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Résumeé :

La tuberculose est une infection contagieuse des mammiféres causée par les mycobactéries du
complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Dans notre travail de These, nous avons réalisé une
revue de littérature portant sur le répertoire des entérocines, peptides antimicrobiens produits par
les bactéries du genre Enterococcus, reconnus pour leur capacité a inhiber la croissance de diverses
bactéries pathogénes dont le MTBC. Nous avons élaboré leur classification, qui est essentielle pour
comprendre la diversité et les propriétés uniques de chaque entérocine, leur synthése. Ces peptides
offrent des alternatives prometteuses en tant qu'agents antimicrobiens en médecines humaine et
vétérinaire. En paralléle, nous avons réalisé une étude expérimentale pour examiner les effets des
espéces d'Enterococcus sur la croissance de plusieurs espéces de MTBC. Nous avons utilisé 27
souches d’entérocoques et sept souches représentatives de quatre espéces de MTBC. Nos résultats
indiquent que neuf surnageants de culture acellulaire lyophilisés d'espéces entérocoques (CFCS) ont
inhibé la croissance de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), Mycobacterium africanum (M.
africanum), Mycobacterium bovis (M. bovis) et Mycobacterium canettii (M. canettii). Notre
proposition pour ce travail est que le "sécrétome" d'Enterococcus inhibe la croissance des principales
espéces de MTBC d'intérét médical. Egalement, nous avons étudié la possibilité d’interactions entre

| sur?2 23/10/2023, 09:26



:l CRER Urlll.-m I-\H-H_.I. H:*mll.r un

LI = N II Ll
" e N .. e =1 - u m s Sk -.I.l e ...l
[

..":ﬁ'l:-l'"i'*ll l'l"r'ﬁ-'.:'l'" ""'

TIIF.I -III. I Ilh:- III.

rl"rl"'#"’l

IIMFIU -

o 1 yre *\J ."' | '.' .y' # I Y n s
IASY |-|1F P &l . - I - -I_ LI. I n
. : x .:I-r

- | .m.....

“na doraprplentiet v mHIF gﬂﬁ' s wpEa g s =il o

= “afninrurn v i 1y ¢ r:i.'l-ch'mc-l-ﬂ B W

ST e A, APl e ST 101 m.;r*y.u!aq = e e A e

Al ot " o SE 0 0 ® i ne gl s mp g e, e gy peld o m Blpking
g s milferkis FeAdl e et il il friden el JETE w2 m B!
ey g™ e gt e, B g ' b SEARGc s b s v poye p—— -

SERARGA] SO mESn e Egep npmman AP = YA iy ==, .tEE e

-l lu.q‘".'--'!lw.u.,: I . L T

oORAE_L S gt R SRR R, e - -.-'-l demae gt mm g SEUERC LD
a P 2o SPTAE Ftifel el b= %, d gy et oy e A 2.0 0 2ot
=ra e Bfel "G AV PR e e 2UTECTF OEEAT T et e
== g e g o E L, B, ApEqim e g A = mgEeRag =g p e = e
= d T4 ® Bum b Ly s e U oEn” WP = | o o ST
= ad m w4 om0 s = Ao

. LI I II 'MII H-‘ - .I i .:I .III II' l Il I'I - i I\. I I. II . II.I



Detail de la soutenance https://adum.fi/as/detailSout.pl?imprimer=oui&mat=123517&pro...

le MTBC et les Candidate Phyla Radiation (CPR) connues pour infecter certaines espéces
d’Actinomycetes alors que rien n'a été publié pour le genre Mycobacterium. Nous avons investigué
190 souches cliniques de MTBC par analyse génomique et ensuite par microscopie électronique. Les
analyses informatiques ont détecté 27 reads assignés au CPR dont deux reads pécifiques et uniques
au CPR qui se trouvent dans deux souches de M. tuberculosis, dont I'étude en microscopie
électronique a montré la presence de structure simialire au CPR notamment dans la souche M.
tuberculosis Q6975. Dans une autre partie de notre Thése, nous nous sommes intéressés a la
localisation tissulaire de la tuberculose. Tout d'abord, nous avons investigué en collaboration les
biopsies laryngées prélevées chez un patient diagnostiqué avec une tuberculose laryngée, une
localisation rare de la tuberculose extra-pulmonaire. L'examen anatomopathologique a montré une
réaction inflammatoire granulomateuse associée a une nécrose caséeuse dans laquelle nous avons
identifié M. tuberculosis dans les macrophages en combinant [I'hybridation in situ et
I'immunofluorescence. Cette observation illustre que dans cette localisation inhabituelle de la
tuberculose, M. tuberculosis induit les lésions classiques de granulomes tuberculeux dans lesquels
I'’état de dormance de M. tuberculosis reste a investiguer. Cette observation nous a amené a
développer un modéle original de granulome supportant la dormance de M. tuberculosis. Pour se
faire, nous avons inoculé des cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMCs) avec M.
tuberculosis et nous avons contrélé les résultats post-infection. Quelques jours apres l'infection,
nous avons constaté la formation de structures cellulaires de type granulome; sur plusieurs jours,
nous avons observé une augmentation de la taille et du nombre de ces granulomes; ces derniers
étaient principalement composés de macrophages et de lymphocytes ; par ailleurs, nous avons
démontré que ce modele ex-vivo contenait du M. tuberculosis en phase dormante. Fonctionnalisant
ce modeéle, nous avons étudié |'effet de la méthylprednisolone sur M. tuberculosis dormante. Nous
avons évalué l'effet du méthylprednisolone (1-10 pg/ mL) sur les bacilles tuberculeux inactifs
présents dans notre modéle de granulome, nous avons remarqué une réactivation de M.
tuberculosis inactifs dans les granulomes traités par la méthylprednisologe par rapport aux
granulomes non traités.
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Résumeé

La tuberculose est une infection contagieuse des mammiferes causée par les
mycobactéries du complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Elle représente 1'une
des principales causes de déces dans le monde, avec environ 10.6 millions de nouveaux
cas et 1,6 million de déces en 2021. Elle se manifeste par une infections des poumons
(tuberculose pulmonaire), mais peut s'étendre a d'autres organes (tuberculose extra-
pulmonaire). Récemment, les dysbioses liées a la présence de MTBC ont été décrites, et
en particulier des interactions entre le MTBC et les entérocoques ont été rapportées

notamment par notre équipe.

Dans notre travail de Thése, nous avons réalisé une revue de littérature portant
sur le répertoire des entérocines, peptides antimicrobiens produits par les bactéries du
genre Enterococcus, reconnus pour leur capacité a inhiber la croissance de diverses
bactéries pathogenes dont le MTBC. Nous avons élaboré leur classification, qui est
essentielle pour comprendre la diversité et les propriétés uniques de chaque entérocine,
leur synthése, leurs mécanismes antibactériens ainsi que leurs diverses applications
actuelles et possibles notamment comme probiotiques. Ces peptides offrent des
alternatives prometteuses en tant qu'agents antimicrobiens en médecines humaine et
vétérinaire. En paralleéle, nous avons réalisé une étude expérimentale pour examiner les
effets des espéces d'Enterococcus sur la croissance de plusieurs especes de MTBC. Nous
avons utilisé 27 souches d'entérocoques et sept souches représentatives de quatre
especes de MTBC. Nos résultats indiquent que neuf surnageants de culture acellulaire
lyophilisés d'especes entérocoques (CFCS) ont inhibé la croissance de Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), Mycobacterium africanum (M. africanum), Mycobacterium

bovis (M. bovis) et Mycobacterium canettii (M. canettii). Notre proposition pour ce travail



est que le "sécrétome” d'Enterococcus inhibe la croissance des principales espéces de
MTBC d'intérét médical. Ceci complete les connaissances rapportées. Par ailleurs, ces
données suggeérent également la capacité du microbiote a moduler l'expression de la
tuberculose dans le tractus gastro-intestinal et la capacité a induire des effets
antituberculeux via les entérocoques, dans un contexte de connaissances, négligée le
tractus digestif comme porte d’entrée possible du MTBC. Egalement, nous avons étudié la
possibilité d'interactions entre le MTBC et les Candidate Phyla Radiation (CPR) connues
pour infecter certaines espéces d'Actinomycetes alors que rien n’a été publié pour le genre
Mycobacterium. Nous avons investigué 190 souches cliniques de MTBC par analyse
génomique et ensuite par microscopie électronique. Les analyses informatiques ont
détecté 27 reads assignés au CPR dont deux reads pécifiques et uniques au CPR qui se
trouvent dans deux souches de M. tuberculosis, dont I'étude en microscopie électronique
a montré la presence de structure simialire au CPR notamment dans la souche M.

tuberculosis Q6975.

Dans une autre partie de notre Thése, nous nous sommes intéressés a la
localisation tissulaire de la tuberculose. Tout d'abord, nous avons investigué en
collaboration les biopsies laryngées prélevées chez un patient diagnostiqué avec une
tuberculose laryngée, une localisation rare de la tuberculose extra-pulmonaire. L’examen
anatomopathologique a montré une réaction inflammatoire granulomateuse associée a
une nécrose caséeuse dans laquelle nous avons identifié M. tuberculosis dans les
macrophages en combinant l'hybridation in situ et l'immunofluorescence. Cette
observation illustre que dans cette localisation inhabituelle de la tuberculose, M.
tuberculosis induit les lésions classiques de granulomes tuberculeux dans lesquels I'état
de dormance de M. tuberculosis reste a investiguer. Cette observation nous a amené a

développer un modéle original de granulome supportant la dormance de M. tuberculosis.



Pour se faire, nous avons inoculé des cellules mononucléaires du sang périphérique
(PBMCs) avec M. tuberculosis et nous avons controlé les résultats post-infection. Quelques
jours apres l'infection, nous avons constaté la formation de structures cellulaires de type
granulome; sur plusieurs jours, nous avons observé une augmentation de la taille et du
nombre de ces granulomes; ces derniers étaient principalement composés de
macrophages et de lymphocytes ; par ailleurs, nous avons démontré que ce modéle ex-
vivo contenait du M. tuberculosis en phase dormante. Cette approche a permis de suivre
en temps réel I'évolution de la structure et de la dynamique des granulomes au cours de
leur formation, et de fournir des informations sur le statut de M. tuberculosis a l'intérieur
des granulomes, imitant ainsi la tuberculose latente. Fonctionnalisant ce modele, nous
avons étudié I'effet de la méthylprednisolone sur M. tuberculosis dormante. Nous avons
évalué l'effet du méthylprednisolone (1-10 pg/ mL) sur les bacilles tuberculeux inactifs
présents dans notre modele de granulome, nous avons remarqué une réactivation de M.
tuberculosis inactifs dans les granulomes traités par la méthylprednisolone par rapport

aux granulomes non traités.

En conclusion, ce travail de Theése nous a permis d'acquérir de nouvelles
connaissances et de développer de nouvelles applications pour l'interaction directe des
entérocoques avec le MTBC. Le role des entérocines et leur application dans l'inhibition
de la croissance du pathogéne ouvrent la voie a de nouvelles recherches en médecines
vétérinaire et humaine. En outre, nos résultats expérimentaux permettent de mieux
comprendre le role des corticostéroides dans la récurrence de la tuberculose, ce qui ouvre
de nouvelles perspectives dans la prévention et le traitement de cette maladie. Notre
Thése apporte un nouvel élément dans la compréhension du réle des corticoides dans la
rechute de la tuberculose qui est rapporté uniquement a l'inhibition de la réponse

immunitaire innée en particulier les macrophages.
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Abstract

Tuberculosis is a contagious infection in mammals caused by mycobacteria from
the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC). It ranks among the leading causes of
death globally, with approximately 10.6 million new cases and 1.6 million deaths in 2021.
The infection primarily affects the lungs (pulmonary tuberculosis) but can also spread to
other organs (extrapulmonary tuberculosis). Recently, dysbiosis related to the presence
of MTBC has been described, particularly interactions between MTBC and Enterococcus,

which have been reported by our team.

In our thesis work, we conducted a literature review on the repertoire of
enterocins, antimicrobial peptides produced by bacteria of the Enterococcus genus. These
peptides are recognized for their ability to inhibit the growth of various pathogenic
bacteria, including MTBC. We established their classification, essential for understanding
the diversity and unique properties of each enterocin, including their synthesis,
antibacterial mechanisms, and current and potential applications, notably as probiotics.
These peptides offer promising alternatives as antimicrobial agents in both human and
veterinary medicine. Additionally, we conducted an experimental study to examine the
effects of Enterococcus species on the growth of different MTBC species. We used 27
strains of Enterococcus and seven representative strains from four MTBC species. Our
results indicate that nine lyophilized cell-free culture supernatants (CFCS) of enterococcal
species inhibited the growth of Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium bovis, and Mycobacterium canettii. Our proposition is that the "secretome”
of Enterococcus inhibits the growth of major MTBC species of medical interest, adding to
the existing knowledge. Moreover, these findings suggest the gut microbiota capacity to

modulate tuberculosis expression and induce anti-tubercular effects via Enterococcus.



This highlights the little-known role of the digestive tract as a possible entrance point for

MTBC.

Furthermore, we explored the possibility of interactions between MTBC and
Candidate Phyla Radiation (CPR), known to infect certain Actinomycetes species, although
no publications have been published on Mycobacterium. We investigated 190 clinical
strains of MTBC through genomic analysis and electron microscopy. Genomic analysis
detected 27 reads assigned to CPR, including two specific and unique reads in CPR found
in two M. tuberculosis strains. Electron microscopy confirmed the presence of structures

resembling CPR, particularly in M. tuberculosis strain Q6975.

Another aspect of our thesis focused on the tissue localization of tuberculosis. We
collaborated to examine laryngeal biopsies from a patient diagnosed with laryngeal
tuberculosis, a rare form of extrapulmonary tuberculosis. Histopathological examination
revealed a granulomatous inflammatory reaction with caseous necrosis, in which M.
tuberculosis was identified within macrophages using in situ hybridization and
immunofluorescence. This observation indicates that in this uncommon site of
tuberculosis, M. tuberculosis induces classic tuberculous granulomas, with the dormancy
state of M, tuberculosis requiring further investigation. This led us to develop an original
granuloma model supporting M. tuberculosis dormancy. Peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were inoculated with M. tuberculosis, resulting in granuloma-like cellular
structures. Over time, these granulomas increased in size and number, primarily
consist‘ing of macrophages and lymphocytes. Importantly, this ex-vive model contained
dormant-phase of M. tuberculosis. By functionalizing this model, we studied the effect of

methylprednisolone on dormant M. tuberculosis. We observed reactivation of dormant M.
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tuberculosis in methylprednisolone-treated granulomas compared to untreated

granulomas.

In conclusion, this thesis work has expanded our knowledge and developed new
applications for the direct interaction between enterococci and MTBC. The role of
enterocins and their potential to inhibit pathogen growth open avenues for further
research in both veterinary and human medicine. Additionally, our experimental results
provide insights into the role of corticosteroids in tuberculosis recurrence, offering new
perspectives on disease prevention and treatment. Our thesis contributes a novel element
to the understanding of corticoid role in tuberculosis relapse, which was previously
attributed mainly to the inhibition of innate immune responses, particularly

macrophages.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis complex, Mycobacterium

tuberculosis, microbiota, enterocins, dormancy, granuloma, Enterococcus, bacteriocins.
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