épithéliales intestinales et des macrophages (Thomas and Versalovic, 2010). En particulier, l’activation 

des voies de signalisation de certains PRR appelés TLR (Toll-Like Receptor) est ciblée par certains 

probiotiques. Les TLR sont des récepteurs transmembranaires qui répondent principalement aux 

PAMPs. Ils sont exprimés par divers types cellulaires, dont les cellules épithéliales intestinales et les 

macrophages. Selon les voies de signalisation mobilisées, les probiotiques peuvent inhiber ou activer 

l’expression de gènes pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires (Fig. 19). 

 

 
Fig. 19 Modulation des voies de signalisation inflammatoires de macrophages par les lactobacilles. 

Certaines souches de lactobacilles (ex. L. casei, L. reuteri, L. plantarum) empêchent l’activation de NFκB 

en diminuant la phosphorylation ou l’ubiquitination de IκBα (┨ : inhibition). D’autres souches (ex. L. 

rhamnosus GG, L. fermentum, L. crispatus) favorisent la translocation de NFκB (p65-p50) dans le noyau 

nécessaire à son activité de facteur de transcription (→ : activation). La voie de signalisation des MAPKs 

est également modulée dans les macrophages par certains lactobacilles. IκBα, inhibiteur de NFκBα ; 

IKK, IκBα kinase ; IRAK, interleukin-1 receptor-associated kinase ; P, phosphorylation ; TLR, Toll-like 

receptor ; Ub, ubiquitine. Adaptée de Carissa M. Thomas et al., 2010 
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La figure 19 illustre quelques stratégies mises en œuvre par divers lactobacilles pour moduler le profil 

inflammatoire des macrophages. Par exemple la souche L. casei Shirota inhibe le détachement de la 

protéine IkBa au facteur de transcription NFκB (nuclear factor-kappa B), empêchant ainsi sa 

translocation dans le noyau et l’expression de gènes pro-inflammatoires (Watanabe et al., 2009). De 

même, L. reuteri ATCC PTA 6475 (Iyer et al., 2008) et L. plantarum K8 (H. G. Kim et al., 2008b, 2008a) 

inhibent la dégradation de IkBa par le protéasome en prévenant son ubiquitinylation. D’autres souches 

inhibent la voie des MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) impliquée dans l’expression de gènes 

pro-inflammatoires (H. G. Kim et al., 2008b, 2008a; Kim et al., 2006). À l’inverse, certaines souches de 

lactobacilles telles que L. rhamnosus GG ATCC 53103 (Miettinen et al., 2000), L. casei YIT 9029 

(Matsuguchi et al., 2003), L. fermentum YIT 0159 (Matsuguchi et al., 2003) ou L. crispatus (Klebanoff 

et al., 1999), stimulent la production de gènes pro-inflammatoires en favorisant la translocation de 

NFkB. 

 

Plusieurs études ont montré que les probiotiques peuvent également stimuler la production d’IgA par 

des lymphocytes appelés plasmocytes au niveau des épithéliums (Fig. 18). Les IgA contribuent à la 

protection de l’hôte en neutralisant les microorganismes présents dans le TGI. Ce sont des molécules 

qui participent ainsi au contrôle du microbiote et permettent le maintien de l’équilibre homéostatique. 

Par exemple, une étude a rapporté que la consommation pendant 98 jours de lait fermenté contenant 

des lactobacilles (L. casei DN-114001, L. delbrueckii subsp bulgaricus) avait entrainé une augmentation 

significative des IgA dans l’intestin grêle et le gros intestin de souris (de Moreno de LeBlanc et al., 

2008). 

 

Certains lactobacilles orientent la différenciation des lymphocytes T naïfs en lymphocytes T régulateurs 

(Treg), en modulant l’activité des cellules dendritiques (CD). Les Treg sont des cellules régulatrices 

capables d’induire la tolérance aux bactéries commensales. Leurs activités sont également associées à 

la suppression de pathologies telles que les allergies ou l’asthme (Corthay, 2009). 

Notamment, il a été montré que L. acidophilus W55 présente une forte capacité d’induction des 

cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) en Treg. De même, la souche L. paracasei B21060 

a été associée à l’inhibition de la production de cytokines inflammatoires par des CD et à la réduction 

de la différenciation de lymphocytes T naïfs en lymphocytes T effecteurs (pro-inflammatoires) (Mileti 

et al., 2009). 

 

Enfin, certaines molécules sécrétées par les bactéries probiotiques ont montré des activités 

immunomodulatrices in vitro et in vivo. Par exemple, la protéine p40 sécrétée par L. rhamnosus GG 

réduit l’apoptose des cellules épithéliales et favorise la protection de l’épithélium contre les lésions 

intestinales et la colite aiguë induites par le traitement de souris avec du dextran sodium sulfate (DSS) 

(Yan et al., 2011). De plus, il a été montré que la sécrétion de la protéase Lactocepine par L. paracasei 

dégrade certaines chimiokines pro-inflammatoires (telles que CXCL10), et permet ainsi d’inhiber le 

recrutement de cellules inflammatoires dans les muqueuses de souris traitées avec du DSS (von 

Schillde et al., 2012). Il existe de nombreux autres exemples de produits sécrétés aux propriétés 

immunomodulatrices tels que des protéines de surfaces (Konstantinov et al., 2008), des acides 

téichoïques (TA)(Grangette et al., 2005) et lipotéichoïques (LTA) (Mohamadzadeh et al., 2011), du 

peptidoglycane (Macho Fernandez et al., 2011), des exopolysaccharides (Lebeer et al., 2011) ou encore 

des pili (Lebeer et al., 2012). 
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3.1.3 Rôle antimicrobien des lactobacilles 

Divers lactobacilles sont connus pour leurs activités antimicrobiennes contre de nombreuses bactéries 

pathogènes telles que Escherichia coli, Salmonella spp., Helicobacter pylori ou Staphylococcus aureus 

(Hong et al., 2018; Karska-Wysocki et al., 2010; Todoriki et al., 2001). Les mécanismes mis en jeu 

regroupent un ensemble de stratégies non exclusives qui dépendent de l’environnement et des 

souches probiotiques utilisées. On peut distinguer les mécanismes d’inhibition directs tels que la 

production d’antimicrobiens, des mécanismes indirects comme la stimulation des défenses de l’hôte 

ou la compétition pour l’accès aux ressources. Notamment, l’exclusion des pathogènes par 

compétition peut impliquer des facteurs tels la rapidité de multiplication, l’accès aux ressources 

(espace, nutriments) et la rapidité de leurs exploitations. 

 

La production de molécules antimicrobiennes est un mécanisme important dans le rôle des 

probiotiques. Les lactobacilles libèrent notamment des molécules organiques de faible poids 

moléculaire issues du métabolisme (ex. lactate, acétate, formate, reuterine) ou des macromolécules 

antimicrobiennes (ex. bactériocines). Le lactate présente l’activité antimicrobienne la plus élevée. Son 

accumulation lors de la fermentation des carbohydrates entraine une diminution du pH responsable 

d’un fort effet inhibiteur, en particulier sur les bactéries à Gram négatif (De Keersmaecker et al., 2006; 

Makras et al., 2006). 

De plus, divers lactobacilles (ex. L. reuteri, L. brevis, L. buchneri) sont également capables de synthétiser 

un composé antimicrobien dérivé du glycérol, appelé reuterine. Ce métabolite présente une activité 

inhibitrice sur un large spectre de pathogènes dont les bactéries à Gram positif et à Gram négatif, les 

champignons, les protozoaires et les virus (Schütz and Radler, 1984). Le mécanisme d’action de la 

reuterine n’est pas bien caractérisé à ce jour. Toutefois, il a été montré chez Escherichia coli que la 

reuterine entraine la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), toxique pour la bactérie 

(Schaefer et al., 2010). 

De nombreux lactobacilles produisent également des peptides antimicrobiens appelés bactériocines. 

Nous pouvons notamment citer la lactacin B de L. acidophilus (Barefoot and Klaenhammer, 1983), la 

lactocin S de L. Sakei (Gilmore et al., 1996) ou encore la plantaricin W de L. plantarum (Holo et al., 

2001). Ces peptides sont synthétisés par des souches spécifiques et ont une activité létale sur un 

spectre plus ou moins grand de microorganismes. Par exemple, il a été montré que les bactériocines 

secrétées par L. salivarius sont capables de protéger des souris de l’infection à Listeria monocytogenes 

(Corr et al., 2007, p. 1). 

 

Des travaux ont montré que certains lactobacilles empêchent l’adhésion de pathogènes aux cellules 

épithéliales de l’hôte. Les mécanismes d’inhibition mis en jeu impliquent notamment la compétition 

pour l’attachement aux cellules ou encore la stimulation des défenses de l’hôte. Par exemple, des 

travaux obtenus chez la souris suggèrent que l’attachement de L. acidophilus LAP5 ou L. 

fermentum LF33 aux muqueuses permet de réduire la colonisation du TGI par S. Typhimurium (Tsai et 

al., 2005). Par ailleurs, il a été montré que certaines souches sont capables de stimuler la production 

de mucine et d’empêcher l’attachement de pathogènes. Notamment, l’induction de MUC3 ou MUC2 

par certaines souches de L. acidophilus réduit l’attachement d’Escherichia coli pathogènes aux cellules 

épithéliales de l’hôte (Y. Kim et al., 2008; Mack et al., 2003). 

 

La compétition pour l’accès à certaines ressources limitantes est permanente dans le microbiote. Le 

fer est un élément nécessaire à la croissance et au développement de la majorité des organismes 
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vivants. De nombreuses bactéries pathogènes ont développé des stratégies pour l’acquisition du fer 

telles que la sécrétion de chélateurs (sidérophores) afin de capturer le fer présent dans la lumière du 

TGI (Yilmaz and Li, 2018). Les lactobacilles n’ont quant à eux pas besoin de fer pour se développer 

(Elli et al., 2000; Parmanand et al., 2019). Cette caractéristique constitue un avantage majeur pour la 

compétition dans le TGI où le fer est l’un des facteurs limitants les plus importants. De plus, il a été 

montré que certains lactobacilles tels que L. acidophilus et L. delbrueckii sont capables de lier les 

hydroxydes ferriques à leur surface, les rendant ainsi indisponibles pour les microorganismes 

pathogènes (Elli et al., 2000). 

 

3.2 Rôles des Lactobacillaceae contre les biofilms de pathogènes 

3.2.1 Les biofilms bactériens 

3.2.1.1 Définition 

Les biofilms sont des communautés agrégées de microorganismes dans lesquelles les cellules sont 

intégrées dans une matrice autoproduite de substances polymériques extracellulaires (EPS), 

permettant leur adhésion les unes aux autres et/ou à une interface (Flemming et al., 2021, 2016). Le 

biofilm est le mode de vie majoritaire des microorganismes dans l’environnement. On estime que près 

de 40 à 80 % des microorganismes sur terre résident dans un biofilm (Flemming and Wuertz, 2019). 

Ainsi, les biofilms sont virtuellement présents dans tous les habitats, notamment les océans, les nappes 

phréatiques, les canalisations, les animaux ou encore les plantes (Flemming and Wuertz, 2019). 

 

La matrice d’EPS sécrétée par les microorganismes est constituée de polysaccharides, de protéines, 

d’acides nucléiques et des lipides qui forment un ensemble structuré plus ou moins rigide dans lequel 

les cellules sont immobilisées. Le réseau tridimensionnel formé par la matrice assure notamment la 

stabilité mécanique, la cohésion et l’adhésion du biofilm aux surfaces. De plus, on attribue à la matrice 

divers rôles tels que la capture et la rétention d’eau et de nutriments, la digestion de macromolécules 

ou encore le transfert de matériel génétique (Flemming and Wingender, 2010). 

 

Au sein des biofilms, les microorganismes présentent un ensemble de propriétés dites « émergentes » 

distinctes des cellules planctoniques isolées, en raison des caractéristiques spécifiques liées à ce mode 

de vie. En effet, la protection apportée par la matrice et la proximité entre les cellules participent à la 

création de microenvironnements au sein du biofilm qui se manifeste par la formation de gradients 

(pH, oxygène dissous, potentiel redox, nutriments, molécules de communication) (Flemming et al., 

2016). Par ailleurs, une expression génique différentielle et des activités physiologiques spécifiques 

ont été décrites dans l'ensemble du biofilm en réponse aux conditions micro-environnementales 

locales (Flemming et al., 2016). 

Une des conséquences majeures du biofilm est la tolérance accrue à divers stress tels que 

l’exposition aux UV, l’acidité, la déshydratation, les variations d’osmolarité, le système immunitaire 

ou encore le traitement aux ATBs (antibiotiques) et autres antimicrobiens (tels que les désinfectants). 

Il a notamment été rapporté que les bactéries présentes dans les biofilms peuvent être jusqu’à 1000 

fois plus résistantes aux ATBs que lorsqu’elles se trouvent sous forme planctonique (Costerton et al., 

1999). Ces résistances accrues peuvent notamment s’expliquer par la faible pénétration de certains 

ATBs dans la matrice d’EPS (Anderl et al., 2000; Singh et al., 2010), la protection apportée par les 

cellules avoisinantes (effet de « bouclier », accumulation d’enzymes de dégradation des ATBs), la 

surexpression de gènes de résistance (codant pour des pompes à efflux, des enzymes de 

dégradation) (Alav et al., 2018), ainsi que par l’hétérogénéité métabolique des microorganismes 

favorisant la tolérance (Bernier et al., 2013). En effet, au sein des biofilms, une minorité de bactéries 
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dites persistantes (moins de 1 % de la population) présentent de manière transitoire et non héritable 

un métabolisme ralenti (ou dormant) qui leur confère une forte tolérance aux stress antimicrobiens 

(Lewis, 2007). Enfin, l’exposition à des concentrations subinhibitrices d’ATBs et la facilité des 

transferts horizontaux de gènes au sein des biofilms contribuent fortement à l’émergence de 

résistances (Abe et al., 2020). 

 

3.2.1.2 La formation des biofilms 

La formation du biofilm se déroule en 5 étapes principales. Elle débute par l’attachement de cellules à 

une surface, la division des cellules et de la sécrétion de substances polymériques extracellulaires 

(EPS), la formation de microcolonies, la maturation du biofilm et enfin la dispersion des bactéries 

(Costerton et al., 1999) (Fig. 20). Ces étapes sont orchestrées par un ensemble de régulations 

cellulaires intégrant les conditions environnementales à l’échelle locale et à l’échelle de la 

communauté microbienne via la communication par des molécules de signalisation appelées 

molécules du quorum sensing (QS). 

 

 
Fig. 20 Schéma illustrant les 5 étapes clés de la formation d'un biofilm bactérien. La zone verte 

correspond aux étapes ciblées par les stratégies visant à prévenir la formation du biofilm et la zone 

bleue celles visant à éliminer les biofilms déjà établis. Adaptée de Karin Sauer et al., 2022 et Lebeaux 

et al., 2014. 

 

L’attachement des bactéries a une interface est tout d’abord réversible et met en jeu des mécanismes 

d’interactions physico-chimiques de faibles intensités tels que des interactions électrostatiques, des 

forces de Van der Waals et des forces hydrophobes acide-base de Lewis (Bos et al., 1999). Lorsque les 

bactéries sont suffisamment proches du support, leurs appendices de surface tels que les pili, les 

flagelles, les adhésines ou les curli sont également mis en jeu dans ces 1res interactions avec le support 

(Berne et al., 2018). Ensuite, un attachement plus fort qualifié « d’irréversible » s’effectue par 

augmentation de la surface de contact entre la bactérie et le support. Ces interactions impliquent des 

protéines et des polymères présents à la surface des bactéries (Berne et al., 2018; Li et al., 2012). 
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L’adhésion irréversible est suivie par la multiplication des bactéries à la surface du support et la 

sécrétion d’EPS permettant la formation d’une microcolonie. À mesure que les bactéries se multiplient 

au sein des microcolonies, l’accumulation de cellules provoque une augmentation d’épaisseur 

conduisant à la transition d’une monocouche bidimensionnel à une structure tridimensionnelle 

stabilisée par la matrice d’EPS (Su et al., 2012). 

 

Une fois la microcolonie établie, la prolifération des bactéries et la synthèse d’EPS se poursuivent 

jusqu’à former un biofilm mature dans lequel des interactions et des régulations complexes sont 

établies. L’épaisseur et la morphologie du biofilm dépendent de la composition microbienne du 

biofilm, de la nature du support, de « l’âge » du biofilm, et des conditions environnementales 

(ressources, stress). 

Les bactéries sont soumises à une forte hétérogénéité environnementale au sein des biofilms matures 

en raison de la formation de divers gradients depuis le centre vers les couches les plus externes (pH, 

oxygène dissous, potentiel redox, nutriments, molécules de communication). Selon la position des 

microorganismes au sein du biofilm, l’accès aux ressources et l’exposition aux stress sont plus ou moins 

importants. Par exemple, les bactéries présentes au cœur du biofilm ont une activité métabolique 

réduite contribuant à la plus grande capacité de résistance aux ATBs (Walters et al., 2003). 

Enfin, la dispersion de bactéries issues des biofilms mature implique des processus passifs dus à des 

contraintes physiques s’exerçant sur le biofilm ainsi que des processus régulés intégrant les variations 

environnementales (oxygène, températures, nutriments, etc.) (Kaplan and Fine, 2002; Petrova and 

Sauer, 2016; Sauer et al., 2004; Thormann et al., 2005). 

Divers mécanismes actifs ont été identifiés dans la littérature. Notamment, l’accumulation de stress 

au sein du biofilm (privation de nutriment, hypoxie, pH) entraine la mort de certaines bactéries et 

conduit à la formation de cavités (Ma et al., 2009). De plus, certaines bactéries libèrent des molécules 

déstructurant le biofilm, telles que des enzymes capables de digérer la matrice (Boles and Horswill, 

2008; Kaplan et al., 2004, 2003) ou encore des surfactants (Boles et al., 2005; Wang et al., 2011).  

Une fois dispersées, les bactéries peuvent adopter un mode de vie planctonique ou démarrer la 

formation d’un nouveau biofilm (Fig. 20). 

 

3.2.1.3 Biofilm de Salmonella enterica  

Les bactéries de l’espèce S. enterica  

Salmonella enterica regroupe un ensemble de bactéries entériques capables d’infecter l’Homme et 

l’animal (Harrell et al., 2020). L’espèce S. enterica est divisée en six sous-espèces dont salamae, 

arizonae, diarizonae, houtenae, indica ainsi que la sous-espèce enterica responsable de plus de 99 % 

des salmonelloses chez l’Homme (Lamas et al., 2018). En raison de son importance sanitaire, le groupe 

S. enterica subsp enterica est le plus largement étudié. Il contient plus de 1500 sérotypes, dont les 

sérotypes Typhimurium et Enteritidis qui sont les principaux responsables des gastroentérites à 

résolution spontanée (Lamas et al., 2018). Chaque année, on estime que les infections à salmonelles 

entrainent plus de 90 millions de gastroentérites dans le monde et près de 150 000 décès (Majowicz 

et al., 2010). Les sources de contaminations principales sont les produits alimentaires d’origine animale 

tels que la volaille, les œufs ou encore les produits laitiers (Tableau 5). Les transmissions interhumaines 

ainsi que les contacts avec des animaux domestiques sont également une source importante 

d’infection (Harrell et al., 2020).  
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La capacité à former un biofilm est un caractère partagé par de nombreux sérotypes de S. enterica. Il 

permet la survie dans l’environnement, facilite la transmission, favorise la colonisation et favorise la 

persistance des bactéries dans les organismes hôtes (Fàbrega and Vila, 2013).  

La composition et les mécanismes de régulation du biofilm de S. enterica ont majoritairement été 

étudiés chez le sérotype Typhimurium. Toutefois, de fortes similarités ont été identifiées chez de 

nombreux autres sérotypes de la sous-espèce enterica ainsi que chez de nombreuses autres bactéries 

entériques (Doran et al., 1993; Römling et al., 1998; Zogaj et al., 2003).  

 

Composants principaux de la matrice du biofilm de S. Typhimurium 

La matrcie des biofilms de S. Typhimurium est principalement composée de protéines et 

d’exopolysaccharides. Ces biofilms se caractérisent par la formation du morphotype rdar (red, dry, 

rough sur boîte d’agar supplémentée de rouge Congo) qui indique la présence de curli (fimbriea) et de 

cellulose dans la matrice (Simm et al., 2014). Les curlis sont les composants majoritaires de la matrice 

et sont impliqués dans l’adhésion des bactéries aux surfaces, dans l’agrégation cellulaire et dans la 

formation de biofilm (Barnhart and Chapman, 2006). D’autres composants protéiques sont également 

présents tels que des fimbriae de type I (ex. Lpf, Pef) (Ledeboer et al., 2006; Wagner and Hensel, 2011), 

des protéines Bap (Biofilm-Associated Proteins) (Latasa et al., 2005) ou encore des flagelles (Römling 

and Rohde, 1999). Ensuite, la cellulose est le deuxième composant le plus abondant de la matrice. Ce 

polysaccharide est impliqué dans les étapes d’attachement, dans la formation des microcolonies et 

dans l’organisation tridimensionnelle du biofilm (Zogaj et al., 2001, 2003). D’autres exopolysaccharides 

sont sécrétés dans la matrice, notamment de l’acide colanique (Ledeboer and Jones, 2005) et des 

fragments de capsule (Gibson et al., 2006). Enfin, de l’ADN extracellulaire et des acides gras ont 

également pu être détectés dans une moindre mesure (Gibson et al., 2006; Wang et al., 2014). 

 

Éléments majeurs de la régulation du biofilm de S. enterica 

La formation du biofilm de S. Typhimurium est contrôlée par le régulateur transcriptionnel CsgD. Ce 

régulateur qualifié de « clé de voute » active l’expression des curlis, des Bap et active la biosynthèse 

de cellulose (Gerstel and Römling, 2003). La concentration de CsgD est finement contrôlée par un 

ensemble de régulations transcriptionnelles, post-transcriptionnelles, traductionnelles et post-

traductionnelles en réponse à une multitude de signaux environnementaux (nutriments, température, 

tension d’oxygène, osmolarité, pH, éthanol) (Gerstel and Römling, 2003). En particulier, le di-GMP 

cyclique (Di-guanosine monophosphate cyclique) est une molécule de signalisation majeure, connue 

pour activer l’expression du gène csgD et inhiber la motilité bactérienne (Simm et al., 2014). De plus, 

il a également été montré que des petits ARN (ex. McaS, RprA, OmrA/B) régulent l’expression de CsgD 

en inhibant la traduction et en induisant la dégradation des ARN messager (Mika and Hengge, 2013). 

De manière intéressante, l’activité enzymatique d’hydrolases du peptidoglycane (les transglycosylases 

MltE et MltC) a été impliquée dans la modulation de csgD (Monteiro et al., 2011). Toutefois, les 

mécanismes mis en jeu dans cette régulation du biofilm restent encore à élucider.  

 

3.2.1.4 Les impacts des biofilms bactériens 

Impacts sur la santé 

Les biofilms constituent un challenge majeur dans le monde médical où l’on estime qu’ils sont associés 

à près de 65 à 80 % des infections chez l’Homme (“NIH Guide: RESEARCH ON MICROBIAL BIOFILMS,” 

2022; Potera, 1999). 
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Au sein des établissements hospitaliers, la présence de biofilms sur les surfaces représente une source 

majeure de contamination favorisant les infections nosocomiales. Leur développement sur des 

dispositifs médicaux et les tissus humains entrainent des infections fréquemment associées à des 

échecs thérapeutiques en raison de leurs résistances accrues aux traitements ATBs et de leur capacité 

à contourner les défenses immunitaires de l’hôte (Fig. 21) (González et al., 2018). 

 

 
Fig. 21 Exemples d’infections chez l’Homme liées à la formation de biofilms de pathogènes. Adaptée 

de David Lebeaux et al., 2012 et 2014. 

 

Dans les tissus, le développement de biofilms est associé à diverses infections telles que des infections 

urinaires, des otites chroniques, des caries, des endocardites (Vestby et al., 2020). Les biofilms sont 

notamment présents dans plus de 90 % des plaies chroniques et leur éradication implique la mise en 

œuvre de stratégies thérapeutiques adaptées à chaque biofilm (Attinger and Wolcott, 2012). 

Par ailleurs, tous les dispositifs médicaux implantés sont sujets au développement de biofilms de 

pathogènes tels que les sondes, les cathéters, les prothèses, ou encore les valves et stimulateurs 

cardiaques (Lebeaux and Ghigo, 2012). 

 

Plus largement, la formation de biofilms dans les équipements et infrastructures en contact avec de 

l’eau tels que les réservoirs ou les systèmes de distribution d’eau destinés à la consommation constitue 
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un risque majeur pour la santé. En effet, les biofilms peuvent abriter diverses bactéries pathogènes 

responsables d’infections ou d’intoxications (Flemming, 2002). Une étude menée dans plusieurs pays 

d’Europe a pu identifier des souches pathogènes d’Escherichia coli dans des biofilms prélevés sur divers 

réseaux de distribution (Juhna et al., 2007). 

 

Impacts dans les industries agroalimentaires 

Dans l’industrie agroalimentaire, le développement de biofilms sur les infrastructures, les équipements 

et les matrices alimentaires entrainent des pertes économiques importantes et représentent 

également un risque majeur pour la santé des consommateurs. Les biofilms sont impliqués dans la 

dégradation des équipements (corrosion, encrassement), l’altération des aliments et ils peuvent 

provoquer des épidémies d’intoxications ou d’infections alimentaires potentiellement mortelles 

(Flemming, 2002; Srey et al., 2013). L’OMS estime que chaque année dans le monde, près de 600 

millions d’individus tombent malades après avoir consommé des aliments contaminés et 420 000 en 

meurent (“Food safety,” 2022). Toujours selon l’OMS, la contamination des aliments peut survenir à 

chacune des étapes de la chaîne de production ainsi que lors de la livraison et la consommation des 

aliments (“Foodborne diseases,” 2022).  

 

En particulier, de nombreuses bactéries pathogènes sont capables de former des biofilms dans les 

usines agroalimentaires et de contaminer les aliments. Parmi les pathogènes les plus couramment 

associés aux infections d’origines alimentaires, on trouve Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines 

(STEC), Listeria monocytogenes, Vibrio spp., Salmonella spp. ou encore Campylobacter jejuni. Selon les 

souches bactériennes impliquées, les infections peuvent avoir des conséquences bénignes (diarrhées, 

nausées, vomissements) ou plus graves, voire mortelles (septicémies, méningites, syndrome 

hémolytiques et urémiques) (Tableau 5). 

 

Tableau 5 Principales bactéries pathogènes responsables d’infections alimentaires. Adaptée des fact-

sheets de l’OMS 2022 / https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/food-safety. 

 
N. B. Les aliments et les symptômes les plus fréquemment associés à l’infection par les pathogènes 

sont précisés. 
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Les biofilms peuvent se développer sur un ensemble de surfaces fréquemment présentes dans les 

usines telles que l’acier inoxydable, le bois, le verre, le caoutchouc, etc. On les trouve donc dans les 

canalisations, la surface des tables, les tuyaux de distribution, les gants du personnel, le matériel 

d’emballage, les silos de stockage, les réservoirs, etc. (Colagiorgi et al., 2017; Waak et al., 2002). 

 

Les aliments les plus susceptibles de subir des contaminations liées aux biofilms sont les produits 

laitiers (Sharma and Anand, 2002), les viandes (volailles, viandes de porc, viandes rouges) (Chia et al., 

2009), les poissons et les fruits de mer (Gram and Huss, 1996; Mizan et al., 2015). Enfin, les aliments 

transformés prêts à la consommation sont des produits particulièrement à risque, en raison des 

diverses manipulations liées à la transformation des produits avant et après cuisson (Osaili et al., 

2011). 

 

Impacts dans les industries non alimentaires 

La formation de biofilms pose également de nombreuses difficultés dans les industries non 

alimentaires. Ils engendrent des pertes économiques liées à la diminution voire à l’arrêt des 

exploitations. En particulier, les matériaux et les systèmes en contact avec l’eau peuvent être 

encrassés, corrodés ou bien même obstrués par l’accumulation du biofilm. Par exemple, les 

échangeurs de chaleur (chaudières, machines frigorifiques), les coques de navires, les filets de pêche, 

les canalisations, sont particulièrement impactés par le développement de biofilms (Flemming, 

2002). 

 

3.2.1.5 Les modèles d’étude des biofilms 

En raison de leur importance écologique et des conséquences sanitaires et économiques engendrées 

par leur formation, les scientifiques ont développé au cours des 40 dernières années divers modèles 

de biofilms in vitro et in vivo. L’objectif de ces modèles est de reproduire tout ou une partie des 

caractéristiques associées au développement et au mode de vie des biofilms, afin d’étudier la 

formation et les propriétés « émergentes » des microorganismes qu’ils contiennent. 

 

La pertinence des modèles choisis pour l’étude des biofilms dépend des questions biologiques de 

l’expérimentateur et prend en compte des critères tels que la nature des surfaces, le nombre de 

microorganismes (monocultures, communautés multi-espèces), l’accès aux nutriments, la présence de 

stress, etc. Par exemple, la présence de gradients, la densité cellulaire élevée et la production de 

matrices d’EPS sont des critères importants pour l’étude de biofilms matures. Par ailleurs, il faut 

préciser qu’il n’existe pas de modèles parfaits, mais des modèles qui permettent de répondre à des 

questions biologiques précises. Ainsi, bien que les biofilms mono-espèces ont permis à la communauté 

scientifique de comprendre de nombreux mécanismes fondamentaux mis en jeu dans la formation des 

biofilms, ce type de modèle ne reproduit pas entièrement les processus se déroulant dans la nature. 

En effet, les biofilms naturels sont majoritairement formés par des communautés de microorganismes 

et peuvent présenter des propriétés différentes des biofilms mono-espèces. Par exemple, la présence 

de multiples microorganismes peut faciliter la formation des biofilms. En effet, il a été montré que les 

biofilms mono-espèces de Pseudomonas aeruginosa et de Klebsiella pneumoniae présentent une 

épaisseur plus faible (de 29 et 100 µm respectivement) comparée à l’épaisseur moyenne formée par 

les biofilms mixtes (de 400 μm) (Murga et al., 1995). De plus, la diversité au sein des biofilms contribue 

également à augmenter la résistance aux stress des bactéries vis à vis des traitements par les ATBs et 

des désinfectants (Giaouris et al., 2015). 
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Les modèles in vitro 

Une grande partie des connaissances acquises sur les biofilms sont issues d’expériences sur des 

modèles in vitro. 

 

Parmi les modèles de biofilm in vitro, les modèles dits « ouverts » reposent sur le principe des cultures 

continues. Ces modèles sont caractérisés par le renouvellement continu du milieu de culture 

conduisant ainsi à l’élimination des déchets et des cellules mortes ou non adhérées (ex. systèmes à 

flux de déplacement, dispositifs microfluidiques, etc.) (Coenye and Nelis, 2010). Les modèles 

« ouverts » offrent l’avantage de pouvoir contrôler plusieurs paramètres de l’expérience (vitesse 

d’écoulement, température, composition du milieu au cours du temps) et permettent ainsi d’étudier 

la résistance physique et chimique des biofilms. Ces modèles sont néanmoins peu adaptés à des 

analyses à haut débit en raison du coût et des équipements nécessaires pour mener les 

expérimentations. 

 

Les modèles de biofilm in vitro dits « fermés » correspondent à des modèles où les conditions d’accès 

aux nutriments sont limitées (ex. culture en plaque de gélose, en plaque multipuits, dispositif de 

Calgary) (McBain, 2009). Contrairement aux modèles « ouverts », les microorganismes se développent 

jusqu’à épuisement des ressources présentes dans le milieu de culture ; les déchets et les cellules 

mortes s’accumulent également dans le milieu de culture. C’est pourquoi les modèles de biofilms 

« fermés » sont plus adaptés à l’étude des étapes précoces de la formation des biofilms. Ces modèles 

offrent de nombreux avantages ; ils sont bon marché, faciles à réaliser et permettent de mener des 

analyses à haut débit (cribles génétiques). Ils permettent également une quantification rapide des 

cellules viables présentent dans le biofilm (test de réduction XTT) ou encore une quantification de la 

biomasse formée (par coloration au cristal violet, safranine, rouge congo). 

 

Le système en plaques multipuits fait partie des modèles de biofilm les plus utilisés en raison de la 

facilité de mise en œuvre et de son potentiel pour les analyses à haut débit (Djordjevic et al., 2002). 

De plus, ce système requiert peu de volume de culture (100-200 µL) ce qui peut être un atout majeur 

lorsque le matériel biologique est limitant. Dans le système de culture en plaque multipuits 

(polystyrène, polypropylène ou polycarbonate), le milieu de culture contenu dans les micropuits est 

d’abord inoculé par des microorganismes. Puis, les plaques sont incubées en aérobie ou anaérobie, 

avec ou sans agitation pendant la durée définie par l’expérimentateur. Enfin, les microorganismes 

morts ou non-adhérés sont éliminés par une série de lavages, puis les microorganismes adhérés aux 

surfaces sont quantifiés par coloration (cristal violet). 

 

Les modèles in vivo 

Les limites des modèles in vitro, en particulier leurs incapacités à reproduire les conditions de vie au 

sein de l’hôte ont conduit au développement de multiples modèles in vivo utilisant des animaux 

mammifères (majoritairement rongeurs) ou non-mammifères (tels que la mouche du vinaigre 

Drosophila melanogaster, le poisson-zèbre Danio rerio, le nématode Caenorhabditis elegans). Dans 

une moindre mesure, les modèles de biofilms ex vivo sur des prélèvements de tissus ou organes sont 

également utilisés (Coenye and Nelis, 2010). 

Ces modèles permettent notamment l’étude des infections liées aux biofilms dans les tissus ou 

l’étude des infections associées à l’implant d’appareils médicaux. Ces modèles sont particulièrement 

pertinents dans le cadre de l’étude des rôles des biofilms dans les échecs thérapeutiques. 
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3.2.1.6 Les stratégies d’élimination des biofilms bactériens 

Afin de traiter les biofilms, diverses stratégies de contrôle sont mises en œuvre dans les industries et 

le monde médical. On distingue les approches visant à éliminer les biofilms établis, des approches 

visant à prévenir la formation des biofilms (Tableau 6). Les approches d’élimination du biofilm sont 

privilégiées sur des biofilms matures et en cours de maturation (Fig. 20 ; zone bleue), alors que les 

approches préventives ciblent quant à elles les étapes précoces de la formation du biofilm telles que 

l’attachement, la communication ou la synthèse de matrice (Fig. 20 ; zone verte). 
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Tableau 6 Stratégies de lutte contre la formation des biofilms négatifs. 

 
N. B. On distingue les stratégies visant à éliminer les biofilms établis et celles visant à prévenir leur 

formation. QS: quorum sensing; EDTA: éthylènediaminetétraacétique. 

 



78 
 

Eliminer les biofilms établis 

Dans l’industrie, l’élimination des biofilms repose principalement sur l’utilisation de désinfectants et 

de traitements par la chaleur (ex. autoclavage, pasteurisation). Ces traitements sont économiques et 

permettent de traiter de larges surfaces en agissant sur un large spectre de microorganismes. En 

particulier, les désinfectants sont très utilisés pour désinfecter le matériel et les équipements 

médicaux. Par exemple, les agents oxydants tels que peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou l’acide 

peracétique (H2O2 7 %, CH₃COOH 40 %) sont les désinfectants les plus utilisés pour traiter les surfaces 

en raison de leurs effets bactéricides et de leur capacité à dégrader les matrices de biofilms (S. H. I. Lee 

et al., 2016; Toté et al., 2010; Penna et al., 2001). De même, l’hypochlorite de sodium (NaClO) ou 

l’ozone sont des désinfectants aux propriétés antimicrobiennes et antibiofilms (Marino et al., 2018; 

Osono et al., 2021). 

 

Les microorganismes présents au sein des biofilms peuvent présenter un certain degré de résistance 

aux désinfectants, c’est pourquoi de nouvelles stratégies de traitement se sont développées. Des 

traitements physiques (ex. ultrasons, lumière ultraviolette), l’utilisation d’enzymes, de bactériophages 

ou encore le brouillage des communications au sein des biofilms sont ainsi utilisés en compléments 

des approches chimiques plus conventionnelles (Tableau 6). 

 

L’utilisation d’enzymes telles que des glycosidases, des protéases ou des DNAse ont pour objectifs de 

déstructurer les biofilms en dégradant la matrice d’EPS et permettre ainsi un meilleur accès des 

désinfectants aux microorganismes (Tableau 6). Le plus souvent, une combinaison d’enzymes est 

préférable en raison de l’hétérogénéité des matrices d’EPS (Kaplan, 2014). 

 

Le contrôle des biofilms par des bactériophages est une stratégie qui représente un grand potentiel 

pour l’industrie ainsi que dans le traitement de patients infectés par de bactéries pathogènes (thérapie 

phagique). Les mécanismes antibiofilms des bactériophages mettent en jeu la lyse des bactéries au 

sein du biofilm, l’induction et la libération d’enzymes de dégradation de la matrice et l’inhibition de la 

communication cellulaire (ex.  molécules anti-QS) (Chegini et al., 2020). Il est important de noter que 

la spécificité des phages pour leur hôte, tout comme la possible présence ou émergence des 

résistances au sein des biofilms rendent nécessaire le développement de cocktails de bactériophages 

adaptés aux pathogènes présents dans un environnement donné. De plus, l’efficacité des phages est 

limitée par leur capacité de pénétration au sein des biofilms et par l’état physiologique ralenti des 

bactéries au sein du biofilm (Price and Chapman, 2018; Salmond and Fineran, 2015). 

Ces dix dernières années, l’intérêt pour l’utilisation de phages dans l’industrie est croissant et se 

manifeste par une forte augmentation du nombre de brevets protégeant l’utilisation de cocktails de 

phages comme agent de biocontrôle (Kaistha and Umrao, 2016). 

 

Prévenir la formation des biofilms 

Des efforts de recherche importants ont été mis en œuvre pour prévenir la formation des biofilms afin 

d’éviter les conséquences économiques et sanitaires liées à leur développement. 

Les méthodes préventives regroupent un ensemble de stratégies ciblant les étapes précoces de la 

formation du biofilm (Fig. 20 ; zone verte). Les mécanismes mis en jeu ont pour but d’empêcher 

l’attachement des microorganismes aux surfaces et/ou d’inhiber les régulations nécessaires au 

développement des biofilms. 
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Parmi les approches préventives, de nombreux auteurs proposent l’utilisation de surfaces aux 

propriétés antiadhésives ou antimicrobiennes. L’objectif est de repousser ou d’empêcher l’adhésion 

des microorganismes aux surfaces ou encore de les tuer lorsqu’elles adhérent (X. Yang et al., 2022). 

Ainsi, les surfaces peuvent être traitées avec des molécules aux propriétés antiadhésives afin de former 

des revêtements empêchant l’attachement des microorganismes. Par exemple, il a été montré que 

l’immobilisation de galabiose permet d’empêcher l’interaction des fimbriea d’Escherichia coli avec les 

supports. 

De plus, des molécules aux propriétés antimicrobiennes (bactériocines, ATBs, métaux) peuvent 

également être immobilisées sur les surfaces (Hetrick and Schoenfisch, 2006; Vijay et al., 2020). 

Notamment, l’intégration d’argent dans des lentilles de contact a été associée à une réduction de prêt 

de 3 log de la biomasse des biofilms formés par Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. 

Enfin, certains auteurs ont montré qu’une optimisation du choix des matériaux pouvait permettre de 

minimiser l’interaction avec certaines bactéries pathogènes (Rogers et al., 1994). 

 

D’autres stratégies ont pour but de prévenir la maturation des biofilms en ciblant la communication 

cellulaire (molécules anti-QS) ou en empêchant la synthèse de la matrice d’EPS (ex. EDTA) (Tableau 6). 

Le quorum sensing (QS) est un système de régulation ayant pour fonction principale la communication 

entre microorganismes. Ce système repose sur la sécrétion de molécules de signalisation dans 

l’environnement et leur interaction avec des systèmes senseurs entrainant l’activation de 

signalisations cellulaires. Le QS permet ainsi la régulation de nombreux processus cellulaires, dont la 

formation et la maturation du biofilm (Shrestha et al., 2022). Les systèmes de communication sont une 

cible intéressante dans la lutte contre la formation de biofilms et des résultats intéressants ont été 

décrits. En particulier, l’utilisation de molécules de dégradation (ex. lactonase) ou d’inhibition (ex. 

hordenine) de l’activité des molécules du QS a été associée à la réduction ou l’inhibition de la formation 

de biofilms (Tableau 6). 

 

L’utilisation d’ATBs est fréquemment utilisée en médecine à des fins préventives avant les opérations 

invasives. De même, les bactériophages peuvent être utilisés à des fins préventives. Des travaux 

cliniques ont notamment montré que le traitement d’implants par des bactériophages permet 

d’empêcher la formation de biofilms formés par Proteus mirabilis (254). 

 

3.2.2 Propriétés antibiofilm des lactobacilles 

L’échec des traitements conventionnels a contraint la communauté scientifique à développer des 

stratégies alternatives afin de lutter contre la formation de biofilms négatifs. L’utilisation de bactéries 

probiotiques fait partie des nouvelles approches les plus prometteuses avec des effets antagonistes 

sur un large spectre de microorganismes (bactéries, virus et champignons). Les données de la 

littérature suggèrent que les effets antibiofilms sont spécifiques des souches et mettent en jeu de 

multiples mécanismes différents. Les souches les plus prometteuses appartiennent au groupe des 

lactobacilles, notamment L. acidophilus, L. casei, L. fermentum et L. rhamnosus (Carvalho et al., 2021; 

Giordani et al., 2021). 

Les effets antibiofilms exercés contre les pathogènes sont observés à la suite de traitements avec des 

cellules de probiotiques vivantes, mortes, inactivées ou encore à la suite de traitement avec des 

produits dérivés issus des probiotiques (Nataraj et al., 2020). Dans la littérature, les cellules de 

probiotiques non viables (mortes ou inactivées) ou les produits issus de leur lyse ont été regroupés 

sous le terme de « parabiotiques ». Ainsi, le terme « parabiotiques » se distingue du terme probiotique, 
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qui correspond par définition à l’utilisation des cellules vivantes. Par ailleurs, le terme « postbiotiques » 

correspond quant à lui, à l’utilisation de produits sécrétés par les probiotiques. Pour des raisons de 

simplicité, nous parlerons de « produits dérivés » afin de faire référence aux produits « parabiotiques » 

et « postbiotiques ». Parmi les produits dérivés, on trouve notamment des peptides antimicrobiens, 

des biosurfactants, des molécules anti-QS, des métabolites (ex. lactate) qui sont capables de prévenir 

et d’éliminer la formation des biofilms de micro-organismes pathogènes. 

 

Selon les souches, les probiotiques peuvent avoir des activités permettant de prévenir et/ou d’éliminer 

la formation des biofilms. Les mécanismes mis en jeu sont multiples et impliquent les bactéries ou 

leurs produits dérivés. 

 

Dans le cas d’une utilisation préventive des probiotiques et de leurs dérivés, les stratégies mises en jeu 

impliquent des processus « d’exclusion » et/ou de « compétition ». L’élimination des biofilms déjà 

établis implique quant à elle des processus dits de « déplacement » (Fig. 22). Notons que les stratégies 

d’utilisation de dérivés de probiotiques ne sont pas représentées figure 22, mais sont similaires à celles 

des cellules entières. 

 

 
Fig. 22 Utilisation de cellules probiotiques pour lutter contre les biofilms de pathogènes. Les stratégies 

de « déplacement » impliquent la disruption des biofilms établis. Les stratégies « d’exclusion » et de 

« compétition » ont pour objectifs d’empêcher les étapes précoces de la formation des biofilms. 

Adaptée de Fábio M. Carvalho et al., 2021. 

 

Bien que les mécanismes ne soient pas encore bien caractérisés, les probiotiques et leurs dérivés 

peuvent avoir des effets antibiofilm en créant un environnement défavorable pour les pathogènes (ex. 

production d’acides organiques, de ROS) et en agissant directement sur les cellules ou la matrice des 

biofilms (ex. enzymes de dégradation de la matrice, peptides antimicrobiens, biosurfactants, molécules 

anti-QS) (Tableau 6) (Meroni et al., 2021). Ces modifications ont des effets sur la viabilité des 

pathogènes ainsi que sur leur capacité à adhérer aux surfaces et à former des biofilms. Les propriétés 

antibiofilm des lactobacilles sont la plupart du temps le résultat de la combinaison d’activités 

antibiofilms. Par exemple, les effets inhibiteurs de L. acidophilus sur la formation de biofilms par 

Staphylococcus aureus ont été associés à une combinaison d’effets tels que la production de 

bactériocines, la compétition pour l’accès aux supports ainsi que la réduction des capacités d’adhésion 

du pathogène (Sadowska et al., 2010). De plus, beaucoup de travaux étudient l’effet antibiofilm des 
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surnageants de culture de probiotiques (sans cellules). Ces surnageants contiennent un ensemble de 

molécules libérées par les probiotiques au cours de leur croissance (bactériocines, ROS, acides 

organiques, biosurfactants, polysaccharides) et leurs activités sont le résultat d’un ensemble 

d’interactions complexes avec les surfaces, les pathogènes et la matrice des biofilms (Carvalho et al., 

2020). 

 

La stratégie « d’exclusion » consiste à former des revêtements de cellules probiotiques ou de dérivés 

sur les surfaces à protéger, afin d’inhiber l’adhésion des cellules pathogènes (Fig. 22). « L’exclusion » 

est l’approche qui montre les résultats les plus convaincants avec un fort potentiel dans l’industrie et 

dans le monde médical. Notamment, le travail publié par Tan L et al. (2020) a montré que 

l’immobilisation de bactéries inactivées L. casei sur des implants orthopédiques permet de conférer 

une protection de 99,98 % contre les infections à Staphylococcus aureus. Les mécanismes antibiofilms 

suggérés mettent en jeu l’inhibition de l’adhésion, la production d’acide lactique et de bactériocines 

(Tan et al., 2020).  

La stratégie de « compétition » consiste à cultiver des probiotiques afin qu’ils entrent en compétition 

avec les bactéries pathogènes pour l’accès aux nutriments et aux surfaces à protéger. De plus, comme 

évoqué précédemment, les bactéries préviennent la formation des biofilms en inhibant l’attachement 

(ex. inhibition des adhésines, biosurfactants, molécules anti-QS) et en produisant des molécules aux 

propriétés antimicrobiennes (ex. AMP, lactates, acétate). En particulier, plusieurs travaux ont montré 

que la libération de molécules anti-QS par L. plantarum permet une réduction de la communication 

nécessaire à la formation du biofilm par Pseudomonas aeruginosa (Onbas et al., 2019; Valdéz et al., 

2005). 

Notons que les mécanismes impliqués dans les stratégies de « compétition » et « d’exclusion » mettent 

en jeu des processus similaires. Les différences résident principalement dans le traitement préventif 

des surfaces à protéger dans le cas de la stratégie « d’exclusion ». 

Enfin, la stratégie de « déplacement » fait intervenir des mécanismes antimicrobiens et des 

mécanismes permettant la disruption de l’architecture des biofilms (Fig. 22). 

 

L’efficacité in vivo et in vitro des probiotiques et de leurs dérivés plaide fortement en faveur de leur 

utilisation prophylactique et thérapeutique en médecine. Une méta-analyse menée sur 36 articles 

scientifiques a notamment étudié l’efficacité de probiotiques et de leurs dérivés dans la lutte contre le 

développement de biofilms pathogènes sur des dispositifs médicaux. Les travaux ont permis d’estimer 

une réduction de 77 % des biofilms de pathogènes suite aux traitements avec des cellules probiotiques. 

De plus, le traitement par des « produits dérivés » tels que des biosurfactants, des surnageants de 

culture (sans cellules) et des exopolysaccharides a été associé à une réduction des biofilms de 70, 76 

et 88 % respectivement (Carvalho et al., 2020). 

 

Les probiotiques présentent de nombreux avantages en comparaison aux approches conventionnelles 

dans la lutte contre les biofilms. Leur statut GRAS facilite leur utilisation dans l’industrie et le monde 

médical. En effet, les bactéries probiotiques ne sont pas pathogènes et la communauté scientifique 

leur attribue des effets bénéfiques sur la santé. Ils présentent une faible toxicité et peuvent donc être 

utilisés à de fortes quantités. Ils offrent une alternative sérieuse à l’utilisation des ATBs en raison de la 

grande diversité des mécanismes impliqués dans leurs effets antimicrobiens et antibiofilms. Ils ont des 

effets sur un large spectre de microorganismes pathogènes. De plus, ils sont faciles à cultiver et à 
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conserver. Enfin, ils résistent au passage dans le TGI et aux processus de conservations industriels (ex. 

lyophilisation, encapsulation). 

Toutefois, il existe également quelques limites à l’utilisation de probiotiques ou de leurs dérivés. 

Notamment, les bactéries ou les lysats bactériens peuvent contribuer à l’acquisition de gènes de 

résistance par les pathogènes. Néanmoins, ceci peut être évité par la caractérisation rigoureuse des 

souches probiotiques utilisées. De plus, les effets des souches sont variables et dépendent des 

conditions environnementales dans lesquelles elles se trouvent. En d’autres termes, une même 

bactérie probiotique peut avoir un fort effet antibiofilm dans une condition et n’avoir aucun effet 

dans d’autres conditions environnementales. Enfin, dans le cas de stratégies « d’exclusion », les 

biofilms formés par les bactéries probiotiques peuvent se détacher et perdre ainsi leurs activités 

protectrices (Carvalho et al., 2021; Giordani et al., 2021). 
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Chapitre 2 : Vésicules membranaires des bactéries 
1. Les vésicules membranaires : des structures universelles 

1.1 Que sont les vésicules membranaires ? 

1.1.1 Définition 

Les vésicules membranaires (MVs ; membrane vesicles) aussi appelées vésicules extracellulaires (EVs ; 

extracellular vesicles) sont des nanoparticules libérées par les cellules. Elles sont délimitées par une 

membrane lipidique et contiennent des protéines, des acides nucléiques et d'autres composants 

cellulaires (Gill et al., 2019). La production de MVs a été détectée dans les 3 domaines du vivant 

suggérant ainsi le caractère universel de ces nanostructures (Deatherage and Cookson, 2012; Gill et 

al., 2019). Les MVs ont longtemps été ignorées et leur impact sur les interactions entre les organismes 

avec leurs environnements a largement été sous-estimé jusqu’au début des années 2000. Ce 

désintérêt peut être imputé en partie à leur petite taille qui implique l’utilisation d’appareils de 

microscopie électronique très sophistiqués. En effet, ce n’est qu’en 1966 que sont publiées les 1res 

observations de MVs libérées par la bactérie à Gram négatif Escherichia coli (Knox et al., 1966) ; soit 

16 ans après les observations de particules phagiques par Ernst Ruska. Par ailleurs, les vésicules ont 

été longtemps considérées comme des débris cellulaires sans importance voire comme de vulgaires 

artéfacts expérimentaux (Cocucci et al., 2009). Depuis les 20 dernières années, l’étude des MVs est 

une thématique qui suscite un fort intérêt en raison de la pluralité des fonctions attribuées à ces 

structures. 

 

Selon leurs tailles, leurs compositions, leurs mécanismes de biogenèse et les cellules qui les libèrent, 

les MVs sont désignées par divers noms. Ainsi chez les bactéries à Gram négatif, on distingue les 

vésicules issues du bourgeonnement de la membrane externe appelées OMVs (outer membrane 

vesicles) et les vésicules issues de la lyse bactérienne appelées OIMVs (outer- inner membrane vesicles) 

et EOMVs (explosive outer- membrane vesicles) (Fig. 23).  
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Fig. 23 Type de vésicules membranaires libérées par les bactéries à Gram négatif et principaux 

mécanismes de production. Adaptée de Toyofuku Masanori et al., 2018.  

 

Chez les bactéries à Gram positif, les MVs sont fréquemment nommées CMVs (cytoplasmic membrane 

vesicles) d’après l’origine de leur membrane lipidique (Fig. 24).  
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Fig. 24 Type de vésicules membranaires libérées par les bactéries à Gram positif et principaux 

mécanismes de production. Adaptée de Toyofuku Masanori et al., 2018.  

 

De même, chez les eucaryotes on distingue les exosomes qui sont libérés par fusion des endosomes 

multivésiculaires avec la membrane plasmique, les microvésicules (ou microparticules ou encore 

ectosomes) qui se forment par détachement de la membrane plasmique. Enfin, les vésicules 

apoptotiques ou corps apoptotiques sont libérés par des cellules en fin d’apoptose (Fig. 25).   
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Fig. 25 Types de vésicules membranaires libérées par les cellules eucaryotes selon l’origine des cellules 

et la voie de biogenèse empruntée. (A) Schéma illustrant le mécanisme de production des principaux 

types de MVs libérées par les cellules eucaryotes. (B) Taille et densité des types de MVs produites par 

les cellules eucaryotes. La taille est indiquée en nanomètre et correspond au diamètre des MVs. 

Adaptées de Zaborowski M P et al., 2015 et Mathieu M et al., 2019. 
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L’ensemble de ces vésicules est communément regroupé sous le nom de vésicules membranaires 

(MVs) ou vésicules extracellulaires (EVs). Dans le cadre de cette thèse, nous utiliserons 

préférentiellement le terme MVs pour faire référence à ces nanostructures, car il permet de mettre 

en avant le caractère membranaire de ces vésicules. Le terme EVs est toutefois très utilisé dans la 

littérature, on peut notamment citer le journal scientifique créé en 2012 appelée « Journal of 

Extracellular Vesicles » qui traite majoritairement de questions liées aux vésicules eucaryotes 

(“Journal of Extracellular Vesicles,” 2012). 

 

1.1.2 Diversité des MVs : taille et composition 

La formation des MVs est initiée chez tous les organismes au niveau de membranes lipidiques. C’est 

pourquoi, la composition de ces vésicules est intimement liée aux compartiments dont ils sont issus et 

à la nature des membranes qui les délimitent.   

 

La membrane plasmique des bactéries est constituée d’une proportion équivalente de lipides et de 

protéines (Strahl and Errington, 2017) (Lin and Weibel, 2016).  

 

 
Fig. 26 Représentation schématique de la composition des vésicules membranaires produites par les 

bactéries à Gram négatif et les bactéries à Gram positif. Adaptée de Xie J et al., 2022.  
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Chez les bactéries à Gram négatif, la membrane interne est principalement constituée de 

phosphatidyléthanolamines, phosphatidylglycérols et de cardiolipines. Ces phospholipides sont 

également présents dans la membrane externe, mais la composition lipidique de cette deuxième 

membrane se distingue par une quantité élevée de lipide A (appartenant aux molécules de 

lipopolysaccharides) dans le feuillet externe (Lin and Weibel, 2016) (Fig. 26 et Fig. 27). Les OMVs ont 

une composition lipidique similaire à la membrane externe des bactéries à Gram négatif (Hoekstra et 

al., 1976; Lee et al., 2008; J. Lee et al., 2016). Notamment, la présence de LPS est un indicateur fort 

témoignant de l’origine des OMVs (Fig. 26). De plus, les OMVs sont constituées de protéines 

périplasmiques, de peptidoglycane ainsi que de lipides et protéines associées à la membrane externe 

des bactéries (Fig. 26) (Veith et al., 2014). 

 

 
Fig. 27 Structure chimique des principaux phospholipides présents dans les membranes bactériennes. 

Les phospholipides (PE, PG, PC) sont des glycérophospholipides, dont les têtes polaires (en rouge) sont 

liées à des queues d’acide gras. Les chaînes d’acides gras peuvent différer par leur nombre de carbones 

ainsi que par le nombre, la position et la géométrie des insaturations. Par simplicité seules des queues 

insaturées à 18 atomes de carbone sont représentées. Adaptée de Ti-Yu Lin et al. 2016. 

 

Les vésicules de bactéries à Gram positif ou encore d’archées emportent une partie du contenu 

cytoplasmique lors de leur formation. C’est pourquoi les vésicules sont délimitées par des membranes 

de composition similaire à la membrane cytoplasmique et contiennent des acides nucléiques, des 

protéines, des toxines et autres composants cytoplasmiques capturés lors de leur formation (Fig. 26). 

Les lipides majoritaires des membranes plasmiques de bactéries à Gram positif sont les 

phosphatidylglycérols, les cardiolipines et les acides lipotéichoïques (LTA) (Fig. 26). Une des différences 

importantes entre la composition lipidique des vésicules et celle de la membrane plasmique des 

bactéries est l’absence de cardiolipines chez certaines bactéries à Gram positif (Fig. 27) (Resch et al., 

2016). Une explication possible de l’exclusion des cardiolipines est liée à leur encombrement stérique 
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qui est connu pour engendrer de fortes déformations des vésicules membranaires (Fig. 27) (Tomšiè et 

al., 2005). 

 

Tout comme leur composition, la taille des MVs bactériennes varie selon les organismes qui les 

produisent, leur état physiologique et les mécanismes impliqués dans leur biogenèse. Ainsi, les 

vésicules bactériennes ont une taille généralement comprise entre 20 à 500 nanomètres de diamètre. 

L’amplitude de taille des vésicules eucaryotes est beaucoup plus importante, allant de 50 jusqu’à 

5000 nm de diamètre dans le cas de corps apoptotiques (Fig. 25 et Fig. 27). 

Cette variabilité de taille et de composition est responsable de la grande diversité des fonctions 

exercées par les vésicules. Cette diversité place les MVs au carrefour de diverses thématiques majeures 

de la biologie telles que la résistance aux antibiotiques, les transferts horizontaux de gènes, la 

communication inter et intra espèce, la formation de biofilms, la pathogenèse ou encore le 

développement d’outils à visées thérapeutiques. 

 

1.2 Isolement, observation et quantification des MVs 

1.2.1 Méthodes d’isolement des MVs 

La séparation des MVs des cellules et des autres composés présents dans les milieux biologiques est 

une étape clé de l’étude des vésicules. En effet, l’isolement des MVs permet de garantir la fiabilité des 

résultats afin d’éviter les interprétations erronées liées à la présence de nanoparticules contaminantes 

(Furi et al., 2017; Davis et al., 2019).  

Les stratégies d’isolement les plus utilisées dans la littérature reposent sur l’utilisation des propriétés 

physicochimiques des MVs telles que la taille, la densité, la charge, la viscosité ou encore la présence 

d’antigènes de surface (Liangsupree et al., 2021). Selon la composition des milieux dans lesquels les 

vésicules se trouvent, leur isolement est rendu plus ou moins difficile par la présence de contaminant 

aux propriétés physicochimiques proches. En particulier, les protéines solubles de haut poids 

moléculaire, les agrégats protéiques, les lipoprotéines et d’autres nanoparticules sont fréquemment 

présents dans les milieux de culture et les liquides biologiques. Par exemple dans les selles, le sang et 

le plasma, les MVs peuvent être co-isolées avec des lipoprotéines ou d'autres nanoparticules (Fig. 28) 

(Simonsen, 2017; Tulkens et al., 2020). De surcroît, comme expliqué précédemment (Fig. 23-28), la 

taille et la composition des vésicules sont très hétérogènes, même lorsqu’elles sont produites par une 

population clonale de cellules. Pour toutes ces raisons, aucune stratégie d’isolement des MVs ne 

permet d’obtenir une pureté maximale. Selon ses objectifs, l’expérimentateur doit faire un choix entre 

le rendement et la pureté de la fraction vésiculaire obtenue après purification.  
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Fig. 28 Graphique taille/densité des vésicules membranaires bactériennes et des nanoparticules 

fréquemment présentes dans les selles, le sang et le plasma. Les EVs (ou MVs) d’eucaryotes ont une 

densité comprise entre 1 083 et 1 111 g/mL. Les vésicules membranaires bactériennes (bEVs) ont une 

densité plus élevée comprise entre 1 133 et 1 201 g/mL. Abréviations : HDL, lipoprotéine de haute 

densité ; IDL, lipoprotéine de densité intermédiaire ; LDL, lipoprotéine de basse densité ; LPS, 

lipopolysaccharide ; VLDL, lipoprotéine de très basse densité ; EVs, vésicules membranaires eucaryotes 

; bEVs, vésicules membranaires bactériennes. Adaptée de Xie J et al., 2022.  

 

Les principales méthodes utilisées dans la littérature pour l’isolement des MVs sont les méthodes de 

centrifugation différentielle (incluant au moins une étape d'ultracentrifugation), l’utilisation de 

gradients de densité, la chromatographie d’exclusion stérique, l’ultrafiltration, l’isolement par affinité 

et la précipitation (Fig. 29, Tableau 7) (Coumans et al., 2017; Liangsupree et al., 2021).  
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Fig. 29 Illustration schématique des méthodes les plus couramment utilisées pour isoler les vésicules 

membranaires. Adaptée de Coumans et al., 2017. 

 

Les méthodes de centrifugation différentielle sont les méthodes les plus couramment utilisées 

(Coumans et al., 2017; Momen-Heravi et al., 2013). Ces stratégies d’isolement reposent sur la 

séparation des particules sur la base de leur vitesse de sédimentation. La vitesse de sédimentation des 

particules dépend de leur densité, de leur taille et de leur forme selon la relation définie par la loi de Stokes 

(Livshits et al., 2015). Ainsi, plusieurs cycles de centrifugation à vitesse croissante sont réalisés afin 

d’éliminer successivement les particules les plus grosses par sédimentation. Une fois la majorité des 

particules non vésiculaires éliminées, une ou plusieurs centrifugations à grande vitesse (ou 
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ultracentrifugation) sont réalisées afin de recueillir les fractions enrichies en vésicules au fond du tube 

d’ultracentrifugation (Fig. 29). Cependant, ces stratégies présentent le désavantage de co-isoler des 

nanoparticules aux vitesses de sédimentation similaires à celles des vésicules, notamment des 

lipoprotéines ou encore des agrégats protéiques (Tableau 7).  

 

Les méthodes d’ultrafiltration sont généralement utilisées afin de concentrer les vésicules présentes 

en faible quantité dans des échantillons de volume important. L’ultrafiltration consiste à séparer les 

particules selon leur taille grâce à des membranes filtrantes (ex. cellulose) sur le principe du tamisage 

moléculaire (Klimentová and Stulík, 2015). Les filtres sont un réseau de pores de taille régulière 

permettant la rétention des particules dont la taille est supérieure aux pores de la membrane. Les 

filtres d’ultrafiltration généralement utilisés pour la concentration des vésicules ont une limite de 

rétention de 50 ou 100 kDa (Liangsupree et al., 2021). L’ultrafiltration permet ainsi de concentrer de 

larges volumes rapidement tout en éliminant les molécules inférieures au seuil d’exclusion. Toutefois, 

en raison de la faible pureté des échantillons recueillis après ultrafiltration, les fractions obtenues sont 

généralement soumises à d’autres étapes de purification supplémentaires (Fig. 29 et Tableau 7). 

 

La pureté des fractions vésiculaires obtenues par centrifugations différentielles et ultrafiltration peut 

être améliorée en réalisant une étape de séparation sur gradient de densité ou par une étape de 

chromatographie d’exclusion stérique (Fig. 29) (Lobb and Möller, 2017; Tulkens et al., 2020). 

La centrifugation sur gradient de densité est une méthode qui permet de séparer les particules en 

fonction de leur densité. Les fractions vésiculaires à purifier sont déposées sur un gradient continu ou 

discontinu (généralement de sucrose ou d’idodixanol) et les échantillons sont ensuite centrifugés à 

haute vitesse (80 000 – 150 000 g) afin de séparer les différentes particules (Klimentová and Stulík, 

2015). La centrifugation sur gradient de densité est l’une des approches offrant la meilleure pureté, 

cependant les rendements de purification obtenus après purification sont relativement faibles 

(Klimentová and Stulík, 2015). De plus, cette méthode ne permet pas d’éliminer efficacement les 

lipoprotéines de haute densité (Fig. 29 et Tableau 7).  

La chromatographie d’exclusion stérique est une méthode qui permet de séparer les particules sur la 

base de leur volume hydrodynamique (c.-à-d. la taille des particules en solution) (Lobb and Möller, 

2017). Les particules sont donc séparées en solution dans une colonne contenant un réseau de 

polymère (généralement du sepharose). Suivant leur volume hydrodynamique, les particules peuvent 

plus ou moins pénétrer dans le gel, ce qui affecte leur temps d’élution. Les molécules ayant le plus 

grand volume hydrodynamique ont un temps d’élution rapide alors que les composants les plus petits 

sont retenus plus longtemps dans la matrice de la colonne. Cette méthode présente l’avantage de ne 

pas nécessiter d’équipement coûteux et de permettre une réduction de la contamination protéique. 

Toutefois, elle ne permet pas d’éliminer les particules de tailles similaires (ex. lipoprotéines, agrégats 

protéiques) et entraine une dilution des échantillons. C’est pourquoi la chromatographie d’exclusion 

stérique est plutôt adaptée pour purifier des fractions vésiculaires préalablement concentrées (Fig. 29 

et Tableau 7) (Lobb and Möller, 2017; Tulkens et al., 2020). 

 

Les stratégies d’isolement par affinité regroupent un ensemble de méthodes reposant sur l’interaction 

entre ligands et récepteurs présents à la surface des MVs (Liangsupree et al., 2021). La majorité des 

stratégies utilisées à ce jour reposent sur l’utilisation d’anticorps dirigés contre des antigènes présents 

à la surface des vésicules. Ainsi, les anticorps (généralement monoclonaux) de forte affinité sont 

immobilisés sur des surfaces (telles que des billes magnétiques, des puces ou encore des membranes), 
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afin de capturer spécifiquement les MVs et de les séparer des particules contaminantes. Cette 

méthode permet d’obtenir une grande pureté de vésicules et permet également d’isoler des sous-

populations vésiculaires sur la base de leurs antigènes de surface (Coumans et al., 2017). Toutefois, 

l’immunocapture présente l’inconvénient d’être une méthode relativement onéreuse dont l’efficacité 

dépend principalement de la qualité des anticorps. De plus, ces méthodes requièrent une bonne 

connaissance préalable de la composition antigénique de la surface des vésicules afin de produire des 

anticorps adéquats (Fig. 29 et Tableau 7). C’est pourquoi les stratégies d’isolement par affinité sont 

majoritairement utilisées pour la capture de vésicules d’organismes modèles.  

 

Les MVs peuvent également être précipitées à l’aide polyéthylène glycol (PEG) ou encore de lectines 

(telles que la concanavaline A ou la phytohémagglutinine) (Konoshenko et al., 2018). Le PEG est un 

polymère soluble dans l’eau, non toxique et non dénaturant qui permet une précipitation des 

particules en solution. Cette précipitation permet de sédimenter les vésicules par centrifugation à 

basse vitesse et n’implique donc pas d’équipement d’ultracentrifugation spécialisé (Coumans et al., 

2017). De même, les lectines sont des protéines qui permettent une agglutination des particules par 

interaction avec les carbohydrates (Samsonov et al., 2016). Les lectines entrainent ainsi la précipitation 

des vésicules qui sont ensuite récupérées par centrifugation à basse vitesse. Bien que rapides et peu 

couteuses, ces méthodes de précipitation conduisent à la co-précipititation de débris non vésiculaires 

et sont donc peu adaptées lorsque des analyses nécessitant une bonne pureté doivent être réalisées. 

 

Enfin, des approches combinant plusieurs des méthodes décrites ci-dessus sont largement utilisées 

dans la littérature afin d’augmenter la pureté des fractions vésiculaires issues d’échantillons complexes 

tels que les biofluides (ex. selles, sérum) (Fig. 28) (Rafael Prados-Rosales et al., 2014). Par exemple, les 

travaux de Tulkens et al., ont montré que la combinaison de 3 méthodes incluant des centrifugations 

différentielles, une étape de chromatographie d’exclusion stérique et une séparation sur gradient de 

densité, permet d’isoler spécifiquement les MVs bactériennes présentes dans des biofluides humains 

contenant diverses particules contaminantes (Tulkens et al., 2020). 

  

1.2.2 Conservation et préservation de l’intégrité des MVs 

La conservation des MVs est un enjeu majeur étant donné que les conditions de stockage sont 

susceptibles de compromettre leur intégrité et d’affecter leurs propriétés morphologiques et 

fonctionnelles (Jeyaram and Jay, 2017). Notamment, les conditions de stockage peuvent favoriser la 

libération du contenu et impacter le nombre et la taille des MVs présentes en solution (Gelibter et al., 

2022). De même, les composants présents dans les vésicules (lipides, protéines, acides nucléiques, 

autres) peuvent être altérés, entrainant ainsi des pertes d’activité plus ou moins importantes (Kusuma 

et al., 2018). Les principaux facteurs d’altération impactant les propriétés morphologiques et 

fonctionnelles des MVs lors de leur conservation sont la température, le temps et la composition des 

solutions de stockage (pH, agents cryoprotecteurs) (Jeyaram and Jay, 2017; Kusuma et al., 2018). 

 

La majorité des travaux abordant la conservation des MVs ont été menés sur des vésicules produites 

par organismes eucaryotes, en particulier mammifères. Malgré l’importance de cette thématique, la 

littérature ne fournit à ce jour qu’un nombre limité de données, en raison des contraintes techniques 

liées aux méthodes d’analyse (voir section 1.2.2 et 1.2.3), à la diversité des approches utilisées et à 

l’absence d’un consensus clair sur les critères d’évaluation. Par ailleurs, ces problématiques expliquent 

également, les travaux contradictoires qui rendent difficile la formulation de conclusions claires. C’est 
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pourquoi à ce jour aucune condition optimale de stockage des MVs n’a pu être établie de manière 

consensuelle. 

Les approches de conservation des vésicules peuvent être divisées en deux grandes catégories. Les 

approches de séchage (ex. lyophilisation, atomisation) qui restent restreintes à certaines applications, 

et les méthodes de conservation par le froid (cryopréservation) majoritaires (Bahr et al., 2020; Lyu et 

al., 2022). Bien que les approches de séchage aient un impact important sur l’intégrité des membranes, 

elles présentent plusieurs avantages tels qu’une forte stabilité à l’état sec et une facilité de stockage. 

De plus, elles assurent la préservation de l’activité des composés thermosensibles et des composés 

sujets aux dégradations enzymatiques (Bahr et al., 2020). Dans le cas des méthodes de conservation 

par le froid, les MVs sont majoritairement cryopréservées par suspension dans du PBS et stockage à 

4 °C pour des périodes courtes (quelques heures à quelques jours). Pour des périodes de stockage plus 

longues (quelques mois à plusieurs années), une température de -80 °C est recommandée (Kusuma et 

al., 2018). Ces approches de stockage ont pour objectif d’éviter les cycles de congélation-décongélation 

connus pour fortement endommager les MVs. Toutefois, les conditions de stockage à 4 °C et -80 °C 

ont également un impact plus ou moins important sur l’intégrité et les fonctions des vésicules (Deville 

et al., 2021; Görgens et al., 2022; Kusuma et al., 2018). Afin d’augmenter leur stabilité lors de la 

congélation, des cryoprotecteurs peuvent être ajoutés aux tampons de suspension (Bahr et al., 2020). 

On distingue les cryoprotecteurs dits pénétrants (ex. le glycérol, le DMSO et l’éthylène glycol) capables 

de diffuser à travers les membranes lipidiques et les cryoprotecteurs dits non pénétrants (ex. le 

saccharose, le mannose, le tréhalose et autres sucres) qui ne pénètrent pas les membranes lipidiques 

(Bahr et al., 2020; Gelibter et al., 2022; Görgens et al., 2022; Walker et al., 2022). La protection 

apportée par les cryoprotecteurs dépend de leur dosage approprié afin d’éviter les dommages liés à la 

congélation (concentration trop faible) et à leur toxicité (concentration trop forte). 

 

Pour des raisons de reproductibilité des résultats entre laboratoires et de compatibilité avec diverses 

méthodes d’analyse (biologique, biochimique ou encore physique), de nombreux chercheurs préfèrent 

la cryopréservation des MVs dans du tampon PBS sans cryoprotecteurs malgré des travaux suggérant 

une faible stabilité dans ces conditions (Kusuma et al., 2018). L’expérimentateur est donc amené à 

choisir les conditions de stockage des MVs selon ses objectifs, les contraintes expérimentales et la 

nature des composés étudiés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

Tableau 7 Comparaison des méthodes les plus couramment utilisées pour isoler les vésicules 

membranaires.  

 
N. B. Quelques articles utilisant une ou une combinaison de méthodes d’isolement des vésicules 

membranaires produites pas des bactéries appartenant à la famille des Lactobacillaceae : (Choi et al., 

2020a) CD, UF ; (H. Kim et al., 2020) CD, UF, GD ; (Dean et al., 2020) CD, GD ; (Bäuerl et al., 2020) 

CD/PP ; (Kuhn et al., 2020) CD, CES ; (Zaborowska et al., 2020) CD ; (Wubbolts et al., 2003) IA.  

 



96 
 

1.2.3 Méthodes d’analyse des MVs 

L’analyse des MVs peut être réalisée par diverses approches, notamment des approches physiques (ex. 

taille, charge), chimiques (ex. protéomique, lipidomique, RNAseq, metabolomique) ou biologiques (ex. 

immunomodulation) (Paganini et al., 2022). Toutefois, un certain nombre de challenges techniques 

rendent ce travail délicat. La difficulté de l’étude des MVs est liée à leur petite taille qui limite 

grandement le nombre d’outils disponibles. En effet, il existe peu d’outils permettant de quantifier la 

concentration des vésicules en solution et la plupart du temps, il est difficile d’estimer la proportion 

des particules contaminantes (Tableau 8). Dans ce contexte, nous allons présenter de manière 

comparative les différentes méthodes d’analyses physiques couramment utilisées pour caractériser la 

taille et quantifier la concentration des MVs en solution.  

 

Le DLS (Dynamic Light Scattering), le MDSL (Multi-angle DLS) et le NTA (Nanoparticle Tracking Analysis) 

sont des méthodes très utilisées qui permettent d’estimer la taille de nanoparticules en suspension 

grâce à la mesure du mouvement brownien (Anderson et al., 2013; Naiim et al., 2015; Stetefeld et al., 

2016). Le mouvement brownien correspond au mouvement aléatoire des particules en solution du fait 

de leurs interactions avec les molécules qui les entourent. Plus une particule en suspension est grosse 

par rapport aux molécules de son environnement proche, plus l’effet des interactions avec ces 

molécules sur son mouvement sera réduit. À l’inverse, le mouvement de petites particules sera plus 

important du fait des interactions avec les autres molécules. La taille des particules est ainsi estimée 

grâce à la relation Stokes-Einstein établissant un lien entre la taille des particules et leur mouvement 

aléatoire (ou mouvement Brownien) (Anderson et al., 2013).  

 

Dans la méthode de DLS et de MDLS, le mouvement Brownien des particules est mesuré grâce à 

l’analyse au cours du temps de l’intensité de diffraction de la lumière d’un laser monochromatique 

placé sur la trajectoire de l’échantillon (Naiim et al., 2015). En traversant la suspension de particules, 

la lumière du laser est diffractée dans toutes les directions lorsque des particules se trouvent sur sa 

trajectoire. Ainsi, le déplacement des particules soumises au mouvement Brownien fait varier 

l’intensité de diffraction au cours de temps. Cette fluctuation de l’intensité de diffraction au cours du 

temps permet ainsi de déterminer la taille des particules.  

La différence principale entre le DSL et le MDLS repose dans le nombre et la position des détecteurs 

de la lumière diffractée. Les mesures de DLS à angle unique ne sont pas adaptées aux échantillons 

polydisperses, car les grosses molécules peuvent masquer la présence des plus petites particules, ce 

qui entraine une surestimation de la taille de la population particulaire. L’approche de DLS multi-angle 

(MDLS) intègre les données acquises sous plusieurs angles grâce à plusieurs détecteurs (généralement 

trois). De cette manière, la distribution de la taille des particules fournie par les MDLS est robuste et 

permet l’analyse d’échantillons mono ou polydisperses (Naiim et al., 2015).  

Une des limites importantes de ces méthodes est qu’elles ne permettent pas d’estimer la quantité de 

particules (Tableau 8).  

 

Contrairement au DLS, le NTA est une méthode qui permet de mesurer individuellement la taille des 

particules et permet ainsi de déterminer la concentration des particules d’une suspension. Le NTA 

détermine le mouvement brownien des particules par l’analyse d’enregistrements vidéo dans lesquels 

les particules sont suivies individuellement au cours du temps. Les particules sont visualisées grâce à 

la lumière diffractée d’un laser (Dragovic et al., 2011). En effet, en traversant la trajectoire d’un 

faisceau laser, les particules entrainent la diffraction de la lumière qui est enregistrée sous forme de 
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séquences vidéo. Ces vidéos sont analysées par un programme qui localise et suit les particules au 

cours du temps, afin de calculer leur taille grâce à la relation de Stokes-Einstein (Dragovic et al., 2011; 

Anderson et al., 2013). Dans cette configuration, le NTA ne donne pas d’information sur la nature des 

particules et ne permet donc pas de distinguer entre les MVs et les particules non vésiculaires (Tableau 

8). 

Toutefois, le NTA offre la possibilité d’ajouter des modules laser permettant d’exciter les particules 

avec plusieurs longueurs d’onde (Carnell-Morris et al., 2017). Cette approche de NTA fluorescent (ft-

NTA) permet de différencier les vésicules des particules non vésiculaires, en marquant les vésicules 

avec des marqueurs fluorescents spécifiques des membranes lipidiques (Tableau 8) (Carnell-Morris et 

al., 2017). De plus, l’utilisation de la fluorescence permet également de marquer des sous-populations 

de vésicules grâce à l'utilisation d'anticorps couplés à des fluorophores. 

 

Le TRPS (Tunable Resistive Pulse Sensing) est une méthode de mesure de la taille et de la concentration 

de particules en solution qui repose sur le principe du compteur de Coulte. Contrairement au NTA et 

aux DSL, cette méthode ne repose pas sur la diffusion de la lumière (« How Does Tunable Resistive 

Pulse Sensing Measure Particles?, » 2022). Le TRPS permet de mesurer individuellement les particules 

dans une solution d’électrolytes en les faisant passer à travers un nanopore de diamètre ajustable. 

Une tension est appliquée à travers le nanopore et l’appareil détecte le changement de résistance 

électrique lors du passage des particules à travers le nanopore. Ce changement correspond à un 

blocage transitoire du courant ionique dont l’intensité et la fréquence sont proportionnelles à la taille 

et à la concentration des particules de l’échantillon. De plus, la durée du blocage permet également 

de calculer la charge de surface des particules (« How Does Tunable Resistive Pulse Sensing Measure 

Particles?, » 2022). Le TRPS présente l’avantage de permettre l’analyse d’échantillons polydisperses 

avec une très bonne résolution. Toutefois, comme le DLS, le MDLS et le NTA, cette méthode présente 

l’inconvénient de ne pas permettre de distinguer les MVs des particules non vésiculaires (Tableau 8) 

(Anderson et al., 2013). 

 

La méthode de DCS (Differential Centrifugal Sedimentation) est un peu moins répandue, mais permet 

une très bonne résolution de la distribution de la taille d’échantillons polydisperses (Minelli et al., 

2018). Le DCS repose sur l’analyse du temps de sédimentation des particules dans un disque rotatif 

contenant un gradient de densité (généralement un gradient de saccharose). Les échantillons sont 

injectés dans un disque qui est ultracentrifugé. L’ultracentrifugation entrainant ainsi la séparation des 

particules en fonction de leurs différences de taille, de densité et de forme, conformément à la loi de 

Stokes (Minelli et al., 2018). Notons que cette méthode ne permet pas de distinguer entre les MVs et 

les particules non vésiculaires, et ne permet pas d’estimer la concentration des échantillons (Tableau 

8). 

 

La cytométrie en flux est une approche utilisée par de nombreux laboratoires pour quantifier et étudier 

les MVs. Toutefois, la plupart des cymomètres en flux ont un seuil minimum de détection supérieur ou 

égal à 200 nm de diamètre, ce qui est largement supérieur à la taille des exosomes et des vésicules 

produites par de nombreuses bactéries (Morales-Kastresana and Jones, 2017). Récemment, de 

nouveaux cymomètres en flux de haute résolution ont été développés afin de répondre à cette 

problématique (Nanofcm, 2021). Notamment, certains appareils tels que le Nanoanalyzer (nFCM) de 

l’entreprise NanoFCM permettent de détecter des particules jusqu’à 40 nm de diamètre (Nanofcm, 

2021).  
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Dans les systèmes de cytométrie en flux, les particules en solution passent dans le trajet optique de 

plusieurs lasers de longueurs d’onde différentes. La diffraction de la lumière provoquée par les 

particules en face du rayon laser permet d’estimer la taille des particules (paramètre FSC) et la mesure 

de la lumière diffractée sur le côté donne une mesure de la granularité des particules (paramètre SSC). 

Grâce aux différents lasers, le système de cytométrie permet de réaliser des marquages de MVs avec 

des fluorophores lipophiles ou des anticorps fluorescents dirigés contre des antigènes présents à la 

surface des vésicules. Le marquage fluorescent des vésicules offre la possibilité d’exclure les particules 

non vésiculaires des analyses et permet également d’étudier des sous-populations vésiculaires 

(Tableau 8) (Morales-Kastresana and Jones, 2017).  

 

Enfin, les méthodes de microscopie électronique sont les méthodes les plus utilisées afin de visualiser 

les MVs. En particulier, les approches de microscopie électronique à transmission constituent le « gold 

standard » et permettent de caractériser la morphologie des vésicules avec une très haute résolution 

(Anderson et al., 2013; Linares et al., 2017). La microscopie à force atomique (AFM) est un outil moins 

utilisé qui offre également une très haute résolution (Sharma et al., 2018). Toutefois comme la 

microscopie électronique à balayage, l’AFM permet « d’observer » la surface des particules, ce qui rend 

difficile la distinction entre les MVs et les particules non vésiculaires (Tableau 8).  
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Tableau 8 Comparaison des méthodes les plus couramment utilisées pour analyser les propriétés 

physiques des vésicules membranaires. 

 



100 
 

 

1.2.4 Nouvelles avancées et défis techniques liés à l’étude des MVs  

1.2.4.1 Approche de purification par triage en cytométrie en 

flux 

Selon le type d’analyses réalisées, différents niveaux de pureté des fractions vésiculaires sont 

nécessaires. En particulier, il est préférable d’analyser la taille et la composition des vésicules avec des 

fractions les plus pures possible. En effet, les caractérisations physico-chimiques des vésicules 

constituent une étape importante qui permet de faire des hypothèses sur les mécanismes de 

biogenèse et les potentiels rôles joués par ces vésicules.  

 

Afin d’augmenter la pureté des fractions vésiculaires, une approche de triage des MVs par cytométrie 

en flux à haute performance a récemment été proposée (Nasukawa et al., 2021). Dans ce travail, les 

MVs des bactéries à Gram positif Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis sont d’abord purifiées par 

centrifugation différentielle et séparation sur gradient de densité. Les membranes des vésicules sont 

ensuite marquées par un marqueur fluorescent lipophile et les particules non fluorescentes sont 

écartées par triage en cytométrie en flux. Les paramètres de triage et la qualité des fractions 

vésiculaires avant et après triage sont présentés dans la Fig. 30A-B. Étonnement, on observe que moins 

de 20 % des particules contenues dans les fractions vésiculaires sont fluorescentes après purification 

par ultracentrifugation différentielle et gradient de densité. Des résultats similaires ont également été 

décrits pour des préparations de vésicules eucaryotes (George et al., 2021). De manière intéressante, 

cette approche de purification proposée par Nasukawa et al. (2021) couplant les méthodes classiques 

de purification à la cytométrie en flux permet de passer de 20 à près de 80 % de particules 

fluorescentes ce qui permet d’augmenter la pureté des préparations par 4. On peut notamment 

observer figure 30C que le profil protéique 2D des échantillons purifiés par triage en cytométrie en flux 

est fortement impacté par l’exclusion des particules non fluorescentes. Cette nouvelle approche de 

purification par triage de particules fluorescentes semble particulièrement pertinente pour les 

applications nécessitant une très grande pureté des fractions vésiculaires, telles que les études 

protéomiques, métagénomiques ou lipidomiques.  
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Fig. 30 Analyse par cytométrie en flux de la proportion de particules fluorescentes dans une fraction 

vésiculaire de Staphylococcus aureus obtenue par ultracentrifugation sur gradient de densité. (A) Les 

zones de sélection (ou « gating area ») des particules fluorescentes (MV) et des particules totales (TP) 

sont entourées de lignes pointillées vertes et rouges, respectivement. Les billes fluorescentes de 7 µm 

sont indiquées en pointillés noirs. Les fractions vésiculaires ont été traitées avec un marqueur 

fluorescent spécifique des membranes lipidiques (DiO). (B) Comparaison de la proportion de particules 

fluorescentes avant et après le triage. (C) Profils protéiques des fractions vésiculaires obtenues avant 

et après triage. Les fractions ont été séparées sur gels SDS-PAGE et colorées à l’argent. Issues de 

Tadahiro Nasukawa et al., 2021.  

 

1.2.4.2 Méthodes d’analyse de la taille et de la concentration 

La performance des appareils permettant d’estimer la taille et la concentration des MVs ont 

récemment fait l’objet de plusieurs études comparatives. Ces travaux mettent en évidence un certain 

nombre de limites qui doivent être prises en compte lors de l’interprétation des résultats. De plus, ces 

travaux offrent une meilleure visibilité sur les méthodes les plus adaptées à la nature des échantillons 

à étudier.   

 

Dans des travaux de 2021, les performances du NTA, du DCS, du TRPS et du nFCM ont été étudiées de 

manière approfondie par l’analyse de billes de polystyrène de tailles comprises entre 60 et 240 nm de 

diamètre (Fig. 31A-B) (Vogel et al., 2021). La figure 31A présente une comparaison de la mesure de la 

taille des billes (100, 150, 200 et 240 nm) analysées séparément (cf. condition monomodale). À 

l’inverse, la figure 31B présente le résultat obtenu par les différents appareils lorsque des billes de 60, 

100 et 150 nm sont analysées en même temps avec un ratio 1 : 1 : 1 (cf. condition multimodale). Dans 

la condition monomodale, la distribution des tailles mesurées est satisfaisante pour les 4 méthodes. 

Ces résultats montrent toutefois que le DCS sous-estime la taille des particules de 10 à 15 nm de 

diamètre en moyenne. Dans la condition multimodale, le TRPS et le nFCM détectent les billes de 60 nm 

de diamètre contrairement au NTA et au DSC. Par ailleurs, la distribution des tailles mesurées et la 

quantité des 3 populations de billes (1 : 1 : 1) sont satisfaisantes pour le TRPS et le nFCM. Comme 

précédemment, on observe que le DCS sous-estime la taille des particules de 10 à 15 nm de diamètre. 

Enfin, bien que la distribution des tailles mesurées soit satisfaisante, le NTA sous-estime la quantité 

des billes mesurant 100 nm et surestime la quantité des billes de 150 nm. Ce phénomène a été décrit 
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dans plusieurs autres travaux (Dehghani et al., 2021; Terejánszky et al., 2019). En particulier, dans les 

figures 31C et D, les auteurs ont analysé au NTA des billes de 50 et 100 nm ou 50 et 200 nm, dans un 

ratio 1 : 1. On observe que la concentration des billes de 50 nm est sous-estimée en présence de billes 

de 100 nm. Cette sous-estimation augmente en présence de billes de 200 nm. Par ailleurs, les auteurs 

montrent que moins de 5 % de particules de 100 et 200 nm sont suffisantes pour que la quantité de 

particules de 50 nm soit sous-estimée. L’impact des particules de grandes tailles sur la quantification 

des particules de 50 nm devient négligeable lorsqu’elles représentent moins de 2,5 % des particules 

totales de l’échantillon (Dehghani et al., 2021).  

 

Ces travaux sont particulièrement pertinents pour l’étude des vésicules dont la taille est comprise 

entre 20 et 400 nm de diamètre. Pour des échantillons très hétérogènes, le TRPS et le nFCM sont à 

privilégier, aussi bien pour estimer la taille que la concentration des fractions vésiculaires. 

Le NTA et le DCS sont des approches qui peuvent être utilisées pour des échantillons monodisperses 

avec une distribution très homogène. Enfin, le nFCM et le NTA-fluorescent permettent d’exclure les 

particules non vésiculaires des analyses grâce à des marquages fluorescents spécifiques. Ce dernier 

point constitue un avantage déterminant dans le cas de l’analyse d’échantillons de faible pureté.  
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Fig. 31 Comparaison de la performance des appareils communément utilisés pour mesurer la quantité 

et la distribution de nanoparticules. (A) Résultats des mesures aux NTA, TRPS, nFCM et DCS de la taille 

de différentes billes de polystyrène (100, 150, 200, 240 nm) analysées individuellement. (B) Résultats 

des mesures aux NTA, TRPS, nFCM et DCS de la taille d’un mélange de billes de polystyrène de tailles 

différentes (60, 100, 150 nm). (C-D) Quantifications au NTA d’échantillons monodisperse et 

polydisperse de nanoparticules. Adaptées de Robert Vogel et al., 2021 et Mehdi Dehghani et al., 2021.  

 

2. Biogenèse des vésicules membranaires de bactéries  

2.1 Introduction sur les mécanismes de biogenèse des MVs bactériennes 

Contrairement aux bactéries à Gram négatif, l’épaisse paroi rigide recouvrant la membrane 

cytoplasmique des bactéries à Gram positif constitue une contrainte majeure à la formation et la 

libération de vésicules. Cette contrainte explique très probablement que la production de vésicules 

par les bactéries à Gram positif est largement inférieure à celle des bactéries à Gram négatif. Toutefois, 

malgré la présence de cette épaisse paroi, la production de vésicules a été démontrée chez de 

nombreuses bactéries telles que les bactéries du genre Staphylococcus, Listeria, Streptococcus, 

Clostridium, Bacillus ou encore de nombreux lactobacilles. Il est intéressant de noter que la 
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composition et l’épaisseur du peptidoglycane sont variables selon les espèces bactériennes. Cette 

diversité explique très probablement les différences de taille et les différences de quantité de vésicules 

produites par les bactéries à Gram positif (Navarre and Schneewind, 1999). 

 

Les premières publications abordant clairement la production de MVs par les bactéries à Gram positif 

remontent à la fin du 20e siècle (Dorward and Garon, 1990a; Pollacka, 1992a), soit plus de 20 ans après 

les premières observations de vésicules produites par la bactérie modèle Escherichia coli (Knox et al., 

1966; Work et al., 1966; Chatterjee and DAS, 1967; Sonntag et al., 1978). Ce désintérêt peut s’expliquer 

par le fait que la production de MVs par les bactéries à Gram positif est longtemps apparue comme 

contre intuitive en raison de la présence de l’épaisse paroi bactérienne. De plus, la faible production 

de vésicules en comparaison aux bactéries à Gram négatif constitue une limite importante pour 

l’identification et l’analyse de MVs de bactéries à Gram positif.  

 

À ce jour, divers mécanismes de biogenèse des MVs ont pu être identifiés aussi bien chez les bactéries 

à Gram négatif que chez les bactéries à Gram positif. Contrairement aux hypothèses initialement 

avancées, la production de vésicules met en jeu un certain nombre de mécanismes complexes, et n’est 

pas uniquement le résultat de la lyse cellulaire des bactéries. Par exemple, chez Escherichia coli la 

production de vésicules n’entraine pas nécessairement une perte de la viabilité cellulaire ou une perte 

d'intégrité membranaire (McBroom et al., 2006). De même, la production de vésicules par Lactococcus 

lactis est en partie liée à la libération chronique de capsides phagiques qui n’entraine pas de lyse 

cellulaire (Liu et al., 2022a).  

 

2.2 Biogenèse des MVs de bactéries à Gram négatif 

2.2.1 Réduction des interactions entre la membrane externe et le 

peptidoglycane 

Certaines protéines périplasmiques maintiennent la stabilité de l’enveloppe des bactéries à Gram 

négatif en formant des interactions covalentes et non covalentes avec les membranes et le 

peptidoglycane. Ainsi, une diminution du nombre de ces interactions entraine un décollement de la 

membrane externe favorisant le bourgeonnement des vésicules alors appelées OMVs (Fig. 23 et 

Fig. 32A).  
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Fig. 32 Mécanismes de biogenèse des vésicules membranaires de bactéries à Gram négatif. Adaptée 
de Mariana G. Sartorio et al., 2021.  
 

En particulier, l’interruption locale des liaisons entre le PG et la membrane externe est un phénomène 

qui se produit lors de la multiplication des bactéries au niveau du septum de division. Des 

bourgeonnements de vésicules au septum de division ont pu être observés en MET chez plusieurs 

bactéries telles que Escherichia coli, Salmonella Typhimurium ou encore Acinetobacter baumannii 

(Burdett and Murray, 1974; Deatherage et al., 2009; Koning et al., 2013). 

 

Les lipoprotéines de Braun (Lpp) sont des protéines associées à la membrane externe par une ancre 

lipidique dont l’expression régule fortement la production de vésicules. En effet, les Lpp fournissent 

les seules liaisons covalentes entre la membrane externe et le peptidoglycane sous-jacent. De plus, 

elles sont abondantes et reparties de manière homogène dans la membrane externe (Mathelié-Guinlet 

et al., 2020). Plusieurs travaux ont montré qu’une diminution de la quantité de Lpp conduit à une forte 

augmentation de la production de vésicules (Sonntag et al., 1978; Suzuki et al., 1978; Deatherage et 

al., 2009; Schwechheimer et al., 2015). Par ailleurs, cette production accrue de vésicules n’entraine 

pas une augmentation de la lyse cellulaire (McBroom et al., 2006). Réciproquement, l’augmentation 

du nombre de Lpp conduit à une réduction de la production de OMVs (Schwechheimer et al., 2014). 

Chez Escherichia coli, les liaisons covalentes entre les Lpp et le peptidoglycane sont catalysées par des 

transpeptidases telles que YcfS, YbiS et ErfK. Ainsi, la mutation des gènes codant ces transpeptidases 

conduit de manière indirecte à une forte augmentation de la production de vésicules (Schwechheimer 

and Kuehn, 2013). 

 

De nombreuses autres protéines assurant l’interaction membranes-peptidoglycane ont également été 

identifiées pour leur rôle dans la production d’OMVs.  

La protéine OmpA (outer-membrane protein A) est une porine transmembranaire localisée dans la 

membrane externe des bactéries à Gram négatif qui interagit de manière non covalente avec le 

peptidoglycane (Schwechheimer and Kuehn, 2015). Comme pour les Lpp, il a été observé que la 

mutation du gène codant OmpA est associée à un phénotype d’hypervésiculation (Sonntag et al., 1978; 

Song et al., 2008; Deatherage et al., 2009; Moon et al., 2012).  
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Le complexe de division cellulaire Tol-pal (peptidoglycan-associated lipoprotein) est un complexe 

préférentiellement localisé aux pôles des bactéries qui assure une liaison entre le PG et les deux 

membranes bactériennes (Yeh et al., 2010). Des mutants déficients en Tol-pal ont également été 

associés à une augmentation de la production de vésicules (Bernadac et al., 1998). 

De même, des protéines de pilus, de pompe à efflux, et des protéines interagissant à la fois avec le 

peptidoglycane et les membranes ont été associées à la production d’OMVs chez diverses bactéries à 

Gram négatif telles que Neisseria meningitidis ou encore Salmonella Typhimurium (Deatherage et al., 

2009; Lappann et al., 2013). 

 

2.2.2 Motilité bactérienne : rôle des flagelles  

Les flagelles enveloppés (ou périplasmiques) des bactéries à Gram négatif sont des structures 

protéiques formées de 3 unités principales ; un rotor qui traverse l’enveloppe cellulaire, un crochet et 

un filament enveloppé par la membrane externe. Notons que l’assemblage des flagelles enveloppés 

met en jeu une synchronisation complexe entre la synthèse de la membrane externe et la synthèse du 

filament protéique (Z. Qin et al., 2017). La présence de bourgeonnements vésiculaires le long des 

flagelles enveloppés est couramment observée et suggère que la libération de vésicules médiée par 

les flagelles pourrait être un mécanisme commun aux bactéries flagellées (Fig. 23) (Z. Qin et al., 2017). 

Notamment, la libération des vésicules lors de la rotation du flagelle a été observée chez plusieurs 

bactéries telles Aliivibrio fischeri et Vibrio cholerae (Aschtgen et al., 2016 ; Brennan et al., 2014).  

 

2.2.3 Accumulation d’agrégats cellulaires dans le périplasme 

De nombreux travaux montrent que l’accumulation de peptidoglycane et de protéines mal conformées 

dans le périplasme entraine des déformations de la membrane externe favorisant ainsi la production 

d’OMVs (Fig. 23) (McBroom and Kuehn, 2007; Schwechheimer et al., 2014; Tashiro et al., 2009; Zhou 

et al., 1998). Notamment chez Porphyromonas gingivalis, l’accumulation de peptidoglycane due à la 

mutation du gène codant une autolysine, s’accompagne de l’augmentation de la production d’OMVs 

(Hayashi et al., 2002 ; Zhou et al., 1998). De même, la mutation de gènes codant des protéases 

périplasmiques entraine une forte production d’OMVs par Shewanella oneidensis (Ojima et al., 2017). 

Dans ce contexte, il a été suggéré que l’accumulation de composants toxiques dans le périplasme et 

leur libération dans le milieu extracellulaire constituent un mécanisme de détoxification permettant 

ainsi d’augmenter la survie des bactéries (McBroom and Kuehn, 2007; Schwechheimer and Kuehn, 

2013).  

 

2.2.4 Perte d’intégrité de la paroi cellulaire 

La perte d’intégrité de la paroi cellulaire des bactéries à Gram négatif est connue pour provoquer la 

production de vésicules (Fig. 23).  

L’analyse de la composition des vésicules de nombreuses bactéries montre la présence de divers 

composés de la membrane interne et du cytoplasme (Kadurugamuwa and Beveridge, 1995; Renelli et 

al., 2004). Initialement ignorée, il a été montré que la présence de matériel cytoplasmique dans les 

vésicules est due à des phénomènes de lyse cellulaire et de ruptures localisées du peptidoglycane. 

 

Lorsque la paroi est très endommagée, la lyse des bactéries entraine une libération de vésicules 

appelées OIMV et EOMV présentant une composition différente de celle des OMVs issues du 

bourgeonnement de la membrane externe. Les OIMV (Outer-inner membrane vesicles) sont des 

vésicules qui présentent deux membranes, l’une provenant de la membrane cytoplasmique et l’autre 
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de la membrane externe des bactéries (Devos et al., 2017; Dobro et al., 2017; Pérez-Cruz et al., 2015, 

2013). Les EOMV présentent quant à elles une seule membrane de composition variable. En effet, il a 

été montré que les deux membranes délimitant les IOMV peuvent fusionner pour former une vésicule 

qui est alors identifiée comme une EOMV (Koning et al., 2013).  

Par exemple, l’induction de la lyse cellulaire de Stenotrophomonas maltophilia par un traitement 

antibiotique est accompagnée d’une augmentation importante de la proportion d’OIMV libérées par 

les bactéries (Devos et al., 2017). De même, l’induction d’un prophage cryptique de Pseudomonas 

aeruginosa par de la mitomycine a été décrite comme un facteur majeur de la production de vésicules 

(Turnbull et al., 2016a). Dans ce travail, les auteurs ont montré que suite à l’activation de l’expression 

du système holin-endolysin du phage, la dégradation de la paroi entraine une lyse cellulaire dite 

explosive provoquant la libération de vésicules.  

Bien que la proportion d’IOMV est très variable selon les espèces, les OMVs représentent néanmoins 

la majorité des MVs produites par les bactéries étudiées à ce jour. Les IOMVs représentent près de 

0,1 % des vésicules produites par Shewanella vesiculosa et jusqu’à 49 % des vésicules produites par 

Pseudoalteromonas marina (Hagemann et al., 2014; Pérez-Cruz et al., 2015). 

 

La libération de IOMVs par les bactéries à Gram négatif a également été associée à des ruptures non 

lytiques, localisées et transitoires du peptidoglycane. Notamment, les stress antibiotiques ou l’action 

des hydrolases du peptidoglycane des bactéries (autolysines) peuvent entrainer la production de 

vésicules suite à l’altération du peptidoglycane, sans induire de lyse cellulaire (Kadurugamuwa and 

Beveridge, 1995; Pérez-Cruz et al., 2013; Clarke, 2018). 

 

2.2.5 Rôle des molécules du quorum sensing 

Des molécules de quorum sensing libérées par plusieurs bactéries ont été impliquées dans la 

production d’OMVs (Fig. 23 et Fig. 32).  

 

Il a notamment été montré que la molécule du quorum sensing appelée PQS (Pseudomonas 

Quinolones Signal) produite par Pseudomonas aeruginosa favorise la production de vésicules en 

s’accumulant dans le feuillet externe des membranes bactériennes (Florez et al., 2017; Mashburn and 

Whiteley, 2005; Schertzer and Whiteley, 2012; Wessel et al., 2013). En effet, les molécules de PQS 

agissent en chélatant les cations divalents nécessaires à la stabilisation des charges négatives portées 

par les LPS. Ainsi, l’accumulation de charges négatives dans le feuillet externe des membranes entraine 

une courbure qui favorise le bourgeonnement membranaire (Mashburn-Warren et al., 2008). De 

manière intéressante, les PQS favorisent également la formation de vésicules en absence de LPS mais 

les mécanismes mis en jeu restent encore à identifier. En particulier, la production de vésicules par 

l’activé des molécules de PQS a été décrite chez de nombreuses bactéries à Gram positif (Tashiro et 

al., 2010a), sur des érythrocytes (Schertzer and Whiteley, 2012) ainsi que sur des liposomes dépourvus 

de LPS (Mashburn-Warren et al., 2008).  

 

De même, d’autres molécules de quorum sensing telles que les DSF (diffusible signal system) ont 

également été associées à l’augmentation de la production de vésicules par des bactéries à Gram 

négatif (Devos et al., 2015, p. 21).  
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2.2.6 Rôle de lipides membranaires 

Symétrie entre les feuillets lipidiques des membranes bactériennes  

L’ABC transporteur VacJ/Yrb exprimé par Haemophilus influenzae est un transporteur de lipides qui 

permet le maintien d’une concentration lipidique équilibrée entre les deux feuillets de la membrane 

externe de H. influenzae. Les travaux de Roier et al. (2016) ont montré que la mutation des gènes 

codant VacJ/Yrb ou la répression de leur expression s’accompagne d’une accumulation de lipides dans 

le feuillet externe de la membrane externe entrainant ainsi une courbure qui favorise la production de 

OMVs par bourgeonnement. (Roier et al., 2016a, 2016b).  

Le transporteur VacJ/Yrb est conservé chez de nombreuses bactéries à Gram négatif. Notamment, des 

observations similaires ont été réalisées chez Vibrio cholerae suite à la mutation de gènes codant des 

homologues de VacJ et Yrb (Zingl et al., 2020). 

 

Plus largement, ce mécanisme démontre l’implication de la symétrie entre les deux feuillets des 

membranes bactériennes dans la formation des OMVs (Fig. 33). 

 

 
Fig. 33 Mécanisme de biogenèse des vésicules membranaires de bactéries à Gram négatif. 

L’accumulation de phospholipides dans le feuillet externe de la membrane externe engendre un 

bourgeonnement qui aboutit à la formation de vésicules membranaires. Adaptée de Sandro Roier et 

al., 2016.  

 

Influence des lipopolysaccharides (LPS) 

La bactérie Pseudomonas aeruginosa présente deux types de LPS dans sa membrane externe ; des LPS 

neutres et des LPS chargés négativement que l’on retrouve majoritairement dans les OMVs. Comme 

expliqué précédemment, l’accumulation de charges négatives dans le feuillet externe des membranes 

externes entraine des forces de répulsion qui favorisent la formation des OMVs par bourgeonnement 

(Kadurugamuwa and Beveridge, 1995). Ainsi, il a été montré que des bactéries mutantes n’exprimant 
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que des LPS neutres produisent des OMVs de petite taille et de composition très différente par rapport 

aux OMVs libérées par les bactéries WT. À l’inverse, les OMVs libérées par les mutants n’exprimant 

que des LPS chargés négativement ont une composition relativement similaire aux OMVs libérées par 

les bactéries WT (Fig. 32) (Murphy et al., 2014). De manière intéressante, ces résultats montrent 

également que la composition en LPS des membranes influence la taille et la nature des cargos 

présents dans les OMVs. 

 

En plus de la charge, des modifications des LPS peuvent affecter la courbure de la membrane externe 

(Fig. 32). En effet, chez Salmonella Typhimurium la désacylation du lipide A par la protéine PagL se 

traduit par un enrichissement de LPS désacylés dans les OMVs et une augmentation importante de la 

production de vésicules (Elhenawy et al., 2016). Conformément, la mutation du gène pagL entraine 

une forte diminution de la production des vésicules. 

Dans ce contexte, il a été proposé que la production de vésicules constitue un mécanisme permettant 

de débarrasser la membrane externe des LPS dégradés ou d’autres éléments affectant la survie 

bactérienne (Bonnington and Kuehn, 2016; Zingl et al., 2020).  

 

La nature et la charge des types de LPS présents dans la membrane externe des bactéries à Gram 

négatif contribuent à la formation d’OMVs.  

 

Fluidité et composition lipidique des membranes  

Un certain nombre de travaux établissent un lien entre composition lipidique des vésicules, fluidité des 

membranes et biogenèse. Toutefois, les nombreux résultats contradictoires rendent difficiles 

l’interprétation et la généralisation des observations. 

  

Par exemple, il a été montré que les OMVs libérées par Pseudomonas syringae présentent des acides 

gras polyinsaturés et des acides gras à chaînes ramifiées qui sont connus pour augmenter la fluidité 

membranaire (Kulkarni et al., 2014; Nichols and Russell, 1996). Les auteurs suggèrent ainsi que 

l’augmentation de la fluidité des membranes due à la présence de ces acides gras dans les membranes 

pourrait favoriser la formation de vésicules. Toutefois, il a également été observé que les OMVs 

libérées par Pseudomonas aeruginosa sont enrichies en acides gras saturés et en acides gras à longues 

chaines qui sont connus pour rigidifier les membranes (Tashiro et al., 2011). Ce résultat suggère au 

contraire que la fluidité membranaire n’est pas un facteur important de la production des vésicules.  

 

De même, l’influence de la température sur la fluidité membranaire et son impact sur la biogenèse 

également sont contradictoires. Des travaux menés sur de nombreuses espèces bactériennes 

montrent une corrélation entre l’augmentation de la température et la production de vésicules (Frias 

et al., 2010; McBroom and Kuehn, 2007; McMahon et al., 2012; Roden et al., 2012). Cependant, la 

production de vésicules par d’autres bactéries ne semble pas affectée par les variations de 

température (MacDonald and Kuehn, 2013). 

 

2.2.7 Contrôle génétique de la production des MVs 

À ce jour, aucun mécanisme génétique partagé par l’ensemble des bactéries à Gram négatif n’a été 

identifié. Un certain nombre de gènes impliqués dans la production des vésicules a pu être identifié 

(Kulp et al., 2015), cependant les mécanismes restent limités aux espèces ou souches bactériennes 

étudiées.  
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2.3 Biogenèse des MVs de bactéries à Gram positif 

La majorité des connaissances sur la production de vésicules bactériennes sont issues de l’étude des 

bactéries à Gram négatif. La biogenèse des MVs de bactéries à Gram positif reste un processus encore 

mal compris bien que plusieurs mécanismes de production aient été mis en évidence au cours de ces 

10 dernières années (Fig. 24).  

 

2.3.1 Pression de turgescence 

Comme pour les bactéries à Gram négatif, la pression de turgescence exercée par le cytoplasme sur la 

membrane cytoplasmique est un mécanisme crucial pour la formation et la libération des vésicules de 

bactéries à Gram positif. En effet, la pression de turgescence permet le bourgeonnement des 

membranes lorsque l’intégrité des parois est compromise. Des travaux menés sur Staphylococcus 

aureus ont montré que la réduction de la pression de turgescence due à l’augmentation d’osmolarité 

de l’environnement, conduit à une réduction importante de la production de vésicules (Schlatterer et 

al., 2018).  

 

2.3.2 Intégrité de la paroi cellulaire 

Chez les bactéries à Gram positif, l’intégrité du peptidoglycane est un élément clé des processus de 

biogenèse. La synthèse du peptidoglycane met en jeu des régulations complexes assurant un équilibre 

entre synthèse et dégradation afin de permettre la croissance et la multiplication des bactéries. Elle 

est assurée par de nombreuses protéines, notamment des transpeptidases et des hydrolases du 

peptidoglycane respectivement.  

 

L’importance du rôle joué par les enzymes du peptidoglycane est suggérée par la présence de 

nombreuses hydrolases du peptidoglycane (ex. autolysines) et de transpeptidases dans les MVs de 

nombreuses bactéries telles que Staphylococcus aureus (Lee et al., 2009), Streptococcus pneumoniae 

(Olaya-Abril et al., 2014), Streptomyces coelicolor (Faddetta et al., 2022), Listeria monocytogenes (J. H. 

Lee et al., 2013), Bacillus anthracis (Rivera et al., 2010), Streptococcus group A (Resch et al., 2016) ou 

encore les lactobacilles (Domínguez Rubio et al., 2017; Kurata et al., 2022; Dean et al., 2019). Bien que 

la seule présence de ces enzymes ne constitue pas une démonstration rigoureuse, elle montre malgré 

tout que ces protéines sont présentes au lieu de formation des vésicules et suggère ainsi un rôle dans 

leur biogenèse. 

 

Aujourd’hui, il apparait clair qu’une réduction plus ou moins localisée du nombre de ponts peptidiques 

établis entre les tetrapeptides liant les chaines de disaccharides (ou réticulation du peptidoglycane) 

est nécessaire à la production de vésicules. Cette réduction peut être due à l’action d’enzymes de 

dégradation ou bien à une réduction de l’activité de synthèse de la paroi (Fig. 24).  

 

Défaut de synthèse du peptidoglycane 

Le rôle de la réticulation du peptidoglycane dans la production de vésicules a été mis en évidence par 

des traitements avec des antibiotiques inhibant la synthèse de la paroi et par la mutation de gènes 

codant des transpeptidases (Fig. 24) (Wang et al., 2018; Andreoni et al., 2019). Ainsi, il a été montré 

que la déstabilisation du peptidoglycane de Staphylococcus aureus entraine une forte augmentation 

de la production de vésicules. De même, il a été observé que le traitement de L. casei par des 
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concentrations sublétales de bêta-lactames entraine une forte production de vésicules (Pollacka, 

1992b). 

 

Dégradation du peptidoglycane 

La dégradation du peptidoglycane par des hydrolases du peptidoglycane (ex. autolysines ou 

endolysines) est un autre mécanisme important impliqué dans la biogenèse des vésicules de bactéries 

à Gram positif. Les autolysines sont un type d’hydrolase du peptidoglycane exprimées par les bactéries. 

Ces enzymes sont impliquées dans le catabolisme du peptidoglycane et peuvent induire la lyse 

cellulaire lorsque leur expression n’est pas régulée (Vollmer et al., 2008). On les distingue des 

endolysines qui sont des hydrolases du peptidoglycane exprimées par les phages en fin de cycle lytique. 

Les endolysines permettent ainsi la lyse bactérienne nécessaire à la libération des particules virales 

(Cahill and Young, 2019). 

 

Les travaux de Toyofuku et al. (2017) chez Bacillus subtilis ont démontré que la dégradation localisée 

du peptidoglycane par une endolysine phagique, permet le bourgeonnement de la membrane à travers 

des perforations de la paroi. Contrairement aux bactéries à Gram négatif, les auteurs ont observé que 

les bacilles conservent leur morphologie malgré les dégradations de la paroi. De plus, la libération des 

endolysines dans le milieu extracellulaire favorise également la production de vésicules par les 

bactéries environnantes (Toyofuku et al., 2017a).  

 

L’implication des endolysines phagiques dans la production de vésicules a également été observée 

chez Lactococcus lactis (Liu et al., 2022b, 2022a) et Staphylococcus aureus (Andreoni et al., 2019).  

Dans tous les exemples précédents, il est intéressant de noter que l’expression des endolysines et la 

production des vésicules qui en résulte est sous le contrôle des systèmes de régulation des séquences 

phagiques. Dans ce contexte, on peut donc considérer les phages comme un outil permettant 

l’induction de vésicules par les populations bactériennes.  

 

Le rôle des autolysines dans la production des vésicules bactériennes a récemment été mis en évidence 

chez Staphylococcus aureus (Wang et al., 2018)  et Bacillus subtilis (Abe et al., 2021). De manière 

intéressante, il a été montré chez Bacillus subtilis que l’induction des autolysines en présence de 

différents stress entraine l’augmentation de la production de vésicules (température, carence 

nutritionnelle et anoxie) (Abe et al., 2021). L’expression inductible des autolysines et la production de 

vésicules qui en résulte pourrait ainsi avoir des implications majeures dans la survie et l’interaction des 

bactéries avec leur environnement.   

 

Lyse cellulaire 

La contribution de la lyse cellulaire dans la production des vésicules reste encore vague. Cependant, 

les travaux menés chez les bactéries à Gram négatif suggèrent que la lyse pourrait également jouer un 

rôle important chez les bactéries à Gram positif. Chez Bacillus subtilis, il semblerait que la lyse ne soit 

pas un mécanisme majoritaire étant donné que les bactéries conservent leur morphologie malgré la 

dégradation de la paroi (Pospíšil et al., 2020; Toyofuku et al., 2017a). Toutefois, il apparait que selon 

les souches de Bacillus, la dégradation de la paroi entraine soit la formation de nanotubes (Pospíšil et 

al., 2020) soit la libération de vésicules (Toyofuku et al., 2017a). Ces observations suggèrent qu’il existe 

une forte variabilité entre espèces bactériennes qui pourrait être expliquée par des différences 

d’épaisseur de la paroi et les différents niveaux de réticulation du peptidoglycane.  
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2.3.3 Molécules impliquées dans la production de MVs 

Quorum sensing 

Comme mentionné précédemment, les molécules du quorum sensing PQS libérées par Pseudomonas 

aeruginosa sont capables d’induire la production de vésicules par des bactéries à Gram positif (Fig. 24) 

(Tashiro et al., 2010a). Toutefois, le mode d’action mis en jeu dans l’effet des PQS sur les membranes 

de bactéries à Gram positif reste encore à élucider (Mashburn-Warren et al., 2008). 

 

Phenol-Soluble Modulins (PSMs) 

Les PSMs sont des peptides amphipathiques de structure hélicoïdale présentant des propriétés 

similaires aux surfactants. Il a été montré que la mutation de gènes codant des PSMs est associée à 

une forte réduction de la production de MVs chez Staphylococcus aureus (Wang et al., 2018). Le mode 

d’action des PSMs n’est pas encore entièrement identifié. Toutefois, des travaux suggèrent que les 

PSMs agissent en désorganisant la membrane et en augmentant la fluidité membranaire, promouvant 

ainsi la formation de vésicules (Fig. 24) (Schlatterer et al., 2018; Wang et al., 2018). 

 

2.3.4 Composition lipidique des MVs 

La composition lipidique des membranes cytoplasmiques et des MVs de bactéries à Gram positif est 

généralement similaire (Rivera et al., 2010). Toutefois, certaines différences de composition ont pu 

être observées chez plusieurs bactéries. Notamment, l’analyse de la composition lipidique de MVs de 

Streptococcus pyogenes montre une accumulation de phosphatidylglycéroles et une réduction de 

cardiolipines en comparaison aux membranes cytoplasmiques (Resch et al., 2016). De même, chez 

Propionibacterium acnes, les MVs présentent un appauvrissement en triacylglycérols (Jeon et al., 

2017). La composition lipidique des MVs de Listeria monocytogenes diffère significativement de la 

membrane cytoplasmique avec un enrichissement en phosphatidylethanolamines, sphingolipides et 

triacylglycérols (Coelho et al., 2019). 

 

L’impact de ces différences sur les propriétés des MVs et leur contribution dans la production de 

vésicules restent encore à éclaircir. Néanmoins, ces différences pourraient notamment être expliquées 

par la formation des MVs au niveau de certains domaines de la membrane cytoplasmique. De plus, 

certains lipides pourraient également être exclus des MVs de manière active ou passive. En effet, il a 

été montré que les cardiolipines provoquent de fortes déformations des vésicules (Tomšiè et al., 2005), 

ce qui pourrait ainsi expliquer leur absence dans certaines vésicules bactériennes (Resch et al., 2016). 

 

2.3.5 Contrôle génétique de la production des MVs 

Plusieurs régulateurs génétiques impliqués dans la production de vésicules ont pu être identifiés.  

 

Par exemple, le facteur de transcription de la réponse aux stress sigma B (ou SigB) influence fortement 

la production de MVs par Listeria monocytogenes (J. H. Lee et al., 2013). Il a été montré que le mutant 

ΔsigB produit près de 10 fois moins de MVs que la souche parentale (J. H. Lee et al., 2013). De plus, la 

forme et la composition protéique des vésicules du mutant sont très différentes de celles produites 

par les bactéries parentales (J. H. Lee et al., 2013). Étant donné que de nombreuses bactéries à Gram 

positif possèdent un homologue de SigB, il est possible que son rôle dans la biogenèse des MVs soit 

partagé chez d’autres bactéries (Hecker et al., 2007).  

De même, le système à deux composants CovRS du Streptococcus de Group A a été impliqué dans la 

régulation de la production de MVs (Resch et al., 2016). 
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Le fait que ces régulateurs globaux contrôlent l’expression de nombreux gènes rend difficile 

l’identification des mécanismes responsables de la biogenèse des vésicules. Cependant, ils suggèrent 

également que la production de MVs met en jeu des régulations génétiques complexes. 

 

2.4 Invagination et biogenèse des MVs  

Plusieurs travaux ont mis en évidence la présence de vésicules intracellulaires chez de nombreuses 

espèces bactériennes. Les processus mis en jeu dans la formation de ces vésicules et les rôles qu’elles 

peuvent exercer sont largement inconnus (Dobro et al., 2017). Chez certaines bactéries, il a été 

proposé que ces vésicules pourraient jouer un rôle de détoxification (Keren et al., 2017) (Eichinger et 

al., 2014). D’autres travaux menés chez Gemmata obscuriglobus suggèrent que ces vésicules puissent 

avoir un rôle métabolique en permettant l’internalisation et la digestion de protéines issues du milieu 

extracellulaire (Acehan et al., 2014; Lonhienne et al., 2010). 

 

2.5 Régulation de la biogenèse des MVs 

2.5.1 Production constitutive  

D’après certains auteurs, il existerait une production basale de vésicules soumise à aucune régulation. 

Cette production serait une caractéristique fondamentale de la croissance des bactéries, liée à 

l’activité normale des cellules et à la nature fluide des membranes lipidiques (McBroom et al., 2006). 

Cette hypothèse est appuyée par le fait qu’à ce jour, aucun mutant ne produisant pas de MVs n’a pu 

être identifié (Kulp et al., 2015; McBroom et al., 2006). De plus, de nombreux articles montrent que 

les bactéries libèrent des vésicules même en absence de stress, notamment au cours de la phase de 

croissance exponentielle (Mug-Opstelten and Witholt, 1978; Pérez‐Cruz et al., 2021; Tashiro et al., 

2010b). Cette production est très probablement due à des pertes localisées et transitoires de l’intégrité 

de la paroi, en raison du remodelage subi par le peptidoglycane au cours des divisions cellulaires 

(Deatherage et al., 2009).  

 

2.5.2 Impact de l’environnement sur la production de MVs 

Les mécanismes de régulation de la biogenèse des MVs sont encore peu caractérisés et la majorité des 

connaissances actuelles proviennent de l’étude de bactéries à Gram négatif.  

La production de MVs par les bactéries est le résultat d’une combinaison de facteurs génétiques et 

environnementaux (Deatherage and Cookson, 2012). En particulier, l’exposition à divers stress est un 

facteur impactant fortement la production de vésicules (Abe et al., 2021; MacDonald and Kuehn, 

2013). De plus, la communication inter et intra espèces joue également un rôle chez les bactéries à 

Gram négatif et à Gram positif (Mashburn-Warren et al., 2008; Tashiro et al., 2010a).  

 

Phages et prophages 

L’induction de la réponse SOS en présence de stress (ex. antibiotique, ROS, UV) est associée à la 

production de vésicules chez de nombreuses bactéries (Devos et al., 2017; Gamalier et al., 2017). Dans 

le cas des bactéries lysogènes, l’activation du système SOS induit l’entrée des prophages dans le cycle 

de vie lytique, favorisant ainsi la production de vésicules (Baeza et al., 2021; Liu et al., 2022 b; Turnbull 

et al., 2016). La lyse induite par les phages est un phénomène connu depuis plus d’un demi-siècle, mais 

son implication dans la formation des vésicules membranaires est quant à elle relativement récente. 

En raison de l’abondance de phages et de prophages dans les écosystèmes (Mann, 2005; Rezaei Javan 

et al., 2019), il est fort probable que la lyse induite par les phages soit l’un des principaux mécanismes 
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contribuant à la production de vésicules dans les écosystèmes (Gamalier et al., 2017). Par exemple, 

près de 92 % des bactéries connues du « groupe des L. casei » présentent des séquences phagiques 

dans leur génome et 71 % d’entre elles sont inductibles par la mitomycine C (Mercanti et al., 2011; 

Pujato et al., 2019). 

 

Stress antibiotiques 

Les antibiotiques peuvent induire la production de vésicules de plusieurs manières, selon leur mode 

d’action et leurs conséquences sur la physiologie de la bactérie.  

Andreoni et al. (2019) ont montré chez Staphylococcus aureus que selon le mode d’action des 

antibiotiques, la vésiculation est dépendante ou indépendante de la présence de prophages. Par 

exemple, les antibiotiques diminuant l’intégrité de la paroi cellulaire (ex. beta-lactames) stimulent la 

production de MVs par bourgeonnement de manière indépendante des phages. À l’inverse, les 

antibiotiques déclenchant la réponse SOS, comme la mitomycine et la ciprofloxacine, augmentent la 

formation de vésicules suite à la lyse cellulaire provoquée par des endolysines (Andreoni et al., 2019). 

De même, l’activation de la réponse SOS chez Stenophomonas maltophilia induit une forte production 

de vésicules associée à l’entrée en cycle lytique de prophages (Devos et al., 2017). Notons que chez 

Pseudomonas aeruginosa la production de MVs en présence de ciprofloxacine est liée à l’activation du 

système SOS due aux dommages à l’ADN causés par la production d’espèces réactives de l’oxygène 

(Maredia et al., 2012).  

L’induction de la vésiculogenèse a également été rapportée suite au traitement avec de nombreux 

autres antibiotiques (ex. gentamicine, polymyxineB). Cependant, les mécanismes mis en jeu ne sont 

pas encore identifiés (Fulsundar et al., 2014; MacDonald and Kuehn, 2013). 

 

Disponibilité des nutriments 

La disponibilité des nutriments peut également affecter la production de MVs. Toutefois, les effets 

semblent être spécifiques de l’espèce bactérienne considérée. Par exemple, la production de MVs par 

Pseudomonas fragi augmente dans des milieux riches alors qu’elle diminue ou n’est pas affectée chez 

Bacillus subtilis et les bactéries de genre Lysobacter (Abe et al., 2021; Yu et al., 2018). De manière 

intéressante, il a été montré que la croissance de Haemophilus influenzae dans un environnement 

limitant en fer entraine une augmentation de la production de MVs du fait de l’inhibition de 

l’expression de l’ABC transporteur VacJ/YrbB (Fig. 33) (Roier et al., 2016a). De même, une libération 

importante de MVs par Mycobacterium tuberculosis a été mesurée en condition limitante en fer (R. 

Prados-Rosales et al., 2014).  

 

Oxygène et espèces réactives de l’oxygène 

En condition anoxique, il a été montré que l’augmentation de la lyse cellulaire par Pseudomonas 

aeruginosa et Bacillus subtillis s’accompagne d’une augmentation significative de la quantité de 

vésicules libérées (Abe et al., 2021; Sabra et al., 2003; Toyofuku et al., 2014, p. 1). 

 

Le traitement de Pseudomonas aeruginosa par des espèces réactives de l’oxygène telles que du H2O2 

a également été associé à une augmentation de la quantité de vésicules libérées par les bactéries. 

Toutefois, les mécanismes mis en jeu dans cette augmentation n’ont pas encore été caractérisés 

(MacDonald and Kuehn, 2013).  
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Température 

Enfin, la température est également un facteur important de la régulation de la biogenèse des 

vésicules. Néanmoins, les régulations semblent être dépendantes des espèces bactériennes étudiées. 

En effet, la régulation de la vésiculogenèse par la température a été observée aussi bien chez des 

bactéries mésophiles comme Serratia marcescens, que chez des bactéries psychrophiles présentes 

dans les eaux froides de l’antarctique (Frias et al., 2010). Notamment, chez Escherichia coli, Serratia 

marcescens et la bactérie psychrophile Shewanella livingstonensis, l’augmentation de la température 

s’accompagne d’une augmentation significative de la vesiculogenèse (Katsui et al., 1982; McMahon et 

al., 2012). À l’inverse, une augmentation de température de 24 à 39 °C n’entraine aucune différence 

significative sur la quantité de vésicules produite par Pseudomonas aeruginosa (MacDonald and 

Kuehn, 2013). 

 

3. Rôles attribués aux MVs libérées par les bactéries  

Les rôles exercés par les MVs de bactéries sont intimement liés à leurs structures et à leurs 

compositions. Cette composition est variable selon les mécanismes de biogenèse, les conditions de 

croissance, les bactéries productrices et leurs états physiologiques (Kulp et al., 2015; Bager et al., 

2013). Ainsi, il existe une grande diversité de fonctions exercées par les vésicules issues de bactéries à 

Gram négatif et à Gram positif.  

Dans cette partie, nous allons aborder quelques fonctions jouées par les vésicules de bactéries. 

L’objectif est d’appréhender la diversité de fonctions existantes, sans ambition d’exhaustivité.  

 

3.1 Système de sécrétion et protection du contenu vésiculaire 

Les MVs constituent selon plusieurs auteurs, un système de sécrétion qui permet la protection et le 

transport des composés qu’elles contiennent (Gill et al., 2019; Guerrero-Mandujano et al., 2017).  

En effet, la présence de nombreuses protéines dépourvues de peptide signal dans les surnageants de 

culture a longtemps été inexpliqué et leur sécrétion par les vésicules membranaires offre une 

explication séduisante (Rieu et al., 2014; Tjalsma et al., 2004). Par ailleurs, les vésicules peuvent 

également contenir des acides nucléiques (ADN et ARN), des métabolites ainsi que divers composés 

lipidiques. Les membranes des vésicules offrent ainsi une protection contre les dégradations 

enzymatiques et une relative protection contre les dégradations physico-chimiques de 

l’environnement (Alves et al., 2016; Cvjetkovic et al., 2016; Grande et al., 2015; Kulp and Kuehn, 2010). 

 

La notion de système de sécrétion implique la possibilité d’une sélection préférentielle du cargo 

transporté et d’éventuels destinataires. Les MVs formées par de nombreuses bactéries et notamment 

les bactéries pathogènes respectent effectivement ces deux conditions. Par exemple, les OMVs 

libérées par Helicobacter pylori sont enrichies en protéines bénéfiques pour l’infection (ex. HtrA) (Hoy 

et al., 2012; Olofsson et al., 2010). À l’inverse les protéines utilisées par l’hôte pour monter une 

réponse immunitaire efficace sont exclues des OMVs produites par Helicobacter pylori (ex. SabA, BabA) 

(Bonnington and Kuehn, 2014). De même, chez Myxococcus xanthus, il a été observé que la présence 

de l’activité alkaline phosphatase participant aux comportements de préadaptation des bactéries est 

quasi exclusivement associée aux OMVs (Evans et al., 2012). 
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3.2 Résistance aux stress environnementaux 

Sauf exception, la présence de vésicules permet d’augmenter la résistance des bactéries à une 

multitude de stress (pH, température, carence nutritionnelle, antibiotiques, phages, ROS, agents 

génotoxiques) (McMillan and Kuehn, 2021; Orench-Rivera and Kuehn, 2016). La relation qui existe chez 

de nombreuses bactéries entre réponse aux stress et production de vésicules nourrit l’idée que la 

sécrétion de vésicules puisse être un mécanisme à part entière de défense aux stress 

environnementaux. Notamment, l’induction de la vésiculogenèse suite à l’activation de la réponse SOS 

renforce cette hypothèse (Maredia et al., 2012). 

 

Résistance aux antibiotiques 

Les vésicules peuvent transporter des enzymes de résistance aux antibiotiques et ainsi conférer une 

résistance aux bactéries productrices. L’effet protecteur des vésicules bénéficie également aux 

bactéries environnantes. 

Par exemple, la présence de bêta-lactamines dans les OMVs est impliquée dans la résistance de 

bactéries telles que Pseudomonas aeruginosa (Ciofu et al., 2000), Staphylococcus aureus (J. Lee et al., 

2013) ou encore Moraxella catarrhalis (Schaar et al., 2011). De plus, il a été montré que l’augmentation 

de la production de vésicules par Escherichia coli s’accompagne d’une plus grande résistance à divers 

peptides antimicrobiens (polymyxin B, colistin) (Manning and Kuehn, 2011). 

 

Résistance aux limitations nutritionnelles 

Le fer est un microélément essentiel très souvent limitant dans les écosystèmes. C’est pourquoi au 

cours de l’évolution plusieurs mécanismes ont été développés par les bactéries afin de capturer le fer. 

Ces mécanismes reposent notamment sur la chélation de l’ion par des sidérophores ou par des 

protéines à hème. Il a été montré que Mycobacterium tuberculosis augmente la production de MVs 

enrichies en sidérophores appelés mycobactines en réponse à une restriction en fer. La mycobactine 

présente dans les vésicules participe ainsi à la concentration du fer de l’environnement (R. Prados-

Rosales et al., 2014). Les mécanismes mis en jeu par les mycobactéries dans la récupération des 

vésicules enrichies en fer par les mycobactéries ne sont toutefois pas encore élucidés. De même, de 

nombreux transporteurs de sidérophores ont été identifiés parmi les 50 protéines les plus 

fréquemment retrouvées dans les OMVs de bactéries à Gram négatif (J. Lee et al., 2016). Par exemple, 

les OMVs de Neisseria meningitidis et de Porphyromonas gingivalis contiennent les protéines Fet-A et 

Fet-B qui sont capables de chélater le fer (Lappann et al., 2013; Veith et al., 2014). Notons que les 

OMVs de Neisseria meningitidis contiennent également des protéines chélatrices de zinc (ZnuA et 

ZnuD) suggérant ainsi qu’en plus des ions fer, d’autres ions peuvent être enrichis dans les vésicules 

(Lappann et al., 2013). 

 

Détoxification 

Les vésicules contribuent à la détoxification des bactéries à Gram négatif.  

Par exemple, les bactéries Pseudomonas putida sont capables d’éliminer le toluène - un solvant 

organique toxique qui adhère aux membranes externes - en produisant des OMVs. En effet, en 

s’insérant dans la membrane externe, le toluène entraine un changement de courbure de la membrane 

favorisant ainsi la formation de vésicules par bourgeonnement (Kobayashi et al., 2000). 

De plus, il a été montré que la production de vésicules constitue un mécanisme permettant de 

débarrasser la membrane externe de LPS dégradés et d’autres éléments affectant la survie de la 

bactérie (Bonnington and Kuehn, 2016; Zingl et al., 2020). Enfin, comme expliqué précédemment, les 
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OMVs permettent d’éliminer du périplasme des accumulations toxiques de protéines mal conformées 

et divers agrégats (McBroom and Kuehn, 2007; Schwechheimer and Kuehn, 2015). 

 

Résistance aux phages 

Les MVs peuvent protéger les bactéries contre les infections par certains bactériophages lorsque les 

protéines d’absorption du phage sont présentes à leur surface. De cette manière, les vésicules 

constituent des leurres dans lesquels les phages transfèrent leur matériel génétique. Par exemple, les 

phages T4 interagissent rapidement et de manière irréversible avec les OMVs d’Escherichia coli 

protégeant ainsi les populations de bactéries sensibles (Manning and Kuehn, 2011). 

Bien que les vésicules constituent une contrainte majeure à court terme pour les phages, elles 

constituent aussi du point de vue évolutif une opportunité d’élargir leur spectre d’ineffectivité. En 

effet, une fois le matériel génétique présent dans les vésicules, l’ADN phagique peut fusionner avec un 

large spectre de bactéries. De plus, les vésicules produites par des souches sensibles peuvent 

transférer des protéines d’adsorption à des souches résistantes, les rendant ainsi potentiellement 

susceptibles à de nouveaux phages (Tzipilevich et al., 2017). 

Il est intéressant de noter que l’interaction de phages avec des vésicules a été observée dans les 

écosystèmes marins, suggérant ainsi l’importance de cette stratégie comme ligne de défense contre 

les phages dans l’environnement (Biller et al., 2014a). 

 

3.3 Contribution des MVs au sein des communautés microbiennes 

Des MVs bactériennes ont pu être identifiées dans tous les écosystèmes étudiés à ce jour (Biller et al., 

2014a; Frias et al., 2010; Yun et al., 2017). Les MVs sont libérées dans les milieux liquides et solides de 

laboratoire, dans l’environnement (Beveridge et al., 1997) ainsi que dans les cellules et tissus de l’hôte 

(Hickey et al., 2015; Prados-Rosales et al., 2011). De plus, les MVs sont produites aussi bien par des 

bactéries au sein des biofilms que par des bactéries planctoniques (Beveridge et al., 1997). L’ubiquité 

des MVs bactériennes dans l’environnement est un argument fort suggérant que ces nanostructures 

jouent un rôle important dans les interactions entre microorganismes.  

 

3.3.1 Contribution des MVs aux interactions bactéries/bactéries 

Communication cellulaire 

Les vésicules peuvent transporter des molécules de quorum sensing, contribuant ainsi aux mécanismes 

de communication entre microorganismes (Li et al., 2016; Toyofuku et al., 2017b). Notamment, chez 

Paracoccus denitrificans, il a été montré que des N-acyl homoserine lactones (AHLs) sont présentes en 

quantité suffisante dans les vésicules pour induire une réponse sur les bactéries avoisinantes 

(Toyofuku et al., 2017b). Cette communication médiée par les vésicules génère aussi de 

l’hétérogénéité dans la réponse des populations bactériennes. En effet, l’intensité de la réponse 

déclenchée par les cellules avoisinantes dépend du nombre de vésicules reçues par les bactéries. Or, 

ce nombre varie selon la distance, la densité cellulaire et la quantité de vésicules libérées (Toyofuku et 

al., 2017b). Cette particularité génère une hétérogénéité des populations bactériennes, les rendant 

potentiellement plus susceptibles de résister aux changements environnementaux. 

 

Compétition et collaboration métabolique  

Les OMVs libérées par Pseudomonas aeruginosa contiennent des protéines (ex. hydrolase du 

peptidoglycane) capables de lyser un large spectre de bactéries compétitrices (Gram négatif et Gram 

positif) (Beveridge et al., 1997; Kadurugamuwa and Beveridge, 1996). De manière intéressante, les 
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vésicules n’ont aucun effet sur les bactéries de l’espèce Pseudomonas aeruginosa. Ainsi, 

Kadurugamuwa et Beveridge (1996) proposent que la lyse induite par les vésicules permet d’éliminer 

les espèces concurrentes et de libérer des nutriments, qui sont ensuite utilisés par les bactéries 

environnantes. 

 

À l’inverse, les OMVs des cyanobactéries du genre Prochlorococcus ont été décrites comme une source 

de carbone, d’azote et de phosphore utilisée pour la croissance des microorganismes hétérotrophes 

du genre Alteromonas et Halomonas (Biller et al., 2014).  

De même, les bactéries du genre Bacteroidales secrètent des glycosides hydrolases et des 

polysaccharides lyases par l’intermédiaire des OMVs, dont l’activité bénéficie à la flore microbienne 

du tractus gastro-intestinal (Rakoff-Nahoum et al., 2014).  

 

Comportement de prédation 

Myxococcus xanthus est une bactérie connue pour ces comportements de prédation envers des 

microorganismes du sol. Cette bactérie produit de grandes quantités de vésicules dans lesquelles ont 

été identifiés divers enzymes hydrolytiques ainsi que divers métabolites aux propriétés antibiotiques 

(Berleman et al., 2014). Il a notamment été montré que les OMVs de Myxococcus xanthus sont 

capables de lyser des bactéries de l’espèce Escherichia coli (Evans et al., 2012). 

 

De même, la bactérie Lysobacter sp. XL1 secrète des enzymes bactériolytiques dans le milieu 

environnant par l’intermédiaire d’OMVs à des fins de prédation. Parmi les enzymes bactériolytiques, 

l’endopeptidase L5 est secrétée dans l’environnement exclusivement par l’intermédiaire des OMVs 

(Vasilyeva et al., 2008). 

 

Transferts horizontaux de gènes (THG) 

La présence de matériel génétique a initialement été détectée dans des MVs issues de diverses 

bactéries à Gram négatif (Dorward and Garon, 1990b). Leur contribution aux THG a été démontrée 10 

ans plus tard dans une publication mettant en évidence le rôle des OMVs de Escherichia coli dans 

l’acquisition de gènes de résistance et de gènes de virulence par plusieurs entérobactéries (Yaron et 

al., 2000).  

De manière intéressante, il a été montré chez Pseudomonas aeruginosa que l’ADN est majoritairement 

associé à la surface des MVs. De l’ADN est également présent dans la lumière des MVs, mais il est 

présent en quantité plus faible (Bitto et al., 2017). 

Chez la bactérie à Gram négatif Shewanella vesiculosa M7T, la majorité de l’ADN présent dans les 

vésicules est contenu dans les IOMVs (Pérez-Cruz et al., 2013). La présence d’ADN dans les OIMVs a 

également été identifiée chez d’autres bactéries à Gram négatif comme Neisseria gonorrhoeae, 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 et Acinetobacter baumannii AB41 (Pérez-Cruz et al., 2015). 

 

3.3.2 Contribution des MVs aux interactions bactéries/hôtes 

Mécanismes d’interaction et d’internalisation 

Les MVs bactériennes sont capables des traverser les barrières épithéliales de l’hôte (Hickey et al., 

2015; O’Donoghue and Krachler, 2016a). Par ailleurs, la présence de certaines protéines 

transmembranaires leur confère la capacité d’interagir spécifiquement avec des cellules cibles et de 

délivrer leur contenu (Bonnington and Kuehn, 2014). Par exemple, il a été montré dans un modèle 
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souris que les OMVs de Bacteroides thetaiotaomicron sont capables de traverser la barrière épithéliale 

de l’intestin et d’interagir avec les macrophages résidants dans la lamina propria (Hickey et al., 2015). 

 

L’internalisation des MVs dans les cellules de l’hôte met en jeu divers processus parmi lesquels la fusion 

membranaire, la phagocytose, la macropinocytose, l’endocytose clathrine dépendante, l’endocytose 

caveoline dépendante ou encore l’endocytose clathrine-cavelonie indépendante (O’Donoghue and 

Krachler, 2016a; Turner et al., 2018). Notamment, les OMVs de Borrelia burgdorferi sont capables de 

fusionner avec la membrane de l’hôte et ainsi de leur transférer l’ensemble du contenu vésiculaire 

(Crowley et al., 2013). 

 

Effet immunomodulateur des MVs de bactéries commensales 

Il a été montré que la bactérie commensale Bacteroides fragilis réduit l’inflammation du côlon chez la 

souris grâce à la sécrétion de polysaccharide A (PSA) par l’intermédiaire des OMVs (Shen et al., 2012; 

Ochoa-Repáraz et al., 2010). De plus, les PSA empêchent également le déclenchement de réponses 

immunitaires dirigées contre Bacteroides fragilis dans les conditions normales de colonisation (Round 

et al., 2011).  

 

Implication des MVs dans la pathogenèse 

De nombreux exemples dans la littérature montrent que les vésicules de pathogènes sont impliquées 

dans les processus infectieux. 

Par exemple, chez Helicobacter pylori la sécrétion du facteur de virulence VacA par les OMVs est 

impliquée dans la disruption de la chromatine (Chitcholtan et al., 2008).  

Il a également été montré que les OMVs de Moraxella catarrhalis sont capables de neutraliser les 

défenses immunitaires de l’hôte grâce à la présence d’inhibiteurs du complément appelés UspA1/A2. 

Présentes à la surface des OMVs, les protéines UspA1/A2 empêchent le déclenchement de la cascade 

d’activation du complément en interagissant avec la sous unité C3 du complément. Notons que 

l’inhibition du complément favorise non seulement la survie de Moraxella Catarrhalis mais également 

la survie de Haemophilus influenzae, une bactérie fréquemment associée aux infections à Moraxella 

catarrhalis (Tan et al., 2007). 

 

Par ailleurs, les OMVs de Moraxella Catarrhalis sont également capables de leurrer le système 

immunitaire en déclenchant une réponse immunitaire non adaptée. En effet, les OMVs contiennent 

des super antigènes appelés MID qui sont capables d’activer les lymphocytes de manière aspécifique, 

retardant ainsi les réponses immunitaires dirigées contre la bactérie (Perez Vidakovics et al., 2010). 

 

4. Relation entre les MVs et la forme de vie biofilm 

4.1 Présence de MVs dans les biofilms 

Les biofilms sont le mode de vie prédominant des bactéries dans l’environnement. Ils sont présents 

dans une grande diversité d’habitats et on estime que près de 40 à 80 % des microorganismes sur terre 

résident dans un biofilm (Flemming and Wuertz, 2019). La présence et la contribution des vésicules au 

mode de vie biofilm, fait l’objet d’un fort intérêt depuis les 10 dernières années. En effet, leur présence 

dans la matrice de nombreux biofilms de l’environnement suggère qu’elles sont un constituant 

répandu, jouant des rôles spécifiques dans les biofilms (Schooling and Beveridge, 2006). Les vésicules 

ont été identifiées dans de nombreux biofilms de bactéries à Gram négatifs et représentent selon les 

espèces une proportion plus ou moins importante de la matrice. Par exemple, dans les biofilms formés 
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par Pseudomonas aeruginosa, les OMVs contribuent à prêt de 52 % du LPS présent dans la matrice 

(Schooling and Beveridge, 2006) et environ 30 % du protéome (Toyofuku et al., 2012). Des OMVs ont 

également été observées dans les biofilms de nombreuses autres bactéries à Gram négatif telles que 

Francisella spp. (van Hoek, 2013), Myxococcus xanthus (Palsdottir et al., 2009) ou encore Helicobacter 

pylori (Yonezawa et al., 2009). 

De même, la présence de MVs a également été visualisée dans des biofilms de nombreuses bactéries 

à Gram positif comme Bacillus subtilis (Brown et al., 2014), Staphylococcus epidermidis (Takahashi et 

al., 2021) ou Lactobacillus reuteri (Grande et al., 2017, p. 17938). 

 

4.2. Caractéristiques des MVs de biofilms 

Les MVs libérées par les biofilms de certaines espèces bactériennes présentent des caractéristiques de 

taille et de composition différentes de celles isolées de bactéries planctoniques. Par exemple, le 

diamètre moyen des MVs isolées de cultures planctoniques de Pseudomonas aeruginosa est de 45 nm, 

alors que les vésicules de biofilms ont une taille de 86 nm diamètre (Schooling and Beveridge, 2006). 

De même, l’analyse de la composition protéique de ces vésicules a montré des différences 

remarquables. En particulier, plusieurs facteurs de virulence présents dans les vésicules libérées par 

les bactéries planctoniques sont absents des vésicules de biofilms malgré leur présence dans la matrice 

extracellulaire. Ces résultats suggèrent ainsi que ces facteurs de virulence sont exclus spécifiquement 

des vésicules lorsque les bactéries se trouvent au sein d’un biofilm (Toyofuku et al., 2012). À l’inverse, 

les vésicules libérées par Bacillus subtilis en culture planctonique et en biofilm présentent des tailles 

similaires malgré des conditions de croissance différentes (Brown et al., 2014). 

 

Ces résultats d’apparence contradictoires indiquent que les caractéristiques des vésicules libérées par 

les bactéries varient selon les espèces et les conditions de croissances. Cette variabilité rend ainsi 

difficile la généralisation de phénomènes observés chez une espèce donnée et plaide pour la 

diversification des modèles bactériens étudiés.  

 

4.3 MVs et matrice extracellulaire  

4.3.1 Les MVs sont un élément structurant de la matrice 

extracellulaire 

Les vésicules de certaines bactéries contribuent à la structure de la matrice extracellulaire et favorisent 

la formation des biofilms selon différents mécanismes.  

 

La présence d’adhésine dans les vésicules de certaines bactéries participe à l’attachement, à 

l’agrégation et à la structuration des biofilms. Par exemple, il a été montré que les adhésines présentes 

dans les OMVs de Porphyromonas gingivalis entrainent l’agrégation de nombreuses bactéries 

(Kamaguchi et al., 2003a, 2003b). Notamment, les gingipaines présentes dans les OMVs à la surface de 

Porphyromonas gingivalis favorisent la formation de biofilms mixtes avec Treponema denticola (Ito et 

al., 2010). De même, les vésicules libérées par la bactérie à Gram positif Streptococcus mutans 

contiennent des glucosyltransferases qui favorisent la formation de biofilms de Streptococcus spp., 

Actinomyces naeslundii, et Fusobacterium nucleatum (Iwabuchi et al., 2021; Senpuku et al., 2019). 

 

L’augmentation de l’hydrophobicité des cellules en raison de la présence des vésicules à la surface des 

bactéries est un autre mécanisme favorisant la formation des biofilms. Ce mécanisme a notamment 

été décrit chez des bactéries à Gram négatif comme Pseudomonas putida (Baumgarten et al., 2012) et 
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chez des bactéries à Gram positif comme Staphylococcus aureus (He et al., 2019). Dans le travail de He 

et al. (2019), les auteurs montrent que la formation des biofilms suite au traitement par des bêta-

lactamines est principalement le résultat de l’augmentation de l’hydrophobicité des surfaces 

cellulaires liée aux MVs. De plus, ils soulignent que dans les conditions de l’expérience, les adhésines, 

les protéines de la paroi cellulaire et l’ADN extracellulaire contribuent faiblement à la formation du 

biofilm en comparaison au rôle joué par le changement d’hydrophobicité (He et al., 2019).  

 

Par ailleurs, il existe de nombreux exemples dans la littérature montrant une forte corrélation entre 

augmentation de la production de vésicules et formation de biofilms. On peut notamment citer le cas 

des biofilms de Vibrio fischeri (Shibata and Visick, 2012) et de Helicobacter pylori (Yonezawa et al., 

2009). Toutefois, la contribution des vésicules dans la formation de ces biofilms reste à élucider. 

 

4.3.2 Libération d’ADN extracellulaire  

L’ADN extracellulaire (ADNe) est l’un des composants majeurs de la matrice des biofilms bactériens. Il 

joue de nombreuses fonctions et est notamment impliqué dans la structuration et la stabilisation du 

biofilm au cours de la maturation (Schooling et al., 2009; Whitchurch et al., 2002). Il favorise 

notamment l’agrégation des bactéries entre elles et contribue à l’adhésion des biofilms aux surfaces 

biotiques et abiotiques (Mlynek et al., 2020). De plus, les ADNe participent également à la tolérance 

des bactéries aux stress antibiotiques en neutralisant les antibiotiques cationiques et en acidifiant 

localement le biofilm (Mulcahy et al., 2008; Wilton et al., 2016). Par ailleurs, les ADNe sont l’un des 

mécanismes majeurs des transferts horizontaux de gènes, contribuant ainsi à l’acquisition de gènes de 

résistances aux antibiotiques. Enfin, ils représentent également une source de nutriments en condition 

limitante (Finkel and Kolter, 2001).  

 

De manière remarquable, de nombreux mécanismes impliqués dans l’accumulation d’ADNe dans les 

biofilms sont également impliqués dans la libération de MVs (Campoccia et al., 2021). Notamment, la 

dégradation de la paroi par des hydrolases du peptidoglycane (ex. autolysines, endolysines), la lyse 

cellulaire et la prédation par des phages sont des mécanismes partagés (Turnbull et al., 2016a). De 

plus, il a été montré que les MVs sont une voie importante de la libération d’ADNe dans la matrice. 

Cette libération médiée par les vésicules permet notamment de protéger l’ADN des dégradations 

enzymatiques (Kahn et al., 1983; Renelli et al., 2004).  

 

Chez Pseudomonas aeruginosa la production de vésicules contenant de l’ADNe et la libération d’ADNe 

suite à la lyse cellulaire sont deux mécanismes majeurs de la formation du biofilm bactérien (Turnbull 

et al., 2016a). Les OMVs de Pseudomonas aeruginosa contiennent de l’ADNe à l’intérieur et à la surface 

des MVs. Elles jouent ainsi un rôle important dans la structuration de la matrice en permettant des 

interactions avec les autres composants de la matrice extracellulaire du biofilm (Schooling et al., 2009). 

Enfin, de l’ADNe a également été identifié dans les OMVs d’autres bactéries à Gram négatif, appuyant 

ainsi l’idée d’un rôle structurel de l’association vésicule-ADNe dans les biofilms (Pérez-Cruz et al., 2015; 

Pierson et al., 2011; Sahu et al., 2012). 

 

De même, la libération d’ADNe par les MVs et leurs contributions dans l’intégrité structurelle et la 

stabilité du biofilm a été montré chez des bactéries à Gram positif telles que Streptococcus mutans 

(Liao et al., 2014; Wu et al., 2020) et Staphylococcus aureus (Andreoni et al., 2019). 
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4.4 Rôles des MVs dans les biofilms 

Les vésicules peuvent jouer un ensemble de fonctions dans les biofilms comme expliqué dans la partie 

3 de ce chapitre. Il faut toutefois souligner que dans les biofilms, l’impact des vésicules est accentué 

par leur proximité avec les microorganismes et leur concentration dans la matrice du biofilm. Ainsi, 

cela suggère que d’un point de vue physiologique, les biofilms sont potentiellement l’écosystème dans 

lequel les vésicules influencent le plus fortement la fitness des bactéries. C’est pourquoi le rôle des 

MVs dans la formation, la communication, l’acquisition de nutriments et la défense des bactéries est 

une question particulièrement importante au sein des biofilms qui est encore peu abordée dans la 

littérature. De plus, des rôles spécifiques joués par les vésicules de biofilms ont pu être identifiés pour 

certaines bactéries à Gram négatif. 

 

Par exemple, les OMVs libérées par Pseudomonas aeruginosa dans les biofilms sont capables de lyser 

les bactéries voisines entrainant ainsi la libération de nutriments et d’ADNe impliqués dans la 

structuration du biofilm (Beveridge et al., 1997). De même, il a été observé chez Pseudomonas 

aeruginosa que les vésicules libérées au cours de la maturation des biofilms sont enrichies en protéines 

neutralisantes impliquées dans la tolérance aux stress antibiotiques (Park et al., 2014). 

 

Les OMVs de Myxococcus xanthus sont organisées en chainettes dans le biofilm et forment un véritable 

réseau qui permet de connecter les cellules les unes aux autres. De manière intéressante, il a été 

observé que la production de vésicules et de nanotubes issus des membranes externes est fortement 

augmentée lorsque les bactéries se trouvent au sein des biofilms. Les auteurs de ces travaux suggèrent 

que ces réseaux membranaires assurent un rôle d’échange et de coordination cellulaire au sein du 

biofilm (Remis et al., 2014; Wei et al., 2014). 

 

4.5 Inhibition des biofilms 

Comme nous avons pu le voir, les vésicules bactériennes jouent de nombreux rôles favorisant la 

formation des biofilms. Toutefois, il a également été observé que les MVs de certaines espèces 

bactériennes empêchent la formation des biofilms et facilitent la dispersion cellulaire. Ces effets 

inhibiteurs ont été moins décrits dans la littérature, mais il est cependant très probable qu’ils jouent 

un rôle important dans les interactions entre microorganismes dans l’environnement. En effet, la 

libération de vésicules aux activités antimicrobiennes pourrait être utilisée par les bactéries pour 

moduler la composition et la formation des biofilms. De plus, des variations de la quantité de vésicules 

sécrétées et de leur contenu en réponse à l’environnement pourraient également participer à la 

modulation des biofilms. 

 

Par exemple, il a été montré qu’une aminopeptidase associée aux vésicules de Pseudomonas 

aeruginosa entraine le détachement du biofilm mature établi sur des cellules épithéliales pulmonaires. 

De cette manière, les vésicules contribuent à la dissémination de l’infection lorsque les conditions 

environnementales deviennent défavorables (Esoda and Kuehn, 2019). De même, en présence de 

pression antibiotique, les MVs libérées pas Staphylococcus epidermidis diminuent la fixation des 

cellules à des surfaces de verre et de polystyrène (Zaborowska et al., 2020). 

 

Par ailleurs, les OMVs peuvent également avoir des effets inhibiteurs sur des bactéries compétitrices. 

Il a été montré que les OMVs de Burkholderia thailandensis contiennent divers composés bactéricides 

(ex. surfactant, hydrolases du peptidoglycane, quinoléines) permettant de réduire la biomasse et 
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l’intégrité des biofilms formés par Streptococcus mutans (Wang et al., 2021). De manière similaire, 

l’activité antimicrobienne des MVs de L. plantarum permet de prévenir la formation des biofilms de 

Shewanella putrefaciens sur des surfaces alimentaires (Lee et al., 2021). 
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Chapitre 3 : Les vésicules membranaires de lactobacilles 
Le premier article mentionnant la production de vésicules par un lactobacille remonte aux années 90 

(Pollacka, 1992a), cependant l’intérêt suscité par ces vésicules est quant à lui très récent. En effet, on 

peut constater une forte augmentation du nombre de publications sur les vésicules de lactobacilles 

depuis 2017 (Fig. 34). La caractérisation physico-chimique des vésicules de nombreux lactobacilles a 

notamment été publiée au cours des 5 dernières années. De plus, les fonctions exercées par ces 

vésicules font également l’objet de nombreuses publications depuis 2020. En particulier, l’étude des 

activités probiotiques exercées par les MVs suscitent un fort intérêt. Notamment, l’effet 

immunomodulateur exercé sur les cellules de l’hôte est le thème le plus largement abordé. 

 

 
Fig. 34 Evolution du nombre d’articles de recherche publiés sur les vésicules membranaires de 

lactobacilles. 

 

Cette partie a pour objectif de présenter l’état des connaissances acquises au cours des 30 dernières 

années sur les MVs de lactobacilles. 

 

1. Biogenèse et caractérisation des MVs de lactobacilles 

Caractérisation des vésicules de lactobacilles 

La majorité des publications sur les vésicules de lactobacilles présente des éléments de caractérisation. 

Notamment, la taille des vésicules est mesurée dans plus de 60% des études publiées à ce jour et le 

NTA est la méthode la plus utilisée, à la fois pour estimer la taille et la concentration des vésicules. 

L’ensemble de ces travaux montre que les vésicules de lactobacilles ont une taille équivalente à celles 

des autres de bactéries à Gram positif : entre 20 et 400 nanomètres de diamètre.  

 

Les MVs de lactobacilles contiennent des lipides et de nombreuses protéines cellulaires. Selon les 

espèces, les vésicules peuvent également contenir des fragments d'ADN génomique (Grande et al., 

2017; Puca et al., 2019), des ARN (Domínguez Rubio et al., 2017; Mata Forsberg et al., 2019), du 

peptidoglycane (Morishita et al., 2022) ou encore des acides lipoteichoïques (Pollacka, 1992a; Shiraishi 

et al., 2018; Champagne-Jorgensen et al., 2021b). La composition est variable selon les espèces et 

explique la diversité des activités que les vésicules exercent sur les cellules de l’hôte. 
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Biogenèse et régulation 

Bien que peu d’information soit disponible sur la biogenèse des MVs de lactobacilles, il est fort 

probable que les mécanismes identifiés chez les autres bactéries à Gram positif soient partagés par les 

lactobacilles (Fig. 24).  

 

En particulier, la réduction de l’intégrité de la paroi bactérienne est un mécanisme clé de la production 
de vésicules des bactéries à Gram positif, qui a également été identifié chez certains lactobacilles. En 
effet, il a été montré que le traitement par des antibiotiques ciblant la synthèse du peptidoglycane 
conduit à une forte libération de vésicules par L. casei (Pollacka, 1992a). Les auteurs précisent par 
ailleurs que la formation de ces vésicules n’est pas le résultat d'une bactériolyse, étant donné que les 
vésicules sont libérées par des bactéries ayant conservé leur morphologie. Ces observations sont 
similaires à celles réalisées sur Bacilllus subtilis qui maintient sa morphologie malgré les dégradations 
de la paroi par des endolysines (Toyofuku et al., 2017a).  
De plus, il a également été observé que le traitement de L. paracasei par des sels biliaires entraine une 
augmentation de la production de MVs. Les auteurs suggèrent que la modification des charges 
membranaires et l’altération de la paroi par les sels biliaires favorisent le bourgeonnement et la 
production de vésicules (Ma et al., 2018).  
 

De manière intéressante, Müller et al. (2021) ont montré que la présence de stress influence la 

production de vésicules de manière variable selon les espèces de lactobacilles. En effet, la culture de 

L. casei dans un milieu à pH 8 entraine une forte augmentation de la production de vésicules en 

comparaison à un milieu à pH 5. A l’inverse, l’impact du pH sur la production de vésicules par L. 

plantarum est quant à lui plus modeste (Müller et al., 2021). Cette variabilité rend ainsi difficile la 

généralisation de résultats observés sur une souche donnée à l’ensemble des lactobacilles. 

 

L’analyse de la composition des vésicules de lactobacilles a permis de mettre en évidence 

l’accumulation et l’exclusion de certaines protéines et de certains lipides. Ces observations suggèrent 

que plusieurs mécanismes pourraient être impliqués dans la production des vésicules (Dean et al., 

2019; Harrison et al., 2021; H. Kim et al., 2020). Par exemple, il est possible que les vésicules se forment 

préférentiellement au niveau de domaines lipidiques de la membrane cytoplasmique. De plus, il est 

également possible que certaines molécules soient exclues ou préférentiellement empaquetées dans 

les vésicules de manière active ou passive. Enfin, ces différences pourraient être le résultat de la 

production de vésicules par des sous populations bactériennes présentes dans un état physiologique 

particulier.  

 

2. MVs de lactobacilles et mode de vie biofilm 

L’influence des vésicules de lactobacilles sur les biofilms est une thématique sur laquelle il existe peu 

d’éléments. La majorité des travaux ont été menés sur L. reuteri et le rôle joué par les vésicules dans 

les biofilms reste encore à élucider. Notamment, il a été monté que des MVs sont présentes dans la 

matrice extracellulaire et dans le milieu de culture des biofilms de L. reuteri (Grande et al., 2017, p. 

17938; Maccelli et al., 2020; Puca et al., 2019). Par ailleurs, il semblerait que les bactéries produisent 

davantage de MVs lorsqu’elles sont au sein des biofilms (Puca et al., 2019). De plus, tout comme les 

vésicules libérées par les bactéries planctoniques, il apparait que les vésicules de biofilms contiennent 

de l’ADNe qui est présent à la fois dans la lumière et à la surface des vésicules (Grande et al., 2017). La 

présence d’ADNe dans les vésicules suggère ainsi un rôle dans la formation et le maintien de la 

structure des biofilms (Mlynek et al., 2020). Toutefois, sa contribution dans la formation des biofilms 

n’a pas encore été démontré. 
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A l’inverse, il été montré que les vésicules de L. plantarum préviennent la formation des biofilms 

formés par les bactéries d’altération Shewanella putrefaciens (Lee et al., 2021). Cette inhibition est 

due à l’activité bactéricide de composés transportés par les vésicules. La nature de ces composés n’a 

pas encore été identifiée.  

 

3. Effets probiotiques des MVs de lactobacilles  

Le rôle probiotique des vésicules de lactobacilles fait l’objet de nombreuses publications. En particulier, 

les rôles antimicrobiens et immunomodulateurs sont les thèmes majoritairement étudiés par la 

communauté scientifique. Cet intérêt s’explique notamment par le fait que l’utilisation thérapeutique 

ou antimicrobienne des vésicules présente de nombreux avantages en comparaison à l’utilisation de 

bactéries entières. En effet, les vésicules offrent théoriquement la possibilité de bénéficier d’activités 

probiotiques sans les risques associés à l’utilisation de bactéries vivantes (Aguirre and Collins, 1993; 

Cannon et al., 2005; Salminen et al., 2006; Fradiani et al., 2010; Tena et al., 2013; Vahabnezhad et al., 

2013; Callaway et al., 2013). Par exemples, les vésicules pourraient être utilisées chez des patients 

immunodéprimés ou pour traiter des pathologies associées à la rupture de l’intégrité de l’épithélium 

intestinal. De plus, le statut GRAS des probiotiques facilite l’utilisation thérapeutique ou industrielle 

des vésicules (Carvalho et al., 2021; Giordani et al., 2021).  

 

Les rôles probiotiques des vésicules sont directement liés à leur composition moléculaire. Comme 

expliqué précédemment, cette composition varie fortement d’une espèce à l’autre et dépend de l’état 

physiologique des bactéries (Kulp et al., 2015; Bager et al., 2013). C’est pourquoi, les effets 

antimicrobiens ou immunodulateurs des vésicules sont variables selon les lactobacilles qui les 

produisent.  

 

3.1 Activités antimicrobiennes 

Certains lactobacilles produisent des vésicules aux activités antimicrobiennes. En effet, il a été montré 

que les MVs de L. acidophilus sont enrichies en peptides antimicrobiens appelés bactériocines qui 

inhibent la croissance d’autres bactéries et compromettent l'intégrité de leur membrane (Dean et al., 

2020). De même, les MVs de L. plantarum ont une forte activité bactéricide sur Shewanella 

putrefaciens, permettant ainsi de prévenir leur développement sur des matrices alimentaires (Lee et 

al., 2021).  

 

A l’inverse, aucune molécule antimicrobienne n’a pu être détectée dans les vésicules de L. reuteri 

contrairement au surnageant de culture qui présente une forte activité antimicrobienne (Maccelli et 

al., 2020). 

 

3.2 Communication avec l’hôte 

Présence de MVs libérées par les lactobacilles dans l’organisme de l’hôte 

La présence des lactobacilles chez un individu sain est limitée au tractus gastro intestinal ou à la flore 

vaginale. C’est pourquoi on trouve des lactobacilles et des MVs en grande quantité dans les fèces (Shin 

et al., 2021).  

Toutefois, contrairement aux bactéries, les MVs sont capables de franchir les barrières épithéliales et 

de migrer sur de longues distances au sein de leur hôte. Par conséquent, des vésicules de nombreuses 

espèces bactériennes sont détectées dans la circulation sanguine chez les mammifères (Park et al., 
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2017). Notamment, suite à l’ingestion par voie orale de L. rhamnosus, il a été montré que des MVs 

libérées par la bactérie sont rapidement détectées dans la circulation sanguine (Champagne-Jorgensen 

et al., 2021a). Cette présence pourrait en partie expliquer les bénéfices apportés par les probiotiques 

dans les tissus éloignés de l’épithélium du tractus intestinal (Sarkar et al., 2016).  

Par ailleurs, cette capacité à traverser les épithéliums implique que les MVs peuvent atteindre la 

lamina propria (Fig. 18) et interagir avec les cellules immunitaires qui s’y trouvent (Hickey et al., 2015). 

Les vésicules peuvent ainsi jouer un rôle immunomodulateur et participer à la tolérance du microbiote 

comme expliqué ci-dessous (Partie 3.3).  

 

De manière intéressante, il a été montré que les MVs de L. plantarum sont capables de moduler la 

composition du microbiote intestinal et permettraient ainsi d’atténuer les colites ulcéreuses 

provoquées par le DSS chez la souris (Hao et al., 2021). Ce travail suggère ainsi que les vésicules 

peuvent impacter indirectement leur hôte en modulant la composition du microbiote. Dans ce 

contexte, les vésicules pourraient être l’un des outils qui participe à la communication entre l’hôte, 

son microbiote et les probiotiques sur la base du modèle présenté figure 16. En outre, la présence 

systémique de vésicules bactériennes dans l’organisme renforce l’idée d’une communication entre 

l’hôte et son microbiote. 

 

Entrée des MVs dans les cellules de l’hôte 

Les MVs bactériennes sont capables de pénétrer dans les cellules de l’hôte de plusieurs manières 

(O’Donoghue and Krachler, 2016b). Des travaux in vitro ont permis de mettre en évidence que les 

vésicules de lactobacilles sont internalisées aussi bien par des cellules épithéliales (Li et al., 2017; Seo 

et al., 2018; Bajic et al., 2020; Champagne-Jorgensen et al., 2021b), que par des cellules de l’immunité 

innée (Morishita et al., 2021). Dans la majorité des cas, il apparait que les vésicules sont internalisées 

par endocytose « clathrine dépendante ». En effet, il a été montré que le traitement de lignées 

cellulaires épithéliales (HT29, Caco-2) ou de cellules immunitaires (RAW264.7, DC2.4) par des 

inhibiteurs de l'endocytose réduit fortement l’internalisation des MVs in vitro. 

 

Modulation des cellules de l’hôte 

Les vésicules de L. plantarum sont capables de moduler l’expression de certains gènes de l’hôte. 

Il a été montré que le micro-ARN appelé ARN-71, présent dans les MVs de L. plantarum réduit 

considérablement l'expression du gène Tp53 des cellules épithéliales HEK 293T (Yu et al., 2022). Cette 

modulation médiée par les micro-ARN des MVs est un mécanisme probablement sous-estimé dans les 

régulations de la communication hôte-probiotiques. En effet, la présence d’ARN a été identifié dans 

les vésicules de nombreuses autres lactobacilles telles que L. casei (Domínguez Rubio et al., 2017), L. 

reuteri (Hu et al., 2021) et L. rhamnosus (Mata Forsberg et al., 2019). 

 

3.3 Activité des vésicules sur le système immunitaire de l’hôte 

Les MVs de lactobacilles transportent un ensemble de molécules qui peuvent être reconnues par des 

récepteurs de l’immunité exprimés à la surface des cellules épithéliales et des cellules immunitaires de 

l’hôte. L’activation de ces récepteurs conduit ainsi à des réponses qui participent à la modulation du 

système immunitaire. De nombreux articles décrivent les effets immunomodulateurs des vésicules de 

lactobacilles sur des modèles cellulaires et sur des modèles murins. Toutefois, la quantité de vésicules 

libérées par des lactobacilles dans le microbiote et leur contribution dans les effets probiotiques 

restent encore à évaluer.  
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Renforcement de la barrière épithéliale 

Le système immunitaire intestinal doit maintenir l’équilibre permettant la tolérance des bactéries 

commensales et l’élimination des agents pathogènes. Comme expliqué au chapitre 1, un ensemble de 

cellules sont impliquées dans la défense de l’organisme au niveau intestinal. Notamment, les cellules 

épithéliales qui bordent la lumière du TGI forment une barrière immunitaire cruciale dans la protection 

de l’organisme contre les infections. En plus de ce rôle barrière, les cellules épithéliales sont un relai 

entre le microbiote et le système immunitaire. Ainsi, le maintien de l’intégrité de l’épithélium est un 

enjeu majeur pour permettre de défendre l’organisme.  

Il a été démontré que les MVs de lactobacilles provenant du kéfir renforcent les jonctions serrées 

établies entre des cellules épithéliales in vitro et in vivo sur un modèle murin (Kang et al., 2020). De 

même, les vésicules de L. plantarum ont la capacité de réduire la perte d’intégrité épithéliale induite 

in vitro (Kuhn et al., 2020). Ainsi, en stimulant la fonction barrière de l’épithélium, les vésicules des 

lactobacilles contribuent au renforcement du système immunitaire intestinal de l’hôte. 

 

Modulation du système immunitaire inné et adaptatif 

Le microbiote intestinal influence de manière significative le répertoire des IgA sécrétées par les 

lymphocytes B effecteurs (ou plasmocytes). Les IgA font partie des molécules du système immunitaire 

qui sont impliquées dans le maintien de l’équilibre homéostatique, en assurant la protection contre le 

microbiote et les infections bactériennes (Pabst and Izcue, 2022; Wilmore et al., 2018).  

De manière intéressante, il a été montré que les vésicules de plusieurs lactobacilles sont capables de 

stimuler la production d’IgA (Harrison et al., 2021; Kurata et al., 2022; Miyoshi et al., 2021; Yamasaki-

Yashiki et al., 2019). En particulier, les MVs libérées par L. sakei entrainent la production d'IgA par les 

plaques de Peyer chez la souris. Cette production d’IgA est associée à l’activation des récepteurs de 

l’immunité innée Toll-like 2 (TLR2) qui reconnaissent des composants de la paroi cellulaire présents 

dans les MVs. (Yamasaki-Yashiki et al., 2019, p. 1; Miyoshi et al., 2021).  

De même, les MVs libérées par L. rhamnosus contiennent des acides lipoteichoïques qui activent le 

récepteur TLR2 induisant ainsi l'expression de cytokines anti-inflammatoires par les cellules 

immunitaires (Champagne-Jorgensen et al., 2021b).  

La présence de PAMPs dans les vésicules de lactobacilles (ex. peptidoglycane, acides teichoïques) 

explique ainsi leur capacité à activer des récepteurs de l’immunité innée et à moduler les réponses 

immunitaires de l’hôte (Kurata et al., 2022; Morishita et al., 2022). 

 

L’activité immunomodulatrice des vésicules de lactobacilles a été démontrée à de nombreuses reprises 

sur des cellules épithéliales et sur des cellules présentatrices d’antigènes (macrophages, cellules 

dendritiques). Notamment, les vésicules de L. plantarum ont une activité anti-inflammatoire in vivo et 

in vitro en empêchant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Hao et al., 2021; Kim et al., 2018; 

Kuhn et al., 2020). Des observations similaires ont été réalisées avec les vésicules de L. rhamnosus, L. 

reuteri et des vésicules de lactobacilles isolées du kéfir (Kang et al., 2020; Mata Forsberg et al., 2019; 

Seo et al., 2018; Tong et al., 2021). De plus, les vésicules de L. plantarum agissent également en 

orientant les macrophages vers une polarisation M2 anti-inflammatoire (W. Kim et al., 2020). 

L’orientation de cellules dendritiques vers un profil tolérogène a également été observée à l’issue de 

gavages de souris avec des vésicules de L. rhamnosus (Al-Nedawi et al., 2015). Enfin, il a été montré 

que les vésicules de L. paracasei, L. casei, L. reuteri  agissent en stimulant la production de cytokines 

anti-inflammatoires et en atténuant l’expression de cytokines pro-inflammatoires (Choi et al., 2020b; 

Hu et al., 2021; Müller et al., 2021; Vargoorani et al., 2020).  
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Notons qu’il existe également un certain nombre de publications contradictoires mettant en évidence 

l’activité pro-inflammatoire des vésicules de L. casei et de L. plantarum (Bäuerl et al., 2020; Morishita 

et al., 2022, 2021). Ces différences peuvent probablement s’expliquer par la variabilité des vésicules 

produites par les différentes souches bactériennes et les différentes conditions de culture. Ces 

résultats appuient une nouvelle fois l’idée qu’il est difficile de généraliser les activités de vésicules 

produites par une souche donnée.  

 

Protection contre les pathogènes 

Il existe un certain nombre de publications montrant les effets protecteurs des vésicules de 

lactobacilles contre des pathogènes. Ces effets protecteurs sont dus aux modulations du système 

immunitaire (Kim et al., 2018; Mata Forsberg et al., 2019) ou à la réduction de l'interaction des 

pathogènes avec les cellules hôtes (Costantini et al., 2021; Ñahui Palomino et al., 2019). 

 

Par exemple, les MVs de L. plantarum protègent de l’eczéma atopique en réduisant l'inflammation 

cutanée provoquée par les vésicules de Staphylococcus aureus (Kim et al., 2018). 

 

De manière remarquable, les MVs de lactobacilles isolées de la flore vaginale sont capables d’inhiber 

l'infection par le VIH-1 en empêchant l'attachement des virus à leurs cellules cibles. Il a notamment 

été montré que l’effet inhibiteur des MVs est lié à la présence de protéines de surfaces (Costantini et 

al., 2021; Ñahui Palomino et al., 2019). 

 

4. Applications et autres effets notables des MVs de lactobacilles 

De nombreuses activités bénéfiques ont été attribuées aux vésicules de lactobacilles. Notamment, les 

MVs de lactobacilles ont été associées à des effets anti-tumoraux (Behzadi et al., 2017; Kim et al., 2017; 

Shi et al., 2021), à des effets de type antidépresseur (Choi et al., 2019), à la protection contre des 

lésions cérébrales ischémiques (Z. Yang et al., 2022), à la réduction du vieillissement de la peau (Jo et 

al., 2022), à la motilité intestinale (West et al., 2020) ou encore à la régulation de la sécrétion d'insuline 

par les îlots de Langerhans (Teixeira et al., 2022). 

 

Par ailleurs, il a été montré que les MVs de lactobacilles peuvent être utilisées pour modifier 

génétiquement des cellules eucaryotes. Des gènes codant pour la GFP et des micro ARN ont ainsi pu 

être transportés et délivrés dans le cytoplasme des cellules hôtes par des vésicules de L. reuteri 

modifiées génétiquement (S.-I. Kim et al., 2022).   

Enfin, plus largement, l'expression et l'encapsulation de protéines dans des MVs de lactobacilles 

représentent un fort potentiel avec de multiples applications dans l'alimentation et les thérapies 

cliniques. 
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OBJECTIFS DE LA THESE 
L’étude des MVs de lactobacilles est une thématique qui suscite un fort intérêt depuis les 5 dernières 

années en raison de la diversité des rôles attribués à ces structures et du potentiel bénéfique de 

certaines souches probiotiques. En particulier, la bactérie Lacticaseibacillus casei BL23 est une souche 

connue pour ces activités immunomodulatrices et antimicrobiennes contre des agents pathogènes 

(Archambaud et al., 2012 ; Foligne et al., 2007; Rochat et al., 2007). Toutefois, malgré l’intérêt accordé 

aux MVs de lactobacilles, les mécanismes de biogenèse et les rôles exercés par ces vésicules restent 

largement méconnus. En 2017, une étude montre pour la première fois que L. casei BL23 libère des 

vésicules membranaires et propose les premiers éléments de caractérisation physico-chimique de ces 

vésicules (Domínguez Rubio et al., 2017). Notamment, les auteurs ont pu identifier dans les fractions 

vésiculaires la présence de protéines aux activités probiotiques telles que des hydrolases du 

peptidoglycane (LCABL_00230 et LCABL_02770) (Bäuerl et al., 2010) et la protéine GroEL (Rieu et al., 

2014). Par ailleurs, la présence de séquences phagiques dans le génome de L. casei BL23 (Dieterle et 

al., 2016) et l’induction spontanée de prophages (Mazé et al., 2010) suggèrent leur contribution dans 

la production de vésicules comme précédemment observées chez Bacillus subtillis (Toyofuku et al., 

2017a). L’implication des prophages dans la biogenèse pourrait ainsi expliquer la détection de 

nombreuses protéines phagiques dans les vésicules de L. casei BL23 (Domínguez Rubio et al., 2017). 

Dans ce contexte, ma thèse a pour objectif de caractériser, d’identifier les mécanismes de biogenèse 

et d’étudier les rôles des vésicules produites par la bactérie à Gram positif L. casei BL23. 

 

Objectifs 1 et 2 : Caractériser les MVs libérées par L. casei BL23 

Le premier objectif de mon projet de thèse est d’approfondir la caractérisation des vésicules produites 

par la bactérie L. casei BL23. Une étude microscopique a été menée (microscopie électronique, 

microscopie confocale) afin de mettre en évidence la production des MVs par L. casei BL23. De plus, 

un protocole de purification des vésicules a été mis au point et plusieurs paramètres ont été étudiés 

(taille et composition protéique des vésicules). 

 

Objectif 2 : Élucider les mécanismes de biogenèse des MVs de L. casei BL23 

Sur la base des données de caractérisation, nous avons ensuite souhaité élucider les mécanismes de 

biogenèse mis en jeu dans la production des vésicules de L. casei BL23. Notamment, la contribution 

des phages dans la biogenèse des MVs de L. casei BL23 a été étudiée à l’aide de mutants obtenus par 

mutagenèse dirigée. 

 

Objectif 3 : Étudier les rôles exercés par les vésicules de L. casei BL23 

Dans cette partie du travail, nous nous sommes principalement intéressés aux rôles probiotiques joués 

par les vésicules de L. casei BL23. En particulier, nous avons étudié l’impact des vésicules sur la 

formation de biofilm par plusieurs bactéries pathogènes et bactéries d’altérations. De plus, nous avons 

également souhaité identifier les déterminants moléculaires responsables des activités antibiofilms 

des vésicules de L. casei BL23. Pour ce faire, des vésicules de L. casei BL23 ont été soumises à divers 

traitements (enzymatique, physico-chimique) avant d’analyser leur activité ainsi que l’activité de 

vésicules issues de plusieurs mutants de L. casei BL23. 

Enfin, l’activité immunomodulatrice des vésicules de L. casei BL23 a été évaluée en utilisant un modèle 

cellulaire de macrophages dérivés de monocytes (THP-1) stimulés par du lipopolysaccharide (LPS). 
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RESULTATS 

Chapitre 1 : Biogenèse et caractérisation des MVs de Lacticaseibacillus 

casei BL23 
1. Article 1 : La biogenèse des vésicules membranaires de Lacticaseibacillus casei 

BL23 

Titre : « Spontaneous Prophage Induction Contributes to the Production of Membrane Vesicles by the 

Gram-Positive Bacterium Lacticaseibacillus casei BL23 ». 

David da Silva Barreira, Pierre Lapaquette, Julia Novion Ducassou, Yohann Couté, Jean Guzzo, Aurélie 

Rieu 

(mBio, 2022, 13(5):e0237522. doi: 10.1128/mbio.02375-22) 

 

Résumé : 

La formation de vésicules membranaires (MVs) par les bactéries à Gram positif a bénéficié d’une 

attention croissante au cours des dix dernières années. Récemment, des mécanismes de biogenèse 

ont été proposés et impliquent la digestion de la paroi cellulaire par des hydrolases du peptidoglycane 

(PGHs) codées par des prophages ou des PGHs bactériennes induites par des stress ainsi que par 

l’inhibition de la synthèse du peptidoglycane (PG) par des antibiotiques (ex. bêta-lactames). L’impact 

de ces mécanismes sur la formation de vésicules dépend largement de la souche et des conditions de 

croissance. À ce jour, aucune information sur la production de vésicules par les lactobacilles n’a été 

rapportée. Ici, nous avons cherché à caractériser les MVs libérées par la bactérie à Gram positif 

Lacticaseibacillus casei BL23 et avons également étudié les mécanismes impliqués dans la formation 

des vésicules. En utilisant la microscopie électronique, nous avons établi que la taille de la majorité des 

vésicules de L. casei BL23 était comprise entre 50 et 100 nm. De plus, nous avons montré que les 

vésicules étaient libérées de façon constante tout au long de la croissance de la bactérie dans des 

conditions de culture standard. La composition protéique des vésicules libérées dans le surnageant a 

été identifiée et un nombre significatif de protéines de prophages a été détecté. De plus, en utilisant 

une souche mutante portant un prophage PLE2 défectueux, nous avons pu montrer que l’induction 

spontanée et l’induction déclenchée par la mitomycine du prophage PLE2 contribuent à la production 

de MVs par L. casei BL23. Enfin, nous avons également démontré l’influence des prophages sur 

l’intégrité de la membrane des bactéries. Dans l’ensemble, nos résultats suggèrent un rôle clé du 

prophage PLE2 dans la production de MVs par L. casei BL23 en absence ou en présence de stress 

génotoxiques. 
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2. Travaux complémentaires 

2.1 Etude de l’excision et de la réplication du phage PLE2 

2.1.1 Introduction : contexte et objectifs 

Dans le cadre des travaux publiés dans l’article 1 (da Silva Barreira et al.,2022), il a été observé que 

l’intégration du plasmide non réplicatif pRV300 dans le gène lcabl_rs05400 empêche l’excision et la 

réplication du prophage PLE2 en absence et en présence de stress génotoxiques. Cet effet est à la fois 

le résultat de l’interruption du gène lcabl_rs05400 ainsi que de l’arrêt précoce de la transcription par 

les terminateurs du plasmide pRV300. Il est important de noter que l’ensemble des gènes transcrits 

sur le même ARNm et présents en aval du gène lcabl_rs05400 sont également affectés par la présence 

de pRV300. En raison de ce phénomène appelé effet polaire, les résultats de l’article ne permettent 

pas d’établir de lien clair entre la réplication du phage PLE2 et l’activité de la protéine LCABL_RS05400 

(DNA primase putative). C’est pourquoi, dans cette partie du travail, nous avons souhaité éclaircir la 

contribution de la protéine LCABL_RS05400 sur l’excision et la réplication du phage PLE2.  

 

2.1.2 Matériels et méthodes 

Souches bactériennes et conditions de croissance 

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés dans cette partie sont présentés dans le tableau 9A-

B (Souches ; Plasmides). Sauf indication contraire, les souches de L. casei sont cultivées en anaérobiose 

dans un milieu Man-Rogosa-Sharpe (MRS ; Conda) à 37 °C sans agitation pendant 24 h. Les souches 

mutantes de L. casei (Tableau 9A ; Souches) sont sélectionnées en MRS solide (1,5 % d’agar) et sont 

maintenues en MRS liquide supplémenté avec 5 µg/mL d’érythromycine.  

Les bactéries Escherichia coli DH5a sont cultivées dans un milieu LB (Luria broth) à 37 °C sous agitation 

et ont été utilisées comme hôte pour le clonage. Les souches Escherichia coli DH5α transformantes ont 

été sélectionnées sur milieu LB solide (1,5 % d’agar) avec 100 µg/mL d’ampicilline. 

 

Construction des plasmides et des souches mutantes 

La construction des mutants d’insertion de L. casei BL23 est adaptée de la stratégie de mutagène 

publiée par Leloup et al. (1997) et Muñoz-Provencio et al. (2012). Les souches mutantes DDB003, 

DDB004 et DDB005 sont obtenues pas insertion de plasmides (pRV003, pRV004, pRV005) comme 

expliqué dans l’article da Silva Barreira et al. (2022). Les amorces et le détail de la construction des 

plasmides sont présentés dans le Tableau 9B-C (Plasmides ; Oligonucléotides-Construction des 

plasmides). 

 

qPCR (Stratégie 1) 

La réplication du phage PLE2 dans les souches de L. casei BL23, est analysée par qPCR selon la 

stratégie 1 comme présenté Figure 4B dans l’article da Silva Barreira et al. (2022).  

Brièvement, l’ADN des souches de L. casei BL23 est préparé à l’aide du kit InstaGene Matrix (Bio-Rad). 

Ensuite, les ADN sont ajoutés à une solution commerciale iTaq Universal SYBR green (Bio-Rad) et la 

qPCR est réalisée avec un thermocycleur (CFX96, Bio-Rad) en suivant les instructions du fabricant. Les 

amorces utilisées pour comparer la réplication du phage PLE2 sont listées dans le Tableau 9C 

(Oligonucléotides-Amorces qPCR). Deux répétitions techniques et trois répétitions biologiques sont 

réalisées par échantillon. La méthode utilisée pour calculer la quantité relative d’ADN est présentée 

dans l’article de da Silva Barreira et al. (2022). 
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Extraction des ARNm et RT-PCR 

Les ARNm des souches de L. casei BL23 sont préparés à l’aide du kit Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo 

Research) en suivant les instructions du fabricant. Les ARNm sont ensuite traités à la DNase I (Roche) 

afin d’éliminer l’ADN génomique. L’absence de contamination des ARNm par de l’ADN génomique est 

vérifiée sur gel d’agarose (Fig. 37 ; condition ARNm). Les ARNm sont ensuite retro-transcrits en ADN 

complémentaires (ADNc) à l’aide du kits cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) 

conformément aux instructions du fabricant. Enfin, une PCR est réalisée à l’aide du kit GoTaq DNA 

Polymerase (Promega) selon les recommandations du fournisseur. Les amorces utilisées pour 

l’amplification sont listées dans le Tableau 9C (Oligonucléotides-Amorces RT-PCR). 

 

Tableau 9 Souches (A), plasmides (B) et oligonucléotides (C) utilisés dans cette étude. 

(A) 

Souches Caractéristiques  Résistance(s) Source ou référence 

Escherichia coli    

DH5 

F_ Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA_argF) U169 recA1 

endA1 hsdR17(rk
_, mk

+) phoA supE44 thi_1 

gyrA96 relA1 λ_ 

 
(Anton and Raleigh, 

2016) 

Lacticaseibacillus casei     

BL23 Souches de laboratoire ; génome séquencé  (Mazé et al., 2010) 

DDB001 BL23 (lcabl_rs05400)::pRV300 
Eryr (da Silva Barreira 

David et al., 2022) 

DDB002 
BL23 contenant pRV002 inséré dans le 

génome à la position 2,441,492 

Eryr (da Silva Barreira 

David et al., 2022) 

DDB010 BL23 (lcabl_rs05405)::pRV300 Eryr Cette étude 

DDB011 BL23 (lcabl_rs05425)::pRV300 Eryr Cette étude 

DDB012 BL23 (lcabl_rs05450)::pRV300 Eryr Cette étude 

 

(B) 

Plasmides Caractéristiques  Résistance(s) Source ou référence 

pRV300 Plasmide d'insertion de lactobacilles Ampr, Eryr (Leloup et al., 1997) 

pRV001 
pRV300 contenant un fragment de 435 bp du 

gène lcabl_rs05400, cloné au site EcoRI 

Eryr (da Silva Barreira 

David et al., 2022) 

pRV002 

pRV300 contenant un fragment de 442 pb 

d'une région intergénique (comprise entre les 

gènes lcabl_rs12110 et lcabl_rs12115), cloné 

aux sites HindIII/SacI 

Eryr 

(da Silva Barreira 

David et al., 2022) 

pRV010 

pRV300 contenant un fragment de 508 bp du 

gène lcabl_rs05405, cloné aux sites 

EcoRI/SacI 

Eryr 

Cette étude 

pRV011 

pRV300 contenant un fragment de 406 bp du 

gène lcabl_rs05425, cloné aux sites 

HindIII/SacI 

Eryr 

Cette étude 

pRV012 
pRV300 contenant un fragment de 783 bp du 

gène lcabl_rs05450, cloné au site EcoRI 

Eryr 
Cette étude 
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Eryr, érythromycine résistante ; Ampr, ampicilline résistante. 

 

(C) 

Oligonucleotides Séquence (5’_3’) 

Construction des plasmides pRV001, pRV002, pRV003, pRV004, pRV005 

P001_FD ACTAATGAATTCGGCTTCTATGTGTTACCAATGC 

P001_RV CCTAAGGAATTCTAATCCATCACTGGCTTCAAC 

P002_FD GCACACAAGCTTTGCCAAACTCCGCAATCTCC 

P002_RV AGTCTTGAGCTCTTTTACGCTCTATGACACGCAC 

P010_FD CGACACGAATTCCAAGGCAATCCCAAGTCTTCAC 

P010_RV GCTTATGAGCTCGCTGCTGTTGTTACTCGCTGTC 

P011_FD ACTCTGAAGCTTGGTCACACGGCGGCAGAAATAG 

P011_RV GATCTTGAGCTCTCTGCGTCTGTGACGAGTG 

P012_FD GCATCAGAATTCCTCAATACTGGCAATCGTTTGTG 

P012_RV GGTCTTGAATTCGTTCATCCCTGTAACCTTCGG 

Amorces qPCR 

Comparaison de la réplication du phage PLE2 

PLE2_FD CAACCGATCAACCTGCTACACC 

PLE2_RV GATTATCCATGCCTGCCGCTCC 

Amorces RT-PCR  

Étude de l’opéron du phage PLE2 portant le gène lcabl_rs05400 

PCR_1-F   GGCGAGCATTCACCGATTG 

PCR_1-R                    TGACTCAAGCGTGTCGTGC 

PCR_2-F ATGGACGATTTGGGTTCAGAAG 

PCR_2-R ACTGCTGGCGGTTCAAGTTTATC 

PCR_3-F ACACTTGCCCAGGAGAATCAG 

PCR_3-R CTGAATGGATGGTGCTTGGTTTG 

PCR_4-F CCAGACGAAACGAGTTGGTG 

PCR_4-R ATCGTAGCCGCCATCAGTG 

PCR_5-F CACGCTCAAAGATGCCGAC 

PCR_5-R CCAGAACCGCTTGATTTCATCAG 

PCR_6-F GATACCAGCCAGAAGCATTGAG 

PCR_6-R GTGAAGACTTGGGATTGCCTTG 

PCR_7-F GTTGGGTGTTGATGACTTAGTCG 

PCR_7-R GCTATTGGTGCGAATGATTGTGC 

PCR_8-F GACCTAACAGGATTTCGGCAC 

PCR_8-R GGCATTGTTGGATCAGCGGAC 

PCR_9-F AATGATGACACGCTAGAGGGTG 

PCR_9-R AGCAGCATAGACATGGTGTCG 

FD, forward; RV, reverse 
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2.1.3 Résultats – Discussion 

Selon les prédictions de Dierterle et al. (2016), les gènes lcabl_rs05400 et lcabl_rs05405 font partie du 

module de réplication du prophage PLE2 et codent des protéines putatives aux activités ADN primase 

et ADN hélicase respectivement (Fig. 35). 

 
Fig. 35 Cartes génétique du prophage PLE2. L’ensemble des gènes putatifs du prophage PLE2 sont 

représentés par des boîtes au-dessus ou au-dessous du génome, selon qu’ils sont transcrits vers la 

droite ou vers la gauche, respectivement. Selon les fonctions putatives qu’ils exercent, les gènes sont 

regroupés dans des modules indiqués par différentes couleurs : fonction d’empaquetage (bleu clair), 

structure du virion (jaune), lyse (violet), intégration/immunité (rouge) et réplication (orange). Les 

gènes aux fonctions inconnues sont colorés en blanc. Adaptée de Dieterle et al., 2016.  

 

Les ADN primases et les ADN hélicases sont des enzymes nécessaires à l’initiation et la synthèse de 

l’ADN au cours de la réplication (Fig. 36A-B). En effet, les ADN primases sont des ARN polymérases qui 

synthétisent de courts fragments d’ARN permettant l’amorçage de la synthèse d’ADN par les ADN 

polymérases bactériennes (Fig. 36A-B). Les ADN primases sont particulièrement importantes pour la 

synthèse des brins d’ADN retardés qui s’effectue sous forme d’une série de fragments discrets, appelés 

fragments d’Okazaki (Fig. 36B). Les hélicases réplicatives permettent quant à elles de séparer les 2 

brins d’ADN en amont de la fourche de réplication au cours de la synthèse de l’ADN (Fig. 36B). Notons 

que les ADN primases et les ADN hélicases s’assemblent également au niveau de l’origine de réplication 

bactérienne pour former le primosome, ce qui permet notamment la synthèse d’amorces nécessaire 

à l’initiation de la réplication (Fig. 36A) (Robinson and van Oijen, 2013).  

 

 
Fig. 36 Illustration du rôle joué par les ADN primases et les ADN hélicases lors de l’initiation et de la 

synthèse de l’ADN au cours de la réplication. (A) Schéma illustrant une des étapes de l’initiation de la 

réplication de l’ADN chez Escherichia coli. Les protéines DnaA se lient de manière coopérative au 

niveau de l’origine de réplication (oriC) et entrainent ainsi l’ouverture des hélices de l’ADN. L’hélicase 

(DnaB) suivie de la primase (DnaG) se chargent sur les ADN simples brins, puis l’ADN polymérase III 

holoenzyme se forme. La réplication démarre ensuite au niveau des amorces ARN synthétisées par les 

primases. (B) Modèle simplifié de la fourche de réplication du bactériophage T7 au cours de la 

réplication. Adaptées de Andrew Robinson et Antoine M. van Oijen 2013. 
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La proximité des gènes lcabl_rs05400 et lcabl_rs05405 sur le génome de PLE2 et le rôle putatif des 

protéines codées par ces gènes dans la réplication suggèrent qu’ils font partie d’une même unité de 

régulation transcriptionnelle. Afin de vérifier cette hypothèse, les limites de l’opéron contenant ces 

deux gènes ont été identifiées par RT-PCR en suivant la stratégie détaillée dans la figure 37. L’opéron 

du mutant DDB001 (obtenu par intégration du plasmide pRV300 dans le gène lcabl_rs05400) et de la 

souche parentale L. casei BL23 ont ainsi été analysés (Fig. 37).  

 

 
Fig. 37 Identification par RT-PCR des limites de l’opéron contenant le gène codant pour la DNA primase 

(LCABL_RS05400). Le schéma illustre la stratégie adoptée pour déterminer l’unité de transcription 

portant les gènes codant pour la DNA primase chez la souche DDB001 et la souche parentale BL23. 

Tout d’abord, les ARN messagers (ARNm) des bactéries ont été extraits après 24 h de croissance en 

condition standard. Ensuite, les ARNm ont été rétrotranscrits en ADN complémentaires (ADNc). Puis, 

les régions représentées par les boîtes bleues numérotées de 1 à 9, ont été amplifiées par PCR en 

utilisant les ADNc obtenus. Enfin, les produits d’amplification ont été marqués au BET et séparés sur 

gel d’agarose 1 % avant d’être observés au UVs. Les conditions « ARNm » et « ADNg » correspondent 

respectivement aux résultats de l’amplification par PCR des ARNm utilisés pour la rétrotranscription 

(contrôle négatif) et de l’ADN génomique (contrôle positif) des deux souches (BL23, DDB001). Les 

flèches vertes indiquent le sens et la taille des unités de transcription. La position de l’insertion du 

plasmide pRV300 dans la souche DDB001 est signifiée par un triangle rouge au-dessus du gène muté 

correspondant.  
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On observe figure 37 que la région B n’a pas été amplifiée à partir des ADNc extraits des 

souches DDB001 et BL23 contrairement aux régions A et C. Ces résultats suggèrent donc qu’un 

terminateur et un promoteur de transcription sont présents successivement dans la région B. De plus, 

une diminution de l’intensité des bandes amplifiées est observée dans les régions F et G de la souche 

DDB001 contrairement aux résultats de la souche parentale BL23. Cette observation permet de dire 

que l’insertion du plasmide pRV300 dans le gène DDB001 entraine un arrêt partiel de la transcription 

du gène lcabl_rs05400 et du gène lcabl_rs05405 (gènes 43 et 44 respectivement) par effet polaire. De 

plus, la transcription d’un autre ARN est initiée en aval de la région G dans la souche DDB001 et BL23. 

L’arrêt partiel de la transcription suggère que le plasmide pRV300 possède un terminateur de force 

modérée qui permet la poursuite de la transcription avec une faible fréquence.  

Dans la souche BL23, une légère diminution de l’intensité de la région G est observée, ce qui pourrait 

être expliqué par la présence d’un terminateur faible dans cette région. Cela signifie ainsi que la 

souche BL23 présente 2 types d’ARN polycistroniques. Des ARN messager contenant les gènes compris 

entre la région B et la région G ainsi que des ARN plus grands s’interrompant en aval de la région G.  

L’ensemble des résultats de la figure 37 montrent ainsi que le gène lcabl_rs05400 et le 

gène lcabl_rs05405 sont présents dans une même unité transcriptionnelle qui s’achève par le 

gène lcabl_rs05405. C’est pourquoi il est possible de dire que l’insertion du plasmide pRV300 impacte 

la transcription du gène lcabl_rs05400 ainsi que celle du gène lcabl_rs05405 par effet polaire.  

 

Afin d’éclaircir le rôle de la primase (LCABL_RS05400) et de l’hélicase (LCABL_RS05405) sur la 

réplication et l’excision du phage PLE2, plusieurs mutants d’insertion appelés DDB010, DDB011 et 

DDB012 ont été obtenus en plus du mutant DDB001 par intégration du plasmide pRV300 selon le 

protocole décrit dans da Silva Barreira et al. (2022). La position des insertions de pRV300 est indiquée 

dans la figure 38A. Notons que la souche témoin nommée DDB002 a été obtenue par l’insertion du 

plasmide pRV300 dans une région intergénique de L. casei BL23 (cf. Tableau 9).  
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Fig. 38 Effet de la mutation de plusieurs gènes de PLE2 sur sa réplication dans L. casei BL23. (A) Carte 

génétique du prophage PLE2 et positions de l’insertion du plasmide pRV300 dans les souches 

mutantes DDB001, DDB010, DDB011 et DDB012. La position des insertions présentes dans les 

différentes souches mutantes est signifiée par un triangle rouge au-dessus des gènes mutés 

correspondants. Adaptée de Dieterle et al., 2016. (B) Comparaison de la réplication du phage PLE2 

dans les souches mutantes DDB001, DDB010, DDB011 et DDB012 en utilisant la stratégie 1 présentée 

dans l’article da Silva Barreira et al. (2022). La souche DDB002 correspond à une souche contrôle 

possédant le plasmide pRV300 inséré dans une région intergénique en dehors du prophage PLE2.  

 

On constate figure 38B que l’insertion du plasmide pRV300 dans les gènes codant l’ADN primase 

(souche DDB001) et l’ADN hélicase (souche DDB010) entraine une forte réduction de la réplication du 

phage PLE2 en comparaison à la souche parentale BL23 et à la souche contrôle DDB002. De plus, le 

phage PLE2 se réplique environ 2 fois plus dans la souche DDB010 que dans la souche DDB001. Par 

ailleurs, la présence du plasmide pRV300 dans les souches DDB002, DDB011 et DDB012 entraine une 

légère réduction de la réplication du phage PLE2 en comparaison à la souche parentale BL23. Ces 

résultats confirment le rôle de la DNA primase (LCABL_RS05400) dans la réplication et/ou l’excision du 

phage PLE2 et démontrent également un rôle de l’ADN hélicase (LCABL_RS05405). Dans l’article da 

Silva Barreira et al. (2022), la Fig. 5A montre que le phage PLE2 ne s’excise plus dans la souche DDB001. 

Ainsi, la réplication 2 fois plus importante de PLE2 dans DDB010 en comparaison à DDB001 suggère 

que dans DDB001, l’effet de la mutation sur l’excision de PLE2 implique principalement l’ADN primase 

(LCABL_RS05400). Pour confirmer le rôle de l’ADN primase dans l’excision de PLE2, il serait intéressant 

de comparer la quantité de sites attB entre les 2 souches. Si ces hypothèses sont bonnes, il serait 

également intéressant de tenter de curer la souche DDB010 du prophage PLE2. De plus, la co-

régulation de l’ADN primase et de l’ADN hélicase dans un même opéron ainsi que l’effet synergique de 

la mutation des gènes codant pour ces deux protéines sur la réplication de PLE2 suggèrent que ces 

deux protéines ont une activité complémentaire dans la réplication et/ou l’excision du phage. Ce 

résultat est cohérent avec le fait que ces deux protéines sont connues pour interagir l’une avec l’autre 

lors de la réplication chez d’autres bactéries (Robinson and van Oijen, 2013). C’est pourquoi on ne peut 
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donc pas exclure l’hypothèse que l’hélicase ait également un rôle sur l’excision qui soit médié par son 

interaction avec l’ADN primase.   

Enfin, il faut préciser que les résultats présentés ne permettent pas de déterminer si la réduction de la 

réplication de PLE2 dans la souche DDB001 est due à la contribution de l’ADN primase dans la 

réplication ou dans l’excision de PLE2. En effet, l’excision précédant la réplication, si la mutation de 

l’ADN primase entraine l’arrêt de l’excision, alors il n’y a pas de réplication. Toutefois, il est raisonnable 

de penser que le gène lcabl_rs05400 possède effectivement une activité d’ADN primase en raison des 

prédictions réalisées par Dierterle et al. (2016) qui se basent sur des homologies de séquences. 

 

2.1.4 Conclusions – perspectives 

Dans l’ensemble, ces résultats ont permis de démontrer l’implication des gènes lcabl_rs05400 et 

lcabl_rs05405 dans la réplication du prophage PLE2, confirmant ainsi les prédictions leur attribuant un 

rôle d’ADN primase et d’ADN hélicase respectivement. De plus, il a été observé que la mutation du 

gène codant pour l’ADN hélicase est suffisante pour réduire fortement la réplication de PLE2. Nos 

résultats suggèrent également que l’ADN primase est impliquée dans l’excision du prophage PLE2. 

Dans ce contexte, il serait intéressant de déterminer si l’ADN primase interagit avec le complexe 

d’excision Int-Xis de PLE2 (cf. Fig.11). La présence de l’ADN primase (et éventuellement de l’ADN 

hélicase) au niveau du site d’excision pourrait ainsi favoriser une réplication rapide du phage dès sa 

sortie du chromosome bactérien. Enfin, il reste de nombreuses questions concernant l’interaction du 

prophage PLE2 avec les autres prophages de L. casei BL23. En particulier, il serait intéressant de 

comprendre pourquoi la mutation de l’ADN primase (LCABL_RS05400) altère également la capacité la 

réplication de PLE1 et de PLE3.  

 

2.2 Développement d’outils de caractérisation des MVs 

2.2.1 Introduction : contexte et objectifs 

Comme expliqué dans le chapitre 2 de l’introduction bibliographique, l’étude des vésicules 

membranaires présente de nombreux défis en raison du nombre limité d’outils d’analyse à disposition. 

En particulier, les anticorps sont des outils biologiques versatiles qui offrent de multiples possibilités 

d’analyse. Les anticorps peuvent notamment être utilisés pour réaliser des immunomarquages (ex. 

immunogold, immunofluoresence) qui sont des méthodes permettant de détecter de manière sensible 

et spécifique des antigènes associés aux vésicules. De plus, ils peuvent également être utilisés pour 

purifier les vésicules par immunocapture. Cette méthode de purification repose sur l’interaction 

spécifique des anticorps avec des antigènes présents à la surface des vésicules ce qui permet ainsi de 

les séparer efficacement des particules non vésiculaires présentes en solution (Coumans et al., 2017). 

Toutefois, peu ou pas d’anticorps sont disponibles pour l’étude de souches bactériennes non modèles 

telles que L. casei BL23. C’est pourquoi dans le cadre de ma thèse, nous avons souhaité développer 

des anticorps dirigés contre des protéines présentes dans les vésicules libérées par L. casei BL23. Pour 

ce faire, une protéine transmembranaire et une protéine soluble ont été choisies sur la base des 

résultats de l’analyse protéomique des fractions vésiculaires de L. casei BL23 (Domínguez Rubio et al., 

2017; da Silva Barreira David et al., 2022). Ces protéines ont ensuite été exprimées de manière 

recombinante dans Escherichia coli, purifiées et utilisées pour immuniser des lapins. Enfin, dans ce 

travail, nous avons évalué la spécificité des anticorps par immunoempreinte sur des lysats de souches 

mutantes de L. casei BL23 et des souches recombinantes d’Escherichia coli.  
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2.2.2 Matériels et méthodes 

Souches bactériennes et conditions de croissance 

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés dans cette partie sont présentés dans le 

Tableau 10A-B (Souches ; Plasmides). Sauf indication contraire, les conditions de culture des souches 

de L. casei et de Escherichia coli DH5a sont identiques à celles présentées dans la partie « II.1.2 

Matériels et méthodes » de ce chapitre.  

La souche Escherichia coli BL21 (DE3) a été utilisée pour l’expression des protéines recombinantes de 

L. casei BL23. Les bactéries Escherichia coli BL21 (DE3) sont cultivées dans un milieu LB liquide à 37 °C 

sous agitation. Les bactéries Escherichia coli BL21 (DE3) transformées avec les plasmides recombinants 

sont sélectionnées en milieu LB solide (1,5 % d’agar) avec 50 µg/mL de kanamycine. 

 

Construction des plasmides, des souches mutantes  

La construction des mutants d’insertion de L. casei BL23 est adaptée de la stratégie de mutagène 

publiée par Leloup et al. (1997) et Muñoz-Provencio et al. (2012). Les souches mutantes DDB007 et 

DDB002 sont obtenues par insertion de plasmides (pRV007, pRV002) comme expliqué dans l’article da 

Silva Barreira et al. (2022).  

Les gènes lcabl_rs00820 et lcabl_rs11800 sont amplifiés par PCR (Q5 High-Fidelity DNA polymerase 

NEB) en utilisant le génome de L. casei BL23 comme matrice. Les fragments amplifiés sont ensuite 

clonés dans le vecteur d’expression pET28a au niveau des sites de restriction NdeI/EcoRI. Les 

plasmides recombinants pET-28a-YhgE et pET-28a-GroEL contiennent ainsi les gènes codant pour les 

protéines YhgE (LCABL_RS00820) et GroEL (LCABL_RS11800) de L. casei BL23 en phase avec un tag 

histidine et sont sous le contrôle du promoteur inductible T7. Les plasmides sont ensuite transformés 

dans Escherichia coli BL21 (DE3) en suivant les instructions du fournisseur (Invitrogen ; réf. C6010-03). 

Les bactéries transformantes appelées BL21 (DE3) _YhgE et BL21 (DE3) _GroEL, sont sélectionnées en 

milieu LB supplémenté avec 50 µg/mL de kanamycine. L’intégration correct des gènes dans les 

plasmides est validée par séquençage. 

Les amorces et le détail de la construction des plasmides sont présentés dans le tableau 10B-C 

(Plasmides ; Oligonucléotides-Construction des plasmides). 

 

Expression de protéines recombinantes, purification et production d’anticorps 

Les protéines YhgE et GroEL portant un tag histidine sont purifiées à partir des bactéries BL21 (DE3) 

_YhgE et BL21 (DE3) _GroEL (Tableau 10A). Pour la purification des protéines, les bactéries 

recombinantes sont tout d’abord inoculées dans 500 ml de LB liquide avec 30 µg/ml de kanamycine et 

sont incubées à 37 °C sous agitation jusqu’à ce que la densité optique atteigne 600 nm. Ensuite, 

l’expression des protéines recombinantes est induite en ajoutant 1mM d’IPTG (isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside) pendant 3 h à 37 °C sous agitation. Les cellules sont ensuite culottées par 

centrifugation (4000 rpm, 4 °C, pendant 10 min), lavées avec de l’eau physiologique à 4 °C, et remises 

en suspension dans du tampon de lyse (Guanidinium Lysis Buffer; K950-01). Les protéines sont 

purifiées en conditions dénaturantes avec le kit Ni-NTA Purification System (NOVEX ; K950-01) suivant 

les instructions du fournisseur.  

Enfin, l’immunisation de lapins est réalisée dans le cadre d’une prestation avec l’entreprise Eurogentec 

et a permis d’obtenir des sérums contenant des anticorps polyclonaux dirigés contre les protéines 

recombinantes YhgE et GroEL. 
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Vérification de la spécificité des sérums de lapin par électrophorèse SDS-PAGE et immunoempreinte 

(Western Blot) 

Tout d’abord, 10 µg d’extraits protéiques sont séparés par électrophorèse SDS-PAGE (électrophorèse 

en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de sodium) puis électrotransférés sur une 

membrane en PVDF (Polyfluorure de vinylidène) (Bio-Rad) avec un système TransBlot Turbo (Bio-Rad). 

Les membranes sont ensuite incubées 1 h dans du lait 5 % afin de bloquer les sites aspécifiques de la 

membrane. Après un lavage de 10 min, les membranes sont incubées 1 h avec les sérums de lapin anti-

YhgE et anti-GroEL (dilués au 500e dans du lait 5 %). Les membranes sont lavées et après 1 h 

d’incubation avec des anticorps anti-lapin couplés à la peroxydase de Raifort (dilués au 3000e dans du 

lait) (IgG-HRP ; Biorad), les protéines recombinantes sont détectées à l’aide du kit ECL 

chimioluminescent (Biorad). La lumière émise par les anticorps secondaires est détectée avec 

l’imageur Odyssey Fc (LI-COR). 

 

Tableau 10 Souches (A), plasmides (B) et oligonucléotides (C) utilisés dans cette étude. 

(A) 

Souches Caractéristiques  Résistance(s) Source ou référence 

Escherichia coli    

DH5 

F_ Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA_argF) U169 recA1 

endA1 hsdR17(rk
_, mk

+) phoA supE44 thi_1 

gyrA96 relA1 λ_ 

 
(Anton and Raleigh, 

2016, p. 5) 

BL21(DE3) 
F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rne131 

(DE3) 

 
(Jeong et al., 2009) 

BL21(DE3)_YhgE BL21(DE3) portant le plasmide pET-28a-YhgE Kanr Cette étude 

BL21(DE3)_GroEL BL21(DE3) portant le plasmide pET-28a-GroEL Kanr Cette étude 

Lacticaseibacillus casei     

BL23 Souches de laboratoire ; génome séquencé  (Mazé et al., 2010) 

DDB013 BL23 (lcabl_rs00820)::pRV300 Eryr Cette étude 

DDB002 
BL23 contenant pRV002 inséré dans le 

génome à la position 2,441,492 

Eryr (da Silva Barreira 

David et al., 2022) 

 

(B) 

Plasmides Caractéristiques  Résistance(s) Source ou référence 

pRV300 Plasmide d'insertion de lactobacilles Ampr, Eryr (Leloup et al., 1997) 

pRV013 
pRV300 contenant un fragment de 517 bp du 

gène lcabl_rs00820, cloné au site EcoRI 

Eryr 

Cette étude 

pRV002 

pRV300 contenant un fragment de 442 pb 

d'une région intergénique (comprise entre les 

gènes lcabl_rs12110 et LCABL_RS12115), 

cloné aux sites HindIII/SacI 

Eryr 

(da Silva Barreira 

David et al., 2022) 

pET-28a Plasmide d'expression de E. coli Kanr Novagen 

pET-28a-YhgE 

pET-28a contenant le gène yhgE 

(lcabl_rs00820) sous le contrôle du 

promoteur T7, cloné aux sites NdeI/EcoRI 

Kanr 

Cette étude 
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pET-28a-GroEL 

pET-28a contenant le gène groel 

(lcabl_rs11800) sous le contrôle du 

promoteur T7, cloné aux sites NdeI/EcoRI 

Kanr 

Cette étude 

Eryr, érythromycine résistante ; Ampr, ampicilline résistante ; Kanr, kanamycine résistante. 

 

(C) 

Oligonucléotides Séquence (5’_3’) 

Construction des plasmides pRV013, pRV002 

P013_FD GGTATTGAATTCCCACTTGCTAGGTTTGTCGTAC    

P013_RV GGTATTGAATTCTTGGCTGGCATTTCGTTTCTG 

P002_FD GCACACAAGCTTTGCCAAACTCCGCAATCTCC 

P002_RV AGTCTTGAGCTCTTTTACGCTCTATGACACGCAC 

Construction des plasmides pET-28a-YhgE et pET-28a-GroEL 

P_yhgE_FD TCCCTGCATATGATCAAAGATGAATTTAAGTTCATCGGC 

P_yhgE_RV TGTGGTGAATTCTTATTTTTCGACAGCTTGGAGCTTTTG 

P_groel_FD CCTACGCATATGGCAAAAGAAATTAAATTCTCTGAAG 

P_groel_RV TCTCCCGAATTCTTACATCATACCGCCCATGC 

FD, forward; RV, reverse 

 

2.2.3 Résultats – Discussion 

Afin de développer des anticorps dirigés contre les vésicules de L. casei BL23, nous nous sommes 

appuyés sur les analyses protéomiques des fractions vésiculaires publiées par Rubio et al. (2017) ainsi 

que sur nos propres résultats publiés dans da Silva Barreira et al. (2022). Nos résultats ont montré une 

composition protéique des vésicules de L. casei BL23 similaire à celle publiée par Rubio et al. (2017). 

Toutefois, un plus grand nombre de protéines a pu être identifié dans nos travaux grâce à l’analyse 

séparée des protéines majoritaires du reste de l’échantillon, comme expliqué dans le matériel et 

méthode de da Silva Barreira et al. (2022).   

 

 
Fig. 39 Prédiction de la solubilité et de la présence de peptides signaux dans les protéines des fractions 

vésiculaires de L. casei BL23. Les protéines détectées par spectrométrie de masse ont été analysées 

avec le logiciel Phobius. TM: Domaine(s) transmembranaire(s) détecté(s); Soluble: Domaine(s) 

transmembranaire(s) non détecté(s).  

 

Plus de 10 % des protéines identifiées dans les fractions vésiculaires présentent au moins un domaine 

transmembranaire selon les prédictions réalisées par le logiciel Phobius (Fig. 39). Parmi les protéines 

identifiées, une protéine transmembranaire et une protéine soluble ont été choisies comme 

marqueurs des vésicules pour la production d’anticorps. Ainsi, la protéine transmembranaire qui a été 
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choisie est une protéine de 97 kDa appelée YhgE (LCABL_RS00820) (Fig. 40). Cette protéine présente 

l’avantage d’être présente en quantité importante dans les fractions vésiculaires, elle possède 

plusieurs domaines transmembranaires et elle a également été identifiée par Rubio et al. (2017) 

(Fig. 40A). De plus, cette protéine présente un large domaine de 688 acides aminés exposé dans milieu 

extracellulaire, ce qui pourrait ainsi faciliter l’interaction des anticorps avec les YhgE présentes à la 

surface des vésicules. Cette dernière caractéristique rend ainsi théoriquement possible 

l’immunomarquage des vésicules (ex. immunogold, immunofluorescence) ainsi que leur purification 

par immunocapture (Coumans et al., 2017; Morales-Kastresana and Jones, 2017).  

 

 
Fig. 40 Prédiction de la topologie transmembranaire de la protéine YhgE (LCABL_RS00820) avec le 

logiel Phobius. (A) Le graphique donne la probabilité qu’un résidu appartienne à une hélice 

transmembranaire, qu’il soit présent dans le compartiment cytoplasmique ou extracellulaire. (B) 

Schéma illustrant la topologie de la protéine YhgE. 

 

Les fonctions jouées par la protéine YhgE dans L. casei BL23 sont inconnues. Toutefois, YhgE fait partie 

d’une famille de protéines membranaires exprimées par de nombreuses bactéries à Gram positif. L’un 

de ses membres s’est révélé être une protéine d’adsorption essentielle à l’infection par un phage de 

Lactococcus lactis (Geller et al., 1993, p. 2). C’est pourquoi de nombreux membres de cette famille 

sont appelés « protéine d’infection phagique » (PIP; phage infection protein). Il serait intéressant de 

déterminer si YhgE joue également un rôle de récepteur pour un phage infectant L. casei BL23. Cette 

protéine étant présente en grande quantité dans les vésicules, on pourrait imaginer qu’elles puissent 

permettre d’augmenter la résistance aux bactériophages en jouant un rôle de leurre comme décrit 

chez Escherichia coli (Manning and Kuehn, 2011).   
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Fig. 41 Vérification par Immunoempreinte (ou Western blot) de la spécificité des anticorps SE0149 

dirigés contre YhgE. Un western blot a été réalisé sur des lysats cellulaires et sur les vésicules 

membranaires de la souche parentale BL23, de la souche contrôle DDB002 et d’une souche de L. 

casei BL23 mutée pour le gène yhgE (DDB013). Comme expliqué dans la figure 38, la souche DDB002 

correspond à une souche contrôle possédant le plasmide pRV300 inséré dans une région intergénique. 

Les standards de poids moléculaire sont indiqués à gauche (kDa).  

 

La spécificité des anticorps présents dans le sérum de lapin immunisé par YhgE a été vérifiée par WB 

(Western blot) sur des vésicules purifiées et des lysats cellulaires de plusieurs souches de L. casei BL23. 

La souche DDB013 est une souche mutée pour le gène yhge, qui a été construite pour contrôler la 

spécificité des anticorps présents dans le sérum. Les souches BL23 et DDB002 correspondent à la 

souche parentale et à une souche contrôle respectivement (Fig. 41). Les anticorps du sérum SE0149 

reconnaissent fortement une protéine d’environ 97 kDa dans le lysat cellulaire de la souche BL23 et 

DDB002, alors que cette protéine n’est pas détectée dans le lysat de DDB013. Ce résultat démontre 

que le sérum de lapin contient des anticorps dirigés contre la protéine YhgE. De manière intéressante, 

Il est à noter que la protéine YhgE est présente sous 2 formes dans la cellule. YhgE est présente sous 

une forme non tronquée de 97 kDa et sous une forme tronquée d’environ 70 kDa qui est majoritaire 

dans les vésicules libérées par L. casei. Par ailleurs, les anticorps du sérum interagissent de manière 

aspécifique avec une protéine d’environ 37 kDa et dans une moindre mesure avec une protéine 

d’environ 40 kDa présentes dans les lysats cellulaires. Cette aspécificité est à prendre en considération 

pour certaines applications telles que les immunomarquages en présence des bactéries entières de L. 

casei BL23. Toutefois, il est peu probable que ces protéines reconnues de manière aspécifiques soient 

présentes dans des échantillons eucaryotes. Par ailleurs, l’aspécifité des anticorps pour le contenu 

protéique des fractions vésiculaires apparait négligeable. Enfin, bien que ces anticorps présentent une 

bonne spécificité, nous recommandons de vérifier la réactivité croisée de ces anticorps lors de leur 

utilisation pour des marquages sur des modèles eucaryotes ou procaryotes.  
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Nous avons également choisi de développer des anticorps dirigés contre une protéine soluble de 

57 kDa appelée GroEL (LCABL_RS11800) (Fig. 41). La protéine de choc thermique GroEL est une 

protéine connue pour son rôle de chaperon moléculaire (Hayer-Hartl et al., 2016). De plus, les travaux 

du laboratoire ont montré que l’activité anti‐inflammatoire du surnageant de culture de L. 

paracasei ATCC334 est associée à la présence de GroEL (Rieu et al., 2014). De même, il a été montré 

que la protéine GroEL de L. reuteri prévient l'inflammation du côlon sur des modèles murins (Dias et 

al., 2021). Notons que les protéines GroEL de L. paracasei ATCC334 et de L. casei BL23 présentent 

100 % de similarité de séquences. La protéine GroEl présente l’avantage d’être présente dans un grand 

nombre de bactéries ce qui offre la possibilité d’utiliser les anticorps sur diverses vésicules de 

lactobacilles. De plus, GroEL a également été identifiée dans les vésicules de L. casei BL23 par l’analyse 

protéomique de Rubio et al., 2017. Étant donné que GroEL est une protéine essentielle, nous n’avons 

pas pu obtenir de souches de L. casei BL23 mutée. C’est pourquoi la spécificité des anticorps présents 

dans le sérum d’un lapin immunisé par GroEL a été analysée par WB sur des échantillons de lysats 

cellulaires de L. casei BL23 et d’Escherichia coli BL21 (DE3) exprimant la protéine GroEL (Fig. 42).  

 

 
Fig. 42 Vérification par Immunoempreinte (ou Western blot) de la spécificité des anticorps SE0099 

dirigés contre GroEL. Un western blot a été réalisé sur des lysats cellulaires de la souche Escherichia 

coli BL21 (DE3) exprimant la protéine GroEL de L. casei BL23 et des lysats de la souche BL23 cultivée 

en conditions standards. 5 et 10 µg de lysats protéiques de BL23 et 5 µg de lysats protéiques de BL21 

(DE3) ont été déposés sur le gel d’acrylamide. Les standards de poids moléculaire sont indiqués à 

gauche (kDa).  

 

Le sérum SE0099 présente des anticorps reconnaissant la protéine GroEL avec une bonne affinité et 

une bonne spécificité (Fig. 42). En effet, aucune bande aspécifique n’est observable. Toutefois, comme 

précédemment, nous recommandons de vérifier la réactivité croisée de ces anticorps lors de leur 
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utilisation pour des marquages sur des modèles eucaryotes ou procaryotes. L’utilisation de ce sérum 

pour réaliser un WB sur des échantillons protéiques de vésicules devrait être fait prochainement.  

 

2.2.4 Conclusions – perspectives 

Dans l’ensemble, ces résultats montrent que nous avons réussi à développer des anticorps dirigés 

contre une protéine transmembranaire (YhgE) et une protéine soluble (GroEL) identifiées dans les 

fractions vésiculaires de L. casei BL23. Les anticorps présentent une bonne affinité et une bonne 

spécificité ce qui permettra leur utilisation pour de futures analyses des vésicules. Ces anticorps 

pourront être utilisés pour réaliser des immunomarquages ainsi que pour purifier les vésicules par 

immunocapture. De plus, le fait d’avoir des anticorps dirigés à la fois contre une protéine membranaire 

et une protéine soluble offre la possibilité d’étudier la demi-vie des vésicules et leur capacité à protéger 

leur contenu de l’environnement. Cette question est particulièrement importante dans le cadre de 

l’utilisation industrielle ou thérapeutique des vésicules. 

 

Enfin, dans le cadre ce travail nous avons également observé que la protéine transmembranaire YhgE 

est présente majoritairement sous une forme tronquée dans les vésicules de L. casei BL23. Il serait 

intéressant d’identifier les mécanismes responsables de ce phénomène étant donné qu’ils pourraient 

être liés à la biogenèse des vésicules. En effet, l’enrichissement de la forme tronqué de YhgE pourrait 

s’effectuer préférentiellement dans les bactéries productrices de vésicules ou bien être le résultat d’un 

enrichissement de cette protéine au niveau de domaines membranaires favorisant la production de 

vésicules. Cette modification pourrait également être un mécanisme de régulation de l’activité YhgE.  
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Chapitre 2 : Rôles des MVs de Lacticaseibacillus casei BL23 
1. Article 2 : Rôle antibiofilm des vésicules membranaires de Lacticaseibacillus casei 

BL23 

Titre : « Membrane vesicles released by Lacticaseibacillus casei BL23 inhibit the biofilm formation of 

Salmonella Enteritidis ». 

David da Silva Barreira, Julie Laurent, Jessica Lourenço, Julia Novion Ducassou, Yohann Couté, Jean 

Guzzo and Aurélie Rieu 

En révision dans Scientific Reports 

 

Ces travaux font également l’objet d’une demande de brevet international intitulée « Utilisation 

antibiofilm de vésicules membranaires extracellulaires », numéro PCT/FR2021/052374 (cf. Annexe). 

 

Résumé : 

Les biofilms représentent une préoccupation majeure dans l’industrie alimentaire et dans le secteur 

de la santé. Les biofilms sont difficiles à éliminer, ils participent à l’émergence de résistances 

antimicrobiennes, ils contaminent les aliments et ils sont responsables de la majorité des infections 

chroniques chez l’Homme. L’échec des traitements conventionnels pour lutter contre les biofilms rend 

nécessaire la recherche d’alternatives pour prévenir leur développement. L’utilisation de bactéries 

probiotiques et leurs dérivés est une option prometteuse qui a fourni des résultats convaincants au 

cours des dernières décennies. Récemment, la production de vésicules membranaires (MVs) (aussi 

appelées vésicules extracellulaires) par les bactéries à Gram positif et les probiotiques suscite un 

intérêt considérable en raison de la diversité des rôles auxquels elles sont associées. Dans ce travail, 

nous avons montré que les MVs produites par Lacticaseibacillus casei BL23 (LC-MVs) exercent une 

forte activité antibiofilm contre S. Enteritidis sans affecter la croissance bactérienne. De plus, nous 

avons observé que les LC-MVs affectent les étapes précoces du développement des biofilms de S. 

Enteritidis et empêchent l’attachement des bactéries à des surfaces de polystyrène. De manière 

intéressante, les LC-MVs n’ont pas d’effet sur la biomasse de biofilm déjà établi. Nous avons également 

démontré que l’activité antibiofilm dépend de la présence de protéines associées à la fraction de LC-

MVs. Enfin, deux hydrolases du peptidoglycane (PGHs) sont impliquées dans l’activité antibiofilm des 

LC-MVs.  

Dans l’ensemble, notre travail fournit un nouveau rôle joué par les vésicules de bactéries à Gram positif 

et ouvre la voie à l’utilisation des vésicules de probiotiques pour lutter contre le développement de 

biofilms négatifs. 
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ABSTRACT 

In recent decades, the use of probiotic bacteria and their derivatives has shown promising results as 

an alternative to conventional treatments to fight biofilms development. 

In this work, we showed that MVs produced by Lacticaseibacillus casei BL23 (LC-MVs) exhibit strong 

antibiofilm activity against S. Enteritidis without affecting bacterial growth. Furthermore, we found 

that LC-MVs affected the early stages of S. Enteritidis biofilm development and prevented attachment 

of bacteria to polystyrene surfaces. Importantly, we observed that LC-MVs had no impact on the 

biomass of already established biofilms. We also demonstrated that the antibiofilm activity depended 

on the proteins associated with the LC-MV fraction. Finally, two peptidoglycan hydrolases (PGHs) were 

found to be associated with the antibiofilm activity of LC-MVs. 

Overall, our work provides a new insight into the role of Gram-positive MVs and paves the way for the 

use of probiotic MVs against the development of negative biofilms. 
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INTRODUCTION 

The biofilm mode of life is predominant in nature and is characterized by the emergence of specific 

physiological properties compared with single planktonic cells 1. Biofilms are defined as spatially 

organized communities of microorganisms embedded in a self-produced matrix of extracellular 

polymeric substances (EPS) that adhere to each other and/or an interface 2,3. The matrix is a major 

structural element that contributes to the mechanical stability of biofilms, and the adhesion and 

immobilization of cells 4. It contains a diversity of elements including polysaccharides, proteins, nucleic 

acids, lipids and membrane vesicles (MVs) (also referred to as extracellular vesicles). Both the matrix 

and cell activities lead to the development of physiochemical gradients (nutrient level, oxygen, redox, 

pH) within biofilms which result in cellular heterogeneity. 

This heterogeneity and the protection provided by biofilms are key factors explaining the high 

resistance of bacteria to a variety of stresses, such as ultraviolet light 5–7, phages 8, desiccation 7, 

temperature 9, host immune systems 10,11 and antibiotics 12,13. Notably, it has been reported that 

bacterial biofilms were up to 1000 times more resistant to antibiotic treatments than planktonic cells 
14. 

The high resistance of biofilms to antibiotics is a major issue in healthcare as it makes treatments 

difficult and promotes the emergence of antimicrobial resistances 15–17. It is estimated that biofilms are 

involved in approximately 80% of chronic human infections 18 and over 90% of chronic wounds 19. They 

are found in the human body and in medical devices such as catheters, pacemakers, endotracheal 

tubes, and prosthetic implants 20,21. Biofilms are also a challenge in agri-food industries where they 

contaminate food, crops and develop on industrial infrastructures such as equipment and water 

pipelines 22,23. 

Salmonella enterica subsp. enterica is a major foodborne pathogen which caused 93.8 million 

gastroenteritis cases worldwide in 2006, resulting in 155 000 deaths 24. The serovar Enteritidis (S. 

Enteritidis) is the most common serotype and infects humans through contaminated food such as 

water, meat, poultry, vegetables, and fruits. S. Enteritidis poses considerable difficulties in the food 

industry since it can form biofilms on diverse surfaces and is often found on eggs and chicken meat.  

To address the rise of resistance and the failure of conventional treatments to eliminate biofilms in 

healthcare and the food industry, new alternatives must be investigated. Probiotics have been found 

to be effective against biofilms of various Salmonella strains 25–27 as well as other pathogens 28–32.  

Probiotics are defined by the World Health Organization as “live microorganisms which, when 

administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host” 33. A large number of probiotic 

bacteria used in the food industry are members of the diverse Lactobacillaceae family and are 

“Generally Regarded as Safe” (GRAS). Lactobacilli are rod shaped Gram-positive bacteria found in a 

variety of ecological niches including the human gastrointestinal tract. Several members of the 

Lacticasibacillus casei species were shown to have antimicrobial properties against various pathogens 

and were also found to help control bacterial infection, enhance immune response and treat digestive 

diseases 34. The mechanisms involved in their antimicrobial effects remain largely unknown and appear 

to be strain specific 35,36. The GRAS status of L. casei probiotics facilitated their use in healthcare and 

the food industry, making them good candidates to investigate antimicrobial activities against 

pathogens such as Salmonella enterica. In particular, the dairy strain BL23 of the species 

Lacticasibacillus casei (formerly referred to as Lactobacillus casei) is known for its beneficial anti-

inflammatory properties 37,38 and effects in host defense against pathogens 39,40. However, to date no 

works on its antimicrobial activities against pathogens have been published.  



178 
 

Here, we aimed to evaluate the effects of the probiotic strain L. casei BL23 on the biofilm formation of 

S. Enteritidis. Our results showed that the cell-free supernatant (LC-CFS) and the cell lysate of L. casei 

BL23 have a strong antibiofilm activity against S. Enteritidis, whereas live cells have no significant 

effect. Furthermore, we demonstrated that membrane vesicles (LC-MVs) released by L. casei BL23 

contribute to the antibiofilm activity of LC-CFS but have no impact on bacterial growth. In addition, we 

showed that LC-MVs have a strong antibiofilm effect at the early stage of biofilm formation and no 

effect on established biofilms of S. Enteritidis. Finally, we demonstrated that proteins associated with 

LC-MVs are responsible for the antibiofilm effects of the vesicles, and two peptidoglycan hydrolases 

(PGHs) were found to be involved in vesicle activities. 

 

RESULTS 

The cell-free supernatant of L. casei BL23 contains lipid-based factors of high molecular weight, 

exhibiting antibiofilm activity against S. Enteritidis 

To investigate the effect of L. casei BL23 on S. Enteritidis biofilm formation, we first quantified the 

biofilm biomass formed after treatment with several fractions of L. casei BL23 cell-free supernatant 

(LC-CFS). To this end, the LC-CFS and the growth medium of the bacteria (i.e. MRS) were fractionated 

by size-exclusion ultrafiltration to obtain several fractions ranging from 3 kDa to over 100 kDa. S. 

Enteritidis were then inoculated in 96-well plates and treated with the different fractions. Biofilms 

were finally stained by crystal violet and the relative biomasses were quantified by spectrometry at 

595 nm (OD595). We observed a strong decrease in biofilm biomass formed by S. Enteritidis treated 

with the LC-CFS fractions containing only molecules larger than 100 kDa (hereinafter referred to as LC-

CFS>100) compared to the untreated fraction and the corresponding MRS control fraction (hereinafter 

referred to as MRS>100) (Fig. 1A). Similarly, we observed that the LC-CFS fractions containing 

molecules over 3 kDa reduced the biofilm biomass formed by S. Enteritidis. 
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Fig. 1 L. casei BL23 releases lipid components of high molecular weight in the supernatant with 

antibiofilm properties. (a) S. Enteritidis was grown in polystyrene microplates and treated with 

multiple fractions of L. casei cell-free supernatant (LC-CFS) and MRS medium (MRS). After 24 h of 

culture, the biofilms were quantified by crystal violet staining. The LC-CFS and MRS medium were 

fractionated by size-exclusion ultrafiltration, generating fractions with molecular weight ranging from 

3 kDa to over 100 kDa. (b) The LC-CFS fractions exhibiting an antibiofilm activity and the corresponding 

MRS fractions were treated with a lipid adsorption matrix to selectively remove all the lipids. Biofilm 

biomasses of S. Enteritidis were then quantified by crystal violet staining after treatment with the 

fractions in the absence (Lipid -) and in the presence (Lipid +) of lipids. (c) S. Enteritidis biofilm 

formation was quantified after treatment with live L. casei. Please note that the control condition “L. 

casei” shows the biomass formed by L. casei BL23 in TSB without S. Enteritidis. (d) S. Enteritidis biofilm 

formation was quantified after treatment with lysed L. casei. All the results were normalized to the 

untreated conditions and expressed as a percentage. 

 

Next, we decided to remove all lipids from LC-CFS>100 and LC-CFS>3 fractions and their corresponding 

controls (MRS>100 and MRS>3) using a lipid removal reagent. The antibiofilm activity of the 

delipidated fractions (Lipid-) was then compared to the initial fractions (Lipid+) by crystal violet 

staining, as described above (Fig. 1B). Unlike with the initial fractions (Lipid+), the results showed that 

treatment with the delipidated fractions did not decrease the biofilm biomass formed by S. Enteritidis. 

In contrast, we saw a significant increase in biomass formation with the delipidated LC-CFS>3 fraction 

compared to the control (MRS>3) and the untreated fractions. 
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To further understand the mechanisms involved in the antibiofilm activity of the LC-CFS, we tested the 

effect of bacterial cells on the formation of S. Enteritidis biofilm. The biofilm biomasses were quantified 

after the treatment of S. Enteritidis with several concentrations of live (Fig. 1C) and lysed L. casei BL23 

(Fig. 1D). We observed that the treatment with cell lysate resulted in a dose-dependent reduction of 

biofilm biomasses while treatment with live cells had no negative effects on S. Enteritidis biofilm 

formation (Fig. 1C-D). The “L. casei” control conditions (without S. Enteritidis) (Fig. 1C) showed that L. 

casei BL23 grown in TSB media formed little or no biofilm, and confirmed that live L. casei did not 

impact the biofilm formation of S. Enteritidis. We also noticed (Fig. 1D) that 0.5 µg/µl of cell lysate was 

sufficient to completely prevent the formation of S. Enteritidis biofilm. These data suggest that 

intracellular components with antibiofilm activities are released by L. casei BL23 in the supernatant. 

 

Altogether, our results show that lipid components of high molecular weight with antibiofilm activities 

are released in the CFS by L. casei BL23. Previous work in L. casei BL23 has demonstrated that this 

bacterium releases membrane vesicles (MVs) in the supernatant 41,42. MVs are lipid nanostructures of 

high molecular weight described in the literature to have a multitude of roles in the physiology of the 

bacteria. Importantly, MVs have been described to have positive or negative effects on the structure 

and on the development of the biofilm of several pathogenic bacteria 43–52. 

 

Membrane vesicles released by L. casei BL23 inhibit the early stage of S. enterica Enteritidis biofilm 

formation without impacting bacterial growth 

The presence of MVs in the culture medium of L. casei BL23 was investigated using scanning electron 

microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM). Using SEM, spherical structures were 

observed in the medium and associated with the surface of bacteria after 24 hours of culture (Fig. 2A). 

For easier identification and differentiation, these structures were colored in red and bacteria were 

colored in green in the zoomed-in view (Fig. 2A). MVs were also observed next to the bacteria by 

negative-staining TEM (Fig. 2B).  
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Fig. 2 L. casei BL23 release membrane vesicles in the supernatant. SEM. (a) and negative-staining TEM 

(b) images showing that MVs produced by L. casei BL23 are found on the surface of the bacteria and 

free in the supernatant. The bottom images show a magnified view of each EM images. MVs were 

colored in red and bacteria were colored in green in the SEM zoomed-in view for better identification. 

 

In order to test whether the MVs released by L. casei BL23 (LC-MVs) contribute to the antibiofilm 

activity exhibited by CFS, MVs were purified and their effect on S. Enteritidis biofilm development was 

analyzed (Fig. 3A). When MVs were added to the culture of S. Enteritidis at the time of inoculation (0 

h), we observed a reduction of 80% of the biofilm biomass compared to the untreated and control 

conditions after 24 hours of growth. Moreover, the addition of MVs after 4 hours of culture only 

induced a 40% decrease of the biofilm biomass compared to the control and untreated conditions. 

However, after 8 h and 15 h of culture, we noticed that MVs had no effect on the biofilm biomasses 

formed by S. Enteritidis. These results showed that L. casei BL23 MVs only affect the biofilm formation 

of S. Enteritidis when they are added early to the bacterial culture. This suggests that LC-MVs have no 

effect when the biofilm of S. Enteritidis is already established (Fig. 3A). 
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Fig. 3 Membrane vesicles released by L. casei BL23 (LC-MVs) inhibit the early stages of biofilm 

formation without impacting the growth of S. Enteritidis. (a) S. Enteritidis was grown in polystyrene 

microplates and treated with LC-MVs (0.04 µg/µL) or a control fraction after 0 h, 4 h, 8 h and 15h of 

growth. After 24 hours of culture, biofilms were quantified by crystal violet staining. The control 

corresponds to the fraction collected after carrying out the purification protocol on the culture 

medium alone (i.e., MRS medium). Results were normalized to the untreated conditions and expressed 

as a percentage. (b) Comparison of S. Enteritidis growth curves in the absence and in the presence of 

treatment with LC-MVs (0.04 µg/µL) and the control fraction. (c) The biofilms formed by S. Enteritidis 

after 24 h of culture in the absence or in the presence of treatment with LC-MVs (0.04 µg/µl) were 

stained (live/dead; SYTO 9/propidium iodide) and imaged by confocal laser scanning microscopy 

(CLSM). Green: total biomass. Red: dead cells. 

 

The effects of LC-MVs on the biofilm formation of several pathogenic and commensal bacteria was 

also investigated (Fig. S1). We observed that LC-MVs decrease the biofilm biomass of several bacteria 

with a variable degree of efficiency depending on the species. Furthermore, it was found that LC-MVs 

had an activity against both Gram positive and Gram negative bacteria (Fig. S1). 

 

Interestingly, we noticed that LC-MVs had no effect on the growth curve of S. Enteritidis. This result 

proved that the antibiofilm properties of MVs were associated neither with bactericidal nor 

bacteriostatic activities (Fig. 3B). 

The impact of MVs on the biofilm development of S. Enteritidis was further analyzed by confocal 

fluorescence microscopy. After 24 hours of culture, we observed in the control and the untreated 

conditions that S. Enteritidis covered the bottom of wells with microcolonies attached to the 

polystyrene surface. In contrast, bacteria grown with LC-MVs were freely moving in medium and only 

a few were attached to the polystyrene surface (Fig. 3C). 
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Taken together, our results suggest that LC-MVs inhibit the early stage of S. Enteritidis biofilm 

formation. Furthermore, it is noteworthy that the antibiofilm properties of the MVs were associated 

with neither a bactericidal nor a bacteriostatic activity. 

 

The antibiofilm activity of L. casei BL23 membrane vesicles is sensitive to temperature and 

proteinase K digestion 

MVs consist of lipids, proteins and can also contain nucleic acids, sugars or other polymers. The 

composition of MVs depends on the organism that produces them and its physiological state 53–56. To 

gain more information on the antibiofilm properties of LC-MVs, we aimed to identify the molecular 

nature of the factors responsible for their activity. To do this, we subjected the LC-MVs to heat 

treatment or proteinase K digestion before testing their influence on the biomass formed by S. 

Enteritidis biofilm. We observed that both treatments eliminated the antibiofilm activity of LC-MVs 

(Fig. 4A). Consistent with our previous results, we also found that the MV fraction lost its antibiofilm 

activity against S. Enteritidis biofilm after lipid removal. To examine whether lipids could be responsible 

for the antibiofilm effects, we tested the effect of liposomes with a lipid composition similar to vesicles 

on the biofilm formation of S. Enteritidis (Fig. S2). Our results showed that the presence of liposomes 

increased the biofilm biomass of S. Enteritidis, suggesting that the lipid membranes of LC-MVs did not 

contribute to their antibiofilm activities (Fig. S2). 

 

Fig. 4 The antibiofilm activity of LC-MVs is sensitive to heat and proteinase K treatment. (a) LC-MVs 

and the control fraction were subjected to proteinase K treatment, heat inactivation (10 min at 70°C 

and 100°C) and lipid removal using a lipid adsorption reagent. Biofilm biomasses of S. Enteritidis were 

then quantified by crystal violet staining after adding the treated MVs and control fractions. (b) S. 

Enteritidis was incubated with increasing quantities of LC-MVs for 30min at 37°C before inoculation in 

polystyrene microplates. After 24 h of culture, the biofilm biomasses were quantified by crystal violet 

staining. 

 

Next, we wanted to investigate whether a short pretreatment with LC-MVs would impact the biofilm 

formed by S. Enteritidis. To this end, S. Enteritidis was treated 30 min at 37°C with increasing 

concentrations of LC-MVs. The bacteria were then washed twice to remove the LC-MVs before 

inoculation in 96-well plates. After 24 hours of growth, the biofilm biomasses formed by S. Enteritidis 

were quantified by crystal violet staining. We observed a significant reduction in biofilm biomass for 
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pretreatment with 0.2 µg / µL of LC-MVs (Fig. 4B). This result suggests that LC-MVs had an effect on S. 

Enteritidis cells which resulted in the inhibition of bacterial attachment to the polystyrene surfaces. 

Altogether, these results suggest that proteins associated with LC-MVs are involved in antibiofilm 

activities against S. Enteritidis. In addition, it appears that LC-MVs are able to inhibit the attachment 

of S. Enteritidis to polystyrene surfaces, thus preventing biofilm development. 

 

The antibiofilm activity of L. casei MVs depends on two peptidoglycan hydrolases 

The protein composition of LC-MVs was then analyzed in order to identify the proteins involved in their 

antibiofilm activities. LC-MVs were first compared to vesicles purified by density gradient 

ultracentrifugation (LC-pMVs) in order to control the quality of our samples. The relative abundances 

of proteins present in the vesicles before (LC-MVs) and after (LC-pMVs) density gradient purification 

were analyzed and the results are shown Figure S3A. The statistical analysis indicates that no proteins 

could be qualified as significantly differentially abundant, even with a false positive rate reaching 10% 

according to the Benjamini-Hochberg correction. These results showed that the protein composition 

of LC-MVs was not significantly different before and after density gradient purification. In agreement 

with these results, we observed that similar to LC-MVs, the vesicles purified by density gradient 

exhibited antibiofilm activity against S. Enteritidis (Fig. S3B). These results confirmed that LC-MVs and 

their protein content are involved in antibiofilm activities. 

 

Based on the present analysis of the LC-MVs composition (Table S1), we selected and mutated genes 

that could be involved in the antibiofilm activity of the vesicles. Mutants were obtained by integration 

of a non-replicative plasmid in the bacterial genome. The selected genes encoding peptidoglycan 

hydrolases (PGHs) are listed in Figure 5A and correspond to the most abundant proteins detected in 

the LC-MV fraction. 

 

 
Fig. 5 Mutation of two of the most abundant proteins in the vesicular fraction partially suppresses the 

antibiofilm activities of LC-MVs against S. Enteritidis. (a) List of the peptidoglycan hydrolases (PGHs) 

detected with the vesicles of L. casei BL23 and selected for mutagenesis. The column “Mutant name” 

indicates the names of the mutant strains obtained by the insertion of a non-replicative plasmid into 

genes of L. casei encoding PGHs. (b) The MVs of the mutant strains were purified and their antibiofilm 

activity against S. Enteritidis was analyzed, as described previously. For each condition, S. Enteritidis 

was treated with a final quantity of 0.04 µg/µL of MVs. 
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To investigate the PGH contribution to the antibiofilm activity of LC-MVs, we purified the MVs released 

by each mutant strain and quantified the effect of 0.04 µg/µL of the MVs on S. Enteritidis biofilm 

formation by crystal violet staining. Interestingly, we saw that the biofilm biomass formed by S. 

Enteritidis treated with the MVs purified from the DDB004 (LCABL_21960::pRV004) and DDB005 

(LCABL_00230::pRV005), was twice as high compared to the biofilm biomass formed after treatment 

with parental strain MVs (referred to as BL23) (Fig. 5B). The MVs released by the strains DDB004 and 

DDB005 thus had a significantly lower antibiofilm effect on S. Enteritidis compared to the MVs released 

by the parental strain (Fig. 5B). Moreover, the mutation of other genes encoding PGHs did not seem 

to impact the antibiofilm activity of LC-MVs (Fig. 5B). These results showed that the PGHs LCABL_21960 

and LCABL_00230 contribute to the antibiofilm activity of LC-MVs. 

 

DISCUSSION 

Several bacteria of the Lactobacillaceae family have been shown to exert antimicrobial and antibiofilm 

activities against a broad spectrum of pathogenic and commensal bacteria 31,32. The molecular 

mechanisms involved in the antagonistic activities of lactobacilli seem to depend on the species and 

remain largely unknown. The literature indicates that the biofilms of pathogens can be inhibited by 

live bacteria by competition, displacement or exclusion 31. Moreover, cellular components and 

products secreted by lactobacilli have also been reported to exhibit strong antimicrobial and 

antibiofilm effects 32,57,58. In this work, we showed that lipid components present in the high molecular 

weight fraction of LC-CFS displayed antibiofilm activities against S. Enteritidis. In addition, we observed 

that S. Enteritidis biofilm was not affected by live bacteria while cell lysate exerted a strong antibiofilm 

effect, suggesting that L. casei BL23 released cellular components with antibiofilm properties in the 

supernatant. Both these results led us to hypothesize that MVs released by L. casei BL23 could 

contribute to the antibiofilm effects of the CFS against S. Enteritidis. 

 

Previous works have demonstrated that L. casei BL23 grown in standard conditions releases MVs in 

the supernatant 41,42. MVs are spherical nanostructures bounded by a bilayered lipid membrane which 

contain various cellular components including proteins, nucleic acids and other polymers 53,54. The 

composition of MVs depends on the species, the mechanism of biogenesis and the physiological state 

of the bacteria that produce them. This diversity explains that MVs can play various roles in 

metabolism, quorum sensing, immunomodulation and stress resistance (antibiotics, phage infection); 

they can also promote bacterial pathogenesis and horizontal gene transfer 56,59. Notably, it has been 

shown that MVs are a major component of the biofilm matrix and have a major impact on biofilm 

formation. 

The presence and structural role of MVs in the biofilm matrix have been reported for many bacteria 

including Pseudomonas aeruginosa 43,60,61, Mycobacterium ulcerans 62, Helicobacter pylori 44,45, 

Myxococcus xanthus 63,64, Streptococcus mutans 46. Moreover, the promoting effects of MVs on biofilm 

formation were proven for bacteria such as Helicobacter pylori 44, Pseudomonas putida 48, 

Streptococcus mutans 46,47, Aeromonas spp. 49, Pseudomonas aeruginosa 65. In agreement with the 

literature, we found that the treatment of S. Enteritidis with liposomes increased the biofilm biomass 

after 24 h of culture. In contrast, the antibiofilm effects of MVs released by several bacteria have also 

been reported. The mechanisms of inhibition identified are diverse and seem to be strain dependent. 

In particular, it has been shown that MVs produced by Paracoccus denitrificans carry quorum sensing 

molecules which inhibit biofilm formation 66. Similarly, the bactericidal effects of Lactobacillus 

plantarum and Burkholderia thailandensis MVs have been shown to inhibit biofilm development 50,51. 
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In P. aeruginosa, the secretion of a leucine aminopeptidase PaAP via MVs was also shown to disrupt 

biofilms 52. 

 

Our results showed that the addition of LC-MVs to a starting culture of S. Enteritidis, H. alvei, C. freundii, 

S. aureus, B. subtilis, S. epidermidis, E. feacalis reduces the biofilm biomass formed after 24 hours of 

culture by the bacteria. For unknown reasons, we noticed that S. Enteritidis was the bacteria most 

affected by the antibiofilm activity of L. casei MVs with an 80 % decrease in biofilm biomass. 

Furthermore, we observed that the earlier MVs were added to S. Enteritidis cultures, the lower the 

biofilm biomasses measured after 24 hours of growth. This result suggests that LC-MVs do not disrupt 

already established S. Enteritidis biofilms. Interestingly, we showed that the antibiofilm properties of 

LC-MVs were not due to bactericidal or bacteriostatic activities against S. Enteritidis, suggesting a 

specific mechanism of inhibition. In addition, we showed that a short pretreatment of S. Enteritidis 

with LC-MVs was enough to reduce the biofilm biomass formed after 24 hours of culture. Taken 

together, these results suggest that LC-MVs impact the early stage of S. Enteritidis biofilm formation 

by inhibiting the initial attachment of the bacteria to polystyrene plate surfaces. 

 

The antibiofilm activity of LC-MVs were inactivated by heat and Proteinase K digestion, suggesting that 

proteins associated with the vesicles were responsible for the MVs activities. This result led us to 

analyze the protein content of LC-MVs by MS-based proteomics to identify proteins that may 

contribute to the antibiofilm activity. The present MS-based proteomic analysis (Table S1) allowed us 

to identify the proteins associated with the LC-MV fraction. Strikingly, we noticed that peptidoglycan 

hydrolases (PGHs) were among the most abundant proteins of the LC-MV fraction. PGHs are enzymes 

responsible for the cleavage of covalent bonds within peptidoglycan chains and side-chains which is 

key for cell wall regulation during bacterial growth 67. Among the proteins associated with LC-MVs, we 

identified the three main classes of PGH (amidases, glycosidases and peptidases) 67. Recent studies 

have found that PGHs play a major role in MV biogenesis by triggering cell lysis 68 or by creating holes 

in the PG which allow the extrusion of the cytoplasmic membrane 69–71. Moreover, it was reported that 

some PGHs exhibit antibiofilm activities against pathogenic bacteria such as S. Typhimurium 72 and 

Staphylococcals 73–80. Lysozyme contained in egg albumen also displays a strong antibiofilm activity 

against Gardnerella vaginalis 81. Thus, given the multiple roles played by PGHs, we sought to test the 

involvement in the LC-MV antibiofilm activity of the most abundant PGHs. To do this, the PGHs listed 

Figure 5A were mutated by plasmid insertion. We observed that mutation of genes encoding the PGHs 

named LCABL_21960 and LCABL_00230 led to a significant reduction in antibiofilm activity of the MVs 

of both mutant strains compared to the MVs of the parental strain (referred to as BL23). These results 

showed that the PGHs LCABL_21960 and LCABL_00230 are directly or indirectly involved in the 

antibiofilm activity of LC-MVs. However, the mechanisms responsible for the suppression of the 

antibiofilm effect remain to be identified. As mentioned in the examples above, mutations of genes 

encoding the PGHs could lead to modifications in the composition of LC-MVs 69–71. PGHs could also be 

involved in biofilm inhibition by directly interacting with S. Enteritidis 73–81. The activity and localization 

of the protein p40 encoded by LCABL_0023 have been studied recently in L. casei BL23. Notably, the 

peptidoglycan hydrolase activity of p40 was proven experimentally 82 and several other roles were 

attributed to the protein 82–84. In particular, p40 was shown to bind to host cells and host 

macromolecules (mucin, collagen), activate cell receptors and induce signaling pathways 82–84. 

Moreover, this enzyme was described to play a role in the growth and cell division of L. casei BL23. p40 
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was found on cell surfaces at the bacteria poles, and consistent with our results p40 has also been 

shown to be released into the environment freely 82 or bound to extracellular vesicles 84. 

 

In this work, we showed that the MVs released by L. casei BL23 in the CFS exhibit a strong antibiofilm 

activity against S. Enteritidis without affecting cell growth. The antibiofilm activity of LC-MVs was 

inactivated by heat and Proteinase K digestion, suggesting the involvement of proteins. Furthermore, 

we showed that LC-MVs inhibits the early stage of S. Enteritidis biofilm formation. Finally, we found 

that the mutation of two peptidoglycan hydrolases resulted in a significant reduction of LC-MV 

antibiofilm activity (Fig. 6). 

We believe that the antibiofilm activity of LC-MVs represents a promising therapeutic opportunity to 

fight negative biofilms in the medical sector and the food industry. The combination of LC-MVs to 

prevent biofilm development with more conventional treatments needs to be further investigated to 

improve the treatment of challenging negative biofilms. 

 

 
Fig. 6 Schematic representation of the effect of LC-MVs treatment on S. Enteritidis biofilm formation.  

Proteins (in red) associated with LC-MVs inhibit the attachment of S. Enteritidis on polystyrene 

surfaces, preventing the formation of biofilm. Two peptidoglycan hydrolases (PGHs) were found to be 

involved in the antibiofilm activity of LC-MVs. 

 

  



188 
 

METHODS 

Bacterial strains, plasmids and growth conditions 

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table S2. Unless otherwise specified, 

L. casei strains were grown in Man-Rogosa-Sharpe medium (MRS; Conda) for 24 hours at 37°C under 

static conditions. L. casei mutant strains obtained by plasmid integration were selected in solid MRS 

(1.5% agar) and maintained in liquid MRS supplemented with 5 µg/mL of erythromycin. Escherichia 

coli DH5α was used as a cloning host and grown in LB medium at 37°C with vigorous agitation (200 

rpm). Escherichia coli transformants were selected on solid LB (1.5% agar) supplemented with 100 

µg/mL of ampicillin. S. Enteritidis were propagated in TSB (Tryptic Soy Broth) medium at 37°C with 

shaking. 

 

Construction of plasmids and mutant strains 

The construction of L. casei BL23 insertion mutants was adapted from Leloup et al., 1997 and Juan Rico 

et al., 2008 85,86. First, an internal fragment of each gene listed in Table S2 were amplified by PCR (Q5 

High-Fidelity DNA polymerase NEB) with the corresponding primers using L. casei BL23 genome as a 

template (accession: NC_010999). The amplified fragments were then cloned into the suicide vector 

pRV300 previously digested with a combination of either EcoRI, HindIII or SacI restriction enzymes. The 

resulting plasmids (named pRV003, pRV004, pRV005, pRV006, pRV007, pRV008, pRV009) were then 

transformed in L. casei BL23 by electroporation using a GenePulser (BioRad), as described in Posno et 

al., 1991 87. Transformant bacteria were selected on MRS plates supplemented with 5 µg/mL of 

erythromycin. The correct integration of the plasmids was validated by PCR and sanger sequencing. 

The L. casei BL23 mutant strains obtained were named DDB003, DDB004, DDB005, DDB006, DDB007, 

DDB008, DDB009 accordingly. 

 

Biofilm quantification 

S. Enteritidis was inoculated in TSB (Tryptic Soy Broth) medium at an optical density (OD600nm) of 0.05 

measured at a wavelength of 600 nm. Bacteria were then grown in 96-well flat-bottom polystyrene 

plates (Greiner) at 37°C under static conditions. After 24 hours, S. Enteritidis biofilms were washed 

with distilled water (dH2O) and stained for 1 hour at room temperature (RT) with a 0.5% aqueous 

crystal violet solution. Next, the stained wells were washed 3 times with dH2O and the crystal violet-

stained biofilms were then solubilized in 95% ethanol solution. Finally, relative biofilm biomasses were 

quantified at OD595nm using the Infinite 200 PRO microplate plate reader (Tecan). The biofilm biomasses 

of S. marscescens, P. aerugunosa, H. alvei, C. freundii, S. aureus, B. subtilis, S. epidermidis and E. feacalis 

were measured following the same staining procedure. 

 

Scanning electron microscopy (SEM) 

Bacteria were fixed in 2.5% glutaraldehyde for 30 min and 10 µl of the fixed bacteria were then 

dropped onto a poly-L-lysine coated silicon wafer. After 30 min of drying, the bacteria were washed 

with water and post-fixed in 4% osmium tetroxide for 1 hour. After gentle washing in distilled water, 

cells were dehydrated through a graded series of ethanol baths (from 30 to 100%) and dried by the 

critical point drying (CPD) method using a Leica CPD 030. Finally, the samples were coated with a thin 

carbon layer using a CRESSINGTON 308R and observed with a JEOL JSM 7600F scanning electron 

microscope (JEOL Ltd) at the DimaCell platform (http://www.dimacell.fr/). 

 

Transmission electron microscopy (TEM) 
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Negative staining was performed on bacterial suspension before observation by TEM at the DimaCell 

platform (http://www.dimacell.fr/). 10 µl of sample was dropped on collodion-coated and carbon-

stabilized nickel microscope grids and left for 3 min to allow the MVs, the bacteria or the phages to 

bind. Excess liquid was gently blotted with Whatman paper and stained with 10 µl of 1% (w/v) uranyl 

acetate solution for 10 seconds. The grid was dried and observed using a Hitachi H7500 transmission 

electron microscope (Hitachi Scientific Instruments Co., Tokyo, Japan) operating at 80 kV and equipped 

with an AMT camera driven by AMT software (AMT, Danvers, MA, USA). 

 

MV purification and cell free supernatant fractionation 

For MV purification, we used a protocol adapted from a previous study (82). A culture of L. casei (250 

mL) was centrifuged at 4000 x g, 4°C for 20 min. The supernatant was filtered through a 0.22 µm pore 

size filter (Nalgen Rapid-Flow) to remove remaining bacterial cells and concentrated by ultrafiltration 

at 4000 x g, 4°C with 100 K Amicon® Ultra-15 centrifugal filters (Merck Millipore). The concentrated 

supernatant was filtered through a 0.22-µm-pore-size filter before ultracentrifugation at 110,000 g, 

4°C for 2 hours. The pellet of MVs was resuspended in sterile PBS (1X) and stored as aliquots at -80°C.  

This sample was named LC-MVs. As a control, the same procedure was applied to the MRS culture 

medium. 

For further purification, an MV pellet was loaded on top of an iodoxinol gradient of 5-40% and 

subjected to ultracentrifugation at 100,000 x g for 18 h at 4°C. The fraction containing the MVs was 

then collected and resuspended in PBS (1X) before a final ultracentrifugation at 110,000 x g for 2 h at 

4°C.Finally, the purified MVs were resuspended in sterile PBS (1X) and stored as aliquots at -80°C. This 

sample was named LC-pMVs. 

 

The fractionation of the cell-free supernatant of L. casei BL23 (LC-CFS) began similarly to the 

purification of MVs described above. A culture of L. casei (250 mL) was centrifuged at 4000 x g, 4°C for 

20 min. The supernatant was filtered through a 0.22 µm pore size filter (Nalgen Rapid-Flow) to remove 

remaining bacterial cells and concentrated by ultrafiltration at 4000 x g, 4°C with 3K Amicon® Ultra-15 

centrifugal filters (Merck Millipore) to generate the LC-CFS. It is important to note that the resulting 

fraction contained all the molecules larger than 3kDa; this fraction is also referred to as LC-CFS>3 in 

the manuscript. Then the supernatant (LC-CFS>3) was successively fractionated at 4000 x g, 4°C using 

100k, 50k, 30k, 10k Amicon® Ultra-15 centrifugal filters. At each step the concentrate fractions were 

recovered and stored as aliquots at -80°C for later use. 

 

Cell lysate preparation 

L. casei BL23 were washed twice with ice cold phosphate-buffered saline 1X (PBS). Cells were then 

harvested by centrifugation (5000 x g, 10 min), resuspended in ice cold PBS IX and transferred in sterile 

2ml-Precellys tubes pre-filled with inert 0.5 mm glass beads. Bacteria were then lysed with 2 cycles of 

30 s using a Precellys24 homogenizer operating at 6500 rpm. The cell lysate was centrifuged (5000 x g, 

10 min) and the supernatant was stored as aliquots at −20 °C. Repeated freezing and thawing were 

avoided by using new aliquots in different experiments. 

 

Lipid removal procedure 

Lipids and membrane vesicles were removed from samples using a lipid removal reagent (Cleanascite; 

Biotech Support Group) following the manufacturer’s instructions. Briefly, 1 volume of Cleanascite 

reagent was added to 4 volumes of sample; the solutions were then incubated at RT for 10 min with 
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gentle shaking. After incubation, samples were centrifuged at 16 000 g for 1 min and supernatants 

were collected and stored as aliquots at −80 °C. 

 

Protein digestion of L. casei BL23 MVs (LC-MVs) 

L. casei BL23 MVs were subjected to protein digestion using proteinase K immobilized to agarose 

(P9290; Sigma-Aldrich). First, the purified MVs and the control fraction were incubated with 1 mg/mL 

of proteinase K-agarose at 37°C for 1 hour under agitation.  The proteinase K-agarose was then 

removed by centrifugation (15 000 g, 1 min) and the digested fractions were finally stored at -80°C. 

 

Confocal Laser Scanning Microscopy 

S. Enteritidis was adjusted to an OD600nm of 0.05 and cultured on 96-well black polystyrene plates with 

clear flat bottoms (Thermo Scientific) at 37°C under static conditions. After 24 hours, planktonic 

bacteria were removed and biofilms were washed twice with distilled water (dH2O). For visualization, 

biofilms were labeled with 5 μM of the cell-permeant nucleic acid stain SYTO-9 (Invitrogen) and with 

20 μM of the cell-impermeant nucleic acid stain Propidium Iodide (Invitrogen) for 10 min in the dark 

at RT. Next, samples were observed at RT using a Leica confocal SP8 inverted microscope with a 63× 

oil immersion objective lens (DimaCell platform; http://www.dimacell.fr/). A series of horizontal (xz) 

optical sections with a z-step of 0.75 μm were acquired for each biofilm. Samples were scanned at 3 

randomly selected positions. 3D projections of each representative biofilm were reconstructed with 

the LAS X software (LEICA Microsystems, France). 

 

Mass spectrometry-based proteomic analyses 

Three independent preparations of extracellular vesicles were analyzed. Proteins were solubilized in 

Laemmli buffer and heated for 10 min at 95°C. They were then separated by SDS-PAGE (4-12% 

NuPAGE, Life Technologies), stained with Coomassie blue R-250 (Bio-Rad) before in-gel digestion using 

modified trypsin (Promega, sequencing grade) as previously described 88. For each replicate, the two 

very intense bands were prepared separately from the rest of the sample. The resulting peptides were 

analyzed by online nanoliquid chromatography coupled to MS/MS (Ultimate 3000 RSLCnano and 

Orbitrap Exploris 480 for the second experiment, Thermo Fisher Scientific) using a 35-min gradient for 

intense bands and 120-min gradient for the rest of the samples. To this end, the peptides were sampled 

on a precolumn (300 μm x 5 mm PepMap C18, Thermo Scientific) and separated in a 75 μm x 250 mm 

C18 column (Reprosil-Pur 120 C18-AQ, 1.9 μm, Dr. Maisch). The MS and MS/MS data were acquired 

by Xcalibur (Thermo Fisher Scientific). 

Peptides and proteins were identified by Mascot (version 2.7.0.1, Matrix Science) through concomitant 

searches against the Microscope database 89 (Lactobacillus casei BL23 taxonomy, April 2021 

download),the Uniprot database (Saccharomyces cerevisiae S288c and Bos Taurus taxonomies, June 

2021 download), and a homemade database containing the sequences of classical contaminant 

proteins found in proteomic analyses (keratins, trypsin, etc.). Trypsin/P was chosen as the enzyme and 

two missed cleavages were allowed. Precursor and fragment mass error tolerances were set at 

respectively at 10 and 20 ppm. Peptide modifications allowed during the search were: 

Carbamidomethyl (C, fixed), Acetyl (Protein N-term, variable) and Oxidation (M, variable). The Proline 

software 90 (version 2.1) was used for the compilation, grouping, and filtering of the results 

(conservation of rank 1 peptides, peptide length ≥ 6 amino acids, false discovery rate of peptide-

spectrum-match identifications < 1% 91, and a minimum of one specific peptide per identified protein 

group). Proline was then used to perform an MS1 label-free quantification of the identified protein 
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groups based on razor and specific peptides. MS data have been deposited at the ProteomeXchange 

Consortium via the PRIDE partner repository 92 with the dataset identifier PXD036342. 

Statistical analysis was performed using the ProStaR software 93 based on the quantitative data 

obtained with the three biological replicates analyzed per condition. Proteins identified in the 

contaminant, bovine and yeast databases, proteins identified by MS/MS in less than two replicates of 

one condition, and proteins detected in less than three replicates of one condition were discarded. 

After log2 transformation, abundance values were normalized using the variance stabilizing 

normalization (vsn) method, before missing value imputation using the slsa algorithm. Statistical 

testing was conducted with limma, whereby differentially expressed proteins were selected using a 

log2(Fold Change) cut-off of 1 and a p-value cut-off of 0.01. The false discovery rate was then estimated 

using the Benjamini-Hochberg estimator. 

Intensity-based absolute quantification (iBAQ,94) values were calculated from MS1 intensities of razor 

and specific peptides. The iBAQ values were normalized by the sum of iBAQ values in each sample, 

before summing the values of the three replicates to generate the final iBAQ value for each condition. 

 

Statistical analysis 

The results were calculated from a minimum of 3 biological replicates for all experiments. Statistical 

analyses were completed using GraphPad Prism (GraphPad Software). Unpaired t tests were used to 

compare the means of MRS and LC-CFS conditions in Fig. 1A, Fig. 1B, Fig. S1. A one-way ANOVA and 

Tukey's multiple comparison test were used in Fig. 1C, Fig. 1D, Fig. 3A, Fig. 3B, Fig 4B, Fig S2, Fig S3B. 

A two-way ANOVA and Tukey's multiple comparison test were used in Fig. 2A. Error bars represent the 

standard deviation (SD) with * indicating that p-values are lower than 0.05. p-values lower than 0.05 

were considered significant. For microscopy images, samples were scanned at 3 randomly selected 

positions and representative images were chosen. 
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Supplemental Material 

 
Fig. S1 MVs released by L. casei BL23 (LC-MVs) exhibit antibiofilm activities against a wide range of 

pathogenic bacteria. Bacteria were grown in polystyrene microplates and treated with LC-MVs (0.04 

µg/µL) or a control fraction. The control corresponds to the fraction collected after carrying out the 

purification protocol on the culture medium alone (i.e. MRS medium). After 24 hours of culture, 

biofilms were quantified by crystal violet staining. Results were normalized to the untreated conditions 

and expressed as a percentage. 

 

 
Fig. S2 Liposomes of similar lipid composition to LC-MVs promote S. Enteritidis biofilm development. 

S. Enteritidis was cultured for 24 hours with increasing concentration of Liposomes (PG/PC; 90:10 | 

Ref: CPG-501). Biofilm biomasses were then quantified by crystal violet staining. 
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Fig. S3 No significant difference in protein abundance was obtained before and after purification of 

the LC-MVs by density gradient purification. (A) Volcano plot comparing the relative abundance of 

proteins identified in the vesicles obtained with the standard purification protocol (LC-MVs) to the 

proteins identified in the vesicles after density gradient purification (LC-pMVs). Red dots represent 

proteins with p-value < 0.01. Black dots correspond to non-significant change between conditions. (B) 

S. Enteritidis were cultured with vesicles (0.004 µg/µL) obtain after density gradient purification (LC-

pMVs) or a control fraction (Control). After 24 hours of culture, biofilms were quantified by crystal 

violet staining as described previously. 

 

TABLES 

Table S1. MS-based label-free quantitative proteomic analysis of three independent preparations of L. 

casei BL23 MVs before (LC-MVs) and after (LC-pMVs) density gradient purification. 

 

Table S2. Strains, plasmids and oligonucleotides used in this study. 

 

Strains Relevant characteristic or description Resistance(s) Source or reference 

Escherichia coli    

DH5 

F_ Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA_argF) U169 recA1 

endA1 hsdR17(rk
_, mk

+) phoA supE44 thi_1 

gyrA96 relA1 λ_ 

 
1 

Lacticaseibacillus casei     

BL23 Laboratory strains; sequenced genome  CECT 5275 

DDB003 BL23    (LCABL_02770)::pRV003 Eryr This work 

DDB004 BL23    spl(LCABL_21960)::pRV004 Eryr This work 

DDB005 BL23    (LCABL_00230)::pRV005 Eryr This work 

DDB006 BL23    islA(LCABL_02350)::pRV006 Eryr This work 

DDB007 BL23    ami(LCABL_17510)::pRV007 Eryr This work 

DDB008 BL23    dacA(LCABL_02100)::pRV008 Eryr This work 

DDB009 BL23    pbpX2(LCABL_20230)::pRV009 Eryr This work 

Salmonella enterica 

subsp. enterica  

Serovar Enteritidis 

 

 

CIP 81.3 

Serratia marscescens   CIP 58.14 

Pseudomonas 

aeruginosa 
 

 
CIP A22 
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Hafnia alvei   CIP 57.31 

Citrobacter freundii   CIP 57.32 

Staphylococcus aureus 

subsp. aureus 
 

 
CIP 53.156 

Bacillus subtilis subsp. 

subtillis 
 

 
CIP 52.65 

Staphylococcus 

epidermidis 
 

 
CIP 53.124 

Enterococcus feacalis   CIP 76.117 

 

Plasmids Relevant characteristic or description Resistance(s) Source or reference 

pRV300 Insertional vector for lactobacilli Ampr, Eryr 2 

pRV003 
pRV300 with a 692 bp fragment of the gene  

LCABL_02770 cloned at HindIII/ EcoRI sites 

Ampr, Eryr 
This work 

pRV004 
pRV300 with a 518 bp fragment of the gene  

LCABL_21960 cloned at HindIII/SacI sites 

Ampr, Eryr 
This work 

pRV005 
pRV300 with a 631 bp fragment of the gene  

LCABL_00230 cloned at HindIII/SacI sites 

Ampr, Eryr 
This work 

pRV006 
pRV300 with a 1070 bp fragment of the gene  

LCABL_02350 cloned at HindIII/SacI sites 

Ampr, Eryr 
This work 

pRV007 
pRV300 with a 517 bp fragment of the gene  

LCABL_17510 cloned at HindIII/EcoRI sites 

Ampr, Eryr 
This work 

pRV008 
pRV300 with a 637 bp fragment of the gene  

LCABL_02100 cloned at HindIII/EcoRI sites 

Ampr, Eryr 
This work 

pRV009 
pRV300 with a 444 bp fragment of the gene  

LCABL_20230 cloned at EcoRI site 

Ampr, Eryr 
This work 

Eryr, erythromycin resistant; Ampr, ampicillin resistant; CECT, Colección Española de Cultivos Tipo; CIP, 

Collection de l'Institut Pasteur. 

 

Oligonucleotides Sequence (5’_3’) 

Construction of pRV003, pRV004, pRV005, pRV006, pRV007, pRV008, pRV009 

P003_FD GGTATTAAGCTTCAGGATTCGTTGGTGCTGC 

P003_RV GGTATTGAATTCGAAGCGGCGGCATTTGAAGC 

P004_FD GGTACTGAGCTCCAACTGGCTCTTTGTCGCAAC 

P004_RV GATACGAAGCTTTTGGCTGGGGTTGGGGTTTC 

P005_FD GCACACAAGCTTCCAACAAAAGCGAAACCAATGC 

P005_RV CGTATTGAGCTCCGGCAACGGTCTTCAAAGC 

P006_FD CGTATTGAGCTCTGACGCCTTTACCCGAACATAC 

P006_RV GGAGTTAAGCTTGGCAAGGGCAACGAGTCTATG 

P007_FD GTTGATAAGCTTCGTGCGGTTAGGTCCTGGTTTG 

P007_RV CAGATTGAATTCGTCAGTTCGGTGCCTTTGTC 

P008_FD GGTATTAAGCTTCGCCAGCAATGTCGGTATCTG 

P008_RV GGTATTGAATTCTCGCATCACTGGTTCCCTTACG 

P009_FD GGTATTGAATTCCTTACGCAAACTAAAGCCGCTG 
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P009_RV GGTATTGAATTCCGATCCGCCGTGAATACGAAG 

FD, forward; RV, reverse 
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2. Travaux complémentaires de l’article 2 

2.1 Introduction 

Les travaux présentés dans l’article 2 ont permis de montrer que les MVs produites par L. casei BL23 

présentent une forte activité antibiofilm contre plusieurs bactéries pathogènes et bactéries 

d’altérations. Nous avons également démontré que l’activité des fractions vésiculaires de L. casei BL23 

dépend de leur contenu protéique. Notamment, les hydrolases du peptidoglycane (PGHs) 

LCABL_21960 et LCABL_00230 ont été associées à l’effet antibiofilm observé contre S. Enteritidis. 

Toutefois, les mécanismes mis en jeu dans la contribution de ces deux PGHs restent encore à identifier. 

Dans cette partie du travail, nous avons souhaité déterminer si le traitement de S. Enteritidis par les 

PHGs (LCABL_21960 et LCABL_00230) purifiées impacte la formation du biofilm de S. Enteritidis. De 

plus, nous avons également souhaité caractériser les souches de L. casei BL23 obtenues dans l’article 2 

(souches DDB003 à DDB009) correspondant aux souches mutées pour les gènes codant des PGHs. 

L’impact de ces mutations sur la croissance, la formation de biofilms et le profil protéique des vésicules 

de L. casei BL23 a été analysé.  

 

2.2 Matériels et méthodes 

Souches bactériennes et conditions de croissance 

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés dans cette partie sont présentés dans le 

Tableau 11A-B (Souches ; Plasmides). Sauf indication contraire, les conditions de culture des souches 

de L. casei et Escherichia coli DH5a sont identiques à celles présentées dans le chapitre 1, partie « II.1.2 

Matériels et méthodes ».  

La souche Escherichia coli BL21 (DE3) est utilisée pour l’expression des protéines recombinantes de L. 

casei BL23 et est cultivée dans un milieu LB liquide à 37 °C sous agitation. Les bactéries Escherichia 

coli BL21 (DE3) transformées avec les plasmides recombinants sont sélectionnées en milieu LB solide 

(1,5 % d’agar) avec 50 µg/mL de kanamycine. 

 

Suivi de croissance 

Les souches de L. casei sont inoculées dans des microplaques de 96 puits à une densité optique de 0,05 

mesurée à une longueur d’onde de 600 nm (OD600nm). Les plaques sont ensuite scellées avec un film 

adhésif (Biorad) et la DO600nm est mesurée toutes les 2 h durant 24 h, à 37 °C sans agitation à l’aide 

d’un lecteur de plaque (Tecan Infinite 200 PRO). 

 

Construction des plasmides et des souches mutantes 

La construction des mutants d’insertion de L. casei BL23 est adaptée de la stratégie de mutagène 

publiée par de Leloup et al. (1997) et Muñoz-Provencio et al. (2012). Les souches mutantes DDB009, 

DDB004, DDB005, DDB006, DDB008, DDB003 et DDB007 sont obtenues pas insertion de plasmides 

(pRV003, pRV004, pRV005, pRV006, pRV007, pRV008, pRV009) comme expliqué dans l’article 2.  

Le gène lcabl_00230 est amplifié par PCR (Q5 High-Fidelity DNA polymerase NEB) en utilisant le 

génome de L. casei BL23 comme matrice. Les fragments amplifiés sont ensuite clonés dans le vecteur 

d’expression pET28a au niveau des sites de restriction NdeI/SacI. Le plasmide recombinant pET-28a-

LCABL_00230 contient ainsi la protéine LCABL_00230 de L. casei BL23 en phase avec un tag histidine 

et est sous le contrôle du promoteur inductible T7. Le plasmide est ensuite transformé dans 

Escherichia coli BL21 (DE3) en suivant les instructions du fournisseur (Invitrogen ; C6010-03). Les 

bactéries transformantes (BL21 (DE3)_LCABL_00230) sont sélectionnées en milieu LB supplémenté 
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avec 50 µg/mL de kanamycine. L’intégration correcte du gène dans les plasmides est validée par 

séquençage.  

Les amorces et le détail de la construction des plasmides sont présentés dans le tableau 11B-C 

(Plasmides ; Oligonucléotides-Construction des plasmides). 

 
Expression de protéine recombinante et purification  

La protéine LCABL_00230 portant un tag histidine est purifiée à partir des bactéries BL21 (DE3)_ 

LCABL_00230. Pour la purification des protéines, les bactéries recombinantes sont tout d’abord 

inoculées dans 500 ml de LB liquide avec 30 µg/ml de kanamycine et incubées à 37 °C sous agitation 

jusqu’à ce que la densité optique atteigne 600 nm. Ensuite, l’expression des protéines recombinantes 

est induite en ajoutant 1mM d’IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) pendant 3 h à 37 °C sous 

agitation. Les cellules sont ensuite culotées par centrifugation (4000 rpm, 4 °C, pendant 10 min), 

lavées avec de l’eau physiologique à 4 °C, et remises en suspension dans du tampon de lyse (Native 

Binding Buffer ; K950-01). Puis, les protéines sont purifiées en conditions non dénaturantes avec le kit 

Ni-NTA Purification System (NOVEX ; K950-01) selon les instructions du fournisseur. Enfin, les protéines 

recueillies dans les solutions d’élutions sont concentrées et dialysées dans du tampon Tris-HCl (30 mM, 

pH 6.8) par ultrafiltration (Millipore ; Amicon Ultra-15 30 KDa). 

 

Electrophorèse SDS-PAGE et immunoempreinte (Western Blot) 

Les extraits protéiques sont séparés par électrophorèse SDS-PAGE (électrophorèse en gel de 

polyacrylamide contenant du dodécylsulfate de sodium) puis électrotransférés sur une membrane en 

PVDF (Polyfluorure de vinylidène) (Bio-Rad) avec un système TransBlot Turbo (Bio-Rad). Les 

membranes sont ensuite incubées 1 h dans du lait 5 %, afin de bloquer les sites aspécifiques de la 

membrane. Après un lavage de 10 min, les membranes sont incubées 1 h avec des anticorps anti-

histidine (ThermoFisher ; ref. MA1-21315) dilués au 3000e dans du lait 5 %. Les membranes sont lavées 

et après 1 h d’incubation avec des anticorps anti-souris couplés à la peroxydase de raifort (dilués au 

3000e dans du lait) (IgG-HRP ; Biorad), les protéines recombinantes sont détectées à l’aide du kit ECL 

chimioluminescent (Biorad). La lumière émise par les anticorps secondaires est détectée avec 

l’imageur Odyssey Fc (LI-COR). 

 
Frottis et coloration de Gram 

Une goutte de culture bactérienne liquide est déposée sur des lames de silice qui sont laissées sécher 

lentement à l’air libre. Les bactéries sont ensuite fixées sur les lames par un passage rapide à la flamme. 

Puis, les lames de frottis sont plongées 1 min dans du violet de gentiane avant d’être rincées à l’eau 

distillée. Les lames sont plongées 30 secondes dans du lugol puis sont rincées une nouvelle fois à l’eau 

distillée. Ensuite, les bactéries sont décolorées à l’alcool (95 %) et rincées une nouvelle fois à l’eau 

distillée. Enfin, les lames sont plongées dans de la fuschine pendant 30 secondes, rincées à l’eau 

distillée et séchées avant observation au microscope optique.  

Analyse statistique 

Les résultats sont calculés à partir d’un minimum de 3 répétitions biologiques. Une ANOVA univariée 

et le test de comparaison multiple de Tukey sont utilisés. Les barres d’erreur représentent l’écart-type 

(SD) avec le symbole d’astérisque * indiquant que les p-values sont inférieures à 0,05. Les p-values 

inférieures à 0,05 sont considérées comme significatives. 
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Tableau 11 Souches (A), plasmides (B) et oligonucléotides (C) utilisés dans cette étude. 

(A) 

Souches Caractéristiques  Résistance(s) Source ou référence 

Escherichia coli    

DH5 

F_ Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA_argF) U169 recA1 

endA1 hsdR17(rk
_, mk

+) phoA supE44 thi_1 

gyrA96 relA1 λ_ 

 
(Anton and Raleigh, 

2016) 

BL21(DE3) 
F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rne131 

(DE3) 

 
(Jeong et al., 2009) 

BL21(DE3)_ 

LCABL_00230 

BL21(DE3) portant le plasmide pET-28a- 

LCABL_00230 

Kanr 
Cette étude 

Lacticaseibacillus casei     

BL23 Souches de laboratoire ; génome séquencé  (Mazé et al., 2010) 

DDB003 BL23    (lcabl_02770)::pRV003 Eryr Cette étude 

DDB004 BL23    spl(lcabl_21960)::pRV004 Eryr Cette étude 

DDB005 BL23    (lcabl_00230)::pRV005 Eryr Cette étude 

DDB006 BL23    islA(lcabl_02350)::pRV006 Eryr Cette étude 

DDB007 BL23    ami(lcabl_17510)::pRV007 Eryr Cette étude 

DDB008 BL23    dacA(lcabl_02100)::pRV008 Eryr Cette étude 

DDB009 BL23    pbpX2(lcabl_20230)::pRV009 Eryr Cette étude 

Lactiplantibacillus 

plantarum 
 

 
 

WCFS-1 Souches de laboratoire ; génome séquencé 
 (Kleerebezem et al., 

2003, p. 1) 

Homo sapiens    

THP-1 (TIB-202) 
Lignée cellulaire de monocyte issue d’une 

leucémie monocytaire aiguë 

 (Tsuchiya et al., 

1980) 

 

(B) 

Plasmides Caractéristiques  Résistance(s) Source ou référence 

pRV300 Plasmide d'insertion de lactobacilles Ampr, Eryr (Leloup et al., 1997) 

pRV003 

pRV300 contenant un fragment de 692 bp du 

gène lcabl_02770, cloné aux sites 

HindIII/EcoRI 

Ampr, Eryr 

Cette étude 

pRV004 
pRV300 contenant un fragment de 518 bp du 

gène lcabl_21960, cloné aux sites HindIII/SacI  

Ampr, Eryr 
Cette étude 

pRV005 
pRV300 contenant un fragment de 631 bp du 

gène lcabl_00230, cloné aux sites HindIII/SacI  

Ampr, Eryr 
Cette étude 

pRV006 

pRV300 contenant un fragment de 1070 bp 

du gène lcabl_02350, cloné aux sites 

HindIII/SacI 

Ampr, Eryr 

Cette étude 

pRV007 

pRV300 contenant un fragment de 517 bp du 

gène lcabl_17510 , cloné aux sites 

HindIII/EcoRI 

Ampr, Eryr 

Cette étude 
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pRV008 

pRV300 contenant un fragment de 637 bp du 

gène lcabl_02100 , cloné aux sites 

HindIII/EcoRI 

Ampr, Eryr 

Cette étude 

pRV009 
pRV300 contenant un fragment de 444 bp du 

gène lcabl_20230 , cloné au site EcoRI site 

Ampr, Eryr 
Cette étude 

pET-28a Plasmide d'expression d’E. coli Kanr Novagen 

pET-28a-LCABL_00230 

pET-28a contenant le gène lcabl_00230 sous 

le contrôle du promoteur T7, cloné aux sites 

NdeI/SacI 

Kanr 

Cette étude 

Eryr, érythromycine résistante ; Ampr, ampicilline résistante ; Kanr, kanamycine résistante. 

 

(C) 

Oligonucléotides Séquence (5’_3’) 

Construction des plasmides pRV003, pRV004, pRV005, pRV006, pRV007, 

pRV008, pRV009 

P003_FD GGTATTAAGCTTCAGGATTCGTTGGTGCTGC 

P003_RV GGTATTGAATTCGAAGCGGCGGCATTTGAAGC 

P004_FD GGTACTGAGCTCCAACTGGCTCTTTGTCGCAAC 

P004_RV GATACGAAGCTTTTGGCTGGGGTTGGGGTTTC 

P005_FD GCACACAAGCTTCCAACAAAAGCGAAACCAATGC 

P005_RV CGTATTGAGCTCCGGCAACGGTCTTCAAAGC 

P006_FD CGTATTGAGCTCTGACGCCTTTACCCGAACATAC 

P006_RV GGAGTTAAGCTTGGCAAGGGCAACGAGTCTATG 

P007_FD GTTGATAAGCTTCGTGCGGTTAGGTCCTGGTTTG 

P007_RV CAGATTGAATTCGTCAGTTCGGTGCCTTTGTC 

P008_FD GGTATTAAGCTTCGCCAGCAATGTCGGTATCTG 

P008_RV GGTATTGAATTCTCGCATCACTGGTTCCCTTACG 

P009_FD GGTATTGAATTCCTTACGCAAACTAAAGCCGCTG 

P009_RV GGTATTGAATTCCGATCCGCCGTGAATACGAAG 

Construction des plasmides pET-28a-LCABL_00230 

P_LCABL_00230_FD CGCAGACATATGAAATTCAATAAAGTCATGATCACG 

P_ LCABL_00230_RV GGTATTGAGCTCTTACCGGTGGATATAAACGTAACTG 

FD, forward; RV, reverse 

 

2.3 Résultats – Discussion 

2.3.1 Purification de l’hydrolase du peptidoglycane (LCABL_00230) et 

activité antibiofilm 

Dans cette partie, nous avons souhaité déterminer si les hydrolases du peptidoglycane (PGHs) 
LCABL_21960 et LCABL_00230 ont un effet sur la formation du biofilm de S. Enteritidis. Pour ce faire, 
les gènes lcabl_21960 et lcabl_00230 ont été clonés dans le plasmide pET28a et les protéines ont été 
surexprimées dans la souche Escherichia coli BL21 (DE3) comme expliqué dans la partie matériels et 
méthodes. Pour les deux constructions, l’induction des PGHs a eu un effet sur la viabilité cellulaire 
d’Escherichia coli BL21 (DE3). En effet, il est connu que l’activité de certaines hydrolases du 
peptidoglycane appelées autolysines peut induire la lyse cellulaire lorsque leur expression n’est pas 
régulée (Vollmer et al., 2008). C’est pourquoi nous n’avons pas réussi à suffisamment induire la 
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protéine LCABL_21960 dans la souche Escherichia coli BL21 (DE3) pour envisager une purification. À 
l’inverse, la purification de la protéine LCABL_00230 a été réalisée à plusieurs reprises par Christine 
Bäuerl et al. (2019) (Bäuerl et al., 2019, 2010, p. 23). De même, nous avons également pu induire et 
purifier la protéine LCABL_00230 à partir de la souche Escherichia coli BL21 (DE3) transformée avec 
le plasmide pET28a-lcabl_00230 (Tableau 11A-B). La présence de la protéine LCABL_00230 au cours 
des étapes de purification est présentée dans la figure 43.  

 
Fig. 43 Vérification par Immunoempreinte (ou Western blot) de la présence de la 
protéine LCABL_00230 au cours des étapes de purification par Agarose Ni-NTA. La purification a été 
réalisée en utilisant la souche Escherichia coli BL21 (DE3) exprimant la protéine LCABL_00230 de L. 
casei BL23 portant un tag histidine. Les échantillons analysés sont : « Culot bactérien », culot de 
bactéries entières d’Escherichia coli BL21 (DE3) exprimant LCABL_00230 obtenues après 3 h 
d’induction avec 1mM IPTG ; « Débris cellulaires », culot de débris cellulaires obtenu après 
centrifugation du lysat du « Culot bactérien » ; « Surnageant », surnageant avant passage sur 
colonne, obtenu après centrifugation du lysat du culot bactérien ; « Non retenu », surnageant après 
passage sur colonne ; E1 à E4, correspond aux 4 solutions de 2 mL recueillies lors de l’étape 
d’élution ; « Agarose-AE », billes d’agarose après élution et lavage. 10 µL de chaque échantillon ont 
été déposés sur un gel d’acrylamide SDS-PAGE 12 %. Les standards de poids moléculaire sont 
indiqués à gauche (kDa).  
 
Nous pouvons observer que les solutions d’élutions E1 à E4 contiennent la protéine purifiée 
LCABL_00230. Toutefois, toutes les protéines n’ont pas été éluées et une partie d’entre elles sont 
restées adhérées à l’agarose (Agarose-AE). Notons que les solutions d’élutions ont été dialysées et 
l’Agarose-AE a été lavée avec du tampon Tris-HCl (30 mM, pH 6.8). De plus, la quantité de protéines 
présente dans les échantillons a été déterminée par dosage de Bradford. En parallèle de la 
purification de LCABL_00230, nous avons également réalisé le protocole de purification sur un culot 
d’Escherichia coli BL21 (DE3) transformé par un plasmide pET28a vide , et nous avons recueilli des 
fractions d’élutions équivalente aux fractions E1 à E4 ainsi que de l’Agarose-AE comme conditions 
contrôles. 
L’effet des solutions d’élutions (E1-E4) et des solutions d’agarose sur la formation de biofilms par S. 
Enteritidis a ensuite été mesuré en plaque de 96 puits comme décrit dans l’article 2 (Fig. 44). Nous 
avons également souhaité tester l’activité de l’Agaroes-AE étant donné que des 
protéines LCABL_00230 sont restées adhérées à l’agarose.  
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Fig. 44 Effets de la protéine LCABL_00230 sur la formation de biofilm par S. Enteritidis. Les bactéries 
S. Enteritidis ont été cultivées dans des microplaques de polystyrène en présence de concentrations 
croissantes de protéines LCABL_00230 purifiées et d’Agarose-AE (cf. Fig. 43). Après 24 h de culture, 
les biomasses de biofilms formées par S. Enteritidis ont été quantifiées par coloration au cristal 
violet. Les résultats ont été normalisés à la condition non traitée et sont exprimés en pourcentage.  
 
La figure 44 permet d’observer que les protéines éluées et les protéines associées à l’agarose ont un 

effet antibiofilm dose dépendant sur S. Enteritidis. Toutefois, la présence de la 

protéine LCABL_00230 dans les solutions n’augmente pas l’activité antibiofilm. Ces résultats 

suggèrent ainsi que la protéine purifiée LCABL_00230 n’a pas d’effet sur la formation du biofilm par 

S. Enteritidis. Toutefois, cette absence d’effet ne permet pas d’exclure que la protéine 

purifiée LCABL_00230 puisse avoir une activité antibiofilm contre S. Enteriditis lorsqu’elle est 

présente dans les vésicules de L. casei BL23. En effet, il est possible que son activité requière la 

participation d’autres protéines et/ou molécules présentes dans les vésicules. De plus, la présence du 

tag histidine peut modifier la structure tridimensionnelle de la protéine LCABL_00230 et impacter 

son activité. Il est également possible que l’effet antibiofilm implique des régulations mettant en jeu 

une machinerie absente chez Escherichia coli (ex. modifications post traductionnelles, chaperonnes, 

etc.). 

 

2.3.2 Caractérisation des mutants 

Dans cette partie, nous avons souhaité caractériser les souches mutantes de L. casei BL23 obtenues 

dans l’article 2. Notamment, l’impact de la mutation des PGHs sur la croissance, la formation du biofilm 

et le profil protéique des vésicules libérées par les souches DDB003 à DDB009 ont été analysés (Fig. 45 

et Fig. 46).  
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Fig. 45 Effets de la mutation des gènes codant pour les protéines les plus abondantes de la fraction 

vésiculaire de L. casei BL23 sur la croissance, la formation du biofilm et la morphologie des bactéries. 

(A) Courbe de croissance des souches mutantes et de la souche parentale (BL23). Les bactéries ont été 

cultivées en microplaque dans du milieu MRS, sans agitation à 37 °C, pendant 24 h. (B) La biomasse de 

biofilm formée par les souches mutantes et la souche parentale (BL23) a été quantifiée par coloration 

au cristal violet après 24 h de croissances dans les conditions décrites ci-dessus. Les résultats ont été 

normalisés à la condition BL23. (C) Observation en microcopie optique des souches mutantes de L. 

casei BL23 dont les MVs présentent une activité antibiofilm réduite contre S. Enteritidis. Les souches 

mutantes nommées DDB009, DDB004, DDB005, DDB006, DDB008, DDB003, DDB007 désignent des 

souches de L. casei portant le plasmide pRV300 intégré dans les gènes lcabl_20230, lcabl_21960, 

lcabl_00230, lcabl_02350, lcabl_02100, lcabl_02770, lcabl_17510, respectivement. 

 

Il est possible d’observer que l’impact des mutations sur la densité optique (600 nm) des souches 

mutantes à 24 h est très faible. Seules les souches DDB003, DDB004 et DDB005 sont affectées de 

manière notable, cependant l’impact des mutations reste modéré (Fig. 45A). Par ailleurs, il est 

intéressant de remarquer que ces 3 souches présentent des mutations dans des gènes codant pour les 

protéines majoritaires des fractions vésiculaires de L. casei BL23 (Article 2).   

De plus, les souches DDB005 et DDB003 forment significativement plus de biofilms que la souche 

parentale après 24 h de croissance dans des conditions de culture standard (MRS, 37 °C, sans agitation) 

(Fig. 45B). Il est important de préciser que la biomasse de biofilm formée par la souche parentale BL23 

dans des conditions de culture est très faible.  

Les différences de croissance et de capacité à former des biofilms entre la souche parentale BL23 et 

les souches DDB005 et DDB003 pourraient en partie être expliquées par les conséquences 

morphologiques de la mutation des gènes codant pour les PGHs. En effet, les observations réalisées 

au microscope optique ont permis de mettre en évidence que certaines bactéries de la souche DDB005 

s’agrègent en amas de cellules, ce qui pourrait ainsi favoriser la formation de biofilm et impacter la 



209 
 

croissance cellulaire (Fig. 45C). Les bactéries présentent néanmoins une morphologie similaire à celle 

de la souche parentale. De plus, il a été montré que la souche DDB003 forme de très longues chaînes 

de plus de 100 µm en raison du rôle joué par la protéine LCABL_02770 dans la séparation des bactéries 

lors de la division cellulaire (Bäuerl et al., 2010, p. 23). La sédimentation de ces longs filaments pourrait 

ainsi expliquer l’augmentation de la biomasse de biofilm formée par la souche DDB003 en 

comparaison à la souche parentale (Fig. 45B). À l’inverse, la souche DDB004 présente une morphologie 

similaire à la souche parentale.  

 

 
Fig. 46 Comparaison des profils protéiques des MVs des souches mutantes et de la souche parentale 

de L. casei par SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie. Les standards de poids moléculaire sont 

indiqués à gauche (kDa). Les souches mutantes nommées DDB009, DDB004, DDB005, DDB006, 

DDB008, DDB003, DDB007 désignent des souches de L. casei portant le plasmide pRV300 intégré dans 

les gènes lcabl_20230, lcabl_21960, lcabl_00230, lcabl_02350, lcabl_02100, lcabl_02770, lcabl_17510, 

respectivement. 

 

Le profil protéique des vésicules libérées par les différents mutants a été comparé par électrophorèse 

SDS-PAGE et coloration au bleue de Coomassie. Seuls les profils protéiques des vésicules des 

souches DDB005 et DDB003 présentent des différences notables en comparaison au profil des 

vésicules de la souche parentale BL23. Notamment, on remarque à environ 100 kDa l’absence d’une 

bande dans le profil des MVs de DDB003 en comparaison au profil de BL23, suggérant ainsi que cette 

protéine correspond à la protéine LCABL_02770. Dans le cadre d’expérimentation complémentaire, le 

profil du lysat cellulaire d’Escherichia coli BL23 (DE3) exprimant LCABL_02770 nous a permis de 

confirmer que la taille de migration de cette protéine est effectivement d’environ 100 kDa malgré une 

taille théorique de 49,69 kDa. Enfin, nous pouvons observer que le profil protéique des vésicules de la 

souche DDB005 est très différent de celui de la souche parentale, ce qui pourrait ainsi expliquer la plus 

faible activité antibiofilm de ces vésicules. À l’inverse, la mutation du gène lcabl_21960 n’a pas 

d’impact notable sur la croissance et la morphologie de la souche DDB004 ainsi que sur le profil 

protéique des vésicules libérées. Ces observations suggèrent que contrairement à la 

protéine LCABL_00230, la protéine LCABL_21960 pourrait être directement impliquée dans l’activité 

antibiofilm des vésicules de L. casei BL23 contre S. Enterica. 
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2.4 Conclusions – perspectives 

L’ensemble de ces résultats montre que la protéine LCABL_00230 purifiée à partir de la souche 

Escherichia coli BL21 (DE3) ne présente pas d’activité antibiofilm supplémentaire en comparaison aux 

solutions contrôles. De plus, la purification de la protéine LCABL_21960 à partir de la souche 

Escherichia coli BL21 (DE3) semble peu adaptée étant donné que son expression entraine une forte 

lyse cellulaire. Enfin, la caractérisation morphologique des différentes souches mutantes de L. 

casei BL23 (DDB003 à DDB0009) suggère que les protéines LCABL_21960 et LCABL_00230 pourraient 

avoir une implication directe et indirecte sur l’activité antibiofilm des vésicules, respectivement.  

 

Afin de déterminer plus précisément la contribution des protéines LCABL_21960 et LCABL_00230 dans 

l’effet antibiofilm des vésicules, il serait intéressant d’analyser la composition protéique des vésicules 

libérées par les souches DDB004 et DDB005. De plus, nous pourrions également étudier par 

immunofluorescence les mécanismes d’interaction des vésicules de L. casei BL23 avec S. Enteritidis, 

afin de savoir si les MVs interagissent directement avec les bactéries. Par exemple, il est possible que 

les vésicules libèrent leur contenu dans le prériplasme des salmonelles. Les PHGs pourraient ainsi 

modifier le peptidoglycane et/ou impacter la signalisation cellulaire des salmonelles. 

 

3. Activité immumodulatrices des vésicules membranaires de Lacticaseibacillus casei 

BL23 

3.1 Introduction 

Plusieurs protéines aux effets probiotiques telles que GroEl et des hydrolases du PGNs (LCABL_00230 

et LCABL_02770) ont pu être identifiées dans les fractions vésiculaires de L. casei BL23 par nos analyses 

protéomiques ainsi que par les travaux de Rubio et al. (2017). Notamment, Bäuerl et al. (2010) ont mis 

en évidence sur un modèle ex vivo (côlon de la souris), le rôle protecteur et anti-apoptotique de deux 

PGHs (LCABL_00230 et LCABL_02770) de L. casei BL23 (Bäuerl et al., 2010). De même, les protéines 

GroEL exprimées par L. paracasei ATCC334 et L. reuteri ont été associées à des effets anti-

inflammatoires bénéfiques sur des modèles in vivo (souris, poisson-zèbre) et des modèles cellulaires 

(THP-1) (Dias et al., 2021; Rieu et al., 2014). En particulier, les travaux du laboratoire ont démontré 

que la protéine GroEL de L. paracasei ATCC334 est impliquée dans la réduction de la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires (TNF-α) sur un modèle de macrophages dérivés de monocytes (THP-1) 

stimulés par du LPS. Ainsi, la présence de protéines aux activités probiotiques dans les vésicules de L. 

casei BL23 suggère que les vésicules puissent interagir avec les cellules de mammifères et avoir des 

rôles immunomodulateurs bénéfiques. Sur la base de ces observations, nous avons donc souhaité 

explorer le rôle immunomodulateur des MVs de L. casei BL23 sur un modèle de cellules THP-1 

stimulées par du LPS. 

 

3.2 Matériels et méthodes 

Souches bactériennes et conditions de croissance 

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés dans cette partie sont présentés dans le tableau 11A-

B (Souches ; Plasmides). Les bactéries L. casei BL23 et L. plantarum WCFS-1 sont cultivées en 

anaérobiose dans un milieu Man-Rogosa-Sharpe (MRS ; Conda) à 37 °C sans agitation pendant 24 h.  
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Purification des MVs 

Les vésicules de L. casei BL23 et L. plantarum WCFS-1 ont été purifiées en combinant des étapes de 

centrifugations différentielles, d’ultrafiltration et de séparation sur gradient de densité comme détaillé 

dans l’article de da Silva Barreira et al. (2022). 

 

Culture cellulaire eucaryote et ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

Les cellules monocytaires humaines THP-1 (ATCC ; TIB-202) sont cultivées en milieu RPMI-1640 

(Invitrogen) complémenté de 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) à 37 °C, 5 % CO2 selon les 

recommandations de l’ATCC (American Type Culture Collection). Les THP-1 sont différenciées en 

macrophages avec 200 nM de Phorbol 12 -Myristate 13-Acetate (Sigma-Aldrich) pendant 24 h dans 

des plaques de polystyrène de 48 puits, à une densité de 5 × 104 cellules par puits. Après 

différenciation, les cellules sont lavées avec du PBS stérile puis incubées dans du RPMI-1640 avec 10 % 

SVF, à 37 °C et 5 % CO2 pendant 30 min avec les fractions vésiculaires de lactobacilles. Ensuite, du LPS 

d’Escherichia coli O127:B8 (100 ng-ml-1) (Sigma-Aldrich) est ajouté aux cellules pour stimuler la 

production de la cytokine pro-inflammatoire TNF-α. Après 3 h d’incubation en présence ou en absence 

de LPS, les plaques sont centrifugées (1500 g, 5 min, 4 °C) et la quantité de TNF-α dans les surnageant 

est mesurée par ELISA (Bio-Legend, réf. 430201) en suivant les instructions du fournisseur. 

 

Analyses statistiques 

Les résultats sont calculés à partir d’un minimum de 3 répétitions biologiques. Des tests de Mann-

Whitney non appariés sont utilisés pour comparer les médianes des différentes conditions. Les 

barres d’erreur représentent l’écart-type (SD) avec le symbole d’astérisque * indiquant que les p-

values sont inférieures à 0,05. Les p-values inférieures à 0,05 sont considérées comme significatives. 

 

3.3 Résultats – Discussion 

Dans cette partie, nous avons souhaité évaluer l’activité immunmodulatrice des MVs de L. casei BL23. 

Pour ce faire, des monocytes THP-1 différenciés en macrophages ont été traités avec des vésicules de 

L. casei BL23 avant d’être stimulés ou non par du LPS (Lipopolysaccharides). Les LPS sont des PAMPs 

reconnus par les récepteurs de l’immunité innée (TLR4) présents à la surface des THP-1 qui 

déclenchent une cascade de signalisation cellulaire aboutissant à la production de cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-α. La quantité de cytokines pro-inflammatoires TNF-α a été mesurée 

par ELISA comme expliqué dans le schéma figure 47A. L’effet des vésicules de L. plantarum WCFS-1 a 

également été mesuré afin de contrôler la validité du modèle THP-1 (Fig. 47B). En effet, l’activité anti-

inflammatoire des vésicules de L. plantarum WCFS-1 a précédemment été montrée dans un modèle 

similaire de cellules THP-1 stimulées par du LPS (Kuhn et al., 2020). La concentration protéique des 

fractions vésiculaires a été mesurée par dosage de Bradford et l’activité de deux quantités protéiques 

de vésicules (0,005 et 0,0025 µg/µL) a été évaluée.  
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Fig. 47 Effet des MVs de L. casei BL23 sur la sécrétion de TNF-α par des macrophages dérivés de 

monocytes (THP-1) stimulés au LPS. (A) Schéma du protocole expérimental. Les MVs de L. casei BL23 

(LC-MVs) et de L. plantarum WCFS-1 (LP-MVs) ont été purifiées sur gradient de densité selon le 

protocole décrit par da Silva Barreira et al. (2022). Ensuite, les cellules THP-1 différenciées en 

macrophages ont été traitées 30 min avec les MVs de lactobacilles (L. casei BL23 et de L. 

plantarum WCFS-1) puis la production de TNF-α a été mesurée par ELISA après 3 heures de stimulation 

avec (LPS) ou sans (PBS). (B) La quantité de TNF-α sécrétée a été normalisée aux conditions non 

traitées. 0,005 et 0.0025 µg/µL de vésicules et de solutions contrôles ont été ajoutées aux THP-1 avant 

l'addition de LPS. Les conditions contrôles correspondent à la fraction recueillie en appliquant le 

protocole de purification des MVs sur le milieu de culture MRS. La condition PBS correspondant à 

l’addition d’un volume de tampon PBS égale à celui ajouté dans la condition LPS. En effet, les LPS sont 

dissous et dilués dans du tampon PBS. 

 

Les résultats montrent que le traitement des THP-1 par les vésicules de L. plantarum WCFS-1 et par les 

vésicules de L. casei BL23 n’entraine pas de sécrétion de TNF-α (condition PBS) (Fig. 47B). Cependant, 

on peut remarquer que le prétraitement des cellules par les vésicules de L. casei BL23 entraine une 

légère augmentation de la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire après 3 h de stimulation avec du 

LPS. À l’inverse, le traitement par les vésicules de L. plantarum WCFS-1 entraine une réduction 

significative de la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire TNF-α conformément aux résultats de la 

littérature (Kuhn et al., 2020). Les mécanismes mis en jeu dans la réduction de sécrétion de TNF-α 

médiée par les vésicules de L. plantarum restent encore flous, mais il est possible que les vésicules 
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réduisent l’interaction du LPS avec les récepteurs de l’immunité innée. Les vésicules pourraient 

également moduler la signalisation cellulaire comme décrit dans plusieurs travaux (Choi et al., 2020a; 

S.-H. Kim et al., 2022). Les vésicules de L. casei BL23 n’ont quant à elles pas d’effets anti-

inflammatoires, mais semblent à l’inverse légèrement renforcer la sécrétion de TNF-α induite par le 

LPS. Conformément, Bäuerl et al. (2020) ont montré in vitro sur un modèle de cellules épithéliales (HT-

29) que les MVs de L. casei BL23 ont un effet pro-inflammatoire modéré et sont capables d’induire la 

phosphorylation des récepteurs interagissant avec le facteur de croissance épidermique (EGFR). De 

manière intéressante, les auteurs suggèrent que l’activité des vésicules de L. casei BL23 serait 

principalement due à la présence des PGHs (LCABL_00230 et LCABL_02770) (Bäuerl et al., 2020). 

 

3.4. Conclusions – perspectives 

Nos résultats montrent que les vésicules de L. casei BL23 ont un effet immunomodulateur réduit dans 

le modèle cellulaire de monocytes différenciés en macrophages THP-1. Les vésicules n’ont pas d’effet 

en absence de stimulation, mais semblent légèrement renforcer la sécrétion de TNF-α induite par les 

LPS. Nos résultats confirment également l’effet immunomodulateur des MVs de L. plantarum WCFS-1 

dans le modèle des cellules THP-1 stimulées par les LPS.  

Les hydrolases du peptidoglycane (LCABL_00230 et LCABL_02770) et la protéine GroEL sont des 

protéines connues pour leur activité immunomodulatrice et anti-inflammatoire (Domínguez Rubio et 

al., 2017; Rieu et al., 2014). Ces protéines sont présentes dans les vésicules, ce qui pourrait ainsi 

expliquer le rôle modulateur des vésicules de L. casei BL23 sur le modèle de cellules épithéliales HT-29 

(Bäuerl et al., 2020; Domínguez Rubio et al., 2017). Toutefois, il faut noter que les effets sur les modèles 

cellulaires sont modérés. C’est pourquoi il serait intéressant d’étudier l’effet des vésicules et la 

contribution des PGHs dans un modèle de colite induite par le DSS chez la souris. En effet, Choi et al. 

(2020) ont pu montrer que le gavage de souris par des MVs d’une bactérie du genre Lacticaseibacillus 

permet d’atténuer l’inflammation intestinale en modulant les voies de régulation du réticulum 

endoplasmique (Choi et al., 2020a). 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Caractérisation des vésicules membranaires de Lacticaseibacillus casei BL23 

Dans le cadre de cette thèse, nous avons tout d’abord souhaité approfondir et compléter le travail de 

caractérisation des MVs de Lacticaseibacillus casei BL23 initié par Rubio et al. (2017). Ainsi, nous avons 

montré par des analyses en microscopie électronique que le diamètre des MVs libérées par L. 

casei BL23 suit une distribution normale avec une majorité de vésicules comprises entre 50 et 100 nm 

de diamètre. De plus, nous avons observé que les vésicules sont libérées tout au long de la croissance 

lorsque les bactéries sont cultivées dans des conditions de culture standard (c.-à-d. milieu MRS, 37 °C, 

pH 5.8). Notamment, les MVs sont principalement libérées au cours de la phase exponentielle de 

croissance comme précédemment observé chez d’autres bactéries telles que les Pseudomonas (Baeza 

et al., 2021 ; Pérez‐Cruz et al., 2021). Une analyse protéomique par spectrométrie de masse, nous a 

permis de détecter près de 810 protéines associées aux fractions vésiculaires de L. casei BL23. Parmi 

ces protéines, un nombre significatif de protéines de phages et de protéines de la paroi bactérienne a 

été identifié suggérant ainsi leur implication dans la biogenèse des vésicules.  

 

Afin de compléter le travail de caractérisation des MVs de L. casei BL23, il serait intéressant d’étudier 

la composition lipidique de leur membrane. Les premiers résultats d’une analyse réalisée avec la 

plateforme de lipidomique de Dijon nous ont permis de montrer que les MVs de L. casei BL23 ont une 

composition en phospholipides très similaire à la composition de la membrane cytoplasmique avec 

plus de 90 % de phosphatidylglycérols. Toutefois, aucune cardiolipine n’a été détectée dans les MVs 

de L. casei BL23 contrairement à la membrane cytoplasmique qui contient 5 % de cardiolipines 

(résultats non publiés et non présentés dans ce manuscrit). Ces analyses doivent encore être répétées 

pour avoir des triplicats biologiques. Notons que ces résultats sont conformes aux observations 

précédemment réalisées chez des streptocoques de groupe A (Resch et al., 2016). Les mécanismes 

expliquant l’absence de cardiolipines dans les MVs de bactéries n’ont toutefois pas encore été élucidés. 

Cependant, il a été montré que les cardiolipines entrainent de fortes déstabilisations des vésicules 

formées de phosphatidylcholine, suggérant ainsi que les cardiolipines peuvent être exclues lors de la 

biogenèse des MVs bactériennes (Tomšiè et al., 2005). Il serait intéressant d’étudier la localisation des 

cardiolipines dans les membranes de L. casei BL23 au cours de la croissance, afin de comprendre plus 

précisément les mécanismes mis en jeu lors de leur exclusion des vésicules bactériennes. En effet, il a 

été montré chez Bacillus subtilis que les cardiolipines sont préférentiellement localisées au niveau des 

speta de division et aux pôles des bactéries (Strahl and Errington, 2017). Or, il est connu que les 

vésicules peuvent se former au septum de division comme observé chez plusieurs bactéries telles 

Salmonella Typhimurium ou encore Acinetobacter baumannii (Deatherage et al., 2009 ; Koning et al., 

2013). Cette contradiction suggère ainsi que les cardiolipides sont exclues de manière spécifique des 

vésicules bactériennes ou bien que leur formation au niveau des septa de division est un mécanisme 

de biogenèse minoritaire.  

 

Il serait également intéressant de caractériser la taille, la quantité et la composition des MVs libérées 

par L. casei BL23 cultivées en présence de stress (température, pH, antimicrobiens) ou sous forme de 

biofilm. En effet, il a été montré que la composition et la quantité de vésicules produites par des 

souches de L. casei et L. plantarum est fortement impactée par le pH, la vitesse d’agitation et la 

présence d’oxygène lors de la culture (Müller et al., 2021). De même, la taille et la composition des 

vésicules produites par les biofilms peuvent différer de celles produites par les bactéries planctoniques 

(Schooling and Beveridge, 2006; Toyofuku et al., 2012). Ces variations de la taille, de la quantité et de 
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la composition des vésicules peuvent ainsi permettre la mise en évidence de nouveaux mécanismes 

de biogenèse et peuvent également être utilisées pour optimiser les activités des vésicules. Par 

exemple, il a été montré que l’effet anti-inflammatoire des vésicules de L. casei et de L. plantarum a 

pu être optimisé en modifiant les conditions de culture de ces bactéries (Müller et al., 2021). 

 

Biogenèse des vésicules membranaires de Lacticaseibacillus casei BL23 

Ce travail de thèse a permis de démontrer la contribution du prophage PLE2 dans la production des 

vésicules membranaires par L. casei BL23 en absence ou en présence de stress génotoxiques. 

Notamment, nous avons montré que l’induction spontanée du prophage PLE2 est responsable d’une 

partie significative de la production de vésicules. Ces résultats sont cohérents avec la présence 

importante de protéines phagiques dans les fractions vésiculaires de L. casei BL23 (Domínguez Rubio 

et al., 2017). De plus, l’implication de séquences phagiques dans la production de vésicules a 

également été observée chez d’autres bactéries à Gram positif dont Bacillus subtilis et Lactococcus 

lactis (Liu et al., 2022a, 2022b; Toyofuku et al., 2017a). Le rôle des systèmes holine-endolysine dans la 

production de vésicules par les bactéries a été démontré dans ces différents travaux. En effet, les 

holines sont des protéines qui s’autoassemblent dans les membranes pour former des canaux 

permettant aux endolysines (ou hydrolases du pepdidoglycane phagiques) d’accéder au 

peptidoglycane. Ainsi, la dégradation localisée du peptidoglycane créée des perforations de la paroi 

par lesquelles bourgeonnent les membranes, ce qui conduit à la libération de vésicules. Notre travail 

a permis de montrer que les prophages PLE1, PLE2 et PLE3 de L. casei BL23 possèdent des systèmes 

holine-endolysines exprimés dans les conditions standards de croissance et en présence de stress 

génotoxiques, qui contribuent à la production de vésicules. Dans ce contexte, ces résultats suggèrent 

que les systèmes holine-endolysine pourraient être utilisés pour augmenter la production de vésicules 

de manière inductible dans des souches industrielles par exemple. En effet, nous pourrions envisager 

à l’avenir de développer des souches produisant des vésicules membranaires de manière inductible 

grâce à l’introduction de systèmes holine-endolysine dans les génomes. 

 

Afin de compléter ce travail, il serait intéressant d’identifier les déterminants moléculaires mis en jeu 

dans l’interaction entre les différents prophages de L. casei BL23 et leurs rôles sur la biogenèse des 

vésicules. En particulier, le comportement satellite des prophages PLE1 et PLE3 vis-à-vis de PLE2 est à 

approfondir. Pour ce faire, nous pourrions essayer d’obtenir une souche de L. casei BL23 curée pour 

PLE2 et analyser les conséquences sur la réplication des autres prophages et sur la production de 

vésicules.  

 

Nos travaux montrent également que des mécanismes indépendants des phages sont mis en jeux dans 

la production des vésicules. En particulier, la présence importante d’hydrolases du peptidoglycane 

(PHGs) dans les fractions vésiculaires suggère leur implication dans la biogenèse des vésicules de L. 

casei BL23. En effet, les PHGs ayant un impact direct sur l’intégrité de la paroi, elles pourraient être 

impliquées dans la libération de vésicules (Devos et al., 2017; Pollacka, 1992a). De plus, il a été montré 

chez Bacillus subtilis que des MVs sont libérées de manière plus importante en présence de stress 

(surfactant, choc froid, carence nutritionnelle, déficience en oxygène) en raison de l’augmentation de 

l’expression de plusieurs PHGs (Abe et al., 2021). De même, il est possible que l’induction de 

l’expression des PHGs chez L. casei BL23 puisse contribuer à la production de vésicules par les bactéries 

de manière indépendante des prophages. Afin d’étudier la contribution des PHGs dans la production 

de vésicules, il serait intéressant de déterminer la quantité de vésicules libérées en absence et en 
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présence de stress, par des souches mutées pour des gènes codants différentes PHGs. Nous pourrions 

notamment analyser les souches mutantes DDB003 à DDB009 construites dans le cadre de cette thèse.  

 

Nous pourrions également comparer la production de vésicules de L. casei BL23 à d’autres 

Lacticaseibacillus telles que L. paracasei ATCC334. En effet, L. casei BL23 et L. paracasei ATCC334 sont 

des souches génétiquement très proches qui diffèrent principalement par la présence d’éléments 

génétiques mobiles (prophages, transposons) et par la présence du plasmide pLSEI1 dans la souche L. 

paracasei ATCC334 (Cai et al., 2009). De plus, nous disposons à l’UMR PAM d’une banque de mutants 

de L. paracasei ATCC334 obtenue par intégration aléatoire de transposons dans le chromosome 

bactérien (Palud et al., 2018). Afin d’identifier les gènes impliqués dans la production de vésicules, 

nous pourrions réaliser un criblage de cette banque en utilisant une stratégie similaire à celle 

précédemment réalisée pour l’analyse des banques d’Escherichia coli (Kulp et al., 2015; McBroom et 

al., 2006). Cette stratégie de criblage repose sur la détection du LPS des OMVs libérées dans les 

surnageants de culture par les bactéries cultivées en microplaques de 96 puits. De cette manière, les 

auteurs ont pu identifier près de 150 gènes impliqués dans la production d’OMVs par Escherichia coli 

(Kulp et al., 2015; McBroom et al., 2006). Dans le cas des lactobacilles, la quantification des MVs 

(dépourvues de LPS) pourrait être réalisée par marquage avec des sondes lipophiles fluorescentes (ex. 

diphenylhexatriene, FM 1-43). Ainsi, l’intensité de fluorescence émise par les MVs marquées 

permettrait de quantifier les vésicules présentes dans les surnageants de culture. Le criblage de la 

banque de mutant de L. paracasei ATCC334 et l’identification des gènes impliqués dans la production 

de vésicules constituerait ainsi une avancée majeure dans l’étude de la biogenèse de vésicules de 

lactobacilles. 

 

Rôle des vésicules membranaires de Lacticaseibacillus casei BL23 

Dans cette partie du travail, nous avons souhaité identifier les rôles joués par les vésicules 

membranaires de L. casei BL23. Nous nous sommes principalement intéressés à leurs activités 

probiotiques notamment antimicrobiennes et immunomodulatrices.  

 

Notre travail a permis de montrer pour la première fois que les vésicules libérées par L. casei BL23 

présentent une activité antibiofilm contre plusieurs bactéries pathogènes et bactéries d’altérations 

parmi lesquelles S. Enteritidis, H. alvei, C. freundii, S. aureus, B. subtilis, S. epidermidis et E. faecalis. 

En particulier, les vésicules de L. casei BL23 impactent de manière plus importante la formation de 

biofilms par S. Enteritidis, sans être associées à une activité bactéricide ou bactériostatique. De plus, 

nous avons montré que les MVs de L. casei BL23 n’ont pas d’effet sur les biofilms matures ou en cours 

de maturation de S. Enteritidis, mais sont capables d’inhiber les étapes précoces de la formation des 

biofilms. Enfin, nos travaux ont permis de démontrer que l’activité antibiofilm des MVs de L. casei BL23 

est liée à leur contenu protéique. Notamment, deux PGHs ont pu être associées à cette activité 

antibiofilm. À l’avenir, il serait intéressant de poursuivre le travail d’identification des déterminants 

moléculaires responsables des activités antibiofilms des vésicules. En particulier, nos résultats 

suggèrent que la protéine LCABL_21960 puisse être directement impliquée dans l’activité antibiofilm 

des vésicules de L. casei BL23. C’est pourquoi, nous pourrions tenter d’induire l’expression de cette 

PGH dans des souches d’Escherichia coli adaptées à l'expression de gènes hautement toxiques afin de 

pouvoir purifier cette protéine et tester son rôle dans la formation du biofilm de S. Enteritidis (Saïda 

et al., 2006).  



220 
 

Il serait également intéressant de trouver des conditions de culture permettant d’optimiser l’activité 

antibiofilm des vésicules de L. casei BL23. En effet, il a été montré que la modification des conditions 

de culture des lactobacilles peut impacter la composition et la quantité de vésicules libérées (Müller 

et al., 2021). Notons que l’identification des protéines responsables des activités antibiofilm 

permettrait de faciliter ce travail d’optimisation. De plus, nous pourrions alors envisager le 

développement de souches de L. casei libérant des vésicules chargées de protéines aux propriétés 

antibiofilms. Actuellement, les surnageants industriels de fermentation sont généralement détruits. 

Notre travail suggère que les vésicules de probiotiques présentes dans ces déchets de fermentation 

pourraient être valorisées et utilisées pour leurs propriétées antimicrobiennes et antibiofilms. Cette 

idée est renforcée par le fait que les vésicules d’autres espèces de lactobacilles ont été associées à des 

activités antimicrobiennes. Notamment, il a été montré que les MVs de L. acidophilus sont enrichies 

en peptides antimicrobiens capables d’inhiber la croissance d’autres bactéries (Dean et al., 2020). De 

même, les MVs de L. plantarum présentent une forte activité bactéricide sur la bactérie d’altération 

Shewanella putrefaciens (Lee et al., 2021).  

 

De nombreux travaux de la littérature ont montré que les MVs bactériennes sont présentes en grande 

quantité et jouent un rôle important dans la formation des biofilms (Beveridge et al., 1997; Berleman 

et al., 2014; Turnbull et al., 2016b). Notamment, les vésicules sont une voie importante de libération 

d’ADN extracellulaire qui est impliqué dans la structuration de la matrice des biofilms (Campoccia et 

al., 2021). À ce jour, la présence de MVs dans les biofilms de lactobacilles a été très peu étudiée et la 

majorité des observations ont été réalisées avec des biofilms de L. reuteri (Grande et al., 2017, p. 

17938; Maccelli et al., 2020; Puca et al., 2019). De plus, les rôles joués par les vésicules au sein des 

biofilms de lactobacilles sont encore inconnus. Dans le cadre de nos travaux, nous avons montré que 

les vésicules de L. casei BL23 ont une activité antibiofilm contre certaines bactéries pathogènes et 

certaines bactéries d’altération. Toutefois, la présente d’ADN dans les vésicules de L. casei BL23 

suggère qu’elles puissent également favoriser la formation du biofilm bactérien (Domínguez Rubio et 

al., 2017). C’est pourquoi nous pourrions étudier l’impact des MVs de L. casei BL23 sur la formation 

des biofilms d’autres lactobacilles telles que L. paracasei ATCC334 et L. rhamnosus GG. En effet, il est 

possible que les vésicules contribuent à sélectionner les bactéries présentes dans le biofilm, en 

excluant certaines bactéries et en favorisant d’autres bactéries génétiquement proches. Cette 

hypothèse est renforcée par le fait que les lactobacilles sont connues pour leurs activités antibiofilm 

dirigées contre certaines bactéries pathogènes (Carvalho et al., 2021). Les anticorps dirigés contre les 

vésicules de L. casei BL23 que nous avons développés dans le cadre de cette thèse pourront être 

utilisés afin de visualiser les vésicules au sein de différents biofilms par des approches d’immunogold 

ou d’immunofluorescence. De cette manière, nous pourrions identifier la nature des interactions entre 

les vésicules de L. casei BL23 et les différentes bactéries présentes dans les biofilms (bactéries 

pathogènes, bactéries d’altération ou encore lactobacilles). 

 

Un travail de caractérisation plus générale pourrait également être fait en comparant la taille, la 

quantité et la composition (protéique et lipidique) des vésicules produites par les lactobacilles cultivés 

en biofilm avec les vésicules produites en condition planctonique. Cette caractérisation pourrait ainsi 

permettre de mettre en évidence le rôle de certaines protéines sécrétées par les vésicules dans les 

biofilms. Par exemple, les travaux du laboratoire ont montré que L. paracasei ATCC334 surexprime la 

protéine GroEL lorsque les bactéries sont présentes dans un biofilm. De plus, il a été montré que GroEL 

est présente dans les vésicules de nombreuses espèces de lactobacilles (Al-Nedawi et al., 2015; 
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Domínguez Rubio et al., 2017). Ainsi, la sécrétion importante de GroEL par les MVs dans les biofilms 

pourrait participer à la formation et au mode de vie biofilm. Les anticorps anti-GroEL que nous avons 

développés dans le cadre de cette thèse pourront être utilisés pour vérifier cette hypothèse par des 

expérimentations d’immunoempreinte et d’immunofluorescence.  

 

Comme expliqué précédemment, notre travail a permis de montrer l’effet inhibiteur de vésicules de L. 

casei BL23 sur la formation de biofilm de S. Enteritidis dans un modèle en plaque de polystyrène. Afin 

de compléter ce travail, nous pourrions également analyser les effets des vésicules sur d’autres 

surfaces abiotiques (acier, verre, polyester) ainsi que sur des surfaces biotiques. En particulier, il serait 

intéressant de déterminer si les MVs de L. casei BL23 ont un effet in vivo (souris, poisson-zèbre) sur la 

colonisation du tractus gastro-intestinal par S. Enteritidis. De même, l’effet des vésicules sur 

l’adhésion, l’invasion et la réplication de S. Enteritidis dans des modèles cellulaires in vitro 

(monocytes THP-1, lignée épithéliale HT-29) pourraient être étudié. En effet, la réduction de 

l’attachement aux surfaces due à l’activité des vésicules pourrait se traduire par la diminution de la 

capacité infectieuse de S. Enteritidis. Les anticorps dirigés contre les vésicules de L. casei BL23 que nous 

avons développés pourront être utilisés afin d’approfondir l’analyse des interactions entre les 

vésicules, S. Enteritidis et les cellules de l’hôte. Notamment, des immunofluorescences pourraient être 

réalisées afin de déterminer si les vésicules de L. casei BL23 sont internalisées par les cellules 

épithéliales (HT-29) comme précédemment décrit pour L. rhamnosus et L. plantarum (Bajic et al., 2020; 

Champagne-Jorgensen et al., 2021b). Les voies d’internalisation pourraient ensuite être identifiées en 

utilisant des inhibiteurs d’endocytose (ex. dynasore, chlorpromazine) (Bajic et al., 2020, p. 29; 

Champagne-Jorgensen et al., 2021b; Morishita et al., 2021).  

 

Plus largement, l’étude du rôle des vésicules dans la communication avec les cellules de l’hôte est une 

thématique que nous pourrions également approfondir. Nos résultats et les travaux publiés par Bäuerl 

et al. (2020) ont montré que les vésicules de L. casei BL23 ont un rôle de régulation modéré dans un 

modèle de macrophages dérivés de monocytes THP-1 et dans des lignées de cellules épithéliales HT-

29. Toutefois, il a été montré que l’activité immunomodulatrice des MVs libérées par les lactobacilles 

peut varier selon les conditions dans lesquelles elles sont cultivées (Müller et al., 2021). C’est pourquoi 

il serait intéressant d’essayer d’optimiser les activités bénéfiques de ces vésicules en modulant la 

composition des milieux, les paramètres physico-chimiques de culture ou le mode de vie des bactéries 

(planctonique, biofilm). Les voies de signalisation, les récepteurs activés dans les cellules de l’hôte et 

les mécanismes de régulation mis en jeux par les vésicules pourraient être ensuite étudiés. Par 

exemple, les quantités importantes d’ARN dans les fractions vésiculaires de L. casei BL23 (Domínguez 

Rubio et al., 2017) pourraient moduler l’expression génétique des cellules de l’hôte par un phénomène 

de silencing comme précédemment décrit pour les vésicules de L. plantarum (Yu et al., 2022). 
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ANNEXES 
1. Matériel Supplémentaire (Article 1) 
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2. Demande de Brevet d’Invention 

 



274 
 

  



275 
 

  



276 
 

 

Titre : Biogenèse et rôles des vésicules membranaires de la bactérie à Gram positif Lacticaseibacillus casei BL23 

Mots clés : Vésicules membranaires, probiotiques, prophages, biofilms 

Résumé : Les bactéries à Gram positif de l’espèce 

Lacticaseibacillus casei (anciennement appelée 

Lactobacillus casei) sont des bacilles fermentaires 

présents dans les produits laitiers qui sont connus pour 

leurs propriétés anti-inflammatoires et leurs effets 

bénéfiques dans la lutte contre les pathogènes. 

Comme tous les organismes vivants, L. casei produit 

des nanostructures de 20 à 400 nm de diamètre 

délimitées par une membrane lipidique appelées 

vésicules membranaires (MVs). Les MVs ont été 

décrites comme pouvant contenir divers constituants 

cellulaires et exercer de multiples fonctions. Toutefois, 

malgré l’intérêt croissant accordé aux MVs de bactéries 

à Gram positif ces 10 dernières années, les mécanismes 

de biogenèse et les rôles exercés par ces vésicules 

restent encore peu caractérisés. Dans ce contexte, ce 

projet de thèse a pour objectifs (i) de caractériser les 

MVs libérées par la souche BL23 de L. casei, 

(ii) d’identifier les mécanismes de biogenèse et enfin 

(iii) d’étudier les rôles exercés par ces MVs. Dans ce 

travail, nous avons mis évidence la production de MVs 

par L. casei BL23 grâce à des analyses de microscopie 

électronique, puis la taille et la composition protéique 

des MVs purifiées ont été étudiées. Sur la base des 

résultats de caractérisation, le rôle des prophages de L. 

casei BL23 dans la biogenèse des MVs a été examiné 

par une approche de mutagenèse dirigée. L’ensemble 

de nos résultats suggèrent une contribution du 

prophage PLE2 dans la production des MVs par L. 

casei BL23 en l’absence ou en présence de stress 

génotoxiques. Par ailleurs, nous avons mis en évidence 

une activité antibiofilm des MVs de L. casei BL23 sur un 

panel de bactéries pathogènes et de bactéries 

d’altération. Ainsi, ces résultats ouvrent la voie à 

l’utilisation de MVs de L. casei dans la lutte contre la 

formation de biofilms bactériens. 
 

 

Title : Biogenesis and roles of the membrane vesicles of the Gram-positive bacterium Lacticaseibacillus casei BL23 
Keywords : Membrane vesicles, probiotics, prophages, biofilms 

Abstract : Gram-positive bacteria of the species 

Lacticaseibacillus casei (formerly known as 

Lactobacillus casei) are fermentative bacilli found in 

dairy products that are known for their anti-

inflammatory properties and beneficial effects 

against pathogens. Like all living organisms, L. casei 

produces nanostructures of 20 to 400 nm in diameter 

bounded by a lipid membrane called membrane 

vesicles (MVs). MVs have been shown to contain 

various cellular constituents and exert multiple 

functions. However, despite the growing interest in 

Gram-positive MVs over the past 10 years, the 

mechanisms of biogenesis and the roles played by 

these vesicles remain poorly characterized. In this 

context, the objectives of this thesis project are (i) to 

characterize the MVs released by the L. casei strain 

BL23, (ii) to identify the biogenesis mechanisms 

and finally (iii) to study the roles played by these MVs. 

In this work, we demonstrated the production of MVs 

by L. casei BL23 using electron microscopy, then the 

size and protein composition of the purified MVs 

were examined. Based on the characterization 

results, the contribution of L. casei BL23 prophages to 

the biogenesis of MVs was investigated by a site-

directed mutagenesis approach. Our results suggest a 

contribution of the PLE2 prophage in the production 

of MVs by L. casei BL23 in the absence or presence of 

genotoxic stress. Furthermore, we also showed that 

the MVs of L. casei BL23 exhibited an antibiofilm 

activity against several pathogenic and spoilage 

bacteria. These results pave the way for the use of 

MVs of L. casei BL23 to fight against the formation of 

bacterial biofilms. 
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