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Bien que répandues dans les pays développés, les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (MICI), qui incluent la maladie de Crohn, ne sont que
partiellement comprises. Si leurs symptoémes sont désormais bien connus,
ces pathologies sont difficiles a diagnostiquer chez les patients, du fait de
'absence de biomarqueur et de notre méconnaissance concernant
I'étiologie de celles-ci. Il est cependant communément admis que ces
pathologies s'accompagnent de déséquilibres du microbiote intestinal,
appelés dysbioses. Qu'elles soient a l'origine ou la conséquence des MICI,
ces dysbioses, majoritairement étudiées par métagénomique, ne concernent
pas uniquement les bactéries du microbiote intestinal. En effet, les phages,
prédateurs naturels des bactéries, pourraient, comme quelques publications
en font I'nypothése, jouer un réle dans la maladie de Crohn.

L'objectif principal de ma thése aura été de dénombrer les phages, ainsi que
les vésicules extracellulaires (VE), également potentiellement impactées au
cours des MICI, dans les selles d'individus sains et de patients atteints de la
maladie de Crohn, afin de mieux comprendre leurs roles dans cette maladie.

Dans un premier temps, j'ai optimisé un protocole basé sur |'utilisation de la
microscopie par épifluorescence pour le dénombrement des Virus Like
Particles (VLPs), qui, dans le microbiote intestinal, correspondent en majorité
a des phages. Les selles d'individus sains et de patients atteints de la maladie
de Crohn en période de poussée ou de rémission ont ainsi été analysées. Le
ratio VLPs/bactérie s'est ainsi révélé étre 100 plus élevé chez les patients en
poussée par rapport aux individus sains, suggérant que les phages
intestinaux sont beaucoup plus nombreux chez les patients en poussée.

J'ai également mis au point un protocole de dénombrement des vésicules
extracellulaires, en utilisant le Videodrop (Myriade), un nouveau dispositif
optique basé sur I'Interferometric Light Microscopy (ILM). La mise au
point de ce protocole de dénombrement aura été I'occasion de comparer
les performances du Videodrop a deux appareils reposant sur I'utilisation
d'une technologie proche, le Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Bien
qu'ayant un seuil de détection plus élevé que les appareils NTA, ce qui
fait qu'une partie des vésicules ne peut pas étre détectée, le Videodrop
s'est révélé étre le plus pratique et le plus rapide d'utilisation des trois
appareils testés. Une augmentation d'un facteur trois de la médiane des
ratio VE/bactérie a été observé dans le groupe des patients en phase de
poussée par rapport aux individus sains.

Les résultats obtenus au cours de cette these mettent en lumiére
l'augmentation du nombre de particules virales dans les selles des
patients atteints de la maladie de Crohn au cours des phases de poussée.
Plusieurs hypotheses, qui restent a étre vérifiées, pourraient expliquer ces
résultats. Premierement, il est possible que I'inflammation intestinale soit
inductrice de prophages initialement présents au sein du microbiote.
D'autre part, une soudaine multiplication de virus dans le microbiote
intestinal pourrait conduire a une poussée inflammatoire. Si cette
augmentation du ratio VLPs/bactérie est spécifique de la maladie de
Crohn, ce qui reste a investiguer, cela pourrait permettre, a terme, la mise
au point d'un nouveau marqueur de cette pathologie.

Title : Bacteriophages and extracellular vesicles of the gut microbiota: development of new study tools and roles in

Inflammatory Bowel Disease (IBD)

Keywords : phages, vesicles, Crohn, microbiota, ILM

Although widespread in developed countries, chronic inflammatory bowel
diseases (IBD), which include Crohn's disease, are only partially understood.
Although their symptoms are now well known, these pathologies are
difficult to diagnose in patients, due to the absence of biomarkers and our
lack of knowledge regarding their etiology. However, it is commonly
accepted that these pathologies are accompanied by imbalances in the
intestinal microbiota, called dysbiosis. Whether they are the origin or the
consequence of IBD, these dysbiosis, mostly studied by metagenomics, do
not only concern the bacteria of the intestinal microbiota. Indeed, phages,
natural predators of bacteria, could, as some publications hypothesize, play
a role in Crohn's disease.

The main objective of my thesis was to enumerate phages, as well as
extracellular vesicles (EVs), also potentially impacted during IBD, in the stools
of healthy individuals and patients with Crohn's disease, in order to better
understand their roles in this disease.

First, | optimized a protocol based on the use of epifluorescence microscopy
for the enumeration of Virus Like Particles (VLPs), which, in the intestinal
microbiota, correspond in majority to phages. The stools of healthy
individuals and of patients with Crohn's disease in relapse or remission were
analyzed. The VLPs/bacteria ratio was found to be 100 times higher in the
stools of patients facing a flare than in healthy individuals, suggesting that
intestinal phages are much more numerous during the crises.

| also developed a protocol for enumerating extracellular vesicles, using
the Videodrop (Myriade), a novel optical device based on Interferometric
Light Microscopy (ILM). The development of this enumeration protocol
was an opportunity to compare the performance of the Videodrop to two
devices based on a similar technology, the Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA). Although it has a higher detection threshold than the NTA devices,
which means that some of the vesicles cannot be detected, the Videodrop
proved to be the most practical and fastest to use of the three devices
tested. A three-fold increase in the median EVs/bacteria ratio was
observed in the group of patients in the flare phase compared to healthy
individuals.

The results obtained during this thesis highlight the increase in the
number of viral particles in the stools of patients with Crohn's disease
during the flare phases. Several hypotheses, which remain to be verified,
could explain these results. First, it is possible that the intestinal
inflammation is an inducer of prophages initially present in the
microbiota. Second, a sudden increase in viruses in the gut microbiota
could lead to an inflammatory phase. If this increase in the VLPs/bacteria
ratio is specific to Crohn's disease, which remains to be investigated, this
could eventually lead to the development of a new marker for this
pathology.
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Avant-propos

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin

Bien qu’elles touchent pres de 200 000 personnes en France (Observatoire National des MICI,
page web, 21/3/22) et malgré leur prévalence dans les pays développés, les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (MICI), constituées de la maladie de Crohn et de la rectocolite hémorragique,

ne restent encore aujourd’hui que partiellement comprises.

La maladie de Crohn

La maladie de Crohn, d'origine encore mal connue, est une affection handicapante qui peut

toucher tous les segments du tube digestif, ainsi que certaines localisations extra digestives.

Sa physiopathologie repose sur un ensemble de facteurs génétiques et de facteurs
environnementaux. Bien que de nombreux génes de prédisposition soient connus (la mutation de
NOD2-CARDI5 est la plus fréquente) et que le tabagisme soit un facteur aggravant de la maladie
(Berkowitz et al. 2018, Ni et al. 2017), l'origine de cette derniére n'est pas encore élucidée. Sa
survenue est cependant corrélée au style de vie occidental et aux types de régimes qui lui sont
associés, plus riches en aliments gras, en sucres simples, en aliments transformés et plus pauvres en

fruits et légumes (Dixon et al. 2015, Dolan and Chang 2017, Reddavide et al. 2018).

Survenant a tout age, la maladie de Crohn est le plus souvent diagnostiquée entre 20 et 30
ans, avec une légere prédominance féminine. Caractérisée par une forte inflammation, dont la
localisation peut étre iléale, colique ou iléocolique dans la plupart des cas, cette maladie évolue par
crises avec des périodes de rémissions incompletes (Figure 1). De plus, cette pathologie, comme
toutes les MICI, se caractérise par la survenue de dysbioses, c'est-a-dire de déséquilibres observés

dans le microbiote intestinal par rapport a un état de santé stable.
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Figure 1. Les différents types de MICI. Tiré de (Yeshi et al. 2020).

(A) Différentes formes de la rectocolite hémorragique. (B) Différentes formes de la maladie de Crohn.

De nombreux symptomes peuvent caractériser la maladie de Crohn: des douleurs
abdominales, des diarrhées, un syndrome dysentérique, un syndrome abdominal aigu pouvant
simuler une appendicite aigué et d'autres signes généraux : fievre, fatigue, perte de poids, anorexie,
paleur, dyspnée, retard de croissance ou retard pubertaire chez les enfants et les adolescents, etc.
Cependant, le diagnostic ne repose pas sur un test spécifique mais sur la combinaison de données
cliniques, biologiques, endoscopiques (iléocoloscopie, endoscopie supérieure), histologiques et
d'imagerie. Les biopsies peuvent révéler |'état inflammatoire du tube digestif. L'absence de test
rapide spécifique au diagnostic de la maladie de Crohn rend le parcours de diagnostic parfois tres
long pour les patients, et retarde ainsi la mise en place d'un traitement adapté a ces derniers. Le
dosage de la calprotectine fécale (une glycoprotéine notamment produite par les polynucléaires
neutrophiles au cours de linflammation), permet cependant, en complément aux examens
endoscopiques, de détecter I'inflammation intestinale au cours des crises. La concentration de cette
protéine étant corrélée a l'activité inflammatoire (D'Haens et al. 2012, Mosli et al. 2015, Sipponen et

al. 2008), elle étre utilisée pour prédire la survenue de crises chez les patients (Mao et al. 2012).

Les complications de [l'inflammation sont nombreuses: la malnutrition, les anémies

inflammatoires et/ou carentielles et des retards de croissance chez I'enfant sont régulierement
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constatés chez les patients. Des complications telles que les occlusions intestinales aigués peuvent
également étre observées. De plus, des formes perforantes ou fistulisantes peuvent provoquer des
péritonites localisées ou généralisées, ainsi que des abces intra-abdominaux, anopérinéaux et des
fistules anopérinéales, entérales, vasculaires et entérocutanées. La survenue d'une d'atteinte colique
étendue évoluant depuis plus de 8 ans est également considérée comme un facteur de risque pour

la survenue d'un cancer colorectal.

Le premier traitement proposé est basé sur les corticoides, qui vont permettre une
amélioration rapide de la crise, en réduisant la douleur et la diarrhée, améliorant ainsi I'état général
du patient. Le traitement doit étre poursuivi pendant plusieurs semaines et son arrét doit étre

progressif.

En cas de résistance aux traitements par les corticoides dans les cas modérés et séveres de la
maladie de Crohn, des anticorps monoclonaux comme l'infliximab et I'adalimumab (tous deux anti-
TNF) ou l'ustekinumab (anti-IL) peuvent étre préconisés pour modérer I'inflammation. Ces anticorps
sont administrés par injection et peuvent provoquer des infections et des douleurs intenses. Le

méthotrexate, un immunosuppresseur, peut également étre administré par injection.

Une intervention chirurgicale peut étre nécessaire en cas de sténose, de perforation de
I'intestin, d'abces dans la cavité abdominale ou de fistule. Cette chirurgie consiste a retirer les parties
de l'intestin les plus touchées. La maladie de Crohn pouvant toucher toutes les parties de l'intestin,

des récidives peuvent se produire malgré I'intervention chirurgicale (VIDAL 2021).

La rectocolite hémorragique

La rectocolite hémorragique présente de nombreuses similitudes avec la maladie de Crohn,
dont son occurrence corrélée au style de vie occidental (Reddavide et al. 2018) et I'occurrence de
dysbioses intestinales liées. Sa principale différence porte sur sa localisation, moins diffuse dans
I'intestin et plus localisée vers la partie distale du colon (Figure 1). Son diagnostic reste également

difficile a établir.

L'évolution de la rectocolite hémorragique est imprévisible. Elle est caractérisée par des crises
successives de durée variable, entrecoupées de phases de rémission plus ou moins compléte.
L'inflammation peut rester localisée ou s'étendre plus en amont avec le temps (environ 50% des cas

apres 10 ans) (Figure 1). L'une des principales complications de la rectocolite hémorragique est la
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diarrhée aigué sévere, qui se caractérise par des évacuations sanguinolentes plus de six fois par jour,

le plus souvent associées a un amaigrissement, une fievre, une anémie et un syndrome inflammatoire.

Le diagnostic est déterminé par une rectosigmoidoscopie, voire une iléocoloscopie avec
biopsies. Certaines formes peuvent étre difficiles a différencier de la maladie de Crohn et la
gastroscopie permet alors |'établissement d'un diagnostic différentiel. Comme les patients atteints
de la maladie de Crohn, les patients atteints de rectocolite hémorragique sont traités par des

corticoides, des immunosuppresseurs et/ou des anticorps.

Le traitement chirurgical de la rectocolite hémorragique consiste a retirer la totalité du gros
intestin. En fonction de I'état de sa paroi interne, le rectum est conservé ou enlevé. En cas d'ablation,
les symptomes de la rectocolite hémorragique disparaissent définitivement. Apres I'ablation, la partie
terminale de I'iléon est rattachée au rectum ou a l'anus (si le rectum a été amputé). Dans ce cas, le
médecin crée une poche avant I'anus (appelée "réservoir iléal" ou "poche iléo-anale") ou les selles
s'accumulent avant d'étre émises. Ces traitements sont handicapants pour les patients. Apres
I'ablation, des complications peuvent survenir. En effet, les personnes qui ont eu l'iléon rattaché au

rectum ont un risque plus élevé de cancer du rectum et d’infection.

Les patients ayant eu I'iléon rattaché directement a I'anus peuvent souffrir d'une infection de
la poche iléo-anale. Lorsque cette infection ne peut étre endiguée par la prise d'antibiotiques, il peut
étre nécessaire de faire communiquer directement I'iléon avec la peau du ventre (“stomie" ou "anus
artificiel", qui nécessite le port de poches externes pour recueillir les selles). La stomie est nécessaire

chez environ 10% des personnes ayant subi une ablation du colon et du rectum (VIDAL 2022).

Objectifs de la these

Il est aujourd’hui admis que les MICI sont liées a des états dysbiotiques du microbiote
intestinal. Qu'elles soient a l'origine ou la conséquence de ces pathologies, ces dysbioses,
majoritairement étudiées d'un point de vue bactérien, pourraient également s'accompagner
d'importants changements au sein des communautés de bactériophages (ou « phages »), prédateurs
naturels des bactéries. En conséquence de l'inflammation et d'une concentration en phages
potentiellement plus élevées dans ces écosystemes, la production et le relargage de vésicules

extracellulaires (VE) dans le microbiote intestinal pourrait également étre favorisée.
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Les différences de concentrations en phages et en VE entre les selles d'individus sains et de
patients atteints de la maladie de Crohn n'ont que rarement été étudiées. Ce travail de thése a pour
objectif de dénombrer les phages et les VE au sein de selles de patients atteints de la maladie de
Crohn afin d'y observer d'éventuelles différences avec un groupe d'individus sains. Un protocole de
dénombrement des phages et des VE dans les filtrats fécaux humains a ainsi d étre mis au point.
Pour ce faire, le Videodrop, un nouvel appareil basé sur I'lnterferometric Light Microscopy (ILM) et
capable de détecter et de dénombrer certaines nanoparticules, a été utilisé. Développé par la société
Myriade, qui finance cette thése CIFRE, cet appareil n'avait encore jamais été testé et comparé a ses
concurrents sur des phages et des VE au commencement de ce projet. Au cours de ce travail de
these, le Videodrop a donc été comparé aux technologies déja existantes pour le dénombrement

des phages et des VE.
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1. Les phages

1.1. Historique de I'étude des phages

La présence de phages dans l'intestin n'a été décrite que deux ans apres leur découverte par
Frederick Twort (Twort 1915), lorsque Félix d'Hérelle (d'Herelle 1917) a indépendamment découvert
les phages ainsi que leur potentiel thérapeutique dans des selles de patients atteints de dysenterie.
Quelques années plus tard en Union Soviétique, les phages ont été utilisés pour traiter diverses
infections intestinales principalement causées par Vibrio cholerae (D'Herelle 1929) et Shigella spp
(Babalova et al. 1968). Cependant, le succes de ces traitements ne fut que partiel et 'avénement des
antibiotiques, qui se révélerent a la fois plus efficaces et plus rentables, conduisit au quasi-abandon
de la phagothérapie dans les pays occidentaux (Kutter et al. 2010). Avec l'augmentation de la
résistance bactérienne aux antibiotiques, la phagothérapie a récemment regagné en intérét,
alimentant les recherches sur la biologie fondamentale et appliquée des phages. La découverte
relativement récente de I'influence des phages dans les écosystemes bactériens aquatiques explique
également I'essor actuel des études sur les phages (Weinbauer and Rassoulzadegan 2004), ainsi que
la prise de conscience de la possible importance du réle des phages au sein du microbiote intestinal

et par conséquent, en santé humaine.

1.2. Classification des phages

Les phages présentent un diametre de capside compris entre 30 nm et 120 nm. La plupart
des phages appartiennent a I'ordre des Caudoviricetes et possedent une queue pouvant mesurer
jusqu'a 250 nm. La taille de leurs génomes varie entre ~3,5 kb (comme le phage MS2 d'Escherichia
coli, un Leviviridae a ARN simple brin (Fiers et al. 1976)) et ~540 kb (dans le cas du génome a ADN
double brin des LAK phages, des myophages de Prevotella spp. (Devoto et al. 2019). La classification
traditionnelle des phages était basée sur la morphologie de leur capside, la présence ou non d'une
queue et la composition de leur matériel nucléique (Figure 2). Cette classification permet de
distinguer les phages caudés en fonction de la morphologie de leur queue. On y retrouve ainsi les
myophages, dont la queue est rigide ; les siphophages, pour lesquels la queue est souple ; ainsi que
les podophages, qui possedent une courte queue. Cependant, cette classification traditionnelle ne
permet pas |'obtention de groupes monophylétiques, contrairement aux approches basées sur la
séquence des génomes. Ainsi, suite a I'essor des méthodes d'analyse génomiques et la découverte
de nombreuses nouvelles especes phagiques, la classification traditionnelle basée sur la morphologie

des virions fut progressivement abandonnée et remplacée par une méthode moléculaire de
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classification, basée sur le pourcentage de génes et de protéines partagés entre les especes (Turner,
Kropinski, and Adriaenssens 2021). Dans ce manuscrit, les familles taxonomiques définies sur des
criteres moléculaires sont désignées en italique. Celles qui ne le sont pas encore sont simplement

désignées par leur morphotype.

La plupart des phages intestinaux chez I'Humain sont des Microviridae (a génome ADN simple
brin) et des podophages (principalement des Crassphages, a ADN double brin) (Dutilh et al. 2014,
Guerin et al. 2018, Shkoporov and Hill 2019, Shkoporov, Khokhlova, et al. 2018). D'autres familles
phagiques sont également présentes dans le microbiote intestinal, comme les myophages, les

siphophages, les Tectiviridae, ainsi que les Inoviridae.
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Figure 2. Classification des phages basée sur la morphologie de leurs virions et la nature de leur matériel
génomique. Tiré de (Dion, Oechslin, and Moineau 2020).

Chaque type morphologique est représenté par un schéma et la photo (MET) d'un virion appartenant

a cette catégorie.
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1.3. Cycles de vie des phages

Dans l'intestin comme dans d'autres environnements, les phages peuvent étre distingués sur
la base de leur mode de vie, indépendamment de la taxonomie (Figure 3). Il existe différents types
de phages : les virulents, les tempérés et les chroniques. Les phages virulents accomplissent des
cycles lytiques, dans lesquels chaque infection est suivie de la production de virions et de la lyse de
la cellule hote. Cependant, dans certaines conditions, comme un stress nutritionnel, la multiplication
des phages virulents peut étre interrompue pendant une longue période. Ce phénomene, appelé
pseudolysogénie, reste mal décrit mais est soupconné d'exister dans I'environnement intestinal
(Baess 1971, Los and Wegrzyn 2012, Ripp and Miller 1997). Les phages tempérés peuvent quant a
eux réaliser deux types de cycles a travers le "choix de la lyse-lysogénie": I'infection est soit suivie
d'un cycle lytique, comme pour les phages virulents, soit d'un cycle lysogénique au cours duquel le
phage entre dans un état dormant et est appelé prophage. Dans cet état, des genes sont exprimés
pour maintenir la lysogénie et empécher la multiplication active du phage via la lyse bactérienne. Le
génome phagique se réplique passivement avec le génome bactérien. Suite a des signaux spécifiques
déclenchés le plus souvent par une modification de I'environnement, comme une modification du
pH ou de la température (Alves de Matos 2013, Choi, Kotay, and Goel 2010), une modification des
nutriments disponibles dans le milieu (Lemaitre et al. 2015), une exposition a des rayonnements UV
(Alves de Matos 2013) ou la présence d'antibiotiques (Humphrey, Stanton, and Jensen 1995, Masuda
and Kawata 1979), les prophages peuvent étre induits. Ce phénomene, appelé induction, entraine le
déclenchement du cycle lytique du phage et la lyse de la bactérie précédemment lysogene. Par
conséquent, lorsque I'on considere les phages intestinauy, il faut a la fois tenir compte des phages
libres et des prophages. L'inflammation, via la génération d’espéces réactives de |'oxygene dans
I'intestin, pourrait étre responsable de dégats infligés a '’ADN bactérien et ainsi induire certains

prophages (Diard et al. 2017, Kim and Bae 2016, Rigottier-Gois 2013).

Les phages filamenteux, quant a eux, réalisent un cycle chronique d'infection. Comme dans
le cycle lysogénique, certains de ces phages sont également soumis au « choix lyse-lysogénie ».
Contrairement aux phages virulents et tempérés, apres la synthése de nouveaux virions, les phages
filamenteux s'échappent de leur hote par des pores de petite taille, ce qui conduit rarement a la lyse

bactérienne.
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Figure 3. Cycles de vie des phages. Adapté de (Sausset et al. 2020).

La production de nouveaux virions est réalisée lors des cycles lytiques pour les phages caudophages
et Microviridae (cOté gauche de la figure, fleches brunes) ou par une infection chronique dans le cas des phages
filamenteux, ou Inoviridae (fleches bleues). Tous deux débutent par I'adsorption d'un virion sur une bactérie
hote et son infection (1). L'ADN phagique est ensuite répliqué et de nouveaux virions sont synthétisés (2). Lors
du cycle lytique, les nouveaux virions sont libérés au cours de la lyse bactérienne (3). Lors des cycles chroniques,
les nouveaux virions des phages filamenteux sortent des bactéries sans les lyser via un appareil de sécrétion
dédié (4). Les phages qui se reproduisent uniquement par des cycles lytiques sont dits virulents. Par opposition,
les phages tempérés, réalisent des cycles lytiques ou chroniques et sont capables de réaliser des cycles
lysogenes (fleches rose), a I'état de prophage (5). Ce prophage, intégré au génome bactérien ou a I'état
épisomal, est répliqué avec le chromosome bactérien tant que les bactéries se divisent (6). Chez certaines
bactéries, généralement lorsqu'elles sont soumises a un stress, le prophage est induit et le phage reprend un
cycle lytique ou chronique.

1.4. Le dénombrement et la caractérisation des phages

Si la composition phagique de nombreux écosystemes a été étudiée, le dénombrement
absolu des phages au sein du microbiote intestinal humain est encore parcellaire et souffre de biais

technologiques plus ou moins importants. La concentration en virions dans les selles d'individus sains
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ou de patients atteints de la maladie de Crohn n'a a ce jour encore jamais été déterminée,

notamment a cause du défi technologique que cela peut représenter.

Bien que nécessitant un appareillage onéreux, la microscopie électronique a transmission
(MET) est l'une des technologies privilégiées pour la détection des virions de phages. Basée sur
I'utilisation d'un faisceau d'électrons permettant I'obtention d'une résolution mille fois supérieure a
celle des microscopes optiques, la MET permet de visualiser avec une grande résolution des objets
nanomeétriques jusqu'a 0,2 nm (Acs, Gambino, and Brondsted 2020). Utilisée pour la premiere fois
pour l'observation de phages en 1940 (Ruska 1940), elle est aujourd'hui couramment utilisée pour
I'observation de virions, dont la concentration doit étre suffisamment élevée (~10%/mL). Si la MET
permet de caractériser la morphologie des phages étudiés avec précision, elle reste néanmoins peu
fiable concernant leur dénombrement (Ferris et al. 2002), du fait de la grande variabilité de I'efficacité
de la coloration préalable des phages et du caractére aléatoire de leur adsorption et de leur
répartition sur les grilles utilisées. La difficulté a différencier les phages non caudés d'autres objets
biologiques comme les vésicules extracellulaires est aussi un facteur limitant de l'utilisation de la MET

(Townsend et al. 2021).

D'autres méthodes de dénombrement des phages plus adaptées sont disponibles pour les
étudier. Pour en saisir leurs avantages et leurs limites, il est nécessaire de comprendre quelles en

sont leurs caractéristiques et fonctionnements.

1.4.1. Les méthodes classiques de dénombrement des phages

1.4.1.1. Les plages de lyse

La méthode la plus utilisée pour le dénombrement de phages est la détection de plages de
lyse produites par I'action lytique de phages sur un tapis bactérien. Dans une boite et sur une couche
de milieu gélosé adapté a la croissance bactérienne, un mélange de phages, de leur bactérie hote et
éventuellement d'un milieu gélose enrichi en nutriments et minéraux est déposé de fagon uniforme
au-dessus de la premiére couche de gélose. Aprés incubation de plusieurs heures a une température
adaptée a la croissance des bactéries, un tapis bactérien plus ou moins lysé apparait. Chaque plage
de lyse correspondant a la présence initiale d'un phage et leur comptage permet de déterminer la
concentration initiale de phages infectieux. Si cette méthode reste la plus répandue car simple a
réaliser et peu onéreuse, elle ne permet que le dénombrement des phages infectieux et ne tient pas

compte des potentiels agrégats phagiques ni des virions ayant perdu la capacité d'infecter leur hote
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(par exemple en s'adsorbant sur une vésicule ou une bactérie déja infectée). De plus, cette méthode
de dénombrement ne peut s'appliquer que pour les phages dont I'héte bactérien est identifié et

cultivable dans des conditions de laboratoire.

1.4.1.2. La réaction en chaine par polymérase quantitative (QPCR)

Basée sur I'amplification spécifique de fragments d’ADN d'un phage ciblé, la qPCR permet
une quantification précise et reproductible de phages connus (Acs, Gambino, and Brondsted 2020).
Brievement, son principe repose sur I'émission de fluorescence, proportionnelle a la quantité d’ADN
mesurée (Mackay, Arden, and Nitsche 2002). Malgré sa rapidité, cette méthode de dénombrement
ne peut s'appliquer qu’a des phages dont les génomes sont connus, puisqu’elle nécessite I'utilisation
d’amorces spécifiques. A l'inverse des espéces bactériennes, il n'existe aucun géne marqueur
spécifique des especes virales, ne permettant ainsi pas une détection globale de ces derniers au sein
d’'écosystemes par qPCR. Cependant, contrairement a la méthode des plages de lyse, la gPCR permet
le dénombrement des phages indépendamment de leur infectiosité (Peng, Nguyen, and Ghosh

2018).

1.4.2. Les méthodes optiques de dénombrement des phages

1.4.2.1. La microscopie a épifluorescence

Egalement basée sur la fluorescence, la microscopie a épifluorescence se caractérise par sa
capacité a marquer aspécifiquement toutes les particules virales d'un échantillon. Apres
déstabilisation des capsides phagiques par un choc thermique, celles-ci sont piégées par filtration
sur des membranes Anodisc (0,02 um) et marquées par un intercalant de I’ADN (le plus souvent un
marqueur de la famille des SYBR) (Kaletta et al. 2020, Suttle 2010). Le filtre ainsi marqué est fixé sur
une lame de microscopie et observé a I'aide d'un microscope a épifluorescence. Ce protocole,
relativement peu onéreux et rapide a exécuter, permet la détection et le dénombrement de
I'ensemble des particules virales au sein d'un échantillon complexe. Il présente néanmoins quelques
désavantages. En effet, Patrick Forterre et co-auteurs (Forterre et al. 2013) ont rapporté le marquage
de vésicules membranaires et de débris cellulaires contenant des acides nucléiques. Par ailleurs, la
détection de phages aux génomes de petite taille et/ou a ARN ou a ADN simple brin, comme les
Microviridae, peut s'avérer complexe. En effet, I'intensité de fluorescence détectée apres marquage

par des agents intercalant de I'’ADN (qui ne s'inserent donc dans les génomes a simple brin que grace
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a la conformation tridimensionnelle de celui-ci) est parfois difficile a différencier du bruit de fond de

fluorescence (Holmfeldt et al. 2012).

1.4.2.2. La cytométrie en flux a haut débit, ou « flow virometry »

Initialement développée pour l'identification et la caractérisation de cellules entiéres, la
cytométrie en flux repose sur la traversée de ces derniéres a travers le faisceau d'un laser. Plusieurs
signaux sont recueillis suite a ce passage, dont la lumiére diffusée, qui donne une information sur la
structure et la morphologie des cellules ; et la lumiere absorbée, qui renseigne sur la taille des objets
étudiés. Cette technologie a été adaptée comme systeme a haut débit (en faisant passer I'échantillon
par un capillaire) pour la réalisation de mesures de quantification de la concentration en particules
virales (Brussaard 2004, Brussaard, Marie, and Bratbak 2000). Comme pour la microscopie a
épifluorescence, ce sont les acides nucléiques des particules virales, qui, aprés marquage par un
agent fluorescent, peuvent étre différenciés du bruit de fond présent dans I'échantillon (Lippe 2018,

Rossi et al. 2015, Zamora and Aguilar 2018).

1.4.2.3. La technique de Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS)

La TRPS peut étre utilisée pour obtenir la distribution des tailles et la concentration en nanoparticules
d’un échantillon (Doyle and Wang 2019) et fonctionne selon le principe décrit dans la Figure 4. Cette
technologie se heurte a des problemes rendant parfois son utilisation peu pratique. En effet, elle repose sur
le passage des nanoparticules a travers des pores dont les dimensions doivent étre adaptées a celles des
particules analysées, ce qui n'est pas toujours possible dans le cas d'échantillons inconnus ou hétérogénes
en taille. Dans le cas contraire, les pores s'obstruent et, étant étirables, I'application d'une forte pression avec

un piston peut modifier leur dimension initiale (Turkki et al. 2021, van der Pol et al. 2014).
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Figure 4. Principe de la TRPS. Tiré de (Coumans et al. 2014).

Dans un milieu conducteur, lorsqu'une particule non conductrice passe a travers un pore, il en résulte
une bréve augmentation de la résistance électrique du pore. Cette augmentation est mesurée en contrdlant le
courant électrique a travers le pore. (A) montre une représentation schématique d'un pore avec une particule
passant de la position a a la position d. (B) montre le courant mesuré suite au passage d'une particule se
déplagant a travers le pore, les lettres a-d correspondant aux positions a-d de la particule en (A). La différence
de résistance du pore mesurée lors du passage de la particule est dépendante du rayon hydrodynamique de

celle-ci.

1.4.2.4. La Dynamic Light Scattering (DLS)

La DLS repose sur l'illumination de I'échantillon par un laser et sur les variations d'intensité
de la lumiere diffusée par les particules. Ces fluctuations permettent de calculer le coefficient de
diffusion des nanoparticules. Cette donnée permet de déterminer le mouvement brownien des
particules, directement corrélé a leur rayon hydrodynamique, qui équivaut au rayon réel d'une sphere
théorique ayant le méme coefficient de diffusion que la particule observée et qui suivrait ainsi un
mouvement brownien moyen identique (Figure 5) (Doyle and Wang 2019). Il est a noter que
I'intensité de la lumiere diffusée est proportionnelle a la puissance six du rayon des particules (Figure
6), ce qui rend la lumiere diffusée des plus petites particules difficile a détecter, en particulier dans
les mélanges ou les tailles sont hétérogenes : les petites particules sont dissimulées par la lumiére
diffusée par les plus grosses particules. Ce phénomeéne s'appelle « I'effet d'écran », ou « effet de

masquage » (Doyle and Wang 2019, Filipe, Hawe, and Jiskoot 2010, Palmieri et al. 2014).
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Figure 5. Variations d'intensités de particules de différentes tailles, utilisées par la DLS. Tiré de (Falke S. 2019).
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Figure 6. Expression de l'intensité de la lumiere diffusée |

Ou lp = intensité du laser ; A = longueur d’onde du laser; 8 = angle de diffusion; s = distance avec la

particule; n = indice de réfraction du milieu; r = rayon hydrodynamique de la particule

1.4.2.5. L'analyse de suivi des nanoparticules (NanoTracking Analysis ou NTA)

L'analyse NTA est, a ce jour, I'une des techniques les plus utilisées pour I'étude des
nanoparticules et peut servir au denombrement et a la détermination des tailles des phages (Kaletta
et al. 2020). De méme que pour la DLS, la trajectoire des nanoparticules dans un volume défini est
suivie grace a la lumiére diffusée lors de l'illumination par un laser. L'application de la relation de
Stokes-Einstein (Figure 7) permet la détermination des tailles des particules (Einstein 1905, William
1904). Le ZetaView (Particle Metrix, Allemagne) et le NanoSight (Malvern, Royaume-Uni) sont deux
appareils reposant sur le NTA. Bien qu'ils soient basés sur le méme principe, le ZetaView et le
NanoSight présentent des différences importantes dans le dispositif optique et les logiciels d’analyse
du signal (Bachurski et al. 2019). Par exemple, dans le cas du NanoSight, un flux est appliqué a
I'échantillon par un systeme de pompe et de seringue, alors que I'échantillon est statique lors de
I'acquisition par le ZetaView. Le ZetaView donne des mesures de concentrations plus précises pour
les nanospheres de polystyréne et pour les vésicules extracellulaires isolées du sang ou de
surnageants de cultures de cellules de Hodgkin (Bachurski et al. 2019). Le NanoSight fournit quant a
lui des distributions de tailles plus proches des mesures réalisées en MET (Bachurski et al. 2019). Une
étude de comparaison entre la DLS et le NTA a par ailleurs montré que le NTA est la plus précise des
deux méthodes pour le dénombrement de billes de plastique calibrées (Filipe, Hawe, and Jiskoot
2010). Le NTA est cependant limité par l'effet d'écran dans les échantillons contenant des

nanoparticules de tailles hétérogenes. Malgré leurs nombreux avantages, les techniques basées sur
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le NTA sont relativement chronophages a cause du mode d’insertion des échantillons. Ces appareils
sont sujets a la présence de bulles d'air dans leurs circuits. Difficiles a éviter lors de I'introduction des
échantillons et parfois difficiles a déloger, ces bulles rendent toute analyse impossible tant qu'elles
sont présentes. De plus, ces appareils se déreglent facilement a cause de leur sensibilité aux
vibrations, méme faibles. Ces limitations les rendent peu pratiques pour une utilisation sur de

nombreux échantillons.

D= kT
~enru

Figure 7. Equation de Stokes-Einstein

Ou D = coefficient de diffusion; k = constante de Boltzmann; T = température; r = rayon

hydrodynamique de la particule; p = viscosité du milieu

1.4.2.6. L'Interferometric Light Microscopy (ILM)

Le Videodrop, I'un des derniers appareils arrivés sur le marché du dénombrement et de la
caractérisation de tailles des nanoparticules, se veut justement d'étre rapide, fiable et simple
d'utilisation. C'est la société Myriade qui le développe (Figure 8B) et qui finance ma these CIFRE. Cet
appareil a été développé a partir d'un interférometre (Boccara et al. 2016, Roose-Amsaleg et al. 2017)
utilisé pour dénombrer les nanoparticules dans différents fromages (Dugat-Bony et al. 2020) et dans
des échantillons marins prélevés lors d'une mission de Tara Oceans (Boccara et al. 2016). Comme les
appareils basés sur le NTA, I'IlLM utilise le mouvement brownien et 'application de la relation de
Stokes-Einstein pour calculer les distributions de tailles des particules analysées. Cependant, ce n'est
pas un laser mais une simple LED qui éclaire les échantillons. Un microscope a transmission a champ
clair est utilisé comme interférometre homodyme pour détecter les nanoparticules, sur la base des
interférences créées par la lumiere diffusée par celles-ci (Figure 8A). L'ILM est innovante par rapport
a l'interférométrie classique dans la mesure ou elle utilise une source lumineuse incohérente. Ainsi,
la combinaison des ondes lumineuses résulte en |'addition des intensités de celles-ci. Par opposition,
la combinaison d'ondes cohérentes crée des interférences, a l'origine d'un bruit de fond. L'ILM
permet ainsi une soustraction simplifiée du bruit de fond des images acquises. L'un des avantages
du Videodrop par rapport aux technologies baséees sur le NTA est que la détection du signal diffusé
n'‘est pas corrélee a lintensité de celui-ci, mais a sa racine carrée, faisant ainsi passer la
proportionnalité du signal d'une puissance 6 du rayon hydrodynamique a une puissance 3. Cette
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différence notable permet, en théorie, la détection de nanoparticules de plus petits diameétres en ILM

gu’en NTA et en DLS, ainsi qu'un effet d'écran moins important.

En fonction de la durée pendant laquelle elle est détectée, chaque particule est classée
comme « suivie » ou uniquement « détectée » par le logiciel d'analyse du Videodrop, dénommé qyir.
Que les particules soient uniquement détectées ou suivies, elles contribuent au dénombrement au
sein des échantillons. Le diametre hydrodynamique (corrélé a la taille des particules) n'est calculé
qu'a partir des particules qui ont pu étre suivies par le logiciel sur un nombre d'images imposé
(Figure 8C). Un travail récemment publié par Vesa Turkki et co-auteurs a montré que le Videodrop
permet le dénombrement relatif de vecteurs lentiviraux (~100 nm), d'adénovirus (d'un diametre de
76 nm) et de baculovirus (300 x 50 nm) (Turkki et al. 2021). Cependant, le Videodrop a tendance a
sous-estimer les concentrations de ces objets par rapport aux procédures classiques de titrage, en
particulier pour les adénovirus (Turkki et al. 2021). Au cours de cette these, I'un de mes objectifs aura

été de déterminer la performance du Videodrop pour le dénombrement de différents phages.
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Figure 8. Présentation du Videodrop. Adapté de (Turkki et al. 2021).

(A) Schéma du principe de I'lLM utilisé dans le Videodrop. (B) Photographie du Videodrop. (C) Capture
d’'écran de qvir lors de I'analyse d'un échantillon. Les particules entourées en orange sont a la fois détectées et
suivies sur plusieurs images (et participent ainsi au calcul de la concentration et de la distribution de tailles),
tandis que les particules entourées en blanc sont détectées mais non suivies sur plusieurs images (et ne

participent ainsi qu'au calcul de la concentration).
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1.4.3. Les méthodes « -omiques » de caractérisation des phages

Bien qu’elles ne soient que tres peu, voire pas quantitatives, d'autres méthodes de détection
et d'identification des phages dans les écosystemes tels que le microbiote intestinal existent. Basées
sur des approches « -omiques », toutes ces techniques a haut débit se démarquent par leur capacité

a délivrer de nombreuses informations concernant la diversité phagique au sein des microbiotes.

1.4.3.1. La métagénomique

Depuis le début des années 2000, les approches métagénomiques ont grandement contribué
a la découverte d'une importante variété de microorganismes jusqu'alors inconnus car non-
cultivables pour la plupart d’entre eux (Browne et al. 2016, Rajilic-Stojanovic and de Vos 2014,
Shkoporov, Khokhlova, et al. 2018). Il existe deux principales approches en métagénomique.
L'approche dite « shotgun » consiste a séquencer tous les acides nucléiques par complémentarité de
bases. L'autre approche est basée sur I'amplification de genes marqueurs des différentes espéces,
comme le gene codant I’ARN ribosomique 16S, présent chez I'ensemble des espéces bactériennes
(Hayes et al. 2017, Jovel et al. 2016). A cause de I'absence d'un tel géne marqueur des especes virales,
cette seconde approche n’est pas envisageable pour détecter les phages au sein d'écosystemes. C'est
pour cette raison que le séquencage de communautés entiéres (SCE) est a ce jour la seule possible

pour l'exploration de la diversité phagique au sein d'écosystemes microbiens (Hayes et al. 2017).

Pour que le séquencage soit le plus représentatif possible de I'échantillon, I'extraction du
matériel génétique des virions présents dans les échantillons doit étre optimale. Tres
schématiquement, les virions sont tout d’abord séparés du reste du microbiome par une filtration
suivie par un traitement par une DNAse. Leur ADN est ensuite purifié par des extractions successives
par le phénol et le chloroforme. Les méthodes d’extraction ayant d’abord été développée en se
focalisant sur les génomes a ADN, elles peuvent s'avérer limitantes pour les phages a ARN. Les étapes
suivantes, comme la confection de librairies et I'enrichissement des génomes viraux a séquencer,
peuvent introduire des biais pour les génomes a ADN simple brin et négliger les phages a ARN. Les
travaux en cours de I'équipe ont montré qu'au cours de cette étape, les génomes peuvent étre plus
ou moins amplifiés en fonction de leur nature nucléique et de la structure de leur brin d’ADN. Cela
empéche par la suite la quantification fiable des génomes séquencés malgré I'ajout de séquences
inoculées en quantités connues (llias Theodorou, résultats non publiés). Un autre facteur grandement
limitant pour la détection des phages par métagénomique est le manque de richesse des banques

de données actuelles concernant les phages présents dans I'environnement, surtout les phages a
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ARN. Cependant, la communauté scientifique s'attéle de plus en plus a la résolution de cette

problématique (Callanan et al. 2020, Shah et al. 2021).

Parallelement a I'étude dédiées des viromes, des approches plus récentes consistent a
rechercher I'ensemble des phages a ADN double brin dans les métagénomes issus du séquencage
de microbiotes entiers, au sein desquels il est possible de détecter a la fois les phages fonctionnels
et défectifs a I'état de prophage. Dans le génome de ces prophages défectifs, certaines régions
contenant des genes essentiels a I'accomplissement de leur cycle viral sont absentes ou mutées,

empéchant alors la réalisation compléte de celui-ci (Wang et al. 2010, Billaud et al. 2021).

Les populations phagiques détectées lors des analyses métagénomiques ne refletent pas
forcément leur réelle diversité, d'une part du fait du risque de perte des génomes de faible
abondance au cours du processus d'extraction de ceux-ci, mais aussi a cause du risque d'introduire
de nombreux biais lors de I'assemblage (Townsend et al. 2021). De fagon a limiter le taux de mauvais
assemblages, il est nécessaire de correctement définir les tailles minimales de contigs a conserver au
cours de I'analyse, ainsi que la couverture des reads détectés. Si définir de tels seuils permet d'obtenir
de faibles taux de faux assemblages, d'autres biais peuvent étre introduits, comme I'exclusion des
phages a ARN et a ADN simple brin dont les génomes sont bien plus petits que ceux des phages a
ADN double brin. De tels seuils peuvent étre également limitants pour la détection de prophages a
cause de la nature modulaire de leur génome et de leur capacité a réaliser des processus de

recombinaison (Lima-Mendez, Toussaint, and Leplae 2011).

Une fois le « catalogue » phagique établi pour un ensemble d'échantillons, une étape clé
consiste ensuite a prédire quelles especes bactériennes sont ciblées par ces derniers. De nouvelles
approches pour la prédiction des hotes bactériens des phages ont été mises au point au cours de
cette derniére décennie. L'homologie entre les phages et les séquences spacer des CRISPR des hotes
bactériens permettent par exemple la prédiction de relations phages/hotes (Stern et al. 2012). WIsH,
une approche de novo se basant sur les statistiques de présence de certains nucléotides, a également
été développée a cet effet (Galiez et al. 2017). Une autre méthode de novo, baptisée meta3c (pour
capture de la conformation des chromosomes) se base quant a elle sur le piégeage des molécules
d’ADN dans leur configuration originale grace aux propriétés de fixation du formaldéhyde et permet
I'attribution des séquences phagiques a un ou plusieurs hotes bactériens (Marbouty et al. 2017).
Ainsi, apres digestion de I’ADN par action enzymatique, des fragments d’ADN restent liés entre eux

et leur probabilité de partager le méme compartiment cellulaire n'en est que plus élevée.
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1.4.3.2. La métatranscriptomique

La transcriptomique est une approche qui compléte la métagénomique dans la mesure ou
elle permet de détecter les phages a ARN et d'étudier I'expression génique et par conséquent
I'activité transcriptionnelle des phages a I'état de prophages. Cette approche d'alignement des reads
de métranscriptome sur les génomes phagiques permet ainsi de déterminer I'activité phagique et de
différencier des phages actifs ou non. Ainsi, en analysant ces métatranscriptomes de facon
longitudinale, il est possible d'étudier les dynamiques phages/bactéries au sein d’'écosystémes

(Sieradzki et al. 2019).

1.4.3.3. La métaprotéomique

Derniers chainons de I'expression des genes, les protéines peuvent également étre utilisées
pour la détection des phages, dans la mesure ou elles sont généralement spécifiques de leurs
especes phagiques productrices. Les capsides des phages étant des objets biologiques entierement
protéiques dans la plupart des cas (seuls quelques phages ont également une membrane lipidique),
cette approche, bien que rarement citée dans la littérature pour I'étude des phages, semble
prometteuse (Zhang et al. 2018). Brievement, aprés purification puis digestion des protéines en
peptides, ces derniers sont soumis a une spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) de facon a
déterminer leurs ratios masse sur charge (m/z) (Doyle and Wang 2019). La puissance de la MS/MS
réside en sa capacité a déterminer des m/z spécifiques a chaque peptide, permettant ainsi de
déterminer leur séquence, puis, aprés assemblage, de les associer a des groupes ou des sous-
groupes de protéines. Ces groupes de protéines sont généralement spécifiques d'especes
phagiques, ce qui permet d'identifier les especes présentes. Cette technique a par exemple permis
la détection de protéines n'ayant pas été détectées par les approches de métagénomique utilisées
sur des échantilons identiques (Ogilvie et al. 2013). La combinaison des approches métagénomiques
et métaprotéomiques pourrait, a court terme, permettre d'augmenter la sensibilité de détection des
phages au sein d'écosystemes complexes. Cependant, actuellement, I'approche métaprotéomique
ne permet pas de déterminer les concentrations des especes phagiques et se heurte a certains biais
partagés avec toutes les autres approches « -omiques », comme le faible référencement des phages

a ARN et a ADN simple brin dans les bases de données.
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2. Les Vésicules Extracellulaires (VE)

Les phages ne sont pas les seules nanoparticules présentes dans le microbiote intestinal et
ayant potentiellement un lien avec les MICI. En effet, les VE, parfois difficilement différentiables des
virions de phages en MET, pourraient, par le biais de leurs fonctions de communication intercellulaire
et leur origine membranaire, étre intimement liées a l'inflammation et I'état dysbiotique du

microbiote des patients atteints de la maladie de Crohn.

2.1. Composition et classification des vésicules extracellulaires

Les vésicules extracellulaires sont des vésicules sécrétées par les cellules eucaryotes, les
bactéries et les archées dans I'espace extracellulaire. Leur enveloppe peut étre constituée d’'une ou
de deux couches lipidiques selon leur provenance (Liu et al. 2021, Yanez-Mo et al. 2015, Zaborowski
et al. 2015). Leur présence dans tous les grands regnes du vivant met en avant leur importance
(Woith, Fuhrmann, and Melzig 2019). Au regard de leur taille et de la biogénese des VE eucaryotes,
celles-ci sont classées en trois catégories (Figure 9) (van der Pol et al. 2012). Les exosomes, qui sont
les plus petites, désignent des VE de 40 a 150 nm de diametre, qui sont produites via les voies
metaboliques lyso-endosomales de certaines cellules eucaryotes. Elles sont ensuite relarguées dans
I'espace extracellulaire grace a la fusion des corps multivésiculaires, dans lesquels elles sont
produites, avec la membrane plasmique de la cellule productrice (Bebelman et al. 2018, Farooqi et
al. 2018, Mathieu et al. 2019). La membrane lipidique des exosomes arbore quelques protéines
marqueurs souvent présentes, comme les tétraspanines CD63, CD9 et CD81, ainsi que les protéines
heat-shock HSP70 et HSP90 (Janockova et al. 2021). Le deuxieme groupe de VE est composé des
microvésicules, dont la taille varie entre 100 et 1000 nm. Elles sont produites a partir de la membrane
plasmique des vésicules eucaryotes et, comme les exosomes, arborent des protéines de la famille
des tétraspanines (CD9, CD63 et CD81) qui participent au bourgeonnement et a la fusion de la
membrane (Simons and Raposo 2009). Enfin, les corps apoptotiques sont issus de la fragmentation
cellulaire lorsque le cytosquelette est détruit au début de I'apoptose des cellules eucaryotes, leur
taille pouvant varier de 1 a 10 pm. Contrairement aux deux autres familles de vésicules
extracellulaires, les corps apoptotiques contiennent parfois des organelles intacts, de la chromatine
et des petites quantités de protéines glycosylées (Escrevente et al. 2011, Kerr, Wyllie, and Currie 1972,

Thery et al. 2001).
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Figure 9. Schéma de la biogénése des VE eucaryotes. Adapté de (Diaz-Garrido et al. 2021).

Bien que cette classification soit largement utilisée, elle ne s'applique qu'aux vésicules
eucaryotes et exclut les vésicules d'origine bactérienne. Celles-ci sont parfois classées parmi le
groupe des microvésicules, du fait de leur biogénese. Leur diametre peut cependant varier de 10 a

400 nm de diametre (Alberti et al. 2021).

C'est en 1963 que la production de vésicules par des bactéries a Gram négatif a été
mentionnée pour la premiere fois (Bladen and Waters 1963). Deux voies de genese des vésicules
extracellulaires par les bactéries a Gram négatif sont actuellement connues : par bourgeonnement
de la membrane bactérienne externe ou par l'apoptose ou la lyse de la bactérie (Figure 10B)
(Toyofuku, Nomura, and Eberl 2019, Yang et al. 2018). Contrairement aux VE eucaryotes, les vésicules
extracellulaires produites par les bactéries a Gram négatif, souvent appelées OMVs pour Outer
Membrane vesicles, sont caractérisées par la présence d'une couche externe de lipopolysacharides
et d’'une couche interne phospholipidique (Figure 10A). Cette bicouche est également enrichie de
peptidoglycanes et de protéines solubles, du fait de leur origine, i.e. la membrane externe

bactérienne (Schwechheimer and Kuehn 2015).
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Plus récemment, des vésicules produites par des bactéries a Gram positif ont également été
observées, d'abord chez Bacillus subtilis et Bacillus cereus, puis dans d'autres espéces comme
Staphylococcus aureus (Dorward and Garon 1990, Lee et al. 2009). Appélées MVs, pour Membrane
vesicles, elles sont particulierement enrichies en acide lipotéichoique (Brown et al. 2015), comme les
parois des bactéries a Gram positif. Contrairement aux OMVs, elles ne contiennent pas de

lipopolysacharides (Figure 10A) (Liu et al. 2018).

Qu'elles soient d'origine eucaryote ou procaryote, les vésicules peuvent contenir et
transporter de I'ADN, de I'ARN, des lipides et des protéines, qu’elles protégent des enzymes présents

dans le milieu extracellulaire (Bebelman et al. 2018, Yang et al. 2018, Zaborowski et al. 2015).
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Figure 10. Adaptation des modéles de sécrétion des VE bactériennes proposé par (Yang et al. 2018).

(A) Sécrétion active d'VEs par les bactéries a Gram négatif ou positif. (B) Lors de I'apoptose induite par
des stimuli environnementaux tels que le quorum sensing ou les dommages causés par les UV, I'ADN du
bactérien est dégradé et fragmenté. S'ensuit alors la fragmentation de la membrane cellulaire, qui conduit
finalement a I'éclatement de la membrane cellulaire, qui entraine la libération de corps apoptotiques

bactériens.

2.2. Roles des VE

Bien qu’elles aient autrefois été considérées comme un simple moyen d’'évacuation des
déchets cellulaires (Johnstone et al. 1987), de nombreuses autres fonctions des VE ont été

découvertes, comme leur importance dans la communication intercellulaire pour les VE eucaryotes
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(Doyle and Wang 2019). Les VE sont présentes dans de nombreux fluides corporels humains (Slomka
et al. 2018), ou elles sont impliquées dans les processus homéostasiques tels que la coagulation et
I'inflammation (Hessvik et al. 2016, Ratajczak et al. 2006, Simons and Raposo 2009, Thery, Ostrowski,
and Segura 2009, Valadi et al. 2007, Vallabhaneni et al. 2015, van der Pol et al. 2012) et constituent
des sources prometteuses de biomarqueurs pour de nombreuses pathologies, en particulier dans
certains cancers (Lane et al. 2018). Elles sont également impliquées dans les maladies
neurodégénératives et cardiovasculaires (Robbins, Dorronsoro, and Booker 2016, Thompson et al.
2016) et participent a la communication entre les neurones et les cellules gliales (Fruhbeis et al. 2013).
Les VE bactériennes jouent également des réles importants dans certaines pathologies, puisque
certaines bactéries pathogenes délivrent des composés toxiques via les VE lors de l'infection des
cellules (Bitto et al. 2017, Bomberger et al. 2009, Codemo et al. 2018, Furuta, Takeuchi, and Amano
2009). Enfin, les VE suscitent un énorme intérét dans I'industrie car elles peuvent étre utilisées comme
véhicules pour délivrer des composés thérapeutiques actifs et servir de biomarqueurs (pour une

revue du sujet, voir (Mateescu et al. 2017)).

2.3. Techniques de caractérisation des VE

Contrairement aux phages, il n'existe pas de méthode de dénombrement absolu des VE
permettant de toutes les détecter au sein d'un échantillon, en particulier si la population étudiée
présente des VE de tailles hétérogenes. La microscopie a épifluorescence, bien que théoriquement
utilisable a ces fins, fait face a de nombreuses limitations découlant de la difficulté de marquer les
vésicules. En effet, il n'existe pas de protéine marqueur commune a toutes les VE, ni méme a une
famille spécifique. Contrairement aux phages, la majorité des vésicules extracellulaires ne
contiennent pas suffisa mment d'acides nucléiques pour étre visualisées avec des fluorophores.
Puisqu’au cours de ma thése j'ai été confronté a de nombreuses VE de nature inconnue, je me suis
particulierement intéressé aux approches physiques pour les dénombrer, ainsi qu'aux approches

métaprotéomiques pour en déterminer leur nature.

2.3.1. Les approches physiques de détection des VE

La microscopie électronique a transmission peut étre utilisée pour visualiser les VE, mais,

comme pour les phages, elle ne peut pas étre quantitative. De plus, la taille des VE par mesurée en
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MET n'est pas précise, car un rétrécissement peut étre observé en raison des étapes de
déshydratation lors de la préparation de I'échantillon (Jensen, Prause, and Laursen 1981, Momen-
Heravi et al. 2012, Szatanek et al. 2017, Thery et al. 2006, van Niel, D'Angelo, and Raposo 2018). Ce
phénomene de rétrécissement peut étre évité par I'utilisation de la Cryo-MET, mais elle est encore

plus difficile d'acces et chronophage que la MET classique.

Utilisables pour la quantification et la détermination de toutes les nanoparticules, pourvu que
leur taille soit suffisamment élevée pour étre détectées, les appareils se basant sur le NTA comme le
NanoSight et le ZetaView le sont donc également pour les VE, quelle que soit leur origine. Plusieurs
équipes ont par ailleurs utilisé ces appareils pour la caractérisation de VE, comme Daniel Bachurski
et co-auteurs (Bachurski et al. 2019), qui a comparé les deux appareils. Brievement, leurs travaux
montrent qu’aucun des deux appareils n'est capable de suivre les particules de moins de 60 nm
(c'est-a-dire de les suivre sur suffisamment d'images successives pour en déduire leur taille selon le
calcul de leur mouvement brownien). Cependant, ils concluent que le NanoSight est I'appareil le plus
performant pour la détermination des tailles de VE, en particulier si leurs tailles sont homogeénes.
Cependant, le ZetaView fournit des résultats de dénmobrement plus précis que le NanoSight. Bien
que la DLS soit également utilisable pour I'analyse de VE, cette technologie souffre, comme exposé
ci-avant, d'un fort effet d'écran au sein de populations de VE de tailles hétérogenes, la rendant moins
sensible que les approches NTA pour les échantillons avec lesquels j'ai di travailler au cours de ma

these. L'utilisation de la TRPS n'a pas été envisagée non plus, pour ces mémes raisons.

2.3.2. L'utilisation de la métaprotéomique pour I'étude des VE

Tout comme pour les phages, la métaprotéomique peut étre envisagée comme une approche
permettant la caractérisation des vésicules. Bien qu’elle ne soit pas utilisable pour le dénombrement
de celles-ci, elle permet la détection de protéines spécifiques de certains types vésiculaires ou
d'especes bactériennes productrices. Cependant, cette approche tres sensible ne permet pas de
différencier les protéines extraites des VE des protéines libres présentes dans les échantillons a
analyser. Il faut donc soigner la purification des VE avant de les soumettre a de telles analyses. Cette
approche trés puissante a par ailleurs déja permis I'identification et le développement de plusieurs
biomarqueurs de diverses pathologies dont des cancers (Doyle and Wang 2019). Dans un souci de
clarification de la classification des VE, I'équipe de Joanna Kowal et co-auteurs (Kowal et al. 2016) a

par ailleurs proposé de nombreux marqueurs protéiques spécifiques des VE eucaryotes, en fonction
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de leur taille et de leur densité, en séparant des VE de cellules dendritiques humaines par
ultracentrifugation différentielle: grandes VE denses, grandes VE peu denses, petites VE denses et
petites VE peu denses. Ces quatre sous-groupes ont alors été analysés en protéomique et les
résultats obtenus ont permis a Joanna Kowal et co-auteurs de suggérer I'utilisation de certains

marqueurs protéiques spécifiques a chaque sous-groupe, tels que présentés dans la (Figure 11).
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Figure 11. Adaptation du modele de marqueurs protéiques de VE proposé par (Kowal et al. 2076).

Les VE sont schématisées par une membrane lipidique (cercle brun épais), entourant le cytosol (fond
brun clair). Marron : protéines partagées par plusieurs types de VE. Vert : protéines spécifiquement enrichies
dans petites VE peu denses. Gris: protéines spécifiquement enrichies dans les petites VE denses. Bleu :
protéines spécifiquement enrichies dans les VE de grande et moyenne taille. En italique: protéines spécifiques

des exosomes dérivés d’endosomes et enrichis en tétraspanines.

3. Les phages et les vésicules extracellulaires du microbiote intestinal
3.1. Composition du microbiote intestinal humain

Le tractus gastro-intestinal des humains et des autres especes animales est un écosystéeme
tres complexe. Souvent considéré comme un organe a part entiere et tres variable d'un individu a
I'autre (Flores et al. 2014, Mehta et al. 2018, Pasolli et al. 2019), le microbiote intestinal humain
correspond a I'ensemble des micro-organismes commensaux retrouvés au sein de l'intestin. Celui-ci

est composé de trillions de micro-organismes (Cresci and Bawden 2015), dont des bactéries
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(Arumugam et al. 2011), des archées (Wampach et al. 2017), des micro-organismes eucaryotes
(Laforest-Lapointe and Arrieta 2018) et des virus (Liang et al. 2020, Manrique et al. 2016, Shkoporov
and Hill 2019). Les bactéries représentent la plus grande proportion de ces micro-organismes
(Vandeputte et al. 2017), majoritairement représentées par des bactéries anaérobies strictes, cent a
mille fois plus nombreuses que les bactéries anaérobies facultatives et les bactéries aérobies (Sekirov
et al. 2010). Les bactéries anaérobies strictes étant difficile a cultiver, c’est I'avénement des méthodes
de séquencage a haut-débit qui ont en premier lieu permis I'exploration du microbiote intestinal.
Celui-ci est dominé par deux phyla principaux : les Bacteroidetes et les Firmicutes (Figure 12)
(Arumugam et al. 2011, Eckburg et al. 2005). D'autres phyla, tels que les Proteobacteria, les

Verrucomicrobia, les Actinobacteria, les Fusobacteria et les Cyanobacteria sont également présents,

mais dans des proportions bien plus faibles.
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Figure 12. Composition du microbiote intestinal humain. Tiré de (Arumugam et al. 2071).

Proportion des trente genres les plus représentés du microbiote intestinal humain, par abondance de

reads.

S'il est estimé que le microbiote intestinal humain collectif est composé de 1 000 a 1 150

especes bactériennes différentes (Qin et al. 2010), il est admis que celui-ci ne contient qu’environ
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100 a 200 especes bactériennes différentes au sein d'un individu (Faith et al. 2013, Qin et al. 2010).
Leur concentration, tout comme leur diversité, s'accroit du début a la fin du tractus digestif (Figure
13A). Ainsi, 10" & 10% bactéries par gramme de contenu sont retrouvées dans l'estomac et le
duodénum, pour progresser graduellement jusqu’a 10"'-10'? bactéries par gramme de contenu dans
le colon (O'Hara and Shanahan 2006). De plus, la composition microbienne varie entre ces différentes
portions du tractus gastro-intestinal. Ainsi, les bactéries appartenant aux Bacteroidetes et les
Lachnospiraceae (Firmicutes) sont les plus abondantes dans le colon, tandis que l'intestin gréle est

plutdt enrichi en Firmicutes et en Actinobacteria (Frank et al. 2007).

En plus de I'hnétérogénéité longitudinale affichée par le microbiote intestinal, une grande
variation latitudinale est également observée dans la composition du microbiote (Figure 13B). Ceci
découle de la séparation de |'épithélium intestinal avec la lumiere par une épaisse couche de mucus.
Ainsi, nombreuses sont les espéces bactériennes présentes dans la lumiere intestinale n'ayant pas
acces au mucus et a la paroi épithéliale. Si les genres Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus,
Enterobacteriacea, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus et Ruminococcus ont tous été trouvés dans
les feces, seulement des Clostridium, Lactobacillus et Enterococcus ont été détectés dans la couche
externe de mucus et au niveau des parois épithéliales de I'intestin gréle (Swidsinski et al. 2005). Le
microbiote associé au mucus du colon et du rectum est quant a lui majorité composé de Bacteroides

et d'Enterobacteriaceae.
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Figure 13. Diversité bactérienne au sein du tractus gastro intestinal. Adapté de (Sekirov et al. 2010).

(A) Diversité bactérienne tout au long du tractus gastro-intestinal. (B) Répartition transversale de la

diversité bactérienne dans l'intestin.
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3.2. Facteurs impactant la diversité du microbiote intestinal

In utero, le tractus gastro-intestinal est stérile. C'est au cours de I'accouchement que la
premiere colonisation de celui-ci par les bactéries a lieu (Salazar et al. 2014). Le mode de délivrance
de I'enfant lors de I'accouchement est I'un des premiers facteurs déterminant la composition du
microbiote intestinal pour les premiéres semaines de vie (Figure 14). Si I'accouchement se déroule
par voie basse, I'enfant acquerra un microbiote similaire au microbiote vaginal de la mere, tandis
gu’en cas de césarienne, c'est d'abord un microbiote similaire au microbiote de la peau de la mére
qui s'installera (Clemente et al. 2012, Jakobsson et al. 2014). Le régime alimentaire du nouveau-né
impacte également sur la composition de son microbiote. Les bactéries aérobies sont ainsi plus
communément retrouvées dans les selles d'enfants nourris au sein que dans celles de ceux qui ne le
sont pas (Cresci and Bawden 2015, Le Huerou-Luron, Blat, and Boudry 2010, Lee et al. 2015, Stark
and Lee 1982). Ces premieres bactéries sont généralement aéro-tolérantes, dans la mesure ou
I'intestin contient initialement du dioxygene ; avant d'étre progressivement remplacées par les
bactéries anaérobies communes du microbiote intestinal adulte (Palmer et al. 2007). Le passage a
I'alimentation solide marque également un tournant majeur de la composition du microbiote
intestinal, au sein duquel les Proteobactia et les Actinobacteria laissent place aux Bacteroidetes et aux
Firmicutes (Koenig et al. 2011, Ottman et al. 2012). A partir de 'dge de trois ans, le microbiote
intestinal ressemble déja a la composition d'un microbiote adulte et ne variera plus aussi rapidement
au cours du vieillissement (Claesson et al. 2011). Plus tard, le déclin des fonctions salivaires, de la
dentition, de la digestion et du transit intestinal moduleront également la composition du microbiote
(Lovat 1996). Des différences notables existent entre le microbiote des personnes agées et des jeunes
adultes, comme une prédominance des Bacteroidetes chez les personnes agées, contre une
prédominance des Firmicutes chez les jeunes adultes. Une diminution de la proportion des
Bifidobacteria, des Bacteroides et des Clostridium a également été relevée chez les personnes agées
(van Tongeren et al. 2005, Zwielehner et al. 2009). D'autres facteurs, comme I'alimentation, la
situation géographique, le stress, la pratique d'activités physiques régulieres, la prise de
médicaments et en particulier d'antibiotiques, la génétique de I'héte et la charge pondérale influent
également sur la composition du microbiote intestinal d'un individu (Pour une revue voir (Cresci and
Bawden 2015)). De plus, le microbiote intestinal est intimement lié a la survenue et au

développement de certaines pathologies, un sujet qui sera abordé plus loin dans ce manuscrit.

Une étude a cependant estimé que I'ensemble de ces facteurs n'explique cependant que
16,4% de la variation de la composition du microbiote au sein d'une population d'adultes en bonne

santé vivant dans le méme pays (Falony et al. 2016). Il existe donc d'autres facteurs mal compris qui
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régissent la composition du microbiote. Par ailleurs, il est communément admis que le microbiote
intestinal présente une grande résilience et que, sitét I'élément perturbateur disparuy, il retrouve son
état initial en I'espace de quelques semaines (Claesson et al. 2012, De Filippo et al. 2010, Lambert et
al. 2015, Qin et al. 2010, Reyes et al. 2010, Walker et al. 2011). Certains individus semblent cependant

posséder une composition plus instable du microbiote (Brussow 2016).
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Figure 14. Développement du microbiote intestinal humain. Tiré de (Clemente et al. 2012).

3.3. Les fonctions du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal joue un role important dans I'absorption de nutriments. Il permet
notamment la fermentation de substrats non digérés, comme les fibres complexes qu'il transforme
en composés assimilables par I'organisme (Wong et al. 2006). Le processus de fermentation permet
également la production d'acides gras a chaines courtes, comme l|'acétate, le propionate et le
butyrate, qui jouent de nombreux réles au sein du corps humain. Le butyrate est par exemple la
source majoritaire d'énergie pour les colonocytes, active la gluconéogénese intestinale et induit
I'apoptose des cellules cancéreuses du colon (De Vadder et al. 2014). Transporté vers le foie, le
propionate régule également la gluconéogénese et la satiété (De Vadder et al. 2014). L'acétate, qui
est un métabolite essentiel a la croissance de certaines bactéries, est transporté vers les tissus
périphériques, ou il est utilisé dans le métabolisme du cholestérol et de la lipogenese, ainsi que dans

la régulation de I'appétit (Frost et al. 2014). Le microbiote intestinal intervient également dans I'une
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des voies métaboliques du tryptophane, un acide aminé essentiel, en permettant la transformation
de celui-ci en dérivés de l'indole, dont certains agissent en tant que ligands des récepteurs de l'aryle
hydrocarboné (AhR). L'activation des AhR permet notamment la production de GLP-1 et IL-22, qui
contribuent a l'intégrité de la barriére épithéliale intestinale (Agus, Clement, and Sokol 2021, Agus,

Planchais, and Sokol 2018).

De nombreuses autres fonctions majeures du microbiote intestinal sont liées a la santé de
I'nGte. Ainsi, la colonisation bactérienne par des bactéries commensales dans le mucus de l'intestin
protege I'h6te de la colonisation par d'éventuels pathogénes, en les empéchant d'atteindre le tissu
épithélial (Hirano et al. 2003, Kim et al. 2008, Lee et al. 2003, Yoon, Lee, and Yoon 2014). De plus,
I'utilisation du butyrate par les colonocytes joue un rdle favorable dans la maturation et le
développement de la barriere intestinale, augmentant ainsi sa capacité a empécher les bactéries de
pénétrer l'organisme de I'h6te (Soret et al. 2010). En consommant les nutriments présents dans
I'intestin, les bactéries commensales empéchent également I'implantation de potentiels pathogenes
au sein du tube digestif (Hooper et al. 1999). Certaines sont mémes capables de synthétiser des
composés antimicrobiens, tels que les bactériocines, pour conserver leur niche écologique et par
conséquent réduire les risques d'implantations de nouvelles especes potentiellement pathogenes
dans l'intestin (Crost et al. 2011, Hatziioanou et al. 2013). D'autres especes bactériennes commensales
sont également importantes en santé humaine, comme Faecalibacterium prausnitzii, qui produit le
peptide MAM, un peptide anti-inflammatoire jouant un réle important dans I'équilibre entre le
microbiote intestinal et la réponse immunitaire de I'h6te (Lenoir et al. 2020, Martin et al. 2014,
Quevrain et al. 2016). Faecalibacterium prausnitzii, intervient également dans I'équilibre entre le
microbiote intestinal et le systeme immunitaire de I'hGte par le biais de la synthese de butyrate, qui
intervient dans la nutrition des colonocytes. Ce composé est également produit par les bactéries du

genre Roseburia (Duncan et al. 2002, Tamanai-Shacoori et al. 2017).

3.4. Les virus du microbiote intestinal

Le virome intestinal, bien qu'il contienne des virus eucaryotes, est majoritairement composé
de phages (Shkoporov et al. 2019). En dépit d'une grande variabilité inter-individus concernant la
diversité des phages intestinaux, les communautés phagiques, également appelés phageomes, sont
tres stables dans le temps au sein d'individus uniques (95% de la diversité virale est conservée dans

le temps) (Figure 15) (Minot et al. 2013, Reyes et al. 2010, Shkoporov et al. 2019).
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Comme pour les bactéries du microbiote intestinal, le phageome intestinal se développe
apreés la naissance et connait d'importantes modifications de sa diversité au cours des trois premieres
années de vie (Breitbart et al. 2008). L'origine du phageome pourrait a la fois étre maternel,
environnemental et alimentaire (Breitbart et al. 2008), et découler de I'induction de prophages des
bactéries du microbiote (Breitbart et al. 2003). Jusqu'a I'age de deux ans et demi, ce sont les
caudophages qui dominent le phageome intestinal, avant d'étre remplacés par les Microviridae (Lim
et al. 2015). A l'age adulte, les caudophages s'imposent & nouveau comme étant les phages
dominants du phageome, en particulier par la présence des Crassphages, des podophages infectant
plusieurs especes de Bacteroides, récemment décrits (Shkoporov, Khokhlova, et al. 2018). Les
Microviridae restent néanmoins trés prévalents au sein du phageome de l|'adulte (Figure 15)
(Shkoporov 2019, Kim 2011, (Manrique et al. 2016). Des travaux récents suggerent cependant une
moindre prévalence des Crassphages chez les enfants agés d’'un an par rapport aux adultes (Shah et

al. 2021).

A I'instar des bactéries, de nombreux facteurs déterminent la composition de la population
phagique dans l'intestin, comme l|'alimentation (Reyes et al. 2015, Singh et al. 2017), qui pourrait par

ailleurs avoir un effet sur I'induction de prophages du microbiote intestinal (Boling et al. 2020, Oh et

al. 2019).
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Figure 15. Composition des viromes de 7 individus sains. Adapté de (Shkoporov et al. 2079).

Composition taxonomique des viromes au niveau des familles chez sept sujets sains par points de

temps mensuels, en abondance relative de contigs.
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Chez I'adulte, le phageome semble dominé par des phages tempérés (Reyes et al. 2010,
Silveira and Rohwer 2016). Cependant, les analyses réalisées sur le phageome ne permettent pas
d’'obtenir des valeurs précises et la diversité des phages tempérés pourrait masquer les phages

virulents sous-dominants dans le microbiote (Sutton and Hill 2019).

Des travaux récents d’Andrey Shkoporov et co-auteurs (Shkoporov et al. 2021) ont par
ailleurs caractérisé la diversité virale tout au long du tractus gastro-intestinal de primates (Figure
16). Leurs résultats suggerent, en accord avec leurs précédents travaux chez I'humain (Shkoporov,
Ryan, et al. 2018), I'importance de la quantité de Microviridae, de Crassphages et de caudophages au
sein du microbiote intestinal de maniere générale et permettent I'estimation, par I'ajout du phage
Q33 en marqueur de concentration d'un total d'environ 1 x 10° copies de génomes viraux par
gramme de selle. Cet ajout a également permis d'estimer un dénombrement absolu des phages, qui
semblent étre 10 a 100 fois plus abondants dans le lumen intestinal qu’au sein de la muqueuse
intestinale, en accord avec de précédents travaux réalisés chez la souris (Lourenco et al. 2020). Ces
résultats sont cependant opposés a I'hypothese, non démontrée mais fréquemment retrouvée dans
la littérature, selon laquelle l'affinité des phages avec les immunoglobulines favoriserait une
concentration élevée de ces derniers dans le mucus intestinal (Barr et al. 2013, Silveira and Rohwer
2016). Enfin, le phageome intestinal s'avére étre encore plus variable d'un individu a I'autre que le
bactériome intestinal, bien que celui-ci soit trés stable dans le temps (Garmaeva et al. 2021,

Shkoporov et al. 2019).
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Figure 16. Quantifications absolues de génomes viraux par gramme, tout au long du tractus gastro-intestinal de
macaques. Tiré de (Shkoporov et al. 2021).

La quantité absolue de génomes viraux a été calculée suite a l'inoculation en quantités connues du
phage Q33. Seuls les génomes complétés a plus de 50% ont été pris en compte dans le calcul des quantités

absolues.

De rares études font état de dénombrements absolus des VLP (Virus Like Particles, un terme
prudent pour désigner des potentiels virus) au sein du microbiote intestinal, par microscopie par
épifluorescence. Ainsi, Lesley Hoyles et co-auteurs (Hoyles et al. 2014) ont mesuré une moyenne de
3 x 10° VLP/g de selle chez des individus sains, alors qu’une étude de Patricia Lepage et co- auteurs
(Lepage et al. 2008) a déterminé la présence de 1,2 x 10® VLP par biopsie mucosale de célons

d’individus sains.

Enfin, le microbiote total de selles d'individus sains semble contenir une moyenne de 5,8%
de reads viraux (Arumugam et al. 2011). Ceux-ci comprennent a la fois les virus eucaryotes et les

phages, qu'ils soient sous forme de virions ou a I'état de prophages.
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3.5. Les VE du microbiote intestinal

Les vésicules extracellulaires représentent également une population de nanoparticules du
microbiote intestinal non négligeable. Une étude de Nader Kameli et co-auteurs (Kameli et al. 2021)
les a dénombrées a l'aide du gNano (basé sur la TRPS), a une concentration d'environ 2 x 10° par
gramme de selle, chez des individus sains, aprés purification par chromatographie a exclusion de
taille. Etant donné la complexité de I'écosystéme intestinal, des mécanismes de régulation impliquant
des récepteurs immunitaires, des voies de signalisation, des protéines régulatrices et des miARN sont
nécessaires pour assurer la symbiose et éviter des réponses inflammatoires exacerbées qui
pourraient conduire a des états pathologiques. Dans ce scénario, la communication intercellulaire
est cruciale pour orchestrer des réponses équilibrées pour préserver I'homéostasie intestinale. De
nombreux travaux semblent supporter I'hypothese que les VE du microbiote intestinal, qu’elles soient
d’origine procaryote ou eucaryote, interviennent dans cette communication a grande échelle, en
agissant par exemple sur I'intégrité de la barriére épithéliale, la régulation de I'immunité intestinale
et la cicatrisation des plaies mucosales (pour une revue, voir (Diaz-Garrido et al. 2021)). De plus,
plusieurs miARN de VE eucaryotes interagissent avec le microbiote intestinal en promouvant la
croissance de certaines bactéries comme Fusobacterium nucleatum ou Escherichia coli (Liu et al.
2016). D'autres miARN ont par ailleurs été positivement corrélés a I'abondance de certains phyla
bactériens (Moloney et al. 2019). Enfin, I'état inflammatoire de I'intestin impacte la nature des miRNA

présents dans celui-ci (Viennois et al. 2019).

Dans les selles humaines, I'abondance relative des VE bactériennes a été estimée en ciblant,
par qPCR, des genes spécifiques dans la régions 16S des grands phyla (Kameli et al. 2021). Si cette
méthode présente certaines limites, notamment du fait que seules les VE contenant des acides
nucleiques entrent dans ces calculs d’abondance, leurs résultats, comparés aux abondances relatives
des bactéries dans le microbiote intestinal, suggérent néanmoins que certains phyla sont plus
prompts a produire des VE que d'autres (Figure 17). C'est en particulier le cas des Bacteroidetes et

des a-Proteobacteria. A l'inverse, les Actinobacteria semblent produire peu de VE.
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Figure 17. Détermination de l'origine bactérienne de vésicules fécales dans chez 10 individus sains basée sur la
métagénomique des vésicules. Tiré de (Kameli et al. 2021).

(A) Abondance relative des bactéries appartenant aux phyla les plus communs. (B) Abondance relative

des VE bactériennes en fonction de leur origine bactérienne.
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4. Les dysbioses intestinales associées a la maladie de Crohn
4.1. Modifications du microbiote intestinal dans la maladie de Crohn

Bien que I'étiologie de la maladie de Crohn soit inconnue, la présence de dysbioses associées
a une diminution de la diversité bactérienne a été largement documentée dans celle-ci (Dicksved et
al. 2008, Spor, Koren, and Ley 2011). Ces dysbioses se caractérisent notamment par une importante
diminution de l'abondance des Firmicutes, dont Faecalibacterium et Roseburia, ainsi qu'une
augmentation des Bacteroidetes et plus particulierement du genre Bacteroides (Figure 18). Une
proportion accrue de bactéries anaérobies facultatives (surtout des Enterobacteria) est également

observée chez les malades (Sokol et al. 2006).
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Figure 18. Composition du microbiote fécal par abondance relative des reads. Adapté de (Sabino et al. 2076).

Composition du microbiote fécal d'individus sains (HC) et de patients atteints de la maladie de Crohn
(CD). (A) Abondance relative des reads au niveau des phyla bactériens. (B) Abondance relative des reads au
niveau des genres bactériens. Les 14 genres les plus abondants sont représentés, les autres se trouvent dans

la catégorie « others ».

De plus, la pathogénese des MICI pourrait étre liee a des altérations de la voie métabolique
de la transformation du tryptophane en dérivés de I'indole. Une production diminuée de ligands aux

récepteurs d'aryl hydrocarbonés (AhR) a été observée chez des patients atteints de la maladie de
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Crohn, celle-ci étant due a des facteurs génétiques. Ainsi, il a été démontré que le microbiote de
souris déficientes au niveau du gene CARD9 (pour caspase recruitment domain containing protein
9) est incapable de transformer le tryptophane en métabolites ligands des AhR. Cela entraine ainsi
une diminution de la libération d'IL-22, conduisant a une plus grande sensibilité de ces souris a
I'inflammation intestinale. Cependant, apres traitement par des agonistes des AhR ou apres
inoculation de souches capables de métaboliser le tryptophane en ligands des AhR, l'intensité de

I'inflammation intestinale est réduite (Lamas et al. 2016).

Une récente preuve de concept réalisée chez le rat a par ailleurs mis en évidence I'existence
d'états alternatifs du microbiote intestinal chez le rat. Dans certains cas ou la composition du
microbiote intestinal et I'inflammation du célon different suffisamment de celui des individus sains,
le modele suggére qu'un retour a un état basal serait difficilement réalisable, a moins de traiter
conjointement I'inflammation et de rétablir un microbiote plus proche de celui de I'état basal. Ce
modele met également en évidence des états de dysbioses intermédiaires, dont I'identification
pourrrait permettre aux individus concernés de bénéficier d’'un traitement plus adapté pour espérer

voir leur microbiote revenir a un état basal stable (Van de Guchte et al. 2020).

4.1.1. Especes bactériennes dont I'abondance est modifiee

Dans les échantillons des patients atteints de la maladie de Crohn, les populations d'E. coli
sont plus nombreuses et sont plus particulierement représentées par des E. coli adhérents-invasifs
(AIEC) (Martinez-Medina et al. 2009). En raison de leur forte prévalence parmi les E. coli des patients
(51,9 % chez les patients atteints de Crohn, 16,7 % chez les individus sains), ces AIEC sont
soupgonnées de participer a la maladie de Crohn en entretenant I'inflammation intestinale grace a
leurs capacités invasives et via I'expression de cytokines pro-inflammatoires (Boudeau et al. 1999,
Carvalho et al. 2009, Glasser et al. 2001). Les populations d'E. coli ne sont cependant pas les seules a
étre drastiquement bouleversées chez les patients atteints de la maladie de Crohn, a l'instar de

Faecalibacterium prausnitzii.

Le genre Faecalibacterium est I'un des plus répandus du microbiote intestinal humain
(Arumugam et al. 2011, Qin et al. 2010, Sabino et al. 2016). Il est composé d'une unique espece,
Faecalibacterium prausnitzii, qui est extrémement sensible a I'oxygene et qui produit différents acides
gras a chaine courte, dont le butyrate. Elle semble ainsi jouer un réle important dans I'équilibre entre
le microbiote intestinal et la réponse immunitaire, en raison de ses propriétés anti-inflammatoires.

L'absence ou la diminution de la concentration de F. prausnitzii chez les patients atteints de MICI
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pourrait expliquer une partie du cercle vicieux observé dans ces pathologies (Machiels et al. 2014,
Sokol et al. 2009). En effet, la disparition ou la forte diminution des bactéries productrices de butyrate
pourrait étre a I'origine d'un contexte pro-inflammatoire dans l'intestin dans les MICI. De plus, cet
environnement inflammatoire ne favorise pas le retour des bactéries productrices de butyrate, car
elles sont tres sensibles a I'oxygene et la production élevée de radicaux libres produits pendant
l'inflammation ne permet pas leur croissance. L'utilisation de F. prausnitzii comme probiotique
pourrait cependant constituer un potentiel thérapeutique, en améliorant les chances de rémission

aprées une crise inflammatoire (Martin et al. 2014).

Comme F. prausnitzii, le genre Roseburia est trés appauvri dans le microbiote intestinal des
patients atteints de la maladie de Crohn (Machiels et al. 2014, Willing et al. 2010). Le genre Roseburia
appartient a la famille des Lachnospiraceae (Reeves et al. 2012) et est le cinquieme genre le plus
représenté dans la flore intestinale humaine (Arumugam et al. 2011, Qin et al. 2010). C'est également
un producteur d'acides gras a chaines courtes et plus particulierement de butyrate (Tamanai-
Shacoori et al. 2017), en faisant un genre bactérien clé dans I'équilibre du microbiote intestinal, qui
subit les mémes effets de cercle vicieux de I'inflammation que F. prausnitzii. De plus, des études ont
montré la capacité de Roseburia faecis a produire des composés antimicrobiens contre certaines
especes du genre Bacillus, participant probablement a la lutte du microbiote contre de potentiels

pathogénes (Hatziioanou et al. 2013).

4.1.2. Le microbiote fongique intestinal dans les MICI

Le microbiote fongique a peu été exploré jusqu'a présent. Cependant, une étude de Harry
Sokol et co-auteurs (Sokol et al. 2017) montre une augmentation du ratio
Basidiomycota/Ascomycota chez les patients atteints de MICI, une diminution de la proportion de
Saccharomyces cerevisiae et une augmentation de la proportion de Candida albicans par rapport aux
individus sains. Il existe en effet une dysbiose du microbiote fongique dans les MICI, caractérisée par
des altérations de sa biodiversité et de sa composition. Cette étude suggére que les champignons

pourraient également jouer un réle dans la pathogenese des MICI (Sokol et al. 2017).

Pour résumer, certaines bactéries pathogenes comme E. coli se développent lors des
inflammations intestinales ; tandis que d'autres populations bactériennes, comme Faecalibacterium
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prausnitzii et Roseburia spp, sont drastiquement diminuées dans les dysbioses subies par les patients
de la maladie de Crohn. L'ensemble de ces changements est favorable a l'installation ou a I'entretien

d'un contexte dysbiotique pro-inflammatoire au sein du microbiote intestinal humain.

4.2. Altérations de la fraction virale du microbiote

Bien que I'on ne connaisse pas l'origine des dysbioses observées au sein du microbiote
intestinal de patients atteints de la maladie de Crohn, plusieurs études ont montré que les
populations phagiques sont elles aussi altérées au cours de la maladie. Le travail de Patricia Lepage
et co-auteurs (Lepage et al. 2008) est I'un des premiers a ce sujet, en montrant une augmentation
d'un facteur 20 du nombre de VLPs observées par épifluorescence dans des biopsies de zones

inflammatoires de l'intestin de patients, en comparaison a des individus sains.

Contrairement au travail présenté ci-dessus, Adam Clooney et co-auteurs (Clooney et al.
2019) n'observent pas de différence d'abondance des phages entre les viromes de selles d'individus
sains et de patients atteints de la maladie de Crohn (aprés quantification par inoculation d'un phage
de concentration connue). En revanche, ils rapportent une plus forte proportion de phages tempérés
chez les malades. Leurs résultats suggerent une induction des prophages présents dans le microbiote
des patients. Ce passage de la lysogénie vers la lyse pourrait expliquer lI'augmentation de
I'abondance et de la richesse relative des caudophages chez les patients et la diminution de
I'abondance et de la richesse des Microviridae et des Crassphages, les phages tempérés étant plus
souvent des caudophages (Clooney et al. 2019, Fernandes et al. 2019, Norman et al. 2015). Une
tendance similaire a été observée par Guanxiang Liang et co-auteurs (Liang et al. 2020) dans des
stades précoces de la pathologie et ce, sans différence de dénombrement des VLPs avec les controles
sains. Une récente étude de métaprotéomique a par ailleurs révélé une corrélation positive entre la
présence de protéines de phages dans le contenu intestinal et la maladie de Crohn. Au contraire, une
anticorrélation entre les protéines de phages et les individus sains a été soulignée par ce travail,
suggérant une nouvelle fois une augmentation du nombre de virions dans le microbiote intestinal

au cours de la maladie (Zhang et al. 2018).

Au vu de ces résultats, il peut étre supposé que ces altérations du virome sont en lien avec
les modifications de populations bactériennes observées chez les patients. C'est dans ce sens que

vont les résultats de Jeffrey Cornuault et co-auteurs (Cornuault et al. 2018), montrant une abondance
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de certains phages tempérés de Faecalibacterium prausnitzii augmentée chez les patients. Leur
induction chez ces bactéries productrices de butyrate pourrait entretenir le cercle vicieux de
I'inflammation observé au cours de la maladie. De plus, une étude in vitro de Lasha Gogokhia et co-
auteurs (Gogokhia et al. 2019) suggere que la reconnaissance d’ADN phagique par les cellules
dendritiques pourrait stimuler la production d'interférons y et ainsi exacerber le contexte

inflammatoire intestinal.

4.3. Les roles des VE dans la maladie de Crohn

En plus d'étre produites par certaines bactéries et cellules eucaryotes a des fins de
communication, lors de la mort bactérienne ou pour des raisons encore inconnues a ce jour, les VE
peuvent également étre sécrétées en cas de stress environnemental. L'inflammation étant un facteur
de stress majeur caractérisant la maladie de Crohn, il est probable que la population totale de VE
puisse avoir une importance non négligeable dans cette pathologie ou étre affectée par la dysbiose
ou l'inflammation. Dans des fractions purifiées de VE du colon, une augmentation de I'abondance
relative de protéines d'origine eucaryote a ainsi été observée chez des patients pédiatriques atteints
de MICI, par rapport aux contrdles sains (Zhang et al. 2018). De plus, il a été rapporté que les
exosomes isolés de patients atteints de MICI contiennent des taux plus élevés d'IL-6, IL-8, IL-10 et
TNF-a par rapport a ceux contenus chez des individus sains et que les concentrations de ces
molécules pro-inflammatoires sont positivement corrélées a la sévérité de la maladie chez les
patients étudiés (Mitsuhashi et al. 2016). Une autre étude récente réalisée in vitro suggere par ailleurs
une libération augmentée de TNF-a inflammatoires par les cellules THP-1 en présence de VE isolées
de feces de patients; et une corrélation positive entre le nombre de VE issues d'Actinobacteria/y-
Proteobacteria et la production de TNF-a. Ainsi, une fraction du microbiote intestinal serait capable

de maintenir un environnement pro-inflammatoire via la production de VE (Kameli et al. 2021).

A Tlinverse, certaines VE du microbiote intestinal possédent des propriétés anti-
inflammatoires. C'est notamment le cas des vésicules de F. prausnitzii dont l'activité anti-
inflammatoire a été observée in vitro sur des cellules épithéliales d'adénocarcinomes, a la fois par la
répression de cytokines pro-inflammatoires dont I'lL-6, le TNF-a et le TNF-p, ainsi que par l'induction
de cytokines anti-inflammatoires dont I'lL-10, I'lL-1Ra et le TGF-B2 (Jafari et al. 2019). Des effets
similaires ont été observés in vivo, suite a I'administration orale d'OMVs de E. coli Nissle 1917 chez

des souris atteintes de rectocolite hémorragique. De plus, dans cette méme étude, une diminution
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de la cyclooxygénase-2 et de la synthase d'oxyde nitrique, qui sont des enzymes impliquées lors de

I'inflammation, a été observée (Fabrega et al. 2017).

Il est aujourd’hui connu que les VE du microbiote intestinal peuvent traverser la barriere
épithéliale, interagir avec le systeme immunitaire de I'hOte et atteindre des sites distants de
I'organisme humain via les circulations systémique et lymphatique. Cependant, les mécanismes de
passages des VE au travers de la barriere intestinale restent aujourd’hui encore peu élucidés (pour
une revue, voir (Diaz-Garrido, Badia, and Baldoma 2021)). Différentes voies de passage des VE sont
actuellement considérées. Tout d'abord, les VE du microbiote intestinal pourraient passer dans le
compartiment sanguin grace a des phénomenes d'endocytose. Ce phénoméne a notamment été
démontré in vitro, avec des OMVs de E. coli Nissle 1917 et de Bacteroides thetaiotaomicron (Canas et
al. 2016, Jones et al. 2020) et observé in vivo avec des OMVs de B. thetaiotaomicron (Jones et al.
2020). Le passage des VE intestinales au travers de la barriére épithéliale pourrait également
s'expliquer par des phénomenes de transcytose via les cellules épithéliales, bien que ce phénomeéne
n'ait été observé que dans le cadre de passage d'exosomes eucaryotes au travers de la barriere
hémato-cérébrale, in vitro (Chen et al. 2016, Morad et al. 2019). Les VE intestinales peuvent
également franchir la barriére épithéliale par un simple passage entre les cellules qui la constituent,
dont la perméabilité des jonctions est diminuée lors de I'inflammation. En effet, une étude in vitro a
mis en avant la capacité des OMVs de Campylobacter jejuni a cliver, par le biais d'une activité
protéolytique, la E-cadhérine et I'occludine, qui sont acteurs des jonctions cellule-cellule de la
barriere épithéliale intestinale. Cette atteinte a I'intégrité épithéliale permet par ailleurs une meilleure

implantation des populations bactériennes a proximite des tissus intestinaux (Elmi et al. 2016).

On peut ainsi supposer que la concentration en VE dans le microbiote intestinal soit
augmentee dans la maladie de Crohn. Il est également connu que l'infection phagique provoque la
production a la fois active et passive de VE par certaines bactéries, que ce soit par bourgeonnement
ou par explosion lors de la lyse bactérienne (Mandal et al. 2021). Enfin, Yue Liu et co-auteurs (Liu et
al. 2022) proposent un modele selon lequel un phage de Lactococcus lactis serait capable de quitter
son hote en s'insérant dans des vésicules produites par celui-ci, phénomeéne qui pourrait contribuer

a l'augmentation de la concentration en VE dans le microbiote des patients.

En conclusion, les liens entre les nanoparticules du microbiote intestinal et la maladie de

Crohn restent peu connus a ce jour. Cette these propose un travail exploratoire de dénombrement
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de ces objets au sein de selles de patients en phase de poussée ou de rémission et de selles

d’individus sains.
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Résultats
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Avant-propos

C'est autour de la question de du dénombrement des phages et des VE dans les selles au

cours de la maladie de Crohn que gravite I'entiereté de cette these.

Dans un premier temps, et c'est le sujet du premier chapitre de résultats présentés de ce
manuscrit, il a fallu évaluer les avantages et les limites du Videodrop, développé par Myriade, pour
la détection et la quantification de phages. Il en va de méme pour les VE, qui se sont révélées, assez
rapidement au cours de ma these, comme étant trés abondantes dans les selles. Ce premier chapitre
s'attache également a la recherche d'une méthode de discrimination de ces deux populations de

nanoparticules au sein de mélanges biologiques.

Dans le second chapitre, nous nous intéressons au dénombrement conjoint de bactéries, de
phages et de VE au sein de selles d'individus sains et de patients issus d'une cohorte MICI. Les
adaptions et mises au point techniques auxquelles que j'ai di réaliser tout au long de ma thése y
sont également développées. Les hypotheses concernant ces résultats ainsi que les pistes qui

pourraient étre suivies sont ensuite discutées.

Enfin, en annexe, je présente d'autres projets paralléles a ma these, auxquels j'ai eu la chance
de participer. Il s'agit notamment de la partie bio-informatique d'une étude sur les genes
d'antibiorésistance dans les viromes fécaux de lapins d'élevage, de ma participation au projet
d’annotation de viromes dans une cohorte de plus de 600 enfants et de |'écriture d'une revue sur les

phages intestinaux.
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1. Détermination des limites et des performances du Videodrop

Malgré leurs potentiels roles non négligeables dans les MICI, les VLPs n'ont presque jamais
été dénombrées dans des selles. Les rares travaux de dénombrement réalisés par microscopie par
épiflulorescence manquent de contrbles, notamment concernant les seuils de sensibilité de cette
technique et la validation de la nature virale et de la non-agrégation des VLPs détectées. De plus,
nous ne savons pas dans quelle mesure les virus présents dans les selles humaines, dont la taille des
capsides ainsi que la taille et la nature de leurs génomes peuvent étre variables, sont détectables via
cette méthode. Nous avons ainsi souhaité mettre au point un protocole de quantification des VLPs
dans les selles d'individus sains et de patients atteints de la maladie de Crohn. Plusieurs approches

concernant la détection des virus dans les selles ont été testées et leurs limites ont été investiguées.

Les VE n'ont, quant a elles, jamais été quantifiées dans les selles humaines. La recherche d'un
protocole de dénombrement de ces derniéres a également été conduite au cours de cette these afin

de comparer les quantités de VE détectées dans les selles de patients et de contrdles sains.

Afin d'énumérer les phages et les VE dans les selles humaines, 'un des premiers objectifs de
ce projet a été de produire des échantillons purifiés de représentants caractéristiques des
populations attendues dans le microbiote intestinal, pour qu’ils servent de controles a ce que I'on

détecte dans les selles. Ces standards ont été produits selon les méthodes décrites ci-dessous.

1.1. Les gradients d’iodixanol

Tout au long de ma thése, nous avons eu recours a des gradients d'iodixanol. Séparant les
nanoparticules sur base de leur densité, ceux-ci ont pour avantage de permettre I'obtention de
fractions purifiées de phages, comme de VE. L'ensemble des gradients d'iodixanol ont été realisés

selon le protocole décrit dans I'article 1.

Si la densité des virus (~1,20 g/mL) permet de les concentrer en une seule fraction (la fraction
4, qui, selon les préparations, peut également contenir des VE et des flagelles), ce n'est pas le cas
pour les VE dont les densités s'étalent sur plusieurs fractions du gradient (Figure 19Erreur ! Source
du renvoi introuvable.). Ainsi, c'est dans la fraction 2 que I'on retrouve les VE les plus purifiees, mais
celles-ci peuvent se retrouver jusqu'a la fraction 4, qui peut également contenir des virus et des

flagelles.
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Figure 19. Schéma présentant la densité des fractions prélevées et les nanoparticules attendues dans les fractions

Les densités ont été calculées a partir des indices de réfraction mesurés dans les fractions issues de
trois culots de filtrats fécaux (cf. 3.3. Préparation des filtrats fécaux) soumis a un gradient d'iodixanol. En
iodixanol, les VE humaines sont trouvées a une densité comprise entre 1,08 et 1,14 g/mL (Kowal et al. 2016,
Tulkens, De Wever, and Hendrix 2020), les VE bactériennes a une densité comprise entre 1,13 et 1,20 g/ml
(Tulkens, De Wever, and Hendrix 2020), les flagelles a une densité de 1,16 g/ml (Kivela et al. 1999, Ravantti et
al. 2003) et les phages a une densité comprise entre 1,16 et 1,22 g/ml (Chapuy-Regaud et al. 2017, Kivela et al.
1999).

Neuf préparations de phages différents et neuf lots de VE d'origines différentes ont été
sélectionnés, produits et purifiés a I'aide de gradients d'iodixanol au cours de la these. IlIs sont tous
présentés, ainsi que l'intégralité de leurs protocoles de production et de purification, au sein de

I'article 1.

1.2. Dénombrements de populations homogeénes de phages et de vésicules

L'ensemble des résultats concernant la quantification des concentrations et I'obtention de
distributions de tailles des phages et des VE sont décrits dans I'article 1. La numérotation des figures

présentée dans ce résumé correspond a celle des figures présentées dans l'article.
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1.2.1. Résumé de l'article 1

Le marché de la détection et de la quantification des nanoparticules, bien que déja occupé
par le NTA, le TRPS et la DLS, laisse encore de la marge a de nombreuses améliorations techniques.
En effet, si les appareils basés sur le NTA sont les plus couramment utilisés pour la caractérisation de
solutions de phages et de VE, I'utilisation de ceux-ci est chronophage et soumise a certaines limites
importantes, comme leur sensibilité a la présence de bulles d"air dans leurs systemes, le fait que les
plus petites particules soient cachées par les plus grosses, ainsi que la relative fragilité de ces
appareils. Le Videodrop, un nouvel appareil basé sur I'lLM et développé et commercialisé par Myriade
est entré il y a peu sur ce marché afin de répondre a certaines de ces limites, tout en proposant un
appareil a un prix plus attractif. Le Videodrop a été comparé a deux appareils basés sur le NTA, a
savoir le NanoSight et le ZetaView, pour évaluer sa capacité a détecter et a quantifier les
concentrations dans des populations homogenes de phages et de vésicules, avant de
potentiellement l'utiliser ensuite pour déterminer les concentrations en phages et en VE dans les

selles humaines.

1.2.1.1. Quantifications des phages purifiés

Neuf phages, aux morphologies et aux génomes variés et pour certains, représentatifs des
communautés phagiques connues dans le microbiote intestinal humain (présentés dans le Tableau
2), ont été purifiés puis dénombrés. Ainsi, 'utilisation de la microscopie par épifluorescence s'est
avérée comme la méthode la plus pertinente pour le dénombrement des phages (Figure 2). Donnant
des résultats similaires a la gPCR, elle présente |'avantage de ne pas nécessiter de connaitre les
séquences génomiques des phages pour les détecter, et donc de permettre de quantifier tous les
phages dans des mélanges de populations. A noter que les concentrations données par la
microscopie par épifluorescence et la qPCR sont, pour certains phages comme T7, SPP1 et PRD1,
supérieures a leur titre infectieux obtenu par plages de lyse, suggérant la présence de virions non
infectieux dans ces préparations. Le Videodrop, le ZetaView et le NanoSight ont ensuite été utilisés
pour mesurer les concentrations des différents stocks de phages purifiés, par rapport aux résultats
de microscopie par épifluorescence. Parmi tous les phages quantifiés, le Videodrop n'a pu donner
des concentrations similaires a la microscopie par épifluorescence que pour T4 et P1, deux
myophages aux diamétres hydrodynamiques supérieurs a 100 nm (Figure 3). Le Videodrop a

également pu détecter les phages T5 et ®crAss001, dont les capsides mesurent environ 90 nm de
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diametre, mais a des concentrations égales a moins de 10% de celles obtenues en microscopie par
épifluorescence. Le ZetaView et le NanoSight sont quant a eux capables de détecter des phages de
plus petite taille. La limite de détection des phages pour le NanoSigth se situe ainsi autour de 60 nm
de diamétre (le NanoSight est capable de détecter tous les phages de la collection, excepté le plus
petit de celle-ci, X174, dont le diametre est de 30 nm), tandis que celle du ZetaView se situe entre
60 et 75 nm de diamétre. De plus, le NanoSight apparait comme étant I'appareil le plus performant

pour les mesures de tailles des phages (Figure 3).

1.2.1.2. Quantifications de vésicules purifiées

Des vésicules purifiées issues de cultures bactériennes, de cultures cellulaires eucaryotes et
de feces de rongeurs ont également été purifiées pour étre analysées par les trois appareils comparés
dans l'article. Bien que la MET ne nous permette uniquement I'obtention de distributions de tailles
approximatives en ce qui concerne les VE, c'est la méthode de mesure actuellement disponible qui
se rapproche le plus de la réalité des échantillons utilisés pour la comparaison des trois appareils.
Ainsi, nous avons décrit dans cet article que les seuils de détections propres a chaque appareil,
déterminés a I'aide des phages, semblent s'appliquer également aux VE. Dans les populations ou les
VE présentent des diametres majoritairement supérieurs a 100 nm, comme c'est le cas pour les VE
des monocytes THP1, les trois appareils donnent des estimations de la concentration similaires
(Figure 4). A l'inverse, dans les échantillons ou la taille de la majorité des VE est inférieure au seuil de
détection du Videodrop mais supérieure a celui des appareils basés sur le NTA, les concentrations
données par le NanoSight et le ZetaView sont nettement supérieures a celles proposées par le

Videodrop (Figure 4).

Cependant, bien que permettant la détection de phages et de VE de plus petite taille, le
NanoSight et le ZetaView n'autorisent pas I'analyse d'échantillons non purifiés, comme les filtrats
fécaux analysés au cours de ma thése. La présence de flagelles et d'agrégats protéiques et lipidiques
au sein de ces derniers empéche leur caractérisation par ces deux appareils, dans la mesure ou les
systemes de fluidique de ceux-ci sont difficile a laver et pourraient se retrouver bouchés par de tels
objets. Ce n'est pas le cas du Videodrop, qui ne nécessite que le dép6t d'une goutte dans une cuvette
tres facile a nettoyer. De plus, ce travail a permis de mettre en évidence un gain de temps
considérable lors de l'utilisation du Videodrop (permettant d'analyser 50 échantillons en 3 heures),
plutdt que du ZetaView ou du NanoSight, appareil le plus chronophage de ce trio (qui ne permet

que I'analyse de 5 a 15 échantillons lors d’une session de 3 heures).
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Les appareils reposant sur le NTA semblent affectés par I'effet d'écran, comme cela a déja été
décrit. Ce phénomene se caractérise, dans les échantillons ou les nanoparticules présentes des tailles
hétérogenes, par le masquage des plus petites par les plus grosses. Grace a ses différences de
conception, cet effet est en théorie beaucoup moins important avec le Videodrop. D'autres

expérimentations seront nécessaires pour I'affirmer.

En conclusion, le Videodrop ne détecte et quantifie correctement que les phages caudés dont
la capside présente un diametre supérieur a 90 nm. Concernant les VE, il est difficile de déterminer
un seuil de taille au-dessus duquel elles sont détectées, bien qu'il soit probablement similaire a celui
des phages. Il faut donc bien avoir conscience que l'utilisation du Videodrop pour le dénombrement
absolu ou relatif de VE ne prend en compte que celles dont le diametre leur permet d'étre détectées

par I'appareil. Enfin, le Videodrop est I'appareil le moins chronophage parmi les trois outils comparés.
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1.2.2. Manuscrit de l'article 1
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ABSTRACT

The research on extracellular vesicles (EVs) and bacteriophages (phages) has been constantly
expending during the last decades, as many of their roles in medicine, biology and ecosystems were
unveiled. This interest brought a need of new tools to quantify and determine the sizes of these
biological nanoparticles. A new device based on interferometric light microscopy (ILM), the
Videodrop, was recently developed for such purposes. Here, we compared this new device to two
NTA devices commonly used for the study of EVs, the NanoSight (Malvern, UK) and the ZetaView
(Particle Metrix, Germany), both based on Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). We show that the
performance of the Videodrop compares favorably with those of the NTA devices for the study of
most EVs. Concerning bacteriophages, results are more mitigated, as only larger ones are detected.
We also show that while the NanoSight instrument gives the most precise size distributions and that
generally the ZetaView provides the most accurate estimations of concentrations, the Videodrop is
by far the most time-saving device, making it the most appropriate for studies conducted on a large

number of samples.

INTRODUCTION
The discovery of extracellular vesicles (EVs) importance in basic research, medicine, and industrial

applications have put them in the limelight in the last decades. EVs are produced and released in
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the environment by eukaryotic and prokaryotic cells, for which they are important actors in cell-cell
and cell-host communication. Human EVs are present in numerous body fluids (Slomka et al. 2018),
where they are implied in homeostatic processes (Ratajczak et al. 2006, Simons and Raposo 2009,
Thery, Ostrowski, and Segura 2009, Valadi et al. 2007, Vallabhaneni et al. 2015, van der Pol et al.
2012) and constitute promising sources of biomarkers in cancer (Lane et al. 2018). They are also
implied in neurodegenerative and cardiovascular diseases (Robbins, Dorronsoro, and Booker 2016,
Thompson et al. 2016). Bacterial EVs play important roles as well, notably in pathogeny, as some
pathogenic bacteria deliver toxic compounds through EVs during infection (Bitto et al. 2017,
Bomberger et al. 2009, Codemo et al. 2018, Furuta, Takeuchi, and Amano 2009). Bacterial EVs have
also been found to be abundant in aquatic ecosystems (Biller et al. 2014). Finally, EVs have attracted
enormous interest in medicine and pharmaceutical industry as they can be used as vehicles to
deliver active therapeutical compounds, and serve as biomarkers, as reviewed in (Mateescu et al.
2017).

All these studies and applications have driven the development of tools for the characterization of
EV preparations. However, there is still a lack for simple, fast and reliable tool for the determination
of sizes and concentrations of entire populations of EVs, i.e. without labelling of specific molecules
that could be absent from a subpopulation (Filip 2021, Thery et al. 2018). Single-particle
measurements are required because of the important heterogeneity of EVs, notably concerning
their size, that typically range from 20 to 200 nm. Traditional microscopy techniques are not
appropriate for EVs enumeration and sizing. Indeed, enumeration of EVs by epifluorescence
microscopy is difficult, as they are not easily stained with non-specific dyes (i.e. dyes that would
stain all EVs). In addition, fluorescence microscopy does not give information on the size of objects.
On the contrary, Transmission Electronic Microscopy (TEM) can be used to visualize EVs and
determine their size, but not for enumeration.

Therefore more recent techniques are used for the enumeration and size determination of EVs, such
as Tunable resistive pulse sensing (TRPS), Microfluidic resistive pulse sensing (MRPS), Nanoparticle
Flow Cytometry (NFCM), Dynamic Light Scattering (DLS), and Nanoparticle Tracking Analysis (NTA),
but all these techniques have some limitations. TRPS relies on changes of impedance of a nanopore
caused by the passage of a nanoparticle in an electrolyte fluid. Though very valuable and accurate
for the characterization of EVs relatively homogenous in size (Doyle and Wang 2019, Maas, De Vrij,
and Broekman 2014), it faces impractical issues for highly polydisperse populations. Indeed, the
dimensions of the nanopores have to be adapted to the dimension of the analyzed particles, which

is not possible in the case of unknown or very polydisperse samples (van der Pol et al. 2014). By the
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addition of microfluidics to RPS, MRPS is more adapted to the analysis of size-heterogeneous
populations, its exposition to clogging issues is limited, but biases can still be induced by the choice
of the pore’s size (Cimorelli et al. 2021). In addition, this technology remains more expensive than
the others. Nanoflow cytometry (NFCM) is a flow-based technique that detects light scattered by
nanosized particles. Compared to traditional flow cytometry, a smaller flow channel reduces the
background signal and reduces system pressure, increasing particle residence time and therefore
better signal integration (Lippe 2018, Rossi et al. 2015, Zamora and Aguilar 2018). DLS is a bulk
method that detects the temporal fluctuations of intensities of the light scattered by a population
of nanoparticles following illumination by a laser to calculate their diffusion coefficient (Doyle and
Wang 2019). As the diffusion coefficients of particles are inversely proportional to their
hydrodynamic diameter, this information gives the size of particles (Dragovic et al. 2011, Kestens et
al. 2017). Though very valuable for the study of very small particles, as all bulk methods, it is prone
to biases arising from the heterogeneity of samples (Filipe, Hawe, and Jiskoot 2010). NTA is, to date,
the most widely used technique for the study of EVs. Like DLS and NFCM, NTA exploits light scattered
by nanoparticles in solution upon illumination with a laser, but the trajectories of single
nanoparticles are followed, enabling to determine their hydrodynamic diameter through the
analysis of their Brownian motion. It can therefore provide good size distributions and quantification
of heterogeneous-sized samples of EVs. The ZetaView (Particle Metrix, Germany) and the NanoSight
(Malvern, UK) are two devices relying on NTA commonly used by researchers working with EVs. Even
though they are based on this same principle, the ZetaView and the NanoSight have important
differences in the composition of their hardwares and softwares (Bachurski et al. 2019). For
example, on the NanoSight instrument, a flux is generally applied to the sample during acquisition,
whereas the acquisition is recorded on a static sample with the ZetaView. On polystyrene and silica
nanospheres, the ZetaView was shown to provide better concentration measurements, while the
NanoSight provided higher precision on size (Bachurski et al. 2019).

Despite the strengths of NTA, its main limitation result from the sixth-power dependence of the
scattered light intensity on the particle size, resulting in masking of small particles by larger ones,
which leads to inaccurate measurements in polydisperse samples (Dehghani et al. 2021, Gardiner
et al. 2013). In addition, the use of NTA-based devices is relatively time-consuming (approximately
10 and 20 minutes per sample for the ZetaView and the NanoSight respectively), which is a source
of practical limitations. A fast (i.e. whole acquisition in less than a few minutes), reliable and very
easy-to-use tool to size and enumerate nanoparticles would facilitate studies including a large

number of samples, or necessitating regular monitoring of the same samples over time. These are
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the announced strengths of a new instrument based on Interferometric Light Microscopy (ILM), the
Videodrop (Myriade, France). Like NTA, ILM uses the Brownian motion and the application of the
Stokes-Einstein relation to calculate the size distributions of the analyzed particles. However, a
simple LED illuminates the samples, and a transmission bright-field microscope is used as a
homodyme interferometer to detect the particles, based on the interferences created by the
superposition of the incoming light field and the light scattered by the nanoparticles. Being mostly
in the Rayleigh scattering regime, the intensity of the scattered amplitude is proportional to the
third-power of the particle diameter (Hulst 1957).

The Videodrop has been developed from an interferometer (Boccara et al. 2016, Roose-Amsaleg et
al. 2017), which has been used to enumerate nanoparticles in cheeses (Dugat-Bony et al. 2020) and
aquatic environments (Boccara et al. 2016, Roose-Amsaleg et al. 2017). A recent study showed that
the Videodrop enables correct relative enumeration of lentiviral virions, an adenovirus, and a
baculovirus, while underestimating viral concentrations as compared to classical titration
procedures, especially for the adenovirus (Turkki et al. 2021). A Videodrop instrument was also used
to estimate the concentrations of EVs in plasma, but no controls concerning the performance of the
device were realized in this study (Sabbagh et al. 2021). Table 1 summarizes the main characteristics
of the Videodrop, ZetaView and NanoSight instruments.

Here, we evaluated the Videodrop for the determination of concentrations and sizes of purified EVs
and bacteriophages (phages), and compared it with two NTA devices, the ZetaView and the
NanoSight. Phages are interesting biological nanoparticles for this evaluation as they constitute
monodisperse populations, the diameter of the capsid being very homogenous among virions of the
same species. In addition, on the contrary to EVs, they can be reliably quantified using different
techniques such as plaque counting, quantitative PCR and epifluorescence microscopy following
labeling of the nucleic acid in virions. For this study, phages were chosen to cover a large range of
capsid diameters, from 30 nm and 120 nm, and to have different morphotypes: we used Myophages
and Siphophages that have long proteic tails, and Podophages and Tectiviridae that have no or very
small tails (Table 2). In addition, phage enumeration is of great interest in itself, since phages, as
predators of bacteria, are important actors in all microbial ecosystems, and notably in Human
associated microbiota (Sausset et al. 2020). Phage composition has been shown, for example, to be
associated with Intestinal Bowel Diseases (IBD), such as Crohn’s disease or ulcerative colitis
(Cornuault et al. 2018, Diard et al. 2017, Norman et al. 2015). To understand the dynamics of
complex microbial ecosystems, but also for the development of phage-based applications in

biotechnologies and medecine, a fast and reliable enumeration of phage particles is of considerable
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interest. In this study, we then compared the performance of the ILM and NTA devices for the
observation of nine types of EVs, originating either from milk, from cells (human and bacterial), or
from rodent faeces (germ-free or raised conventionally). For each device, we choose to use constant
settings for all experiments to enable comparisons. We compared the size distributions obtained
with Videodrop and the NTA devices with size distributions obtained by transmission electron
microscopy. We show that the Videodrop detection threshold is higher than that of the NTA devices,
but that it provides concentrations similar to the ones obtained by NTA for most of mammal derived
EVs. In addition, the Videodrop is by far the most time-saving device, making it the most appropriate

for studies conducted on a large number of samples and comprising sufficiently large objects.

MATERIAL AND METHODS

Phages lysates. Phage bacterial hosts and conditions of culture are listed in Sup Table 1. Escherichia
coli and Bacillus subtilis cultures were grown at 37°C in LB (Luria Browth) supplemented with 5 mM
of MgS04, 5 mM of CaCl,, and maltose for lambda phages. The cultures were infected during
exponential growth (ODegoo nm Of 0.2). E. coli phages were grown on the MG1655 hsdRM strain, and
the multiplicity of infection (m.o.i.) was comprised between 0.1 and 0.25, except for PRD1 and
®X174 which were respectively grown at 37°C on E. coli HMS174 pL2 (with kanamycin at a final
concentration of 25 pug/mL) and at 30°C on E. coli CQ2, and for which an m.o.i. of 5 was used. SPP1
was grown on B. subtilis YB886, and a m.o.i. of 0.01 was used. ®CrAss001 was grown as described
by Shkoporov et al. (Shkoporov, Khokhlova, et al. 2018). Briefly, Bacteroides intestinalis (DSM
108646) was grown in Fastidious Anaerobic Browth (FAB) in anaerobic conditions and infected at a
m.o.i. of 1. All infections were performed in 500 mL of exponentially growing bacterial cultures (0.2
at 600 nm); and incubated until a deceleration of the bacterial growth was observed. Bacteria and
debris were then pelleted by centrifugation at 5,200 g for 30 minutes, and the supernatants were

filtered through 0.22 um syringe filters.

Extracellular vesicles preparations. Bacterial culture supernatants containing EVs were obtained as

follows. B. subtilis YB886 was grown in 500 mL of LB during 24 hours at 37°C with agitation.
Faecalibacterium praustnitzii was grown in an anaerobic chamber filled with 5% H», 5% CO; and 90%
N2 in 500 mL of sterile BHIS (Brain Heart Infusion Supplemented) medium supplemented with L-
cysteine (0,5 g/mL), maltose (1 g/mL), and cellobiose (1 g/mL), during 24 hours, at 37°C. In both

cases, bacteria and debris were pelleted by centrifugation at 5,200 g, for 30 minutes, and the
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supernatants were filtered with 0.22 um syringe filters. Staphylococcus aureus HG0O03 was pre-
inoculated in BHI broth and grown overnight at 37°C under 150 rpm/min agitation, and then
inoculated 0.1% in 500 mL of fresh BHI (125 rpm/min, at 37°C) on a 1 L Scott flask. Bacterial cultures
were retrieved after 12 h, centrifugated at 6,000 g for 15 min and filtered through 0.22 um. E. coli
Nissle 1917 was pre-inoculated in LB broth and grown 8 h at 37°C under 200 rpm/min agitation, and
theninoculated 1% in 500 ml of fresh LB (130 rpm/min, at 37°C) on a 1 L Scott flask. Bacterial cultures
were retrieved after 18 h, centrifugated at 10,000 g for 20 minutes and filtered through 0.22 um
pore size filters. To recover EVs from murine faeces and caecal content, faeces and caecal contents
were collected from mice. The mice were 7 weeks old C57BL/6NRj males (Janvier Labs) maintained
in 12 h-light/12 h-dark cycle and fed on a chow diet (Ssniff), or germ-free C3H/HeN and C57BL/6)J
mice from the INRAE Anaxem core facility. Faeces from germ-free F344 Fisher rats grown in the
Anaxem-Micalis (INRAe, Jouy-en-Josas, France) core facility were also obtained. In order to obtain
fecal filtrates, fresh or frozen (at -80°C, immediately after sampling) materials were diluted 40-fold
in cold 10 mM Tris (pH 7,5) and resuspended by soft agitation at 4°C during 15 minutes. After
centrifugation at 5,200 g for 30 minutes, the supernatant was filtered with 0.22 um pore size syringe

filters.

Purification of bacterial EVs and phages. Phages lysates and B. subtilis and F. praustnitzii

supernatants prepared as described above were submitted to a centrifugation of 20,000 g for 16
hours (rotor SS-34; Sorvall RC 5C PLUS). Pellets containing phages and EVs were resuspended in SM
buffer (200 mM NaCl, 50 mM Tris pH7, 10 mM MgS04) or Tris 10 mM pH7, respectively.
Resuspended pellets were then subjected to an iodixanol density gradient in 5 mL Ultra-Clear
centrifuge tubes (Beckman Coulter). The tubes were first filled with a two-layer gradient: 1.875 mL
of 45% iodixanol was softly injected under 2.500 mL of 20% iodixanol. 512 pL of the resuspended
pellets were layered on the top of the density gradient. After ultracentrifugation at 32,000 rpm
during 5 hours at 4°C (rotor SW55Ti; in a XL-90 Beckman Coulter centrifuge), fractions containing
purified EVs or purified phages were extracted following the scheme in Supp. Fig. 1. These fractions
of interest were dialyzed overnight at 4°C against Tris 10 mM or SM buffer for EVs and phages
respectively, under soft agitation, using 25 kD Spectra/Por dialysis membranes. A second dialysis of
3 hours was performed the next day in the same conditions. All samples were stored at 4°C and
analyzed in the following two weeks. TEM was performed to check the quality of all EV samples.
Cell-free supernatants from S. aureus cultures were submitted to EVs isolation and purification by

sucrose density gradient ultracentrifugation, as described previously (Luz et al. 2021). Cell-free
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supernatants from E. coli cultures were submitted to EVs isolation and purification by size-exclusion

chromatography, as described previously (Rodovalho et al. 2020).

Purification of THP1 EVs. THP1 cells (ATCC) were cultivated in RPMI medium supplemented with

10% FBS and 1% penicillin-streptomycin at 37°C in 5% CO,. They were kept at a concentration
between 3.0 x 10° cells/mL and 1.0 x 10° cells/mL. For EVs production, the cells were washed with
RPMI + 1% PS without serum, and then resuspended in the same media in T175 flasks at a
concentration of 2.5 x 10° cells/mL in 50 mL. After 48h, the conditioned media was harvested and
centrifuged during 10 minutes at 2,000 g. The supernatant was ultracentrifuged 2h at 150,000 g in
an Optima XP (Beckman) with the rotor MLA-50. The EV pellet was resuspended in 0.8 mL of sterile

PBS. The EVs were aliquoted and stored at -80°C until further analyses.

Isolation of bovine milk-derived EVs. Whole bovine milk samples were centrifuged at 3,000 g for 15

minutes at 4°C (Allegra X-15R, Beckman Coulter, France) to separate fat from skimmed milk. The
whey was obtained after acid precipitation with 10% (v/v) acetic acid, incubation at 37 °C for 10
minutes and 10% (v/v) 1M sodium acetate for 10 minutes at RT. This was followed by centrifugation
at 1500 g, 4°C for 15 minutes and by a filtration using vacuum-driven filtration system Millipore
Steritop, 0.22 um. The whey supernatants were concentrated by centrifugation at 4,000 g and 20°C
using Amicon 100kDa centrifugal filter units (Merck Millipore) to the final volume ~6 mL. The
aliquots of 500 ul of obtained retentate were loaded onto a qEVoriginal 70 nm SEC column (Izon
Science, New Zealand) previously washed and equilibrated with PBS. Fraction collection (0.5 mL per
fraction) was carried out immediately using PBS as elution buffer. The selected elution fractions
were pooled and were subsequently concentrated using 100 kDa Amicon centrifugal filter units
(Merck Millipore). Post-treatment processing with several washing steps with PBS was applied to
obtain highly pure EV population. The EV standards were aliquoted and stored at -80°C until further

analyses.

Transmission Electron Microscopy (TEM). 10 pL of purified EVs or phages samples were directly

adsorbed onto a carbon film membrane on a 300-mesh copper grid, stained with 1% uranyl acetate
dissolved in distilled water and dried at room temperature. Grids were examined with a Hitachi

HT7700 electron microscope operated at 80 kV (Elexience) and images were acquired with a charge
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coupled device camera (AMT). This work was carried out at and with the expertise of the MIMA2

platform, INRAE (Jouy-en-Josas, France).

Plague Assay (PA). 10 L of the appropriate dilution of the purified phage preparations were mixed

with 300 pL of their bacterial hosts grown overnight and supplemented with appropriate nutriments
and/or antibiotics (Supp Table 1). For all phages except ®crAss001, the phage-bacteria suspensions
were mixed with 5 mL of warm soft top agar (0.45% w/v agar, 0.25% w/v NaCl, 0.1% w/v Bacto
Tryptone; in osmosed water) and immediately poured in Petri dishes already containing a solid LB
agar layer (1.5% w/v agar and 2.5% w/v LB powder), in technical triplicates. In the case of the
®crAss001, a published protocol was followed (Shkoporov 2018). Briefly, the anaerobically
prepared phage-bacteria suspension was mixed in 5 mL of 0.4% Bacto agar, and immediately poured
on three Petri dishes already filled with a solid layer of Fastidious Anaerobic Agar (FAA). After
solidification, the Petri dishes were incubated overnight at 37°C, except for ®X174 (30°C). The next
morning, lysis plagues were manually counted and phage titers in plaque-forming units per mL

(PFU/mL) were calculated.

Quantitative PCR (qPCR). DNA standards for calibration were prepared from phage genomic DNA

preparations. Prior to genomic extraction, 500 pL of high titer phage samples were treated with 0.25
uL of Turbo DNAse | (Ambion, 2 U/uL) and 1 pL of RNAse A (10 mg/250 mL) at 37 °C for 30 min. After
adding EDTA (at a final concentration of 0.01 M) to inactive nucleases, phage DNA was extracted
with two phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) extractions followed by three chloroform-
isoamyl alcohol (24:1) purification steps. DNA was precipitated with two volumes of ethanol and
potassium acetate (300 mM, pH4.8) and resuspended in Tris buffer pH8 at 10 mM. DNA was
quantified with Qubit® and diluted in Tris pH8 10 mM to obtain standards with 1.0 x 10° to 5.0 x 10°
genomes of phage in 6 uL. Phage samples were quantified using the primers in Supp Table 2, used
at a concentration of 10 uM. gPCR was performed in a total volume of 15 pL in MicroAmp Fast
Optical 96-wells plates sealed by a MicroAmp Optical Adhesive Film, using the Takyon ROX SYBR
Mastermix blue dTTP kit. Amplifications were run in duplicates on a StepOnePlus real-time PCR
system with the following cycling conditions: 95 °C for 5 min, (95 °C for 15 sec, 58 °C for 45 sec, 72
°C for 30 sec) for 45 cycles, 72 °C for 5 min, 95 °C for 15 sec, 60 °C for 15 sec, 95 °C for 15 sec. All
phage preparations were quantified three times independently. The analysis of the melting curves
confirmed the specificity of the primers. Data analysis was performed using manufacturer’s StepOne

Software 2.3.
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Epifluorescence Microscopy (EPI). Phage samples were diluted to a concentration of approximately

107 virions per mL. Glutaraldehyde was added to 1 ml of diluted sample at a concentration of 0.5%
final and incubated at 4°C for 15 min. Samples were then submitted to flash freezing in liquid
nitrogen. After defreezing, 4 mL of SM buffer was added to each sample, prior to filtration on 0.02
um Anodisc filters. Each filter was then incubated on a 50 uL drop of SYBR Gold at 200X in the dark
for 15 min, with the virus side up. After removal from the drop, filters were dried in the dark before
being mounted on a glass slide with Fluoromount-G and a coverslip. Slides were kept at -20°C until
observation. Microscopic observations were done using a Nikon Ti-E fitted with a 100x oil objective
Apo TIRF (NA, 1.49; Nikon) with an iLas2 laser coupling system from Gataca Systems (150 mW,
488 nm). Ten images were shot per slide, with bright field and GFP fluorescence channels (with an
excitation filter wavelength of 472/30 nm and emission filter wavelength of 520/35 nm). Emissions
were collected using interference filters and imaged onto a pair of sSCMOS cameras (Orca Flash 4.0
v2 sCMOS; Hamamatsu), with a gain defined at 300 attached to a x2.5 magnification lens, with a
time exposure set up from 100 ms to 200 ms depending on the fluorescence intensity of each phage.
The final pixel size was 64 nm. Metamorph v.7 software packages were used to control and process
the image acquisition, further analyzed with Imagel) (v1.52a). Numbers of phages on the whole
filters were calculated by multiplying the average counts with the quotient of the area of the filter

by the area of the pictures.

ILM measurements with the Videodrop. All purified samples were diluted to appropriate

concentrations (20-100 particles per frame) in their respective buffers and drops of 6 uL were used
for the measurements. Triplicates of accumulations on 10 acquisitions of 100 frames were recorded
per sample, in accumulation mode. In accordance with the manufacturer’s specifications, a relative
threshold of 3.8 was applied. Removal of macro particles was enabled, using a minimum radius of
10 and a minimum hot pixels of 80, as well as a drift compensation. Concerning the tracking settings,
a maximum of 2 jumps was tolerated, for a minimal length track of 10 frames. The doublet detector
(qvir software version 2.5.2.6196) was used for all the measurements. Size distributions were
obtained after the application of a mobile mean with a period of 3 on histograms with classes of 5
nm. For linearity measurements polystyrene beads (Polystyrene Nanosphere Suspension Series
3000, ThermoFisher) of various sizes were diluted in water after short sonication. Beads
concentration was calculated following Nanospheres' supplier indications provided in the technical

guide.
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NTA measurements with the PMX 220 ZetaView.

The Zetaview system (Particle Metrix, Germany) was equipped with a 488 nm laser. Ideal
measurement concentrations were obtained by pre-diluting the samples to the ideal 50-200
particles/frame. Each experiment was performed in duplicate on 11 different positions within the
sample cell with following specifications and analysis parameters: cell temperature 25°C, sensitivity
70, shutter 100, Max Area 1000, Min Area 10, Min Brightness 25. The results were validated while
obtaining at least 1 000 valid tracks for each run. For data capture and analysis, the Nanoparticle
Tracking Analysis Software (ZNTA) vs 8.05.04 was used. Size distributions were obtained after the

application of a mobile mean with a period of 3 on histograms with classes of 5 nm.

NTA measurements with the NanoSight NS300. All purified samples were diluted in their

appropriate sterile buffer to a volume of 1 mL and at an ideal concentration of 20-100 particles per
frame, and injected at a speed of 50 pL/s into the machine’s specimen chamber with a 1 mL sterile
syringe. For each measurement, five acquisitions of 1 minute were recorded at 25°C. Concerning
the hardware, the device was equipped with a sSCMOS camera and a laser module at 488 nm for
most experiments, except for phages PRD1 and ®X174 and milk EVs, for which a laser module at
405 nm was used. Observation of phages T4 and PRD1 with both laser modules (at 405 nm and 488
nm) revealed almost no differences in concentration and sizes. A camera level of 15, a flux of 25
ml/h were used in all experiments. For each measurement, five 1-min videos were captured. After
capture, the videos were analyzed by the NanoSight software NTA 3.3 Dev Build 3.3.104 with a
detection threshold of 4. Size distributions were obtained after the application of a mobile mean

with a period of 3 on histograms with classes of 5 nm.

RESULTS

Evaluation of the size threshold and linearity range of the Videodrop on polystyrene beads

In a first step, we observed standardized polystyrene beads of known concentrations at different
dilutions with the Videodrop. For beads with a diameter superior to 80 nm, good agreement
between theoretical and measured concentrations values was observed between 5x10% and 4x10°
beads/mL (Fig. S2). For 70 nm beads, concentrations were underestimated by 5 to 10-fold,

indicating that 80 nm is the size threshold for enumeration of polystyrene beads, in agreement with
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the manufacturer’s indications (Table 1). By comparison, linearity and agreement between
theoretical and measured concentrations for 100 nm diameter polystyrene beads were previously
determined with the NanoSight between 2x107 and 3x10° particles/mL (Maguire et al. 2017).

Of note, particle size thresholds are expected to be higher for phages and EVs. Indeed, the signal
intensity depends not only on the diameter of the particle but also on its refractive index, and at
wavelengths around 450 nm, the refractive index of polystyrene beads (approximately 1.59) is
higher than that reported for viruses (between 1.42 and 1.49) (Holzwarth et al. 1974) (Pang, Song,
and Cheng 2016) and EVs (between 1.36 and 1.39) (Chandler, Yeung, and Tait 2011, Gardiner et al.
2013, van der Pol et al. 2012).

Enumeration of purified phages

We then evaluated the performances of the Videodrop and the two NTA devices for measuring
concentrations and sizes of biological nanoparticles of known concentrations and uniform in size,
i.e. phages. To this aim, we first purified phage virions of nine different species, belonging to
different taxonomic families with different capsid morphologies and sizes (Table 2). TEM
observations indicated that phage preparations were almost free of EVs or other large contaminants
(Fig. 1). When non-phage objects were observed, as in P1 and T5 preparations, they were 10-fold
less abundant than phage particles, and should therefore not significantly modify neither sizing nor
enumeration of the phage stock. Concerning PRD1 and ®X174 preparations, virions were
aggregated on TEM images, but subsequent observation in NTA indicated that this aggregation
occurred on the TEM grids. Capsid and tail dimensions measured for each phage were close to
published values (Tables 2 & 3).

We then determined the concentrations of our phage preparations using three reference methods:
Epifluorescence Microscopy (EPI), Plague Assay (PA), and quantitative PCR (qPCR). EPI and gPCR
provided comparable concentrations, giving confidence that they correspond to reliable values (Fig.
2). In the following, we use the concentrations obtained by EPI as references for further
comparisons. Concentrations obtained by PA were slightly lower to those obtained with EPI and
gPCR for most of the phage samples (2 to 3-fold lower), except for T7 and SPP1 for which the
differences were more important. This is most probably related to the presence of non-infectious
particles in the preparations, as already reported for viruses (Heider and Metzner 2014, Huang and
Baltimore 1970), especially after purification as procedures can damage particles. Comforting this

hypothesis, tailless phage particles were observed in SPP1 stocks (Fig. 1).
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We next compared the performances of the Videodrop and the two NTA devices in determining
phage concentrations. In a first step, we measured concentrations of T4 serial dilutions with the
Videodrop, which comforted the appropriate concentration range determined previously with
polystyrene beads, i.e. from 5x108 to 5x10° particles/mL (Fig. 3A).

The NanoSight detected all the tested phages except the smallest one, ®X174, whose capsid
diameter is only 30 nm. NanoSight detection threshold is therefore between 30 and 60 nm for
phages. Concentrations obtained were in relatively good accordance with EPI counts, with generally
less than 2-fold difference, except for lambda and ®CrAss001, for which 3-fold lower concentrations
were found (Fig 3A). The ZetaView also detected most phages, except the small ®X174, as the
NanoSight, but also SPP1. This could be surprising as the published diameter of SPP1 virion, 61 nm,
is similar to those of A and T7 phages (Table 2), which were correctly detected. Of note, SPP1
particles create a visible signal, but that is too low to be detected by the ZetaView software with the
parameters used in this study, indicating that SPP1 virions are just below the detection threshold of
the device. This could results either from a slightly smaller size of SPP1 virions, as suggested by our
TEM observations indicating a diameter around 57 nm (Table 3), or from a lower refractive index of
SPP1 virions compared to other phages. We therefore considered that the detection threshold of
the ZetaView is around 60 nm for phages. For the largest phages (T4, P1, T5 and ®CrAss001),
ZetaView concentrations were in very good agreement with EPI counts.

For its part, Videodrop detected and correctly enumerated only the two biggest phages, T4 and P1.
Interestingly, although T5, P1 and ®CrAss001 have approximately the same capsid diameter, 90 nm
(Tables 2 and 3), only P1 virions were detected. This probably results from the larger P1 tail, that
might contribute to the diffusion of light and affect the Brownian motion of the virions, facilitating
its detection and tracking. Like for SPP1 with ZetaView, ®CrAss001 particles create visible spots, but
the intensity of the signal was too low to be detected by the software, indicating that is the particle
signal is just below the detection threshold of the device. ®CrAss001 capsid size being between 76
and 90 nm (Tables 2 & 3), this suggests that the Videodrop detection threshold is around 90 nm for
phages.

In conclusion, NanoSight and ZetaView enumerated correctly phage particles larger than 50 nm and
60 nm respectively, with globally better determination of concentrations by ZetaView, in line with
previous studies on synthetic nanoparticles (Bachurski et al. 2019, Dehghani et al. 2021). The
Videodrop detected and provided correct concentrations only for tailed phages with a capsid larger

than 90 nm.
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Particle size distributions in phage samples

In addition to the determination of particle concentrations, the three devices provide particle size
distribution, thanks to the analysis of particle’s Brownian motion. The NanoSight provided size
distributions in agreement with sample’s characteristics, i.e. in most cases narrow unimodal
distributions with a maximal value close to the diameter of the virions (Fig. 3B). Hydrodynamic
diameters of tailed phages is not expected to be exactly equal to the diameter of the capsid, in
particular because the tail might influence the Brownian motion of virions. In agreement with this
hypothesis, for phages with no or very short tail (OcrAss001, T7 and PRD1), sizes obtained by
NanoSight were very close to the diameters measured by TEM (Table 3 and Fig. 3). For phages with
a large tail, a bimodal distribution could be observed most of the time, with a first small peak
corresponding to the diameter of the capsid, and hence to damaged tailless virions, and a second
higher peak, most likely corresponding to intact virions (Fig. 3). The bimodal distribution is
particularly apparent in the case of the SPP1 sample, which was shown by TEM to contain close to
50% of tailless capsids (Fig. 1).

The ZetaView measured correct modal sizes for T4, T5 and ®crAss001, but with poor precision
(Table 3 and Fig. 3). Similarly, the Videodrop measured a correct modal size for phage T4, with poor
precision as well. Surprisingly, in other cases the Videodrop and the ZetaView provided particle size
distributions very different from expected distributions, concerning both mode and precision. In
conclusion, the NanoSight provides more precise size estimations on phage particles than the other

devices.

Quantification and size distribution of EVs from different origins

We next compared the performance of the three instruments in measuring the concentrations and
size distributions of EV preparations from various origins. To this aim, we prepared EVs-enriched
preparations (named EVs in the rest of the article for simplicity) from 9 different origins: bovine
milk; THP1 human monocytic cell cultures; Faecalibacterium prausnitzii, Bacilus subtilis, Escherichia
coli and Staphylococcus aureus bacterial cultures; and finally EVs from germ-free or conventional
rodent faeces or ceacal content. In germ-free animals, EVs can exclusively originate from intestinal
cells, while in conventional animals they can also originate from the intestinal microbiota. EVs
preparations observations by TEM confirmed that most of the nanoparticles were EVs, with

important dispersion of particle sizes (Fig. 4).
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EV preparations were then observed with Videodrop, ZetaView and NanoSight. In a first step, we
determined the optimal concentration range for measurements by determining the concentrations
of serial dilutions of EVs from bovine milk with the three devices (Fig. 5). For both NTA instruments,
linearity ranges were much narrower than previously reported for monodisperse samples: they
range from 2.5x107 to 2x108 particles/mL instead of 3x10°. This probably results from the high
camera levels used, chosen to detect all particles, that lead to a masking of small particles by large
ones at higher concentrations. On the contrary, the linearity range of the Videodrop was similar to

that determined previously with polystyrene beads and phage particles.

All EVs preparations were then observed with the three devices. Contrarily to phage preparations,
the concentrations of EV preparations are unknown, and therefore we can simply compare the
values obtained with the three instruments to each other. Concerning EVs originating at least partly
from mammal’s cells (i.e. EV from milk, THP1 monocytes and mouse intestinal contents), the three
devices measured relatively close concentrations, with only 2-fold difference between the lowest
and the highest concentrations, always provided by the ZetaView (Fig. 6A). The good performance
of the Videodrop is surprising considering the presence, at least in some samples, of EVs smaller
than its detection threshold, as deduced from TEM images (Fig. 6C). This could result from a lower
masking effect in ILM than in NTA, as predicted by theory, which could compensate the higher
detection threshold of Videodrop. In contrast, the devices were discordant in quantifying EVs
originating from bacterial cultures, except for E. coli, with up to 10-fold higher concentrations
obtained by NanoSight compared to Videodrop (Fig. 6B). Since the level of dispersity in EV size
suggested by TEM images is similar for both types of EVs, we have no explanation for this result. E.
coli EVs were smaller than the detection threshold of the three devices, probably explaining the
similar concentrations obtained.

With regards to size distributions, all devices provided size distributions larger than TEM, yet, like
for phages, the NanoSight provided the best measures, i.e. the distributions the closest to the ones

determined by TEM (Fig. 6).

DISCUSSION
This study is, to the best of our knowledge, the first evaluation of the Videodrop for the
measurement of concentrations and sizes of bacterial viruses and EVs. As a first step towards the

evaluation of the Videodrop for phage enumeration, we realized a thorough comparison of classical
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methods for phage concentration measurement. We established that quantitative PCR and
epifluorescence microscopy provide very similar concentrations. A previous study found
significantly lower concentrations with epifluorescence microscopy when compared to gqPCR
(Kaletta et al. 2020). The better agreements between the two methods in our study could result
from the use of a more concentrated SYBR Gold staining solution, the adding of a flash freezing step
to improve the staining, and/or to the use of a better microscopic setup. We found that the
sensitivity threshold of the Videodrop for phage enumeration is around 90 nm of diameter, as only
5 to 10% of the 90 nm diameter virions of T5 and ®crAss001 are counted. This contrasts with the
reported good performance of Videodrop for the quantification of an adenovirus of 75.5 nm of
diameter (Turkki et al. 2021). In this study, the authors could detect approximately 25% of
adenoviruses particles (Turkki et al. 2021). Several factors could explain this difference. First,
different viruses can have different refractive indexes, and the refractive index of adenoviruses
might be higher than that of the phages tested here, improving its detection. Second, adenovirus
observations were done using a relative threshold of 3.2, while we used a relative threshold of 3.8,
in line with manufacturer’s recommendations.

For the large T4 phage virus (120 nm of diameter), concentrations provided by the Videodrop
instrument were in very good agreement with those obtained by epifluorescence and quantitative
PCR. Similar to polystyrene nanoparticles, a linear count consistent with the dilution was observed
between 5x10% and 4x10° particles/mL, indicating the successful enumeration of individual virions.
Concerning the NTA instruments, our results suggest a sensitivity threshold for phages below 60 nm
of diameter for NanoSight, and between 60 and 75 nm for Zetaview under the selected experimental
conditions, in agreement with previous studies (van der Pol et al. 2014). We found that the ZetaView
instrument provided slightly better concentration measurements than the NanoSight, as already

described with polystyrene nanospheres, silica nanospheres and EVs (Bachurski et al. 2019).

Concerning the determination of sizes, in monodisperse phage samples, the NanoSight provided the
most precise measurements, in line with a previous study (Bachurski et al. 2019). In polydisperse
samples, we confirm the overestimation of particle sizes by NTA (Bachurski et al. 2019). As already
discussed, this difference is too important to be solely explained by the shrinking phenomenon
sometimes observed with TEM (Jensen, Prause, and Laursen 1981, Momen-Heravi et al. 2012,
Szatanek et al. 2017, Thery et al. 2006, van Niel, D'Angelo, and Raposo 2018), to which EVs are
particularly subjected. Rather, this overestimation most probably results from two phenomenon.

The first is that small particles are difficult to track, due to low intensity and fast movement, and
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therefore often cannot be attributed a size. The second is the so called masking effect, described in
NTA-based devices, by which small particles mask small ones (Dehghani et al. 2021, Ortega Arroyo,
Cole, and Kukura 2016). In theory, ILM is less subjected to this phenomenon because the detected
signal is proportional to the third power of the diameter of the nanoparticles, while in NTA, the
detected signal is proportional to the sixth power of the particle’s diameter. This might explain why,
despite a lower sensitivity of the Videodrop instrument, it measures concentrations of EVs similar
to that of the NTA instruments in milk and in mice intestinal samples, that are highly polydisperse
in size.

As measurements by the Videodrop seems to be not very affected by the masking effect, integration
of a camera with a better sensitivity in a future version of the Videodrop might result in better

performance than NTA for measuring concentrations of EV in polydisperse samples.

Finally, a major advantage of the Videodrop instrument is its ease and speed of use. In particular,
sample positioning is very fast (a 6 yL drop of the sample has to be deposited on a dedicated
microcavity) compared to the positioning of the sample through a syringe and tubes in NTA, in which
a syringe has to be carefully related to and removed from tubes to avoid generating air bubbles,
increasing the required time of manipulation (Table 4). The ZetaView is facing similar limitations
than the NanoSight; however, even though it necessitates a calibration prior to use, this device
offers a better efficiency in terms of time of analysis. The ultra-fast measurements possible with the
Videodrop is of particular importance when a large number of samples have to be observed. In
addition, and especially with the NanoSight, clogging of the tubing could occur, necessitating to use
only samples free from large particles and, ideally, from soluble lipids or proteins. For example, in
the context of this study, fecal filtrates could not be observed with the NTA instruments, as they
contain flagella, lipids and proteins either soluble or in aggregates, but could be observed with the

Videodrop, which does not face clogging issues (Fig. $3).

In conclusion, the better sensitivity of the NanoSight instrument makes it the most appropriate
device for the determination of the concentration of objects whose size is comprised between 50
and 90 nm. In addition, of the three devices we tested, the NanoSight provided the most precise
size distributions, and projects requiring precision on a limited number of samples might take better
advantage of this device. However, the higher precision and sensitivity of the NanoSight is balanced
by three disadvantages: its time-consuming manipulation, its high susceptibility to masking effect

and its price. For its part, the most important advantage of the Videodrop is its ease of use and the
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rapidity of sample observation (Table 2). In addition, ILM is less prone to small-particle masking by
larger particles, and can therefore compare advantageously to NTA for concentration
measurements of highly polydisperse populations. Finally, Videodrop is cheaper and requires less
consumables than the other devices (a simple pipet tip as opposed to a syringe), which is directly

related to a lower environmental footprint, which should be taken into consideration.
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Videodrop NanoSight

Technology ILM NTA NTA
Light source LED Laser Laser
Sample volume 6pL 1mL 1mL

Concentration range

_1p 5_10° 6_10°
T el 108-10 10°-10¢ 108-10¢

Sample introduction  Dropletinatank Syringe, tubings  Syringe, tubings

Acquisition time 20 sec 1 min 1 min
Temperature control No Yes Yes
Fluorescence No Yes Yes
Cost of consumables =0 ] S S
Cost of equipment S $s $$

Table 1. General characteristics of Nanosight, ZetaView, and Videodrop devices
given by the manufacturers. Information was collated using manufacturer websites.

Family . . . L . L
e Myophage Myophage  Siphophage Siphophage Siphophage Podophage Podophage Tectiviridae Microviridae
Capsid
. 120x 86 85 a0 60 61 76 60 66 30
diameter (nm)
Genome type dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA ssDNA
Genomessize 169 100 121 48 44 103 40 15 5

(kb)

Table 2. Characteristics of the phages used in this study. Capsid diameters are from Viral Zone, except
for SPP1 (Ignatiou 2019).

Capsid diameter 110+6

+ + + + + + + +
et |mas| T 79+5 64+5 57.5+16 90+4 63.7+4.1  653+42 26+3
= [ .
=y Tail 'e"g;g}{mea"— 119+9 235+14  195+18  153+13  181+21 2515 Very small No tail No tail
Tail width Not . .
+ + + + +
(mean % SD) 16+2 18+3 9+2 9+2 9+2 measurable Very small No tail No tail
Z Dh (mode) 176.8 1005 1279 87.9 65/95 94.6 63.9 71.3 -
3
€ SD{mean of the
L] -
5 e 43.7 67.5 29.2 26 0.4 26.3 0.4 87.7
3 Dh (mode) 135.0 189.9 118.8 232.3 - 94.0 155.7 1575 -
3 f th
g SD(meanofthe ,,, 722 87.6 102.1 - 337 67.7 83.1 -

distribution)

Table 3. Phage dimensions measured by TEM, NTA and ILM, in nm. Modes, means and standard
deviations are indicated.
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Calibration of the device before use

Tolerates the presence of lipidic or
proteic contaminants in samples

Tolerates the presence of detergents
in samples

Linearity range on EVs (part/mL)

Number of tracked particles per
acquisition under selected
experimental conditions

Phage size threshold for absolute
counting

Phage size threshold for sizing

Number of samples that can be
analyzedin 3 hours

Table 4. Evaluation summary of the Videodrop, the ZetaView and the NanoSight.

Videodrop

No

Yes

Yes

5.0x108-5.0x10°

200-1,000

100 nm

100 nm

50

ZetaView

Yes (15 min)

No

No

2.5%107-2.0x10®

1,000-1,500

Between 60 and
90 nm

100 nm

15-20

NanoSight

No

No

No

2.5%107-2.0x10®

1,000-10,000

Between 30 and
60 nm

Between 30 and
60 nm

5-10
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Figure 1. Quality control of phages used for the comparison of the Videodrop, the ZetaView and
the NanoSight.

Representative TEM images of phage samples purified by an iodixanol gradient. White arrows point
examples of EVs found in the P1 and T5 purified stocks. Scale bars are 500 nm.
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SPP1  (Crass001

—
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mEPI
I mgPCR

PRD1 DOX174

Concentration (CFU or VLP or gC/mL)

Figure 2. Quantification of phage preparations by standard techniques.

Phages concentrations obtained by Plaque Assay (PA, yellow), Epifluorescence Microscopy (EPI,
orange), and quantitative PCR (qPCR, green). Error bars represent standard error of the mean on
three independent experiments. Dashes (-) indicate that no measurement was done with this
technique.
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Table 2.

indicate the theorical capsid diameter of phages, as presented in
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Bovine milk THP1 monocytes Conventional mice caecum

F. praustnitzii

B. subtilis

Figure 4. Quality control of EVs preparations used for the comparison of the Videodrop, the ZetaView
and the NanoSight.

Representative TEM images of EVs preparations purified by an iodixanol gradient. Scale bars are 200 nm.
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Videodrop ZetaView NanoSight
— 6,0E+09 } = 1,5E+08 . 2,5E+08
= E e E |
S 4,8E+09 ¥ Z 1,2E+08 - & 2,0E+08 = 4
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< 2,4E+09 . S 6,0e+07 . £ 1,0E+08 &
5] [ o r, 9 .
g K - b L 5
@ 3 y = 5E+07x + 4E+08 o y = 1E+06x + TE+06 5 kS y = 2E+06x + 2E+07
5 12609 .’j R =008 g 30807 " RI=0.99 5 0807 v R?=0.99
3 ] T

L
2 0,0E+00 = 0,0E+00 > 0,06+00
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Relative concentration (%) Relative concentration (%) Relative concentration (%)

Figure 5. Linearity on concentration measurements on bovine milk-derived EVs.

Successive dilutions were realized in PBS, prior to measurement with Videodrop, NanoSight and ZetaView.
Linearity range is slightly larger for the Videodrop (5x108 to 5x10° NPs/mL) than for the NanoSight and the
ZetaView (3x107 to 1x8 108 NP/mL). Error bars represent standard error of the mean on three independent
experiments.
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Figure 6. Determination of concentration and sizing of EVs. From the left to the right for each type of EVs: (A) Mean
concentrations deduced from the Videodrop (purple), the ZetaView (dark blue) and the NanoSight (clear blug) measurements. (B) Size
distributions from NTA and ILM. Colors are as in (A). (C) Size distributions of particles on from TEM image.
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Meniscus

Figure S1. Picture of a representative iodixanol gradient
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Figure S3. Determination of concentration and sizing of particles in fecal filtrates

(A) TEM fields of fecal filtrates. Scale bars are 500 nm. (B) Size distributions of particles from
Videodrop. (C) Mean concentrations deduced from Videodrop measurements.
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E. coli E. coli E. coli E. coli E. cali E. coli

. . - - B
B‘:‘;:'a' MG1655 MG1655 MG1655 MG1655 B;{‘;‘gg’s ”agegs‘”i‘s MG1655 HMS 174 E. coli CQ2
hsdRM hsdRM hsdRM hsdRM : hsdRM pL2
108646)
peoe e,
Bacterial Aerobic, Aerobic, Aerobic, 37°C, LB+ Aerobic, Anaerabic, Aerobic, 5 I;1M Aerobic,
host 37°C, LB + 37°C, LB + 37°C, LB + 5mM 37°C, LB + 37°C, FAB 37°C, LB+ MgSO, +5 30°C, LB +
growth 5 mM 5mM 5 mM MgSO,+ 5 5mM +1mM 5mM mM C;CIZ 5 mM
conditions MgS0,+5 MgS0O.+5 MgSQ.+ 5 mM CaCl, MgSQO,+ 5 MgSO4+ 1 MgSO.+ 5 + MgSQO4+ 5
mhl CaCly mh CaCly mhd CaCly +0,2% mh CaCly mhd CaCly mh CaCl, kanamycin mhd CaCly
maltose
(25 pg/mL)
m.o.i. used 0.25 0.25 0.1 0.1 0.01 1 0.25 5 5]

Supp Table 1. Phages growth conditions used for this study

“

F- ACTGGCCAGGTATTCGCA
w R ATGCTTCTTTAGCACCGGCA — (Klopot et al. 2017)

P1 F:AGGTTCATCCGGTTGTGGTC Trestma
R: TCATGCTGGGCTTGGATAGC

F: GAGTGCGGAAGATGCAAAGG

A R: TTAACAGTGCGTGACCAGG (Fogg et al. 2010)

F: CGGGCTGAAATACCTGTGGA

SPP1 R: TAGCCCCTCCTCCGATTGTT

(Labarde et al. 2021)

F: CCCGAACTATAAGGCTAACC
R: GCTCACGGATGCAATAGAAC

Supp Table 2. gPCR primers used for this study
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2. Dénombrement spécifique de phages et de VE

Bien que le Videodrop ne permette pas la détection de I'ensemble des phages présents dans
le microbiote intestinal, il était prévu, au début de cette these, que le seuil de détection en taille soit
suffisamment amélioré par Myriade pour permettre la détection et le dénombrement de tous les

phages de plus de 30 nm (ce qui est théoriquement possible avec I'ILM).

Si le Videodrop permet la détection des VE (pourvu qu'elles soient suffisamment grandes
pour étre détectées), il ne permet pas de les discriminer des phages. Il a donc fallu réfléchir a des
solutions permettant le dénombrement spécifique, avec pour objectif d'étre par la suite capable de
les énumérer dans des mélanges complexes comme les filtrats fécaux de la cohorte étudiée au cours

de ce projet.

Deux approches différentes de distinction des phages et des VE ont été abordées : par
microscopie par épifluorescence, aprés marquage spécifique des phages et des vésicules; et une
seconde méthode consistant a détruire les VE a l'aide de traitements chimiques pour ne détecter que

les objets restants, en théorie des phages.

2.1. Détection des VE et des phages par microscopie par épifluorescence

Afin d'énumérer spécifiquement les phages et les VE lorsqu'ils sont mélangés, I'intérét de la
microscopie par épifluorescence a été étudié. L'objectif était de trouver deux marqueurs, I'un
spécifique des phages et I'autre des VE, utilisables conjointement pour la détection simultanée et la

discrimination de ces deux populations.

2.1.1. Détection des phages

Pour le marquage et la détection des phages, des agents intercalants de I'’ADN bien connus
et communément utilisés pour la quantification absolue de phages ont été testés. Bien que certains
phages soient a ADN simple brin ou a ARN, il a été rapporté que de tels marqueurs, malgré leur
moindre efficacité sur les brins simples, permettent la détection de ces génomes en s’intercalant dans
les structures quaternaires de ceux-ci (Tableau ). Plusieurs candidats ont été envisagés, a savoir le
DAPI, le Sybr Gold, ainsi que le POPO-1. Ces trois intercalants de 'ADN différent, notamment en
termes de rendement quantique de fluorescence lorsqu'ils sont en présence d’ADN simple ou double

brin, mais également en raison de leur spectre d'excitation et d'émission variés.
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DAPI 0,34 0,19

SYBR Gold 0,66 0,55

POPO-1 0,60 ND

Tableau I. Rendements quantiques de fluorescence

Rendements quantiques de fluorescence (nombre de photons émis/nombre de photons absorbés) de
différents agents intercalants de I'ADN lorsqu'ils sont complexés a de I'’ADN double brin ou de I'ADN simple
brin, a un ratio de une molécule de fluorophore pour 10 paires de bases, déterminés par G. Cosa et co-auteurs
pour le DAPI et le Sybr Gold (Cosa et al. 2001) et par T. Netzl et co-auteurs pour le POPO-1 (Netzel et al. 1995).
Les rendements quantiques de fluorescence sont calculés relativement a ceux de la quinine bisulfate pour le

DAPI et de la fluorescéine pour le Sybr Gold et le POPO-1. ND = Non Déterminé.

L'avantage de tester différents marqueurs est d'avoir une marge de manceuvre plus
importante concernant le choix des combinaisons de marqueurs des phages et des VE, ceux-ci
devant posséder des longueurs d'onde d'émission et d'excitation différentes afin de pouvoir
discriminer les deux populations (Tableau Il). C'est pour cette raison que le DAPI a été testé. Malgré
son rendement de fluorescence inférieur a celui du Sybr Gold, il présente I'avantage de posséder des
longueurs d'onde d'excitation et d'émission différentes de celui-ci et de pouvoir étre combiné a

I'utilisation de la filipine Il (Tableau II).
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Longueur Longueur

Objets ciblés d'e‘:c::)i::t‘iaon d’gz?s‘:?on Mécanisme d’action Référence
{(nm) (nm)
DAPI| 356 455 Intercalant de I'ADN (Cosa et al. 2007)
Phages SYBR Gold 496 540 Intercalant de 'ADN (Cosa et al. 2001)
POPO-1 436 456 Intercalant de ’ADN (Winter and Loeber 1997)
FM 4-64 558 734 Marqueur des lipides (Danielsen 2015)

(membrane)

Marqueur des lipides
EVs FM 1-43 488 580 (membrane) (Danielsen 2015)

i Marqueur du cholestérol
Filipine Il 357 480 E (Flesch et al. 2001)

Tableau II. Caractéristiques générales des fluorochromes utilisés

Puisque d'aprés certaines études pres de 40% des phages du microbiote intestinal
appartiennent a la famille des Microviridae, le marquage de ®X174, un petit phage de 5 kpb a ADN
simple brin, par le Sybr Gold, le DAPI et le POPO-1 a été testé. Le marquage par le Sybr Gold
(Invitrogen) a été réalisé selon le protocole présenté dans l'article 1, a une concentration de 200X. Le
méme protocole a été utilisé pour le marquage de ®X174 par le DAPI (Sigma-Aldrich), a une
concentration de 1 pug/mL, (comme réalisé par (Kenzaka, Tani, and Nasu 2010)). Il en va de méme
pour le POPO-1 (Invitrogen), utilisé a une concentration de 10 uM (d'apres (Hennes, Suttle, and Chan

1995)).

Si le Sybr Gold a permis la détection des virions de ®X174 a des concentrations proches de
celles attendues (comme présenté dans l'article 1; a savoir 4,55 x 10" VLPs/mL selon la microscopie
par épifluorescence, contre 8,65 x 10" phages/mL selon le dénombrement par plages de lyse), ce ne
fut pas le cas lors du marquage par le DAPI et le POPO-1, pour lesquels les taches détectées sont

trop diffuses pour étre attribuées a des VLPs (Figure 20).
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Figure 20. ®X174 observés par microscopie par épifluorescence

A. Marquage par le Sybr Gold (200X). B. Marquage par le DAPI (1 ug/mL). C. Marquage par le POPO-1 (10 uM).

Les fleches blanches indiquent la présence de VLPs.

Pour conclure, seul le marquage de ®X174 par le Sybr Gold est possible, parmi les trois
fluorochromes testés. Cela est probablement di au meilleur rendement quantique de ce
fluorochrome, combiné a une potentielle meilleure liaison aux doubles brins d’ADN. La proportion
de Microviridae attendue étant importante au sein du microbiote intestinal, il fallait donc adapter le

marquage des VE de facon a pouvoir le réaliser conjointement au marquage des phages par le Sybr

Gold.

2.1.2. Détection des VE

Si le marquage et la détection de VE en épifluorescence suite a un marquage par des
fluorochromes couplés a des anticorps spécifiques de certaines protéines est aujourd'hui répandu,
peu d'articles traitent du marquage aspécifique de populations totales de vésicules aprés leur
biogéneése. La recherche d'un tel marqueur a pourtant été menée, de fagon a détecter les VE par la

microscopie par épifluorescence et a les discriminer des phages marqués par le Sybr Gold.

Pour ce faire, des marqueurs des membranes cellulaires eucaryotes et bactériennes ont été
testés. La majorité des VE étant produites a partir des membranes cellulaires internes ou externes,
I'nypothese était que ces marqueurs seraient capables d'également permettre la détection de VE,

dont les compositions sont proches de celles de leurs cellules d'origine.

Deux marqueurs lipidiques de la membrane bactérienne couramment utilisés en microscopie,
a savoir le FM 4-64 et le FM 1-43, ont été testes. J'ai également utilisé la filipine Ill, un marqueur du
cholestérol (Tableau Il). Le cholestérol étant présent dans les membranes eucaryotes mais absent
des membranes bactériennes, la filipine Ill peut, en théorie, permettre la discrimination des VE selon

leur origine eucaryote ou procaryote.
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Ces différents marqueurs ont été testés sur les vésicules purifiées de féces de rats axéniques.
Ces dernieres, uniquement d'origine eucaryote, sont susceptibles d'étre marquées a la fois par les

marqueurs de lipides et ceux du cholestérol.

Le marquage a été réalisé de la méme maniere que dans le protocole présenté dans l'article
1. Le FM 4-64 (Invitrogen) et le FM 1-43 (Thermo Fisher Scientific) ont été utilisés a une concentration
de 5 pg/mL, selon les recommandations du fabriquant, tandis que la filipine Il (Sigma-Aldrich) a été

utilisée a une concentration de 50 ug/mL (d'apres (Wilhelm et al. 2019)).

Aucune vésicule n'a pu étre détectée en épifluorescence par le biais de ces différents
marquages par le FM 1-43, le FM 4-64 ou la filipine lll. Une hypothése concernant I'absence de signal
de fluorescence apres marquage par le FM 4-64 est que le filtre Anodisc utilisé pour piéger et
observer les VE (et ainsi maitriser la surface de dépot pour permettre le calcul de leur concentration)
autofluoresce légerement dans les rouges, correspondant a la fenétre d’émission FM 4-64, diminuant
le ratio signal/bruit. Cependant, il est également probable que les interactions entre les
fluorochromes et leurs cibles ne soient pas suffisantes au niveau des membranes vésiculaires, dont
les surfaces sont bien inférieures a celles des membranes bactériennes, ce qui conduit a un tres faible

signal.

En conclusion, aucun des marqueurs testés n'a permis de détecter les VE, nécessitant de se
tourner vers une autre approche permettant la détection différentiée des phages et des VE au sein

d'un méme échantillon.

2.2. Destruction spécifique des VE

Comme les phages et les VE ne peuvent pas étre détectés simultanément grace a la
microscopie par épifluorescence, une autre approche basée sur le Videodrop et la destruction d'une
des deux populations a été envisagée. Ainsi, bien que le Videodrop ne soit pas suffisamment sensible
pour permettre la détection de toutes les especes phagiques, nous espérions que sa sensibilité de
détection soit améliorée de fagon a pouvoir détecter la majorité des phages du microbiote intestinal.
C'est dans cette optique que nous avons recherché un traitement permettant, dans des mélanges de
phages et de VE, I'élimination des VE sans affecter l'intégrité de la capside des phages. Un tel
traitement permettrait ainsi le dénombrement a la fois des phages et des VE, en réalisant une
premiere acquisition par le Videodrop dans les mélanges, puis une seconde apres I'application de ce
traitement qui détruirait les VE uniquement. C'est dans ce but que les effets de six composés

différents (deux solvants et quatre détergents) ont été testés: le chloroforme, le Vertrel
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(1,1,1,2,3,4,4,5,5,5-decafluoropentane), le Sarkosyl (N-lauroylsarcosine), le Tween 20, le Triton X-100
et le Nonidet P-40 (NP-40).

2.2.1. Impact de la centrifugation

Deux préparations de phages purifiés (T4 et P1) et trois préparations de VE purifiées (issues
de feces de souris conventionnelles, de souris axéniques et de rats axéniques) (cf. 2.1.1. Détection
des phages et 2.1.2. Détection des VE) ont été utilisées pour tester la sensibilité des phages et des
VE aux traitements utilisés. Tous les protocoles testés et concentrations utilisées sont adaptés de

publications (cf. Matériel et Méthodes).

Parfois utilisée dans des protocoles décrits dans la littérature, I'impact d'une étape de
centrifugation a 12 000 g, pendant 4 minutes a 4°C a été investigué. L'avantage supposé d'une telle
centrifugation serait de culotter les débris membranaires formés lors de la destruction des VE et de
les séparer des phages restés en suspension dans le surnageant. En réalité, apres récupération du
surnageant et analyse de celui-ci par le Videodrop, la perte de 67% a 78% phages est observée au
cours de cette étape (Figure 21), probablement par culottage. C'est pour cette raison que qu’'aucune
étape de centrifugation n'a été appliquée apres traitement des phages ou des EVs par les produits

testés.

106



1E+12

=

E 78%

(=

=3

5

-% 1E+11

E I 67%

[:}]

[&]

=

[=]

U .
1E+10

B Avant centrifugation B Aprés centrifugation

Figure 21. Impact de ['étape de centrifugation sur la quantité de phages dans le surnageant

Mesures de la concentration en nanoparticules détectées par le Videodrop (blocs de 5 acquisitions, de
100 images chacune, seuil relatif = 4.0) apres centrifugation de 2 minutes, a 12 000 g réalisée sur les phages

T4 et P1 préalablement purifiés, dans du SM buffer.

2.2.2. Impact des composés utilisés sur la concentration en phages et en VE

Les six composés décrits ci-dessus ont été utilisés en présence de phages purifiés et
détectables par le Videodrop (T4 et P1) et de VE purifiées selon les protocoles décrits ci-avant (Figure

22).

Malgreé I'utilisation d'une concentration élevée (50% v/v) de chloroforme, prés de la moitié
des VE détectées par le Videodrop ne semblent pas affectées par celui-ci. C'est une constatation
assez étonnante dans la mesure ou des équipes travaillant sur les phages utilisent du chloroforme,
parfois a des concentrations beaucoup plus basses (allant jusqu'a 0,1% v/v) pour prévenir les
contaminations bactériennes et éliminer les vésicules de leurs préparations (Biller et al. 2017, Dugat-
Bony et al. 2020, Forterre et al. 2013). De plus, I'utilisation du chloroforme semble affecter les phages
étudiés, puisque prés d'un tiers de ceux-ci disparaissent apres le traitement. T4 et P1 sont pourtant
des phages de laboratoire « historiques », dont l'isolement a été rendu possible grace a leur
résistance au chloroforme. Agata Jurczak-Kurek et co-auteurs (Jurczak-Kurek et al. 2016) avaient déja

relevé cette résistance partielle des phages au chloroforme.

Quatre des six traitements testés n‘ont pas permis un niveau de destruction intéressant des
VE détectables par le Videodrop (Figure 22). En effet, 81% des VE ont résisté au traitement par le

Tween 20, 72% ont résisté au traitement par le chloroforme, 71% ont résisté au traitement par le
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Vertrel et 43% ont résisté au traitement par le Sarkosyl. Deux traitements permettant la destruction
des VE détectables par le Videodrop sont cependant plus efficaces que les autres, a savoir ceux par
le NP-40 et par le Triton X100, qui n'ont permis de préserver que 21% et 19% des VE, respectivement.
Bien que le Triton X100 soit un peu moins délétere pour les phages que le NP-40, son utilisation rend
particulierement difficile 'observation des échantillons au Videodrop, puisque les gouttes déposées
dans la cuve ont tendance a moins adhérer au support et a en sortir. C'est principalement pour cette
raison que jai estimé que le NP-40 était le composé le plus approprié, parmi les six testés, pour la

destruction de VE au sein de mélanges de phages et de VE avant observation au Videodrop.
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Figure 22. Effets des différents traitements sur les VE et les phages

Effets des différents traitements utilisés sur les VE (A) et sur les phages (B). L'ensemble des mesures
ont été réalisées sous la forme de triplicats techniques. Les barres rouges correspondent a la valeur moyenne

de chaque ensemble de répliquats.
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Afin de s'assurer que les détections obtenues par le Videodrop apres le traitement des phages
au NP-40 correspondent bien a des phages T4 ou des P1, les distributions de tailles avant et apres
traitement ont été analysées (Figure 23). Bien que les courbes de tendance des distributions de
tailles des particules trackées par le Videodrop soient moins lisses apres utilisation du NP-40 du fait
de la diminution du nombre de particules trackées, les distributions semblent similaires. C'est I'un
des arguments permettant d'affirmer que les particules détectées et trackées apres le traitement par

le Videodrop sont les mémes particules que celles détectées et trackées avant le traitement.
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Figure 23. Impact du traitement par le NP-40 sur les distributions de tailles des phages
Impact de l'utilisation de NP-40 (1%) sur les distributions de tailles des phages T4 (A) et P1 (B) détectés
et trackés par le Videodrop. Les courbes bleues correspondent aux distributions de tailles dans les solutions

de phages purifiés, tandis que les courbes orange correspondent aux distributions de tailles dans les solutions

de phages purifiés apres traitement par le NP-40.
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Afin de confirmer cette hypothese, les concentrations de phages, avant et aprés traitement
par le NP-40, ont également été déterminées par microscopie par épifluorescence, selon le protocole
décrit dans l'article 1 (Figure 24). Cette expérience a été réalisée sur sept phages différents. Pour la
majorité des phages (a savoir T4, P1, SPP1, A et ®X174), les concentrations obtenues par microscopie
par épifluorescence ne different pas de plus d'un facteur deux, qu'il y ait eu un traitement par le NP-
40 (1% v/v) ou non. Concernant les phages T7 et PRD1, leur concentration déterminée par
microscopie par épifluorescence a été au moins doublée apres le traitement par le NP-40. Toutefois,
la microscopie par épifluorescence ne permet pas de faire la distinction entre des VLPs
correspondant a des phages isolés et les VLPs correspondant a des paquets de phages agrégés. |l
est ainsi probable que le NP-40 possede des propriétés désagrégeantes pour les phages, ce qui
expliquerait cette tendance a l'augmentation de la concentration en VLPs détectées apres le

traitement.
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Figure 24. Concentrations de VLPs

Concentrations de VLPs obtenues par microscopie par épifluorescence, dans des stocks de phages

purifiés (bleu) et dans des stocks de phages purifiés ayant été traités par le NP-40 (orange).

Bien que non répétés, ces résultats de concentrations de stocks de phages purifiés traités par
le NP-40 obtenues par microscopie par épifluorescence sont contradictoires avec celles obtenues
par le Videodrop, avec lequel une diminution de pres d'un tiers du nombre de nanoparticules
détectées est observée (Figure 23). Il est possible que le NP-40 induise une tension de surface qui

repousse préférentiellement les phages vers les bords de la cuve du Videodrop, auxquels la caméra
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permettant la détection des nanoparticules n'a pas acces. Ainsi, la concentration en phages dans la

cuve, apres traitement par le NP-40, ne serait pas homogeéne. Cette hypothése n'a pas été vérifiée.

L'efficacité du traitement par le NP-40 sur les EVs purifiées issues de feces de souris
conventionnelles et de rats axéniques a également été vérifiée par MET. Bien que la MET ne soit pas
une technique quantitative, le nombre de vésicules observées sur les grilles est réduit d'environ 90%
par champs apres utilisation du NP-40. Cela se remarque particulierement dans le cas des VE de feces
de souris conventionnelles, pour lesquelles le nombre de vésicules, en particulier des plus petites,
est fortement diminué. Toutefois, certaines VE, les plus grosses, résistent au traitement (Figure 25A-
B). Il est également possible que ces VE se soient reformées a partir de lipides présents dans le milieu
suite a la destruction de VE initiales lors du traitement. De plus, I'utilisation de NP-40 perturbe la
coloration des grilles, en concentrant I'acétate d'uranyle dans la phase minoritaire de I'émulsion. Cela
rend I'observation particulierement difficile dans le cas des VE issues de féces de rats axéniques
(Figure 25C-D). Il est alors compliqué de déterminer si des VE sont présentes au sein de ces bulles

de coloration.
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Figure 25. Effets du traitement par le NP-40 sur des VE purifiées, observées par MET

Photographies réalisées par MET sur des VE purifiées issus de féces de souris conventionnelles (A) sans
et (B) apres traitement par le NP-40; et sur des VE purifiées issus de féces de rats axéniques (C) sans et (D)

aprés traitement par le NP-40.

2.3. Conclusion

Le marquage du matériel génétique des phages, couplé a l'utilisation de la microscopie par
épifluorescence, est la méthode a la fois la plus fiable et la plus indépendante de la nature des phages
pour le dénombrement de ceux-ci dans des mélanges contenant également des VE. Au contraire des
phages, les VE présentes dans les filtrats fécaux humains analysés n'émettent pas de signal de
fluorescence en présence de Sybr Gold (cf. 3.4.1.2. Contrdles de la spécificité de la détection des
phages dans les filtrats fécaux), ce qui permet le dénmobrement des phages au sein de mélanges.
Le dénombrement des VE au sein de mélanges s'avere quant a elle plus délicate, dans la mesure ou
aucun marqueur général des VE n'est disponible a ce jour. Cependant, aprés application d'un
traitement par le NP-40 et I'utilisation du Videodrop, il est possible d’en déduire, par soustraction,
une approximation de la concentration en vésicules détectables par le Videodrop. Cette valeur n’est
gu'un reflet de la concentration réelle en VE dans les échantillons, dans la mesure ou le Videodrop

ne détecte convenablement que les nanoparticules dont le diametre hydrodynamique est supérieur
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a 90 nm. D'autres moyens seront donc mis en ceuvre pour tenter de dénombrer les VE dans les filtrats
fécaux, qui contiennent, en plus de ces derniers et des phages, des flagelles et agrégats protéiques

et lipidiques détectables par le Videodrop.
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3. Quantification de phages et de VE dans les selles d’individus sains et de

patients atteints de la maladie de Crohn

Bien qu'une augmentation de la quantité de phages au sein du microbiote intestinal de
patients atteints de la maladie de Crohn soit suggérée par une partie des articles a ce sujet, ceux-ci
n‘ont a ce jour jamais été quantifiés au moyen de méthodes physiques. Seule Patricia Lepage et co-
auteurs (Lepage et al. 2008) a quantifié des VLPs par microscopie par épifluorescence dans des
biopsies intestinales de patients et a constaté une augmentation de leur nombre chez les malades.
Cependant, l'acquisition de biopsies est un processus invasif et ne permet pas de réaliser de
quantification rapide. Alors que le manque de biomarqueurs pese toujours sur le diagnostic des MICI,
I'observation d'une augmentation du nombre de VLPs dans les selles de patients pourrait étre un
premier pas vers un nouvel outil de diagnostic non invasif de ces pathologies, en plus de permettre

une potentielle avancée de la compréhension de I'étiologie de la maladie.

Apres avoir optimisé des protocoles de quantification des phages et des VE déja existants,
j'ai recueilli des selles provenant d’'individus sains ou malades et ai procédé au dénombrement de

ces objets nanométriques au sein de celles-ci afin de répondre a cette problématique.
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3.1. Constitution des cohortes

La maladie de Crohn étant une pathologie caractérisée par I'occurrence de périodes de crises
dites poussées et de phases plus stables dites de rémission déterminées cliniquement par l'intensité
des symptomes et de l'inflammation intestinale. Trois différents groupes de selles ont été
constitués en se basant sur ces données cliniques: des selles provenant de donneurs sains, de

patients en période de poussée et de patients en période de rémission.

Vingt-trois échantillons de selles constituent le groupe des donneurs sains (S). L'ensemble de
ces échantillons a été prélevé dans le cadre de la banque de selles Normatheque, a I'hdpital Saint-
Antoine (Paris). Tous les échantillons ont été anonymisés et proviennent d'individus agés de 18 a 65

ans, de sexe féminin ou masculin.

Les selles de patients atteints de la maladie de Crohn, dont la pathologie et le stade de celle-
ci ont été attestés par un médecin, sont issues de la cohorte Suivithéque, également a I'hopital Saint-
Antoine. Le groupe de patients en phase de rémission (R) est constitué de vingt individus agés de 23
a 84 ans au moment de leur don de selle et comprend dix femmes et dix hommes. Le groupe de
patients en phase de poussée (P) est quant a lui composés de vingt individus, agés de 20 a 57 ans et
comprend 8 femmes et 12 hommes. Parmi les individus en poussée, deux hommes, de 24 ans et de

52 ans, avaient déja subi une ablation partielle de I'intestin avant le recueil des selles.

L'ensemble des selles prélevées ont été aliquotées et conservées a -80°C avant d'étre étudiées

dans le cadre de cette these.

3.2. Dénombrement des bactéries dans les selles

Bien que les phages et les VE soient au cceur de ce projet de these, nous nous sommes
également intéressés a la quantité de bactéries présentes au sein des selles des individus constituant
les différents groupes, afin d’en comparer les ratios VLPs/bactérie et VE/bactérie. En plus d'étre
susceptibles de présenter des différences de concentrations en bactéries, toutes les selles analysées
ne présentent pas les mémes concentrations en eau. De plus, les individus malades sont plus sujets
a la survenue de diarrhées et la faible quantité de matiére récoltée (en particulier pour les selles de
patients) n'a pas permis de mesurer la masse seche des selles. Afin de pouvoir comparer les

échantillons les uns aux autres, j'ai opté pour cette solution moins consommatrice en selles et
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permettant I'obtention d'informations supplémentaires sur celles-ci, a savoir leur concentration en

bactéries.

3.2.1. Détection des bactéries par cytométrie en flux

Pour quantifier les bactéries présentes dans les selles, le protocole de Doris Vandeputte et
co-auteurs (Vandeputte et al. 2017), basé sur la cytométrie en flux, a été reproduit (cf. Matériel et

Méthodes).

Afin de différencier les particules réellement détectées par |'appareil du bruit de fond, une
stratégie de gating a été appliquée (Figure 26), en suivant le modele suivant. Une solution de
contréle négatif, c'est-a-dire la solution physiologique utilisée pour I'homogénisation et la dilution
des selles, a été soumise aux mémes filtrations et marquage que le reste des échantillons, puis
analysée par FCM. En comparant les mesures de fluorescence obtenues entre le controle négatif et
un premier échantillon issu de selles (Figure 26A et Figure 26C), la présence d'une population
partagée entre les deux solutions est remarquée. Il s'agit de particules présentes dans la solution
physiologique (dues au relargage de particules par les filtres, a I'autofluorescence du SYBR Green,
etc). Un premier gate nommé P est établi de fagon a exclure la population de débris de I'analyse. Afin
d'éviter la prise en compte de débris non éliminés par ce premier gate dans les calculs de
concentrations dans les selles, la lumiere diffusée par les particules est également analysée. Un
second gate (R) est ainsi déterminé pour écarter de I'analyse toutes les particules ayant une taille ou
une granulométrie proche de celles détectées dans le controle négatif (Figure 26B). Ainsi, au sein
d'une solution de selle homogénéisée, la quantité de bactéries détectées peut étre déduite. Il s'agit
du nombre d'évenements enregistrés dans le gate P, duquel est soustrait le nombre d'évenements

enregistrés dans le gate R (souvent proche de 0) (Figure 26D).
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Figure 26. Méthode de gating employée lors des analyses de cytométrie pour des déterminer la concentration des

selles en bactéries

(A) Intensités de fluorescence des événements enregistrés dans une solution physiologique. (B)

Granulométrie des particules détectées dans une solution physiologique. (C) Intensités de fluorescence des

événements enregistrés dans une solution fécale. (D) Granulométrie des particules détectées dans une solution

fécale.

3.2.2. Concentration des bactéries dans les selles

La détection des bactéries par cytométrie a été réalisée dans I'ensemble des selles de la

cohorte constituée pour ce projet. La masse mesurée pour chaque aliquot a ainsi permis d'obtenir

des concentrations en bactéries pour les trois groupes de la cohorte (Figure 27).
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Figure 27. Concentration des selles en bactéries

Les cercles pleins correspondent a des selles ayant été conservées plus d'un an a -80°C, tandis que les
cercles vides correspondent a des selles ayant été conservées moins deux deux mois a -80°C. Un test de Mann-
Whitney a été réalisé pour comparer les différents groupes (ns = 0,1234 > p-value > 0,0332; * = 0,0332 > p-
value > 0,0021 ; ** = 0,0021 > p-value > 0,0002 ; *** = 0,0002 > p-value > 0,0001 ; **** = p-value < 0,0001. Les

barres horizontales rouge représentent la médiane de chaque groupe.

Chez les individus sains, la concentration en bactéries varie de 1,13 x 10 & 1,62 x 10"
bactéries par gramme de selle, avec une valeur médiane de 3,74 x 10'° bactéries par gramme de selle

a été mesurée. Une forte variabilité interindividuelle, d'un facteur 10, peut étre relevée.

Chez les patients en phase de rémission, des concentrations similaires a celles des individus
sains ont été relevées. En effet, les concentrations varient de 4,55 x 10° & 8,67 x 10'° bact/g, pour une
médiane de 4,39 x 10"° bact/g. Aucune différence significative entre les individus sains et les patients

en rémission n'a été trouvée.

Cependant, une concentration moins élevée en bactéries a été observée dans les selles des
malades en période de crise. En effet, avec une valeur médiane de 1,68 x 10'° bact/g, une différence
significative avec le groupe des individus sains et des patients en rémission apparait. De plus, la
variabilité interindividuelle est augmentée chez les patients en crise : les concentrations oscillent en
effet de 1,28 x 10° bact/g a 9,08 x 10" bact/g, soit prés d'un facteur 100 de différence entre les deux

concentrations les plus extrémes. Nous ne disposons cependant pas des scores de Bristol des selles
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issues des cohortes et ne pouvons donc pas établir de corrélation entre les concentrations en

bactéries et la consistance des selles.

Les concentrations en bactéries obtenues permettront néanmoins la comparaison des

guantités en phages et en vésicules des différents groupes entre eux par I'établissement de ratios.

3.2.3. Discussion

Chez les individus sains, la concentration en bactéries varie de 1,13 x 10 & 1,62 x 10"
bactéries par gramme de selle et une valeur médiane de 3,94 x 10" bactéries par gramme de selle a
été mesurée. Cette forte variabilité interindividuelle, d'un facteur 10, avait déja observée (Vandeputte
et al. 2017). Cependant, les auteurs de ces travaux décrivent une concentration médiane de bactéries
un peu plus élevée chez les individus sains (1,5 x 10" bactéries par gramme de selle). Cette différence
peut étre due a l'utilisation de selles fraiches par cette équipe, bien que ceux-ci n'aient pas remarqué
de différence de concentration aprés une étape de congélation a -80°C (r=0,91 au test de Pearson).
Dans mon cas, les échantillons ont pu étre conservés plusieurs années. De plus, le recueil des selles
d'individus sains a été réalisée par les volontaires eux-mémes, ce qui a pu conduire a des temps plus
ou moins longs entre le recueil et la congélation des selles, conduisant a la mort de certaines
bactéries. Cela aurait pu conduire a la disparition de certaines bactéries, mais ce n'est pas ce qui est
observé dans les selles d'individus sains, dont les durées de congélation a -80°C varient de quelques

semaines a pres de 10 ans.

3.3. Préparation des filtrats fécaux

Pour quantifier les phages et les VE présents dans les selles, il est nécessaire dans un premier
temps de les séparer des objets de plus grande taille. C'est dans cette optique que I'on prépare en
premiere étape des filtrats fécaux, c'est-a-dire des solutions de selles débarrassées de leurs bactéries
et de leurs débris de taille micrométrique, afin de ne conserver que les objets biologiques de taille
nanomeétrique. Pour ce faire, un protocole utilisé par notre équipe a été suivi (Cornuault et al. 2020)

(cf. Matériel et Méthodes).
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Parallelement a la quantification de ces populations, les filtrats fécaux peuvent étre observés
en MET. Les échantillons ont d'abord été fixés a I'aide de glutaraldéhyde, a une concentration finale
de 0,5% v/v. lls ont alors été déposés, par gravité, sur des grilles carbonées, puis colorés
négativement par une solution d'acétate d'uranyle. L'observation en MET des filtrats fécaux permet

de se rendre compte de la diversité des nano-objets biologiques présents au sein de ceux-ci

Figure 28). Des vésicules et des fragments de flagelles ont été détectés, ainsi que des agrégats
protéiques et/ou lipidiques a l'origine de |'effet de maillage noir présent sur le fond de certaines
grilles. Si la présence de phages et de virus est également soupconnée au sein des filtrats fécaux,
leur morphologie, les rendant visuellement tres similaires a certaines VE, ne permet pas de les

identifier avec certitude dans la majorité des cas.

Figure 28. MET de filtrats fécaux d'individus sains

Filtrats fécaux obtenus a partir des selles de (A) I'individu S13 et de (B) I'individu S9. Les fleches vertes
pointent des potentiels phages ou virus. Les fleches blanches pointent des VE. Les fleches rouges pointent des

flagelles. Les fleches jaunes pointent des agrégats.

3.4. Détection et dénombrement des phages dans les filtrats fécaux

D'apres la littérature citée en introduction, une augmentation du nombre de phages ou de
VLPs, c'est-a-dire du nombre de particules pouvant étre assimilées a des virus, pourrait étre observée
au niveau de la muqueuse intestinale et dans les selles au cours des MICI (Lepage et al. 2008). Comme
présenté dans l'article 1, il est possible de quantifier des phages purifiés, méme pour les plus petits

d’'entre eux comme les Microviridae, par épifluorescence. Afin de pouvoir énumérer les phages dans
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les filtrats fécaux préparés a partir de la cohorte, il fallait cependant s'assurer que les phages soient,

d'une part, bien extraits des selles et, d'autre part, détectables au sein des filtrats fécaux.

3.4.1. Détection des phages dans les filtrats fécaux

3.4.1.1. Choix du protocole

Le choix du protocole de préparation des filtrats fécaux (cf. 3.3. Préparation des filtrats fécaux)
n'a pas été le premier envisagé. En effet, depuis quelques années, I'ensemble des échantillons de la
cohorte étaient stockés a -80°C apres une étape de resuspension dans du RNA later, un tampon
contenant entres autres du citrate de sodium, du citrate d’'ammonium et de 'EDTA, ce qui permet de
meilleurs résultats pour la métagénomique et la métatranscriptomique du microbiote. Il a donc fallu
comparer les filtrats fécaux préparés selon le protocole « RNA later » employé a I'hopital Saint-
Antoine, soit selon le protocole de I'équipe décrit précédemment. De plus, un second tampon a été
testé avec le protocole communément utilisé au sein de I'équipe, a savoir le PBS, par crainte de subir
une instabilité des phages et/ou des VE dans les filtrats fécaux a base de Tris, a cause d'un choc
osmotique. Les filtrats fécaux ont par conséquent été préparés selon les protocoles décrits en (cf.

Matériel et Méthodes)

Des aliquots issus d'une méme selle humaine ont été utilisés pour cette expérience de
comparaison de protocoles. Le protocole de quantification des VLPs par microscopie par
épifluorescence décrit dans l'article 1 a été employé pour énumérer les VLPs des trois filtrats fécaux
obtenus (Classique-Tris, Classique-PBS et RNA later). Aucune mesure n'a pu étre réalisée dans les
échantillons issus du protocole utilisant le RNA later, du fait d'un bruit de fond trop important. Les
résultats obtenus avec le protocole classique, indiquent que la concentration en VLPs est presque
identique avec les tampons Tris et PBS (1,4 x10° VLPs par gramme en Tris contre 7,7 x 10° VLPs par
gramme en PBS). Bien qu'un facteur 2 sépare ces valeurs, la différence n'est pas significative (pas de
réplicats). Parce que le Tris est classiquement utilisé dans I'équipe et parce qu'il semblerait que le
PBS géne la coloration par I'acétate d'uranyle en MET (résultats non publiés), le protocole classique-

Tris, présenté precedemment, a été suivi pour le reste des travaux présenteés ici.

La conservation des selles en RNA later n'est donc pas adaptée a I'observation des phages en
épifluorescence. Heureusement, il restait dans la banque de selles Suivitheque d'anciens échantillons
conservés « secs » (i.e échantillons conservés directement a -80°C sans étape en RNA later), qui ont

pu étre utilisés pour cette étude.
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3.4.1.2. Contréles de la spécificité de la détection des phages dans les filtrats fécaux

Bien que les VE ne soient a priori que peu marquables par le Sybr Gold (cet intercalant de
I’ADN, hydrophile, doit dans un premier temps franchir la membrane lipidique pour trouver du
matériel génétique, pas obligatoirement présent dans les VE), il a été rapporté que cela était
cependant possible (Forterre et al. 2013), conduisant a une surestimation des VLPs. Afin de s'assurer
que les centres de fluorescence détectés en microscopie par épifluorescence proviennent bien des
virus et non des vésicules, ces deux populations ont été purifiées a partir de filtrats fécaux d'individus
sains et de patients. Des gradients d'iodixanol, dont le protocole est détaillé dans I'article 1, ont été
réalisés sur des filtrats fécaux issus de selles de trois individus sains et d’'un patient en poussée. Ce
protocole étant trés consommateur en matiere fécale (1 g), il n'a pas été reproduit avec les selles
d'autres patients. Les différentes fractions issues des gradients de densité ont été marquées au Sybr
Gold selon le protocole décrit dans l'article 1 et les VLPs ont été quantifiées par microscopie par
épifluorescence (Figure 29). Malgré la présence de détections dans la fraction 2, dont la densité est
celle des VE, les concentrations en VLPs dans la fraction 4, dont la densité correspond a celle des
phages, est 10 fois supérieure. L'origine de la selle (individu sain ou patient en poussée) n'a pas
d'impact sur la quantité de VLPs détectée dans la fraction 2, ce qui signifie que les VE, au cours de
I'inflammation, ne sont pas susceptibles d'étre plus marquées par le Sybr Gold. Bien qu'une perte du
nombre de VLPs soit observée entre le filtrat fécal et la fraction 4, probablement pendant le gradient,

la majorité des détections obtenues par microscopie par épifluorescence provient des virus.
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Figure 29. Nombre de VLPs détectées dans les fractions

Concentrations en VLPs détectées par épifluorescence, dans les fractions issues du gradient
d'iodixanol. Les échantillons S1, S2 et S5 proviennent d'individus sains et I'échantillon P21 d'un patient en
poussée. La quantité de VLPs n'a pas été déterminée dans les fractions 1, 3 et 5, ni dans le culot et le surnageant

de centrifugation des échantillons S1, S2 et P21.

Le contenu des fractions 4 a été vérifié en MET pour quelques échantillons. Des caudophages
de toutes les familles ont pu étre observés, parmi des vésicules et fragments flagellaires
caractéristiques de cette fraction. Des myophages et des podophages ont ainsi été détectés dans la
fraction virale de I'individu S2 (Figure 30A), tandis qu'un siphophage a été vu dans la fraction virale
de l'individu S9 (Figure 30B). Il est cependant plus difficile de différencier les phages non caudés

des vésicules, malgré leur abondance non négligeable rapportée dans les viromes du microbiote

intestinal humain.
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Figure 30. MET de fractions virales de filtrats fécaux d'individus sains

Fractions virales (fraction 4) de filtrats fécaux des individus sains (A) S2 et (B) S9 observés en MET, aprés

coloration par acétate d’'uranyle. Les barres d'échelle représentent 100 nm.

3.4.1.3. Contréles de la quantification des phages dans les selles

Bien que les phages soient dénombrables par microscopie par épifluorescence (2.1.1.
Détection des phages), il a fallu s'assurer qu'il en soit de méme dans les filtrats fécaux humains. Ces
milieux étant plus complexes, la détection de VLPs pourrait étre affectée, d'une part par une
éventuelle autofluorescence des filtrats fécaux, et d'autre part par I'agrégation de phages entre eux

ou a des molécules présentes dans les selles, comme les mucines.

Des quantités de phages connues (issus des stocks de phages préparés pour l'article 1 et dont
les concentrations ont été a nouveau quantifiées par microscopie par épifluorescence la veille de
I'expérience) ont été enrichies dans des selles d'individus sains présentant des concentrations faibles
en VLPs. Aprés préparation des filtrats fécaux, les quantités de phages présentes dans ceux-ci ont
été estimées par microscopie par épifluorescence. Le myophage T4 et le siphophage SPP1 ont ainsi
été ajoutés, a trois concentrations différentes en triplicats, dans les selles S1, S6 et S9. Le ®crAss001,
podophage majoritaire du microbiote intestinal a quant a lui été ajouté a trois concentrations
différentes (en triplicats) dans les selles S5, S7 et S8. Enfin, le phage ®X174, un Microviridae, a été
ajouté dans I'ensemble de ces selles (Figure 31A). Pour les phages T4, SPP1 et ®crAss001, les
observations en épifluorescence montrent une forte corrélation entre le nombre de phages déposés
dans les selles et le nombre de VLPs quantifiées par épifluorescence. Ainsi, I'environnement fécal ne
dérange pas les quantifications de ces phages. Pour ®X174, une adaptation protocole a été
nécessaire pour obtenir une bonne quantification. Tout d'abord, une approche d'imagerie. Plutét
gue de rechercher directement les maximum d’intensité dans les images, une soustraction du bruit

de fond par région de I'image a été appliquée en soustrayant a I'image un double d’elle-méme ayant
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été traité par un flou gaussien d'un rayon de 12 pixels. L'image ainsi obtenue est donc nettoyée du

gradient de variation d'intensité da a I'optique et au relief des membranes Anodisc utilisées.
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Figure 31. Inoculation de phages en quantités connues dans des filtrats fécaux

(A) Inoculations de T4, SPP1, ®crAss001 et ®X174 (quantités inoculées déterminées par microscopie
par épifluorescence) dans des selles, dont les VLPs des filtrats fécaux ensuite produits ont été quantifiées par
microscopie par épifluorescence. (B) Inoculations en ®X174 dans un filtrat fécal dilué au 10e ou dans une selle
dont le filtrat fécal a été dilué au 10e par la suite. Les VLPs présentes dans les filtrats fécaux ainsi obtenus ont

été quantifiées par microscopie par épifluorescence.

3.4.1.4. Impact des dilutions

Une dilution des filtrats fécaux est nécessaire pour détecter correctement ®X174 (Figure
31B). Apres dilution, les quantités de ®X174 quantifiées sont proportionnelles aux quantités de
phages ajoutées (et environ trois fois inférieures). Le méme résultat est obtenu que le phage soit
ajouté dans un filtrat fécal préalablement dilué ou directement dans une selle dont le filtrat fécal a
été dilué par la suite. Malgré cette amélioration, ®X174 reste proche de la limite de détection pour
la quantification par épifluorescence, est tres difficile a énumérer et ne peut étre dénombré que dans

les filtrats fécaux suffisamment dilués.
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Le dénombrement des phages peu fluorescents apres marquage par le SYBR Gold pourrait
étre affecté de la méme facon que ®X174, et il est possible que les concentrations en VLPs dans les

filtrats fecaux, déterminées par la suite, soient légerement sous estimées du fait de cette limite.

Le dénombrement des VLPs dans un nombre plus important de filtrats fécaux a également
permis de découvrir d'autres limites, non anticipées et ayant nécessité des ajustements de protocole.
Ce fut notamment le cas concernant |'obligation de diluer certains échantillons trop concentrés. Ainsi,
comme le montre |la Figure 32Erreur ! Source du renvoi introuvable. qui se trouve étre un cliché
représentatif de I'importance de la dilution des filtrats fécaux lors de la quantification des VLPs par
microscopie par épifluorescence, des taches floues de fluorescence sont observées avant dilution.
Apres dilution du filtrat fécal, des spots de fluorescence bien définis sont observés. Il est possible
que les virus aient tendance a former des agrégats sur les surfaces des membranes Anodisc lorsqu’ils
sont trop nombreux. Une dilution supplémentaire, ici au 100°, permet de s’en affranchir et d'observer
des VLPs a individuelles, faciles a compter. Par ailleurs, I'absence d’'homogénéité du bruit de fond et
du focus, déja relevés précédemment nécessite de rogner certains clichés sur des zones ou le focus

est optimal.

Figure 32. Filtrat fécal R2 observé par microscopie par épifluorescence

(A) Dilution au 100e ; (B) dilution au 10000e.

3.4.1.5. Impact de I'utilisation de DNAse |

Malgré les dilutions, il s'est révélé parfois encore difficile de quantifier les VLPs de certains
filtrats fécaux, du fait de la présence de taches de fluorescence plus ou moins floues (Figure 33A).
L'hypothése que ces nuages, différents des points d'intensité provoqués par les phages marqués,
étaient dus a de I’ADN libre présent dans les filtrats fécaux est rapidement apparue. Un traitement
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par la DNAse | (1 Ul pour 10 pL de filtrat fécal dilué a une concentration adéquate, incubation 30
minutes a 37°C) a donc été ajouté au protocole de préparation des lames. Suite a ce traitement,
presque la totalité des taches diffuses disparait (Figure 33B), confortant I'idée qu'il s'agit bien d’ADN
libre marqué, pointant la nécessité d'inclure systématiquement une étape de traitement des filtrats

fécaux par la DNAse | au cours de leur préparation pour la quantification des VLPs.

Figure 33. Filtrat fécal R9 observé par microscopie par épifluorescence

(A) Sans DNAse | ; (B) Apres traitement par la DNAse .

3.4.2. Dénombrement des phages dans les filtrats fécaux

Les concentrations en VLPs par gramme de selle ont ainsi été évaluées selon le protocole
décrit plus loin (cf. Matériel et Méthodes) au sein des trois groupes constituant notre cohorte (Figure
34Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Une valeur médiane de 8,36 x 10° VLPs par gramme de
selle a été obtenue chez les individus sains, contre 1,59 x 10'° chez les patients en période de
rémission de la maladie de Crohn, soit une différence significative de pres du double de VLPs par
gramme. Une concentration bien plus importante du nombre de VLPs par gramme de selle est
observée dans les selles des patients atteints de la maladie de Crohn en période de poussée, avec
une concentration médiane a 3,38 x 10" VLPs par gramme de selle, soit de plus de 40 fois plus que

dans les selles des individus sains.

Ces résultats se caractérisent également par une importante variabilité au sein des différents
groupes, s'étalant sur 2 logs chez les individus sains, 3 logs chez les patients en poussée et 5 logs

chez les patients en période de rémission.
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Figure 34. Dénombrement des VLPs dans les filtrats fécaux

Toutes les mesures (en VLPs/g de selle) ont été obtenues par comptage des VLPs par microscopie par
épifluorescence. Les différentes couleurs représentent les dilutions des filtrats fécaux utilisées pour la détection
des VLPs (noir: 1/100; rose : 1/500 ; violet : 1/1000 ; bleu : 1/10000). Les cercles pleins correspondent a des
selles ayant été conservées plus d'un an a -80°C, tandis que les cercles vides correspondent a des selles ayant
été conservées moins deux deux mois a -80°C. Un test de Mann-Whitney a été réalisé pour comparer les
différents groupes (ns = 0,1234 > p-value > 0,0332; * = 0,0332 > p-value > 0,0021 ; ** = 0,0021 > p-value >
0,0002 ; *** = 0,0002 > p-value > 0,0001; **** = p-value < 0,0001. Les barres horizontales rouges

correspondent aux médianes de chaque groupe.

3.4.3. Discussion

Rares sont les travaux ayant permis le dénombrement de phages ou de VLPs au sein de selles,
gu’elles proviennent d'individus sains ou de patients atteints de MICI. L'équipe de Patricia Lepage
(Lepage et al. 2008) rapporte cependant une augmentation d'un facteur 20 du nombre de VLPs
détectées dans les biopsies de zones inflammatoires de patients par rapport a des zones épargnées.
Bien que le microbiote soit différent entre la paroi épithéliale et les selles, la tendance observée par
les auteurs est confirmée par nos propres observations, puisque nous rapportons ici une

augmentation de la quantité absolue de VLPs d'un facteur 40 dans le groupe de patients en période
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de poussée inflammatoire, par rapport au groupe d'individus déclarés comme étant sains. Nos
résultats se dirigent également vers la méme direction que ceux d'une étude métagénomique
réalisée sur des biopsies iléales montrant une augmentation de I'abondance phagique chez les
patients (Wagner et al. 2013). Une autre étude, basée cette fois sur une approche métaprotéomique,
présente quant a elle une corrélation positive entre la présence de protéines phagiques et
I'inflammation/maladie (Zhang et al. 2018). Nos résultats de quantification de la concentration
absolue des VLPs dans les selles d'individus sains (8,36 x 10° VLPs/g) sont cependant légérement plus
élevés que ceux obtenus par Lesley Hoyles et co-auteurs (Hoyles et al. 2014), qui ont quantifié une
moyenne de 2,96 x 10° VLPs/g de selles d'individus sains par microscopie par épifluorescence. Nos
valeurs de concentrations médianes de VLPs sont, d'autre part, pres de 10 fois plus élevées que celles
estimées par métagénomique virale quantitative (par inoculation de phages connus) par Andrey
Shkoporov et co-auteurs (Shkoporov et al. 2021), qui s'élévent a environ 1 x 10° génomes par
gramme de selle chez le Macaque. Si les quantifications par métagénomique peuvent contenir de
nombreux biais, il faut également relever que ces expériences d'estimation de concentrations de
virus ont été réalisées chez des macaques, qui, bien que phylogénétiquement proches de I'étre
humain, présentent évidemment d'importantes différences anatomiques et microbiotiques. Ces
approches basées sur le séquencage permettent cependant de s'affranchir de la notion de VLPs et
d'affirmer la présence de phages ou de virus eucaryotes au sein des écosystemes, ce qui ne peut pas
étre permis avec le travail jusqu’a présent réalisé pour cette thése. Nous prévoyons cependant de
réaliser un séquencage des viromes fécaux dans le but de lever le voile sur l'identité des VLPs

détectées.

Le protocole de séquencage des viromes fécaux nécessite cependant d'étre optimisé par
rapport a ce qui est couramment réalisé actuellement. Des expériences d'ajout de phages a ADN
simple brin et en quantités connues réalisées au sein de |'équipe (llias Theodorou, résultats non
publiés) ont mis en avant une amplification plus ou moins importante des génomes phagiques en
fonction de leur nature nucléique et la structure de leur ADN au cours de la confection de librairies
en vue du séquencage des viromes. Un projet visant a la résolution de ce probleme est actuellement

en cours au sein de notre équipe.

Il est également nécessaire de souligner que nos résultats de quantifications absolues de VLPs
puissent étre sous-estimés du fait de la difficulté a détecter les Microviridae, famille représentant pres
de 31% des phages du microbiote intestinal (Shkoporov et al. 2019), par microscopie par
épifluorescence. Leur génome, constitué d’'environ 4k pdb d’ADN simple brin, est peu marqué par le

Sybr Gold et voit son intensité de fluorescence proche de celle du bruit de fond dans les filtrats
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fécaux. Ainsi, dans les meilleures conditions de manipulation, nous estimons que seulement un tiers
de phages ®X174, représentants de cette famille, peuvent étre détectés par la méthode de
dénombrement des VLPs utilisée au cours de ma these (Figure 31Erreur! Source du renvoi i
ntrouvable.B). De plus, les virions des Inoviridae, dont le génome est réparti tout au long de leur
manteau protéique, devraient ne pas étre détectables par cette technique. Malgré ces limites
concernant la fiabilité des quantifications absolues en VLPs dans les selles, la comparaison relative
des différents groupes reste possible. L'observation de particules virales par MET dans les
échantillons les plus concentrés en VLPs permet cependant de conforter nos résultats de
quantification. Il est également a noter que nos résultats de dénombrement ne tiennent compte ni
ne refletent les populations de prophages présents au sein du microbiote fécal. Une augmentation
de la proportion des caudophages chez les patients par rapport aux individus sains a par ailleurs été
précédemment rapportée (Clooney et al. 2019). Ces phages étant facilement détectables par
microscopie par épifluorescence, il est possible qu'une partie de I'augmentation des VLPs au sein de
notre groupe de patients en poussée soit due a une abondance augmentée des représentants des
caudophages. A l'inverse, aucune corrélation n'a pu étre établie entre le nombre de VLPs détectées
par microscopie par épifluorescence et la quantité d’ADN mesurée par le QuBit™ dans les extraits
d'ADN réalisés en prévision du séquencage. Au contraire de I'hypothése précédente, une
augmentation du nombre de Microviridae pourrait passer inapercue, dans la mesure ou le Qubit™
n'est pas optimal pour quantifier les ADN a simple brin. De plus, une augmentation du nombre de
virions des Microviridae, dont les génomes sont parmi les plus petits chez les phages, pourrait étre
masquée par d'autres phages intestinaux dont les génomes peuvent atteindre des masses jusqu’a

270 fois plus élevées dans le cas des Lak-phages (Devoto et al. 2019).

3.5. Dénombrement et caractérisation des VE dans les selles

3.5.1. Détermination de la nature des VE dans les selles d'individus sains grace a la
métaprotéomique

Nous avons souhaité comparer la diversité protéique portée par les VE, qu'elles soient
d'origine eucaryote ou procaryote, entre contrdles et patients. L'objectif de cette entreprise était
d'une part de s'assurer de la présence de VE dans les filtrats fécaux et dans les fractions de VE

purifiées, et d'autre part de déterminer les populations productrices de VE chez les individus sains et
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les patients. Nous nous sommes donc tournés vers des analyses métaprotéomiques d'échantillons

issus des filtrats fécaux.

La présence de protéines d'origine autre que vésiculaire, comme les protéines de flagelles
peuvent, si elles sont trop nombreuses, masquer les protéines des vésicules au cours de I'analyse.
Afin d’'obtenir une profondeur d'analyse optimale, les VE ont été purifiées selon le protocole présenté
dans l'article 1, de fagon a s'affranchir des protéines libres et des protéines appartenant a d'autres
nanoparticules (flagelles, agrégats, phages...) présentes dans les filtrats fécaux. Ce travail nous a
également permis de nous assurer de la qualité de nos fractions purifiées de vésicules et de la
présence de VE bactériennes et eucaryotes dans les fractions 2 des gradients d'iodixanol, en plus de

renseigner des indications sur la provenance des VE.

3.5.1.2. Préparation des fractions étudiées

3.5.1.2.1. Intérét de l'étape de centrifugation

Le protocole de purification détaillé dans I'article 1 a été suivi pour purifier des VE a partir de
filtrats fécaux d'individus sains. Brievement, les filtrats fécaux sont soumis a une longue
centrifugation (16h, 20 000 g) permettant I'obtention d'un culot, dont les nanoparticules sont ensuite
purifiées sur gradient d'iodixanol. En plus de permettre la concentration des nanoparticules fécales,
cette étape de centrifugation débarrasse, en théorie, les échantillons d'une certaine proportion de
leurs protéines libres, qui ne culottent pas avec les nanoparticules du fait de leur plus faible densité.
Cependant, cette durée et vitesse de centrifugation ne sont pas communes et I'une des méthodes
principalement utilisées par la communauté pour la purification des VE se base sur des colonnes de

chromatographie par exclusion de taille (SEC).

Afin d'étre certain d'utiliser le protocole permettant la meilleure purification des VE, les ratios
nanoparticules/ug de protéines ont été comparés sur un filtrat fécal soumis a cette étape de

centrifugation ou passeé sur une colonne SEC (cf. Matériel et Méthodes).

Les mémes mesures ont été réalisées dans le culot resuspendu issu d'un filtrat fécal provenant
d'une méme selle, mais concentré par centrifugation (20 000 g, 16h) et dont le culot a été resuspendu

dans du Tris 10 mM.

La centrifugation a permis de recueillir 67% des nanoparticules initialement présentes dans
le filtrat fécal (Figure 35A). Cette valeur est nettement supérieure au nombre de nanoparticules

récoltées dans les fractions d'intérét issues de la colonne SEC (12%). En effet, la majorité des
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nanoparticules se retrouvent dans le liquide de lavage. Cela peut étre d(i a une mauvaise optimisation
du protocole ou a une détection limitée des petites VE par le Videodrop. Cependant, la pureté des
échantillons, en termes de nanoparticules par mg de protéines, est deux fois supérieure dans les
culots de centrifugation que dans les fractions d'intérét obtenues suite a la chromatographie
d’'exclusion de taille (Figure 35B). Cet argument, ajouté au gain de temps et a la praticité non
négligeable offerte par la centrifugation, a conduit a I'emploi de cette étape de centrifugation pour
concentrer les nanoparticules des filtrats fécaux et les débarrasser d'une partie des protéines libres

présentes dans ces derniers.
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Figure 35. Comparaison de la SEC et de la centrifugation

Nombre de nanoparticules/g de selle (A) et de nanoparticules/mg de protéines (B) dans le filtrat fécal
(rouge), apres passage du filtrat fécal sur filtres Amicon 100K (bleu clair), puis dans les fractions d'intérét (bleu
foncé) et dans le liquide de lavage (bleu foncé) issus de la colonne SEC ; ou dans le culot (vert foncé) et le
surnageant (vert clair) issus de la centrifugation (16h, 20 000 g) appliquée au filtrat fécal. Les dénombrements
de nanoparticules ont été mesurés par le Videodrop et les masses de protéines par le QuBit. Ces mesures n'ont

pas été réalisées en répliquats.

3.5.1.2.2. Rendement des gradients d'iodixanol pour la purification de VE

La fraction 2 issue des gradient d'iodixanol étant en théorie celle qui contient les VE les plus
purifiées, elle a été sélectionnée pour la suite des analyses de protéomique. Des mesures de
dénombrement ont été réalisées par le Videodrop, afin d'estimer les quantités de nanoparticules

retrouvées dans chaque fraction, en particulier dans la fraction 2, afin d’estimer la proportion de VE
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perdues au cours de cette étape (Figure 36). En moyenne, 82% des nanoparticules détectées dans
les filtrats fécaux sont retrouvées dans le culot de centrifugation (16h, 20 000 g). 80% des
nanoparticules détectées dans le culot sont également retrouvées dans |'une des cing fractions
obtenues a l'issue du gradient. Si la fraction 4 est la plus concentrée en nanoparticules, celle-ci voit
s'y cOtoyer VE, virus, flagelles et agrégats. Ce n'est pas le cas de la fraction 2, qui, d’apres mes
observations en MET, ne semble contenir que des VE (Figure 37). Bien que le nombre de
nanoparticules soit relativement faible dans la fraction 2 (seulement 12% des nanoparticules
détectées dans les filtrats fécaux le sont également dans la fraction 2), elle bénéficie d'une grande
pureté apparente sur les grilles de MET. En effet, aucun virus ni flagelle n'a pu formellement étre
identifié sur les grilles observées. De rares agrégats, de nature indéterminée, ont cependant parfois
pu étre observés. Les observations des fractions issues du gradient d'iodixanol réalisées en MET
semblent étre en accord avec les concentrations de nanoparticules mesurées par le Videodrop au

sein de celles-ci.
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Figure 36. Quantités de nanoparticules au cours du processus de purification des VE

Nombre de nanoparticules par gramme de selle, déterminés par le Videodrop. Ces mesures ont été
réalisées a partir de filtrats fécaux issus de selles d'individus sains (S1 a S10). La barre horizontale rouge

correspond a la moyenne des mesures pour chaque fraction étudiée.
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Fraction 1

Fraction 2

Fraction 3

Fraction 4

Fraction 5 °

Figure 37. Observation des fractions issues du gradient d'iodixanol par MET

Une goutte de 10 pL de chaque fraction a été déposée sur une grille carbonée, puis colorée a l'acétate
d‘uranyle, avant d'étre observée en MET. Sur la grille correspondant a la fraction 1, aucun objet n'a pu étre
observé, suggérant une concentration basse voire inexistante de nanoparticules au sein de cette fraction. Dans
la fraction 2, de nombreuses VE sont visibles, ainsi que quelques agrégats de nature indéterminée. Dans la
fraction 3, des nanoparticules de nature indéterminée ont été observées. Malgré une coloration positive, des
particules ont pu étre également observées dans la fraction 4, au sein de laquelle se trouvent des flagelles et
de potentielles VE. Celles-ci sont difficiles a différencier des virus, en théorie également présents dans cette

fraction. Enfin, aucune particule n‘a été détectée au sein de la fraction 5.
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3.5.1.3. Clustering protéomique des échantillons

Bien que les fractions 2 issues du gradient d'iodixanol soient les plus purifiées en VE, nous
nous sommes demandé si, d'une part, cette affirmation était confirmée par analyse
métaprotéomique et si, d'autre part, certaines populations de vésicules n'étaient pas perdues au
cours du gradient de densité. Pour ce faire, les fractions 2 et les culots post-centrifugation de trois
filtrats fécaux (S7, S9, S10) ont été confrontés. Ils ont été soumis a la spectrométrie de masse selon
le protocole détaillé ci-aprées (cf. Matériel et Méthodes) et les résultats bruts ont été traités selon le
mode itératif. L'ensemble des analyses décrites métaprotéomgies décrites ci-apres ont été réalisées

par Marianne De Paepe.

Le premier contrdle réalisé fut de s'assurer de la cohérence entre les échantillons provenant
des mémes filtrats fécaux. Pour ce faire, les échantillons ont été clusterisés sur la base de leur contenu
en termes de sous-groupes, c'est-a-dire de protéines identifiées avec le méme set de peptides. Les
groupes, quant a eux, correspondent aux ensembles de sous-groupes possédant au moins un
peptide en commun. L'arbre ainsi obtenu (Figure 38Erreur ! Source du renvoi introuvable.) permet

de confirmer que les paires d'échantillons se ressemblent, comme attendu.

S9 EVs 604

S9 culot 419

—— S7EVs 844

S7 culot 638

Figure 38. Clustering des échantillons selon leur contenu, en sous-groupes

3.5.1.4. Origine des protéines bactériennes

Les localisations subcellulaires des protéines bactériennes identifiées ont été déterminées par
pSORTB, a partir de leurs séquences fasta. Une importante différence des répartitions des protéines

en fonction de leur localisation est observée entre les culots et les fractions purifiées (Figure
135



39Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Cela s'explique par la présence de protéines de flagelles
majoritaires dans les culots et bien moins importante dans les fractions purifiées de VE, du fait de
leur densité plus élevée (Figure 19). Ce résultat corrobore les observations réalisées par MET, qui
montraient déja une importante quantité de flagelles dans les culots de filtrats fécaux. Un
enrichissement des protéines bactériennes a été observé dans les fractions purifiées, par rapport aux
culots et justifie une étape de purification des VE par gradient d'iodixanol pour leur analyse
protéomique. La majorité des protéines identifiées dans la fraction de VE purifiées est bien associée

a une localisation potentiellement vésiculaire.

Culots Fractions de VE purifiées

¢

m Extracellular m Outer Membrane m Cytoplasmic Membrane = Periplasmic m Cytoplasmic ® Unknown = Flagellar

Figure 39. Proportion des spectres en fonction de l'origine de leurs protéines bactériennes associées

Une analyse metaprotR a été initiée dans le but d'identifier les genres bactériens représentés
parmi les protéines identifiées dans la fraction de VE purifiées du filtrat fécal de I'individu sain S2
(Figure 40Erreur ! Source du renvoi introuvable.). La distribution ainsi obtenue est dominée par
une proportion majoritaire de protéines issues des Bacteroidetes, phylum bactérien parmi les plus
représentés au sein du microbiote intestinal humain (Arumugam et al. 2011, Sabino et al. 2016). La
famille Faecalibacterium, pourtant I'une des plus abondantes en termes de répartition bactérienne
dans le microbiote intestinal, est moins fortement représentée en termes de spectres associés a des
protéines au sein des fractions de VE purifiées. La structure de la membrane de ces bactéries a Gram
positif en est probablement responsable, dans la mesure ou leur absence de la membrane externe
limite leurs voies de production des VE par rapport aux bactéries a Gram négatif. L'analyse

protéomique d'échantillons supplémentaires sera nécessaire a la validation de ces résultats.
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Figure 40. Répartition des protéines en genres bactériens dans la fraction purifiée de VE le filtrat fécal de l'individu

sain S2

Répartitions réalisées par metaprotR.

3.5.1.5. Discussion

Les résultats présentés ci-dessus suggerent fortement une meilleure profondeur d'analyse
des protéines vésiculaires dans les fractions de VE purifiées que dans les culots issus des filtrats
fécaux. Ceci est surtout di a I'élimination de la majorité des protéines flagellaires au cours du
processus de purification. De plus, la proportion de spectres associés a des protéines de la membrane
externe est similaire a la répartition attendue chez des vésicules issues de bactéries a Gram négatif
(Lee, Kim, and Gho 2016). C'est pour ces raisons que les études de métaprotéomique a suivre devront

étre réalisées sur des fractions purifiées de VE, malgré le caractére chronophage de leur préparation.

Ces travaux de mise au point et ces premiers résultats pavent la voie vers de nouveaux projets

de métaprotéomique orientés vers I'étude des VE. Il pourrait en effet étre pertinent de comparer les
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compositions protéiques des fractions de VE purifiées issues de selles d'individus sains et de patients
atteints de la maladie de Crohn, afin d'éventuellement y détecter des modifications de la proportion
des protéines eucaryotes et procaryotes. Compte tenu de I'augmentation de la concentration en
VLPs observée chez les patients en phase de poussée et de I'inflammation intestinale présente chez
ces individus, il serait en effet envisageable d’'observer une modification de la quantité de protéines
vésiculaires eucaryotes due a l'inflammation. D'autre part, I'étude de l'origine bactérienne des
protéines issues de ces VE pourrait également permettre de révéler des modifications des bactéries
productrices de VE dans le cadre de la maladie, ainsi que la prévalence augmentée de vésicules

bactériennes directement issues de la lyse par les phages.

Enfin, le séquencage des bactéries présentes dans les selles semble également étre nécessaire
pour une meilleure compréhension des acteurs de la production bactérienne de VE dans le

microbiote intestinal, qu'il soit en état inflammatoire ou non.

3.5.2. Dénombrement des VE dans les selles

3.5.2.1. Utilisation du Videodrop pour le dénombrement de VE les selles humaines

En plus des comparaisons présentées dans l'article 1 concernant le dénombrement de VE
purifiées a partir de cultures bactériennes et de microbiotes murins, le Videodrop a été comparé au

ZetaView et au NanoSight pour le dénombrement de VE isolées de selles humaines.

Les VE des selles des individus sains S1, S5 et S8 ont été purifiées selon le protocole présenté
dans l'article 1 et dénombrées par le Videodrop, le ZetaView et le NanoSight (Figure 41). Un
maximum d'un facteur 2,5 entre les concentrations données par les différents appareils a été
observée, avec celle déterminée par le Videodrop étant la plus basse dans deux échantillons sur trois.
Comme discuté dans l'article 1, et les fractions observées ici étant par nature de tailles hétérogenes,
il est probable que le ZetaView et le NanoSight soient affectés par I'effet d'écran conduisant un
défaut de détection des plus petites VE, masquées par d'autres, plus grosses. Pour sa part, si le
Videodrop est en théorie moins affecté par I'effet d'écran, il souffre d'une limite de détection plus

haute concernant la taille des VE.
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Figure 41. Concentrations en NP dans les fractions 2 (VE purifiées) de selles d'individus sains

Concentrations en NP/mL, selon le Videodrop (VD, violet), le ZetaView (ZW, bleu foncé) et le NanoSight

(NS, bleu clair).

3.5.2.2. Intérét de la protéinase K pour le dénombrement des VE dans les filtrats fécaux

Bien que I'utilisation du NP-40 permette la purification partielle des phages mélangés a des
VE (cf. 2.2.2. Impact des composés utilisés sur la concentration en phages et en), cette méthode ne
peut pas s'appliquer a la quantification de VE au sein de filtrats fécaux. Cela est d{i a plusieurs raisons.
Premierement, comme expliqué plus haut, un peu plus de 20% des VE détectables par le Videodrop
sont résistantes au NP-40. Or, dans les filtrats fécaux, nos clichés de MET suggerent que les VE
puissent étre plus nombreuses que les phages (cf.3.3. Préparation des filtrats fécaux) et donc que
leur nombre, méme diminué par le traitement par le NP-40 soit encore suffisamment significatif pour
fausser le dénombrement des phages. De plus, I'observation des filtrats fécaux en MET a révélé la
présence, en plus des phages et des VE, de fragments de flagelles et d’agrégats de nature inconnue,
probablement protéique et lipidique. Enfin, contrairement a ce que j'espérais au début de ma these,
les avancées technologiques concernant le Videodrop n’ont pas été suffisantes pour permettre la
détection de phages dont le diametre hydrodynamique est inférieur a 100 nm, ne permettant donc

pas le dénombrement des phages du microbiote intestinal.

Fort de ce constat, il a fallu essayer de trouver un protocole opposé a celui du traitement par
le NP-40, a savoir éliminer le plus de nanoparticules possibles a part les VE dans les filtrats fécaux,
puis quantifier ces dernieres a I'aide du Videodrop. La protéinase K, une enzyme clivant les liaisons

peptidiques aux extrémités carboxyles, a été sélectionnée a cet effet. Utilisée notamment pour
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I'élimination de flagelles au sein de préparations issues de cultures bactériennes (Yu et al. 2021), nous
nous sommes demandé si cette enzyme pouvait éliminer également les phages, dans I'éventualité
de découvrir des filtrats fécaux au sein desquels le nombre de phages serait supérieur a celui des VE.
En effet, en théorie, la protéinase K devrait étre capable de détruire les capsides protéiques des
phages, ainsi que les agrégats non identifiés présents dans les filtrats fécaux ; tout en épargnant les

membranes lipidiques des VE.

3.5.2.2.1. Impact de la température

Traditionnellement utilisée a 37°C pour une activité optimale (Bajorath, Saenger, and Pal
1988), des expérimentations ont été réalisées afin de déterminer s'il était possible de diminuer la
température d'incubation lors du traitement par la protéinase K. En effet, il était supposé que les VE
issues des filtrats fécaux puissent étre sensibles a cette température. Dans un premier temps, une

incubation a 30°C a été testée.

Des VE purifiées de Faecalibacterium prausnitzii et de Bacillus subtilis ont été soumises a un
traitement par la protéinase K (20 ug/mL, Macherey Nagel) pendant 6h, a 30°C et a 37°C. En parallele,
les mémes échantillons ont été soumis a des incubations identiques, mais sans traitement par la
protéinase K. La concentration dans les échantillons a été relevée au début et a la fin de I'expérience
a l'aide du Videodrop. 91% des VE de Faecalibacterium prausnitzii étaient encore détectables aprés
le traitement et I'incubation a 37°C, contre 70% pour I'échantillon soumis a l'incubation a 30°C.
Concernant les VE de Bacillus subtilis, une tendance similaire a été observée : 75% étaient encore
détectables aprés le traitement et I'incubation a 37°C, contre 65% pour I'échantillon soumis a

I'incubation a 30°C.

Cette baisse conséquente du nombre de VE détectées par le Videodrop nous apporte une
information importante : certaines VE sont plus sensibles a une incubation a 30°C qu’a 37°C. Nous
avons donc décidé de conserver cette incubation a 37°C. Il faudra cependant tenir compte de la perte
d'une partie des VE lors de I'incubation a cette température lors de la quantification des VE dans les

filtrats fécaux.

3.5.2.2.2. Effets de la protéinase K sur les flagelles

L'efficacité de la protéinase K a d'abord été testée sur les flagelles. Nous avons tenté de

reproduire des résultats précédemment décrits (Yu et al. 2021). Pour ce faire, nous avons voulu
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produire des flagelles purifiés a partir d'une culture d’E. coli MG1655, en suivant un protocole
précédemment décrit (Sherman, Soni, and Yeger 1988). Malheureusement, I'observation en MET des
fractions supposées contenir les flagelles n'a révélé que la présence de petite VE. Dans un second
temps, nous avons tenté de purifier des flagelles des fractions 4 des gradients d'iodixanol des filtrats
fécaux S3 et S8 (S3_4 et S8_4). L'observation en MET des fractions re-purifiée a révélé la présence de
flagelles dans celles-ci, mais également de nombreuses VE. N'arrivant pas a purifier des flagelles,
nous nous sommes tournés vers nos échantillons les plus concentrés en ceux-ci afin d’observer les

effets de la protéinase K sur ces objets.

Le filtrat fécal de souris conventionnelles (préparé selon le protocole décrit dans I'article 1) et
la fraction virale de S2 (filtrat fécal de l'individu Sain 2), particulierement riches en flagelles, ont été
traités avec de la protéinase K a une concentration finale de 20 pug/mL pendant 6h a 37°C. Les
échantillons avant et apres traitement ont été observés par MET (Figure 42Erreur ! Source du
renvoi introuvable.). La majorité des flagelles semblent avoir été éliminés par la protéinase K et bien
que la MET ne soit pas une approche quantitative, il semblerait que les VE initialement présentes

dans les échantillons le soient encore apreés le traitement.
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Figure 42. Effets de la protéinase K sur les flagelles

Observations réalisées en MET, apres dépdt des échantillons sur grilles carbonées et coloration
négative par l'acétate d'uranyle. (A) Filtrat fécal de souris conventionnelles. (B) Filtrat fécal de souris
conventionnelle apreés traitement par la protéinase K. (C) Echantillon S2_4. (D) Echantillon S2_4 aprés traitement

par la protéinase K. Toutes les barres d'échelle représentent 500 nm.

3.5.2.2.3. Effets de la protéinase K sur les phages

Contrairement aux flagelles, de nombreux échantillons de phages purifiés sont a disposition
et plusieurs techniques permettant leur quantification. L'étude des effets de la protéinase K sur ces
derniers, qu'il serait souhaitable d'éliminer afin d’énumérer uniquement les EVs dans les filtrats
fécaux, s'en est ainsi trouvée plus simple. Les effets de la protéinase K sur la concentration de phages
purifiés connus, a savoir T4 et P1, ont été mesurés a l'aide du Videodrop et ont mis en évidence une
chute d’'environ 70% de la concentration (Figure 43). Cette diminution s'est révélée encore plus
importante dans les filtrats fécaux de patients en poussée, dans lesquels la concentration en VLPs a
été estimée par microscopie par épifluorescence (cf. 3.4.2. Dénombrement des phages dans les
filtrats fécauxErreur ! Source du renvoi introuvable.), puisque jusqu'a 97% de VLPs n'ont plus été

détectées apres le traitement.
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Figure 43. Proportions de phages et de VLPs résistants a la protéinase K

Proportions de (A) phages purifiés et (B) VLPs détectées dans des filtrats fécaux de trois patients en
poussée résistants a un traitement a 20 pg/mL de protéinase K, aprés incubation de 6h a 37°C. Les
concentrations en phages ont été mesurées par le Videodrop, tandis que les concentrations en VLPs dans les

filtrats fécaux ont été obtenues par microscopie par épifluorescence, aprés marquage par le Sybr Gold.

Ces résultats sont en accord avec des études publiées sur les effets de la protéinase K sur les
phages. La destruction de plus de 80% des phage (Sieber, Pluckthun, and Schmid 1998), ainsi que la
diminution de l'infectiosité du phage MS2 de plus d'un facteur 10 apres traitement par la protéinase

K (Langlet et al. 2018) avaient en effet déja été publiés.

3.5.2.2.4. Effets de la protéinase K sur les VE

Tout comme pour les phages, je dispose d'échantillons de VE purifiées utilisables pour évaluer
I'efficacité de la protéinase K sur celles-ci. Etant principalement composées d'une couche lipidique
dans laquelle s'inserent diverses protéines, il peut raisonnablement étre attendu que la protéinase K
n'affecte que peu les vésicules. C'est en effet ce qu'il se produit dans les échantillons de VE purifiées
issues de cultures bactériennes (et dont le protocole de purification est détaillé dans I'article 1)
(Figure 44Erreur ! Source du renvoi introuvable.). La résistance des VE a la protéinase K est un
phénomeéne déja connu (Tabak et al. 2021). Cependant, d'apres plusieurs travaux (Amosse et al. 2018,
Shelke et al. 2014), la protéinase K ne serait pas sans effet sur les vésicules puisqu’elle raserait les

protéines présentes a leur surface, sans toutefois atteindre celles plongées au cceur de leur couche
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lipidique. Si certains de leurs effets s’en voient ainsi diminués par |'action de la protéinase K, leur

quantification n’en est pas affectée pour autant.
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Figure 44. Proportions de VE résistantes a la protéinase K

Proportions de VE bactériennes purifiées résistantes a un traitement a 20 ug/mL de protéinase K, apres

incubation de 6h a 37°C. Les concentrations en VE ont été mesurées avec le Videodrop.

3.5.2.2.5. Effets de la protéinase K sur les filtrats fécaux

3.5.2.2.5.1. Impact de la durée du traitement

Afin de minimiser I'impact de l'incubation sur les VE mais également dans un souci de
praticité, la durée de l'incubation a été étudiée. Plusieurs filtrats fécaux issus de selles d'individus
sains ou de patients en période de remission ont été soumis au traitement par la protéinase K (Figure
45Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Les concentrations en nanoparticules ont été relevées a
différents points de temps par le Videodrop. De la méme fagon que pour les VE bactériennes
purifiées, les contrbles négatifs réalisés nous confirment que I'incubation est délétere pour une
fraction des nanoparticules détectées par le Videodrop. De plus, qu'il s'agisse de filtrats fécaux de
patients ou d'individus sains, la concentration en nanoparticules se stabilise aprés environ deux
heures d'activité de la protéinase K. L'incubation de 2h, a 37°C, a donc été retenue pour le traitement
par la protéinase K dans les filtrats fécaux. Le nombre de nanoparticules ne variant plus apres 2h
d'incubation, il a été considéré que passé ce délai, la protéinase K n'agissait plus sur les

nanoparticules présentes dans les filtrats fécaux détectables par le Videodrop (a savoir certaines VE,
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virus, flagelles et agrégats). Par conséquent, les contréles positifs réalisés ci-dessus sur les phages et

les VE purifiés n'ont pas été reproduits avec cette durée d'incubation.

Une diminution de la concentration en nanoparticules détectées par le Videodrop a été
observé suite a l'incubation des filtrats fécaux d'individus sains, mais pas chez ceux des patients
(Figure 45). Une différence de nature des nanoparticules détectées entre les groupes d'individus

étudiés pourrait étre a 'origine de ce phénomene.
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Figure 45. Effet de la durée de l'incubation lors du traitement de filtrats fécaux par la protéinase K

Concentration en nanoparticules détectées par le Videodrop dans des filtrats fécaux issus (A)

d'individus sains et (B) de patients Crohn en période de rémission.
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3.5.2.2.5.2. Observation de filtrats fécaux apres traitement par MET

L'action de la protéinase K dans les filtrats fécaux a également été évaluée visuellement en
MET (Figure 46Erreur ! Source du renvoi introuvable.). En accord avec un constat précédent
(3.5.2.2.2. Effets de la protéinase K sur les flagelles), la majorité des flagelles semblent détruits par la
protéinase K. Les VE paraissent préservées malgré le traitement. La présence d'agrégats sur les grilles
apres le traitement a cependant été constatée. Il pourrait s'agir essentiellement d'agrégats lipidiques
dans la mesure ou la protéinase K peut agir sur des agrégats protéiques a la concentration utilisée
(Swietnicki et al. 2000, Tzaban et al. 2002). Ces agrégats pourraient également provenir de gros
agrégats protéiques n'ayant pas entierement digérés par la protéinase K. N'ayant pas d'échantillon

d'agrégats purifiés, cette hypothese ne peut pas étre validée.

Figure 46. Effets de la protéinase K sur les filtrats fécaux

Observations réalisées en MET, aprés dépdt des échantillons sur grilles carbonées et coloration
négative par I'acétate d'uranyle. (A) Filtrat fécal S3. (B) Filtrat fécal S3 aprés traitement par la protéinase K. (C)
Filtrat fécal S7. (D) Filtrat fécal S7 apres traitement par la protéinase K. Toutes les barres d'échelle représentent

1000 nm.
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Malgré la présence certaine de quelques agrégats et flagelles résistants au traitement des
filtrats fécaux par la protéinase K, I'observation d'une tendance entre la proportion de VE observées
en MET et le pourcentage de nanoparticules résistantes au traitement semble conforter I'utilisation
de la protéinase K pour purifier les VE dans les selles. Bien que cette purification ne soit pas totale,
elle permet néanmoins de s'approcher au mieux d'une estimation du nombre de VE présentes dans
les filtrats fécaux, sans avoir a recours a des processus de purification chronophages et colteux en

échantillons comme les gradients d'iodixanol.

3.5.2.3. Quantités de VE dans les selles

Au vu des résultats précédents, il a été nécessaire de réaliser trois mesures Videodrop par
échantillon pour obtenir une approximation du nombre de VE présents dans les filtrats fécaux
humains (Figure 47). La premiere mesure est celle de la concentration en nanoparticules dans les
filtrats fécaux (il s'agit donc de réaliser I'acquisition sur le filtrat fécal brut). La deuxiéme mesure est
réalisée apres traitement par la protéinase K selon le protocole décrit ci-avant et apres incubation a
37°C pendant deux heures. La troisieme mesure est quant a elle réalisée apres deux heures
d'incubation de I'échantillon a 37°C, mais sans protéinase K. Ainsi, le ratio mesure 3 / mesure 1 nous
permet d'obtenir une proportion de nanoparticules sensibles a I'incubation a 37°C. Ce ratio est un
facteur correctif a appliquer a la concentration en VE (ou en nanoparticules résistantes a la protéinase
K) obtenue lors de la mesure 2. Une estimation de la concentration en VE présentes du filtrat fecal

peut ainsi en étre déduite.

Mesure 2 Mesure 1

Nbde NP aprés PK a37°C X Nbde NP dans le FF non traité

Nbd'E FF =
bd'EVs dans le Nb de NP dans le FF non traité et incubé a 37°C

Mesure 3

Figure 47. Formule du calcul du nombre de VE dans les filtrats fécaux

Nb : nombre ; NP : nanoparticule ; FF : filtrat fécal

Ces mesures et calculs ont été réalisées dans tous les filtrats fécaux issus des trois groupes

de la cohorte (Figure 48Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Aucune différence significative n'a
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été relevée entre les groupes dont les valeurs médianes varient de 2,52 x 10" VE/g de selle patients

en période de rémission a 4,70 x 10" VE/g de selle pour les individus sains, en passant par 3,36 x

10" VE/g de selle patients en poussée. La quantité de VE mesurée avec le Videodrop ne semble pas

étre corrélée a I'inflammation intestinale, ni a une potentielle variation de la concentration en phages

au cours de celle-ci.

VE/g

VE/g
ns
13 l ns ne |
10"
| I |
™
12. 0,0 le) .... ® ®
10 ' ..O ... ...
' ) Y
0o 'f..‘..._‘ (11
1011-5 fo) ° .~
: @
101 T T T
N o o
= .\,_,e@ &
& °

Figure 48. Dénombrement des VE dans les filtrats fécaux

Les cercles pleins correspondent a des selles ayant été conservées plus d'un an a -80°C, tandis que les

cercles vides correspondent a des selles ayant été conservées moins deux mois a -80°C. Toutes les mesures

ont été réalisées avec le Videodrop. Un test de Mann-Whitney a été réalisé pour comparer les différents

groupes (ns = 0,1234 > p-value > 0,0332; * = 0,0332 > p-value > 0,0021 ; ** = 0,0021 > p-value > 0,0002 ; ***

= 0,0002 > p-value > 0,0001; **** = p-value < 0,0001. Les barres horizontales rouges correspondent aux

médianes de chaque groupe.

3.5.3. Discussion

Aucune différence significative de la concentration en nanoparticules résistantes a la

protéinase K et détectables par le Videodrop n'a été relevée entre les différents groupes. Leurs

valeurs médianes varient de 2,52 x 10" NP/g de selle patients en période de rémission & 4,70 x 10"
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NP/g de selle pour les individus sains et 3,36 x 10" NP/g de selle patients en poussée. Si la quantité
de NP ne semble pas étre corrélée a l'inflammation intestinale, ces valeurs de concentrations en VE
dans les selles d'individus sains sont cependant tres largement supérieures a celles obtenues par
Nader Kameli et co-auteurs (Kameli et al. 2021). Les auteurs relévent en effet 2 x 10° VE par gramme
de selle, soit prés de cent fois moins que la concentration médiane obtenue au cours de cette
expérience. Il est probable que la méthode de purification des VE utilisée par les auteurs, a savoir la
chromatographie par exclusion de taille, ait été une source de perte importante de vésicules comme
cela a été le cas au cours de ma thése (cf. 3.5.1.2.1. Intérét de I'étape de centrifugation). De plus, la
TRPS, utilisée par les auteurs pour procéder au dénombrement des VE, s'avere inadaptée pour

I'analyse d'échantillons de tailles polydisperses (Turkki et al. 2021, van der Pol et al. 2014).

Cependant, le dénombrement des nanoparticules des filtrats fécaux par la méthode utilisée
ici ne donne qu'une estimation de la concentration en VE. L'une des sources d'imprécision repose
sur l'incapacité de la protéinase K a digérer I'ensemble des agrégats dans les filtrats fécaux, ce qui a
pour effet de surestimer légerement la concentration en VE dans ces derniers. L'hypothése qu'une
importante proportion de VE, si ce n'est la majorité de celles-ci, soient de trop petit diametre pour
étre détectées par le Videodrop, peut étre émise. En effet, le Videodrop n'est pas capable de suivre
les VE les plus petites sur plusieurs images successives et donc d'en déduire leur taille réelle. Si le
seuil de détection des VE par le Videodrop se situe probablement aux alentours de 70 nm, il est
évident qu'un nombre important de vésicules, dont le diametre peut descendre jusqu’a 15 nm (Article

1), ne sont pas détectées et donc prises en compte lors des calculs de concentration.

Toutefois, ces mesures nous permettent d'établir des estimations de concentrations en VE
par échantillon et de remarquer que les concentrations en nanoparticules résistantes a la protéinase
K et détectables par le Videodrop ne sont pas modifiées au cours de l'inflammation. Cependant, rien
n'indique qu'il en soit de méme pour les VE de diametre inférieur a 70 nm, question a laquelle je n'ai

pas pu répondre au cours de ma thése au vu de ces limitations techniques.
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3.6. Nombre de VLPs et de VE par bactérie dans les selles

Nous avons choisi d'utiliser les concentrations en bactéries dans celles-ci afin de normaliser
les échantillons entre eux et d'affiner leurs comparaisons. Aucune différence significative du nombre
de VE par bactérie n'a été observée dans les selles des individus sains et des patients en période de
rémission (Figure 49Erreur ! Source du renvoi introuvable.). En effet, leurs valeurs médianes sont,
respectivement, de 11,8 et de 9,5 VE/bactérie. Une augmentation significative d'environ trois fois

plus de VE a cependant été détectée chez les patients en poussée, avec une médiane de 32,2

VE/bactérie.
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Figure 49. Nombre de VE par bactérie

Les cercles pleins correspondent a des selles ayant été conservées plus d'un an a -80°C, tandis que les
cercles vides correspondent a des selles ayant été conservées moins deux deux mois a -80°C. Un test de Mann-
Whitney a été réalisé pour comparer les différents groupes (ns = 0,1234 > p-value > 0,0332; * = 0,0332 > p-
value > 0,0021 ; ** = 0,0021 > p-value > 0,0002 ; *** = 0,0002 > p-value > 0,0001 ; **** = p-value < 0,0001. Les

barres horizontales rouges correspondent aux médianes de chaque groupe.
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De la méme facon, le nombre de VLPs par bactérie a été exploré. Une augmentation tres

significative de ce ratio a été observée entre le groupe d'individus sains et de patients en pleine

poussée, avec, respectivement, des médianes de 0,187 et de 21,4 VLPs détectées par bactérie, soit

plus de 100 fois plus. Ces valeurs indiquent également une inversion radicale de la dynamique

d’'écologie présente dans ces écosystemes. Une Iégere augmentation (d'un facteur 2) du nombre de

VLPs par bactérie est également observée chez les patients en phase de rémission par rapport aux

donneurs sains, avec un ratio médian s'élevant a 0,45, ce qui reste bien en-deca de celui observé

dans les échantillons prélevés lors des poussées.
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Figure 50. Nombre de VLPs par bactérie
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Les cercles pleins correspondent a des selles ayant été conservées plus d'un an a -80°C, tandis que

les cercles vides correspondent a des selles ayant été conservées moins deux deux mois a -80°C. Un test de

Mann-Whitney a été réalisé pour comparer les différents groupes (ns = 0,1234 > p-value > 0,0332; * =

0,0332 > p-value > 0,0021 ; ** = 0,0021 > p-value > 0,0002 ; *** = 0,0002 > p-value > 0,0001 ; **** = p-value

< 0,0001. Les barres horizontales rouges correspondent aux médianes de chaque groupe.
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Une importante variabilité interindividuelle est présente au sein de chaque groupe d'individus
(Figure 51Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Les échantillons les plus concentrés en VLPs de
chaque groupe ont été observés en MET afin de constater ou non la présence de virus et en
particulier de phages, au sein de ceux-ci. J'ai en effet pu remarquer, dans plusieurs filtrats fécaux
issus des trois groupes, la présence d'objets assimilables a des virus (Figure 52Erreur ! Source du
renvoi introuvable.). Bien que ceux-ci soient difficiles a différencier des VE, c’est leur nombre et leur
homogénéité de tailles (entre 30 et 55 nm de diametre dans la majorité des cas), ainsi que la qualité
de la coloration, qui me poussent a penser qu'il s'agit de virus et non de vésicules. Ces virus ne
semblent pas présenter de queue, il pourrait donc s'agir, par exemple, de Microviridae ou de virus
eucaryotes. Tous semblent morphologiquement semblables, méme d'un échantillon a l'autre, ce qui
suggere qu'il s'agit d'une unique famille représentée par plusieurs especes. A 'inverse, le filtrat fécal
du patient en rémission R2 (2,30 x 10" VLPs/g) n'a pas révélé une importante quantité de virions sur
la grille observée en MET, malgré une importante concentration de VLPs détectée en microscopie
par épifluorescence. La présence de nombreux agrégats non identifiés a cependant été révélée par
la MET. Ces agrégats pourraient étre la source de la fluorescence détectée lors de la quantification

des VLPs ou bien engluer les virions, rendant leur observation par MET plus complexe.

Il est désormais évident que le microbiote des patients atteints de la maladie de Crohn se
trouve fondamentalement bouleversé, en particulier au cours de la poussée. Une augmentation
importante du rapport VLPs/bactérie a cependant été observée chez un individu sain (522), ainsi que
chez quelques patients en phase de rémission. Concernant ces derniers, il se pourrait que ceux-ci se
trouvent tout simplement en début de poussée pas encore diagnostiquée ou a la fin d'une phase
d'inflammation aigue. Malheureusement, aucune donnée établie lors de la constitution de la cohorte
ne nous permet de situer les patients par rapport a la date de survenue de la prochaine poussée.
Chez les individus sains, il n'est pas non plus treés surprenant de trouver des individus chez lesquels
ce ratio VLPs/bactérie est élevé. Il pourrait s'agir d'individus sujets au passage temporaire d'un phage
virulent ou subissant une induction de prophages suite a un Iéger stress, non percu comme étant
symptomatique par ces personnes, qui n'ont pas déclaré étre malades lors du recueil des selles. Une
autre hypothese est que certains individus possedent un microbiote dont I'état de stabilité se
définirait par un ratio phages/bactérie bien supérieur a la moyenne de la population. Seule une étude

longitudinale permettrait de répondre a cette question.
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Figure 52. MET de filtrats fécaux d'individus dont la concentration en VLPs est élevée

(A) Filtrat fécal S22. (B) Filtrat fécal S13. (C) Filtrat fécal R2. (D) Filtrat fécal R18. (E) Filtrat fécal P3. (F)

Filtrat fécal P13. Les barres d'échelle représentent 50 nm.
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4. Recherche de phages porteurs de génes d’antibiorésistance dans

des viromes de lapins d’élevage

4.1. Introduction

En mars 2020, le contexte de pandémie de covid-19 a mis le monde en quarantaine, nous
forcant brutalement a ralentir, voire stopper nos activités de recherche qui ne pouvaient plus étre
conduites que depuis chez soi. Ces deux mois de confinement ont été |'occasion de participer a un
nouveau projet, totalement déconnecté de mon sujet de these, grace auquel j'ai pu m'initier aux
bases de la bioinformatique, en vue d'annoter 30 viromes, dont I'ADN avait été préparé et envoyé a

séquencer avant mon arrivée sur le projet.

Le projet sur lequel j'ai été invité a participer est mené par Marie-Agnes Petit et Olivier Zemb,
de I'INRAe de Toulouse, qui s'intéresse aux potentiels transferts de genes bactériens
d'antibiorésistance par les phages. Contrairement a I'idée répandue que les génomes de phages
codent parfois pour des genes d'antibiorésistance et permettent ainsi leur transfert horizontal
fréquent entre bactéries, un projet similaire mené au sein de I'équipe (Billaud et al. 2021) a montré,
en caractérisant 14 viromes fécaux de porcs, qu‘aucun des contigs viraux identifiés n'était porteur de
genes d'antibiorésistance (ARG). Pour élargir ces observations, nous nous sommes également
interrogés sur la présence de genes d'antibiorésistance codés par les phages, en étudiant les viromes
de feces de 26 lapins provenant de 26 élevages différents, ayant été traités (75% des élevages) ou

non (25%) aux antibiotiques dans les 3 mois précédant |'échantillonnage.

4.2. Méthodes

Des échantillons fécaux provenant de 26 lapins d'élevage ont été collectés et traités afin
d'extraire I'ADN total des particules virales. Apres la collecte, 1 a 2 g de feces ont été conservées a -
80°C jusqu'au traitement. Les échantillons fécaux ont d'abord été remis en suspension dans 45 mL
de solution saline tamponnée au phosphate (PBS), puis homogénéisés pendant 1 h a 4°C. Deux cycles
de centrifugation ont été effectués, un premier de 7 minutes a 5 000 g et 4°C pour éliminer les débris,
puis un second de 45 minutes a 8000 g a 4°C pour éliminer les contaminations non virales restantes.
Le surnageant a été filtré a 0,45 um. Aprés ajout de NaCl et de Polyéthylene Glycol 8000 a des
concentrations finales de 0,5M et 10 % w/v, respectivement, et incubation a 4°C toute une nuit, les

échantillons ont ensuite été centrifugés deux fois a 5000 g pendant 7 minutes a 4°C. Les culots
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résultants ont été remis en suspension dans 500 pL de tampon SM et dialysés contre 1 L de tampon
SM pendant la nuit pour éliminer les résidus de NaCl et de PEG8000. Les échantillons ont alors été
filtrés sur 0,45 um et tous les volumes ont été ajustés a 500 uL avec du tampon SM. L'ADN libre a été
éliminé par un traitement par la DNAse I. Pour cela, les solutions de phages ont été complétées par
du CaCl; (0,5 mM) et 0,5 uL de DNAse | Ambion a été ajouté. Les échantillons ont ensuite été incubés
a 37°C pendant 30 minutes. L'ADN viral a ensuite été extrait par phénol/chloroforme, suivi d'une
précipitation a I'éthanol. L'ADN final a été remis en suspension dans un volume de 50 uL (dans du
Tris pH 8, 10 mM). La concentration d'ADN a été estimée avec le kit Qubit HS (8 ng a 2 ug par

échantillon).

Tous les échantillons ont été amplifiés avec le kit Illustra Genomiphi V2 apres dialyse sur de
petits filtres de 0,025 um pour éliminer les inhibiteurs de la réaction de réplication. Si des quantités
suffisantes d'ADN étaient générées apres 75 minutes d'amplification, la réaction a été stoppée; sinon,
30 minutes d'incubation supplémentaire ont été ajoutées. Pour trois échantillons (numéros 15, 17 et
18), aucune amplification n'a pu étre obtenue, méme apreés une incubation d'une nuit. A cette étape,
les échantillons ont été envoyés a séquencer chez Eurofins. Apres fragmentation de I'ADN, des
bibliotheques Trueseq ont été préparées pour le séquencage lllumina Hiseq (2x125 bp) (25 millions

de lectures par échantillon).

A partir des reads bruts recus de la plateforme de séquencage, mes travaux ont consisté a
préparer puis assembler ces reads en contigs, séparer les contigs reconnus comme viraux des autres
(les viromes sont fréequemment contaminés avec de I'ADN bactérien), les annoter, rechercher les

ARGs et analyser leur environnement génétique, pour confirmer leur origine phagique.

L'étape de nettoyage des reads bruts des échantillons amplifiés a été effectuée a l'aide de
Trimmomatic v0.39 (Bolger, Lohse, and Usadel 2014), avec les parametres suivants
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:30 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN
100. La qualité des reads résultants a été confirmée en utilisant FastQC v0.11.8. De plus, ViromeQC
v1.0 (Zolfo et al. 2019) a été utilisé pour estimer la prévalence des reads d'origine virale par rapport
aux reads contaminants bactériens dans chaque échantillon. Les reads ont été dérépliqués avec I'outil
fastx-unique (version gratuite de la suite Usearch9 (R. Edgar, http://drive5.com/usearch)). Les paires
de reads ont ensuite été reconstruites a I'aide de la commande fast_gpair (Edwards lab) et assemblées
en contigs a l'aide de SPAdes v3.14.0 (Nurk et al. 2013) en utilisant comme paramétres "--only-
assembler -k 21,33,55,77,99,127". Les contigs ont ensuite été annotés individuellement en utilisant

Prokka v1.14.5 (Seemann 2014) et la présence d'ARGs dans ces séquences a été recherchée en
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comparant le protéome total a la base de données Resfams (Gibson, Forsberg, and Dantas 2015) en

utilisant Hmmer v3.2.1, avec la commande "hmmscan --cut_ga".

Sur l'ensemble de contigs, nous avons ensuite recherché lesquels avaient une forte
probabilité d'étre viraux, a I'aide de VIBRANT v1.2.1 (Kieft, Zhou, and Anantharaman 2020). En effet,
les travaux précédents de I'équipe avaient montré que VIBRANT était un logiciel particulierement
adapté pour trier les contigs viraux de tous les autres (plasmidiques ou bactériens, (Billaud et al.
2021)). Cependant, VIBRANT n'accepte en entrée que les contigs ayant une taille supérieure a 2 kb
(seuil également fixé pour nos analyses de contigs de lapins) et codant pour au moins quatre ORFs.
Dans notre jeu de données, certains des contigs ARG+ (> 2 kb) avaient néanmoins moins de 4 ORFs.
Nous avons donc procédé en deux étapes: Pour les contigs contenant au moins quatre ORFs, le
résultat VIBRANT a été utilisé pour prédire les contigs d'origine phagique. Dans le cas des contigs
portant trois ORF ou moins, ils ont été comparés par BLASTn (option megablast) a la banque de

données non redondantes du NCBI (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/) afin de proposer leur origine.

Dans une derniere étape, afin de supprimer la redondance entre tous les contigs issus des 30
assemblages, les contigs de longueur supérieure a 2kb ont également été soumis a CD-HIT v4.8.1
(Fu et al. 2012, Li and Godzik 2006) pour un clustering a 95% d’identité (divergence correspondant a
I'échelle de I'espece phagique) avec les parameétres suivants "c 0.95 -G 0 -g 1 -aS 0.9 -circle 1 -prog
blastn". Le logiciel CloneManager v10.1 a également été utilisé pour identifier chaque ARG et son

environnement génétique de fagon individuelle.

4.3. Résultats

4.3.1. L'assemblage des viromes révele une majorité de contigs phagiques

L'analyse ViromeQC des reads de chaque échantillon a montré un trés bon enrichissement
dans les échantillons amplifiés. L'échantillon A33 est celui ayant montré le plus mauvais taux
d'enrichissement, bien que celui-ci reste acceptable (15,6 x sur I'ARNr SSU). Nous concluons donc

que les échantillons sont suffisamment enrichis pour lancer une analyse de viromes.

L'assemblage Spades, réalisé séparément pour chaque échantillon, a permis de générer entre
143 et 2374 contigs d'une taille > 2kb par échantillon. Les plus grands contigs possédaient des tailles

de 7194 a 168170 pb (Tableau IlI).

L'analyse VIBRANT de tous les contigs individuels a révélé la prévalence des contigs

phagiques par rapport aux autres contigs (plasmidiques, bactériens, ou viraux mais non reconnus
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comme tels par VIBRANT). Ainsi, 51,88% (9 194 sur 17 723) des contigs ont été triés comme étant
des phages putatifs par VIBRANT, la somme des longueurs des contigs phagiques de I'ensemble des
échantillons s'élevant a 69 986 061 pb. La présence de contigs bactériens ou autres que viraux était
cependant plus élevée que celle relevée précédemment par notre équipe dans les viromes de porcs
(Billaud et al. 2021), ou nous avions obtenu une proportion de 77,3% de contigs phagiques, en
utilisant essentiellement la méme approche. Cette pureté plus importante pourrait s'expliquer par

I'ajout d'une étape de purification des viromes sur gradient d'iodixanol, qui n'a pas été réalisé ici.

4.3.2. Sur les 15 585 vOTUs non redondants issus des viromes de lapins, 35 sont ARG positifs.

Afin de procéder a la recherche exhaustive d’ARGs, y compris sur les contigs non déclarés
comme viraux, la collection de 17 723 contigs (> 2kb) a été organisée en 15 585 contigs non
redondants appelés « vOTU » (pour viral taxonomic unit), au sens large. En effet, I'étape d'agrégation
a été effectuée a 95% d'identité, seuil correspondant au niveau taxonomique de |'espéce phagique
(ou bactérienne). De maniere intéressante, seulement 7,3% (1144 sur 15 585) des vOTU contenaient
plus d’'un contig, suggérant une trés grande diversité virale inter-individuelle. Ceci est une constante
dans les analyses de viromes, ainsi les viromes de porcs analysés de la méme facon avaient également

produit seulement 4,8% de vOTU correspondant a des contigs redondants.

Parmi ces 15 585 vOTUs issus de viromes lapins, seuls 35 (0,22%) portaient des ARG
homologues a ceux présents dans la base de données Resfams. Pour comparaison, une analyse
réalisée de la méme facon sur les viromes de porcs avait elle aussi permis d'identifier seulement 0,1%
de contigs ARG positifs. Parmi ces 35 vOTUs, 6 d'entre eux, n'ayant pas suffisamment d'ORFs,
n'avaient pas été classés par VIBRANT. Parmi les 29 autres, aucun n’était situé sur des contigs

reconnus comme phagiques par Vibrant (Tableau IV).

Afin de rechercher si les six derniers contigs porteurs d’ARG pouvaient étre phagiques, une
analyse manuelle a été effectuée (voir Méthodes). Trois d’'entre eux n'avaient aucun géne typique de
phage. Les trois derniers, codant un gene conférant la résistance a la kanamycine, portaient en
revanche un gene lys/A, codant une endolysine du phage Idefix, infectant Enterococcus faecalis. Un
complément d'analyse a permis de reconnaitre ces contigs comme des fragments de deux plasmides
présents au laboratoire. Ceci met en évidence une contamination des viromes, qui aurait pu avoir
lieu lors de I'étape de I'extraction d’ADN. Nous concluons donc que ces six derniers contigs, eux non

plus, ne sont pas d'origine virale.
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4.4. Conclusion

En conclusion, aucun des ARGs que nous avons trouvés n'est situé sur un contig phagique.
Ceci permet d'estimer une fréquence d'ARG par contigs inférieure & 1/9194 (<1,08 x 10™), ou plus
précisément moins d'une ORF sur les 108 994 ORFs totales présentes sur tous les contigs viraux (<
0,92 x 10°). Ce chiffre est semblable a celui obtenu pour les viromes de porc (< 1,2 x 10° ORF)
(Billaud et al. 2021). Ces résultats suggerent que les génomes de phages contribuent trés peu aux
transferts horizontaux d’ARGs dans les échantillons analysés. Il n'est cependant pas exclu que des
phénomenes de transduction généralisée, c'est-a-dire d’empaquetage d’ADN bactérien dans les
capsides phagiques, a la place du génome phagique, puissent avoir lieu, et contribuer a la diffusion

d’'ARGs, a une fréquence qui reste a déterminer.

Ces travaux seront intégrés dans une publication a venir.
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~ decontigs  des  portés par les contigs cont%sviraux? m
| X >2kph  contigs  >2kpbdel'échantilion >2kp || ponean
Al 0,0008 | 100 181 71584 723 99 2
A2 0,001 100 352 115732 2 056 184 0
A3 0,0024 | 100 424 116 324 2472 216 1
A4 0,0005 | 100 393 83 586 2301 186 2
AS 0,001 | 100 961 107 820 5948 482 3
A7 0,0016 | 100 162 8 496 545 70 1l
A8 0,0011 | 100 191 58 146 846 103 1
Al0 0,0014 | 100 391 81033 2190 208 1l
All 0,0015 | 100 1079 98 703 6 584 549 4
Al2 0,0011 | 100 196 12779 689 388 0
Al3 0,0013 | 100 803 171952 6 264 386 4
Ald 0,0028 | 88,4 797 54 046 4137 458 2
Al9 0,0041 | 59,8 2374 167 919 17 266 1268 3
A21 0,003 | 63,9 603 99 958 2893 316 1
A22 0,0032 | 76,8 1457 71788 7 264 861 1
A23 0,0012 | 100 582 133638 3897 301 2
A24 0,0009 | 100 626 63 242 3265 286 0
A25 0,0011 | 100 162 100 510 850 78 2
A26 0,001 100 810 148 578 5464 354 2
A27 0,001 100 434 46 585 2117 154 4
A28 0,0007 | 100 692 67 302 3 956 395 1
A29 0,0034 | 73,2 1434 56 827 6093 633 8
A30 0,0007 | 100 143 16 662 697 86 0
A3l 0,0019 | 100 1117 127 543 8995 620 3
A32 0,0026 | 96,1 416 65 565 2449 250 1
A33 0,0159 | 15,6 943 168 170 8413 483 s

Tableau Ill.

Caractéristiques des échantillons de viromes de lapin.

SSU : % de reads s'alignant a la petite sous-unité d’ARN ribosomique, utilisée comme marqueur de

contamination bactérienne.
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A4 _NODE239 6136 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
Pl idi A10_NODE120 5191
asrr(;)lque AS:NODEZSS sp Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
vl mmmElzmz A23_NODE349 3261 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
(6) A5_NODE766 2467 Nucleotide-binding protein ExpZ macrolides
Inconnue (3) A29_NODE1248 2235 tetracycline efflux MFS transporter Tet(K) tétracycline
A31_NODE480 4327 Nucleotide-binding protein ExpZ macrolides
Aminoglycoside 6-adenylyltransferase streptomycine
A3_NODE349 2467 Streptothricin acetyltransferase A streptothricine
Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
A8 _NODE111 3445 Chloramphenicolacetyltransferase chloramphénicol
Al11_NODE136 7419
A13 NODE68 15079 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
Al_NODE118 3734
A11_NODE191 6240
A13:NODE197 6044 Aminoglycoside 6-adenylyltransferase streptomycine
A1l NODE239 5785 rRNA adenine N-6-methyltransferase macrolides
A1l _NODE277 5543
A19_NODEG699 5534
A21_NODE132 5534 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
A27 NODE123 5534
A7_NODE30 5534
A13_NODE230 5648 Chloramphenicolacetyltransferase chloramphénicol
A13_NODE323 4779
A27_NODE134 5363 rRNA adenine N-6-methyltransferase macrolides
A5_NODE145 7026
Al4_NODE125 6105 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
A14_NODE196 5534
Al_NODES1 5397 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
A33_NODE733 2480
Al19 NODE372 8734 tetracycline resistance ribosomal protection protein Tet(W) tétracycline
Analysés par VIBRANT Bactérienne A19 NODE709 5481 Chloramphenicol acetyltransferase chloramphénicol
(29) ou autre (29) A22_NODE446 5046
A29 NODE311 5534 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
A32_NODE111 5534
A23_NODE137
A4:NODE70 :?_;é Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
A25_NODE13 6445 rRNA adenine N-6-methyltransferase macrolides
A25_NODES 7401 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
A26_NODE223 5574 . e
A29 NODE9S 8924 rRNA adenine N-6-methyltransferase macrolides
A26_NODE371 SR tetracycline resistance ribosomal protection protein tétracycline
Tet(44)
A27_NODE177 4879 Aminoglycoside 6-adenylyltransferase macrolides
A27_NODES81 6136 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
A28 NODE82 7134 Nucleotide-binding protein ExpZ macrolides
A29_NODE106 8504 Aminoglycoside 3'-phosphotransferase kanamycine
A29 NODE428 5013 Chloramphenicol acetyltransferase chloramphénicol
A29_NODE724 3650 Nucleotide-binding protein ExpZ macrolides
A29_NODES851 3161 rRNA adenine N-6-methyltransferase macrolides
A29_NODE99 8893 rRNA adenine N-6-methyltransferase macrolides
A31_NODE327 5691 Chloramphenicol acetyltransferase chloramphénicol
A31 NODE331 5647 tetracycline resistance ribosomal protection protein & .
tétracycline
A33_NODE921 2044 Tet(44)
A33_NODE296 5461 Nucleotide-binding protein ExpZ macrolides

Tableau IV. Caractéristiques des ARGs dans les échantillons analysés

*Les contigs sont regroupés par vOTUs, le cas échéant
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Matériel et Méthodes
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Destruction des VE

Le chloroforme, couramment utilisé dans les lysats pour prévenir des contaminations
bactériennes, a été utilisé a une concentration finale de 50% v/v. Les échantillons ont ensuite été
soumis a un vortexage de 30 secondes afin d'obtenir une émulsion. Le Vertrel (Sigma-Aldrich),
également utilisé pour la purification de phages (Mendez et al. 2000), a quant a lui été utilisé a une
concentration finale de 30% v/v, avant agitation forte avec un vortex pendant 2 secondes, de facon
a obtenir une émulsion. Apreés une incubation de 30 minutes a température ambiante, la phase
supérieure est prélevée. Le Sarkosyl (Sigma-Aldrich) a également été testé. Utilisé dans les protocoles
de purification de protéines issues de vésicules bactériennes (Valguarnera et al. 2018), il est peu
délétere pour les phages T4, T7 et A (Jurczak-Kurek et al. 2016), a une concentration finale de 0,1%
m/v. Aprés une bréve agitation forte réalisée a I'aide d'un vortex, la préparation est incubée 10
minutes a température ambiante. Deux détergents ayant montré des effets de destruction des VE
prometteurs (Osteikoetxea et al. 2015, Valguarnera et al. 2018), le Tween 20 (Sigma-Aldrich) et le
Triton X-100 (Merck), ont été utilisés a des concentrations finales respectives de 1% v/v et de 0,075%
v/v. Ces mélanges ont été suivis d'un vortexage de 30 secondes, afin de bien homogénéiser les
préparations. Enfin, le NP-40 (Sigma-Aldrich), connu pour désagréger les membranes eucaryotes et
procaryotes (Davies et al. 1984, Salton and Netschey 1965), a été utilisé a une concentration finale
de 1% v/v. Les préparations ont ensuite été soumises a une breve étape de vortexage de 2 secondes.

Les mesures ont été réalisées apres une incubation de 30 minutes dans de la glace.

Dénombrement des bactéries dans les selles

Apres décongélation, des aliquots de selles préalablement pesées et d’environ 100 mg ont
été homogénéisées puis diluées 100 000 fois dans une solution physiologique de NaCl (8,5 g/L)
préalablement filtrée a 0,22 um. Les solutions fécales ont été filtrées a I'aide de filtres stériles de
pores de 5 ym afin d'éliminer les plus gros débris des homogénats obtenus. 1 pyL d'une solution de
SYBR Green | (de concentration 1 000x) a été ajouté a 1 mL de solution fécale ainsi filtrée. Pour

chaque série de selles ainsi préparée, un contrélé négatif de solution physiologique a été réalisé.

Apres 15 minutes d'incubation a I'abri de la lumiere, la quantification des bactéries par
cytométrie en flux (FCM) a été réalisée a I'aide d'un cytometre en flux C6 Accuri (BD Biosciences). Les
évenements de fluorescence ont été enregistrés en paramétrant les détecteurs optiques de I'appareil

de la facon suivante : FL1=533/30 nm, and FL3>670 nm. Un seuil minimal d'intensité de 2 000 a été
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utilisé sur le canal FL1. La lumiere diffusée vers I'avant (Forward Scattered, FSC, qui donne une
information sur la taille des particules) et la lumiere diffusée sur le coté (Side Scattered, SSC, qui
donne une information sur la granulométrie des particules) ont également été collectées et
analysées. La vitesse du flux a été réglée sur 14 puL/min et chaque acquisition a été réglée pour
s'arréter apres l'enregistrement de 10 000 évenements ou, a défaut, apres une période de 30

secondes.

Préparation des filtrats fécaux
Le protocole dit « classique »

Apres décongélation d'aliquots de selles humaines de masse connue, ceux-ci sont
manuellement homogénisés dans un volume équivalent (4,5 mL pour 100 mg de selles) de Tris 10
mM (pH 7,5) préalablement filtré a 0,22 um. Apres une seconde homogénéisation de 15 minutes sur
roue a 4°C, les solutions sont soumises a une centrifugation de 30 minutes, 5 200 g, a 4°C, afin de
culoter les bactéries et les plus gros objets présents dans les homogénats. Apres filtration du
surnageant sur 0,22 um, les filtrats fécaux ainsi obtenus sont conservés a 4°C, en attendant la

quantification rapide des phages et des VE gu'ils contiennent.

Ce protocole a également été testé en remplacant le Tris 10 mM par du PBS 1X.

Le protocole dit « RNA later »

Une masse connue de selles humaines est broyée a I'aide d'ceuses dans un volume équivalent
(4,5 mL pour 100 mg de selles) de RNA later. Apres une courte étape de centrifugation (10 minutes,
3000 g, 4°C), les 25% du mélange les plus proches de la surface du surnageant sont retirés a l'aide
d'une pipette, permettant I'élimination des plus gros débris flottants. Le surnageant restant et le
culot sont alors homogénéisés a l'aide de billes de verre et d'un court vortexage. Apres retrait des
billes de verre de la solution, celle-ci est centrifugée a 20 000 g pendant 15 minutes, a 4°C. Afin de
mimer une étape de conservation a -80°C, comme appliquée a I'ensemble de la cohorte, le culot issu
de cette étape de centrifugation est alors congelé une nuit a cette température, puis décongelé le
lendemain. Apres resuspension dans du Tris 10 mM, la solution est homogénéisée sur roue pendant
15 minutes, a 4°C. Comme pour le protocole classique, une centrifugation de 30 minutes, 5 200 g, a

4°C est réalisée. Le surnageant est enfin filtré a 0,22 um.
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Dénombrement des VLP dans les filtrats fécaux

1 Ul de DNAse | est ajouté a un mélange de 10 pL de filtrat fécal et de 970 pL de Tris 10 mM
préalablement filtré. Le tout est ainsi vortexé quelques secondes avant une incubation de 30 minutes
a 37°C. Apres ajout de 20 uL de glutaraldéhyde a 25% (pour atteindre une concentration finale de
0,5%) et incubation a 4°C pendant 15 minutes, les échantillons sont soumis a une étape de
congélation rapide dans I'azote liquide. Suite a la décongélation, 4 mL de tampon SM sont ajoutés a
chaque échantillon, avant d'étre filtrés sur des filtres Anodisc de 0,02 um. Chaque filtre est ensuite
incubé sur une goutte de 50 pL de SYBR Gold 200X dans I'obscurité pendant 15 min, avec le coté
virus vers le haut. Apres retrait de la goutte, les filtres sont laissés dans I'obscurité pour séchage
pendant 15-20 minutes avant d'étre montés avec une goutte de Fluoromount-G entre une lame et
une lamelle de verre. Les lames sont conservées a -20°C jusqu'a observation. Les observations
microscopiques sont réalisées a I'aide d'un Nikon Ti-E équipé d'un objectif a huile 100x Apo TIRF
(NA, 1.49; Nikon) avec un systéeme de couplage laser iLas2 de Gataca Systems (150 mW, 488 nm).
Dix images sont prises par lame, a des positions aléatoires sur celle-ci, avec un canal de champ clair
et de fluorescence GFP (avec une longueur d'onde de filtre d'excitation de 472/30 nm et une
longueur d'onde de filtre d'émission de 520/35 nm). Les émissions sont collectées a l'aide de filtres
interférentiels et imagées sur une paire de caméras sCMOS (Orca Flash 4.0 v2 sCMOS ; Hamamatsu),
avec un gain défini a 300 fixé a un objectif de grossissement x2,5 ; et avec un temps d'exposition
réglé de 100 ms a 200 ms selon l'intensité de fluorescence des VLPs de chaque échantillon. La
dimension finale des pixels est de 64 nm de c6té. Le logiciel Metamorph v.7 a été utilisé pour
contréler et traiter I'acquisition des images, qui ont ensuite été analysées avec ImageJ (v1.52a). En
cas de nécessité, les images ainsi acquises ont pu étre rognées et traitées en soustrayant a celles-ci
un double d’elles-mémes ayant été traitée par un flou gaussien d'un rayon de 12 pixels. Les images
sont ainsi nettoyees de leur bruit de fond et |'utilisation de la fonction « find maxima » permet alors
le comptage rapide des VLPs. Le nombre de VLPs sur I'ensemble des filtres est alors calculé en

multipliant les comptages moyens par le quotient de la surface du filtre par la surface des images.

Passage des filtrats fécaux sur colonnes SEC

Le passage sur les colonnes SEC ne pouvant se réaliser que millilitre par millilitre, le filtrat
fécal utilisé a préalablement été concentré a I'aide de tubes filtrants Amicon (100K). Le volume total
du filtrat fécal étant de 36 mL, trois passages successifs (15 mL, 15 mL, puis le reste) ont été

nécessaires. Lors de chaque passage, le tube a été soumis a une centrifugation de 10 minutes, a
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4 000 g, a une température de 4°C. Un concentré de 3 mL a pu étre récupéré, auquel se sont ajoutés
2 mL de PBS (1X), utilisés pour laver I'unité de filtration et en détacher d'éventuelles nanoparticules
restées piégées. Ainsi, 5 mL de filtrat fécal concentré ont pu étre passés sur les colonnes SEC (QEVs)

de la fagon suivante.

Apreés retrait de I'azide de sodium permettant de protéger la colonne, celle-ci a été lavée par
5 mL de PBS filtré, a quatre reprises. L'échantillon de filtrat fécal concentré a ensuite été injecté,
millilitre par millilitre. Pour chaque millilitre ayant traversé la colonne, 1 mL de PBS a été ajouté dans
celle-ci afin d'éviter son assechement. Ainsi, apres 3 mL sortis de la colonne (correspondant au
volume mort), 1,3 mL est collecté. Il s'agit de la fraction d'intérét. Une fois cette fraction recueillie,
trois fois 5 mL de PBS ont été injectés dans la colonne afin de la nettoyer. L'ensemble de ces
opérations a dii étre répété pour chaque millilitre passé dans la colonne, soit un total de cinqg fois. Le
nombre de nanoparticules détectables par le Videodrop, ainsi que la masse de protéines, ont été

mesurées dans I'ensemble des fractions recueillies, respectivement par le Videodrop et le QuBit.

Extraction des peptides des VE

450 pL des fractions 2 issues de filtrats fécaux ont été lyophylisés en speedvac puis
resuspendus dans 30 L d'eau stérile. Dans chaque échantillon, 10 pL de bleu Laemmli 4X et 1,57 pL
de béta-mercaptol ont été ajoutés. Apres incubation pendant 15 minutes a 91°C, I'ensemble des
solutions a été chargé sur une électrophorese sur gel 1D a courte migration (NUPAGE® 4 12 % Bis-
Tris Gel, novex). Les protéines ont été visualisees a l'aide de Coomassie G-250 (SimplyBlue™
SafeStain, Invitrogen) et les blocs de protéines obtenus ont été découpés en petits morceaux. Les
morceaux de gel ont été décolorés a I'aide du solvant A (acide acétique 10 % v/v, éthanol 40 % v/v)
et du solvant B (bicarbonate d'ammonium 50 mM 50 % v/v, acétonitrile 50 % v/v). Les liaisons
disulfurées ont été réduites avec du dithiothreitol (DTT) a une concentration finale de 10 mM pendant
30 minutes a 56°C. Les cystéines ont été alkylées avec de I'iodoacétamide a une concentration finale
de 50 mM en incubant 45 minutes dans I'obscurité a température ambiante. Les bandes ont d'abord
été lavées avec 30 pL de 50% ACN/50mM de bicarbonate d'ammonium puis déshydratées avec 30
uL d'acétonitrile. La digestion a été réalisée pendant la nuit a 37°C avec 10 ng de trypsine (Promega).
Les peptides ont été extraits d'abord avec 30 uL d'acétonitrile 40 % / acide trifluoroacétique 0,1 %

puis avec 30 plL d'acétonitrile.
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Les échantillons ont été séchés sous vide (SpeedVac) puis mis en suspension dans 30 uL
d'acétonitrile a 2% et d'acide trifluoroacétique a 0,1 %. 1 pL par échantillon a été injecté dans le

systeme LC-MS/MS.

Spectrométrie de masse en tandem par chromatographie liquide

La spectrométrie de masse et I'identification des protéines ont été réalisées sur la plateforme
PAPPSO (MICALIS, INRA, Jouy en Josas, France ; http://pappso.inrae.fr/) par Céline Henry et Aaron
Millan Oropeza. Les peptides ont été analysés par le spectrométre de masse timsTOF PRO (Bruker)
couplé a la HPLC nanoElute. Les peptides ont été séparés sur une colonne Odyssey de lonOpticks
(1,6 um C18, 120 A, 75 um ID, 25 c¢m) en utilisant un gradient de 30 min de 2 a 30% d'ACN avec 0,1%
d'acide formique. L'acquisition MS a été réalisée en mode DDA avec PASEF, de 100 a 1700 m/z avec
une exclusion active de 0,4 min. La durée totale du cycle était de 1,2 s avec 6 cycles PASEF. La sélection
des ions parents a été réalisée a I'aide d'un filtre bidimensionnel m/z et 1/k0 de la zone de sélection

permettant I'exclusion des ions a charge unique. La tension capillaire était réglée a 1,5 kV.
Les fichiers mgf ont été utilisés pour I'identification.

Le catalogue « Integrated nonredundant Gene » (IGC 9,9 millions de genes provenant de
1267 échantillons fécaux individuels) ainsi que la base de données Homo sapiens (Uniprot, version
2020, 42367 entités) ont été utilisés. X! Tandem ALANINE (version 2017.2.1.4) a été utilisé avec la

methode itérative déja décrite (Bassignani et al. 2021).

L'identification des protéines a été réalisée avec une tolérance de masse du précurseur de 20
ppm et une tolérance de masse du fragment de 0,02 Da. Les regles de clivage enzymatique ont été
fixées a la digestion par la trypsine (apres Arginine et Lysine, sauf si une Proline suit directement) et
aucune regle de clivage semi-enzymatique n'a été autorisée. La modification fixe a été fixée a la
carbamidométhylation de la cystéine et I'oxydation de la méthionine a été considérée comme une
modification potentielle. Dans un second passage, |'acétylation N-terminale a été ajoutée comme
autre modification potentielle, tandis que tous les autres parametres précédents ont été conservés.
Les protéines identifiées ont été sélectionnées a la derniére étape sur base d'une e-value inférieure

a 0,05.

L'ensemble des résultats a été analysé avec le package metaprotR (https://CRAN.R-

project.org/package=metaprotr).
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L'un des résultats phare obtenu au cours de cette these, si ce n'est le plus important, est bien
évidemment I'augmentation du rapport VLPs/bactéries d'un facteur 100 chez les patients en poussée
par rapport aux individus sains. Si I'idée que des virus eucaryotes soient a 'origine des MICI fut
longtemps supposée, elle a progressivement été abandonnée au vu de I'absence de corrélation
évidente entre I'un d’entre eux et ce groupe de pathologies (Liang et al. 2021). Deux hypotheses
principales pourraient alors étre envisagées pour expliquer 'augmentation du nombre de VLPs dans

les selles de patients atteints de la maladie de Crohn.

Premierement, le passage d'un phage virulent dans les intestins pourrait expliquer cette
augmentation. Plusieurs facteurs pourraient cependant entrainer une diminution de I'efficacité de la
prédation des bactéries par les phages dans l'intestin par rapport aux expérimentations réalisées in
vitro, comme la possibilité pour les bactéries de se protéger au sein de niches spatiales inaccessibles
aux phages (De Sordi, Lourenco, and Debarbieux 2019, Lourenco et al. 2020, Maura et al. 2012).
L'hétérogénéité de I'environnement intestinal expliquerait également une différence de susceptibilité
bactérienne a la prédation phagique. En effet, les différences de pH, de concentration en dioxygene,
de concentrations en mucines, acides biliaires et acides gras a chaines courtes impacteraient la
capacité des phages a infecter leurs hotes. L'arrivée soudaine ou l'importante multiplication d'un
phage virulent dans le microbiote intestinal pourrait étre a I'origine de la forte augmentation de VLPs
chez les patients et déclencher des phases de poussées. L'alternance entre les périodes de crise et
de rémission pourrait alors étre la conséquence d'une succession de multiplications phagiques

séparées par des phases de moindre multiplication.

Les phages participeraient a |'inflammation de plusieurs manieres. En effet, en plus de leurs
interactions avec les bactéries du microbiote intestinal, il est soupconné que les phages puissent étre
en lien avec le systéme immunitaire de I'hdte humain et avoir un impact sur la réponse immunitaire.
L'affinité des phages pour les glycoprotéines présentes dans le mucus (Barr et al. 2013) leur
permettrait un contact favorisé avec les cellules épithéliales et ainsi favoriser les phénomenes de
transcytose observés in vitro (Nguyen et al. 2017). Au-dela d'une couche de mucus moins épaisse
chez les patients souffrants de MICI, I'atteinte de l'intégrité de la barriere intestinale pourrait
également favoriser la rencontre des phages avec le systeme immunitaire de I'hote, via la
phagocytose par les cellules dendritiques (Aronow R Fau - Danon et al., Barfoot et al. 1989, Sweere
et al. 2019, Wenger, Turner, and Petricciani 1978) ou par les splénocytes (Hodyra-Stefaniak et al.

2015). De plus, les phages provoqueraient I'augmentation de la perméabilité de la barriere épithéliale
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(Tetz et al. 2017). Chez la souris, I'administration orale de phages d'E. coli précédant une colite induite
par le DSS provoque par ailleurs une exacerbation significative de la colite, ainsi qu'une
augmentation importante de l'atteinte a l'intégrité de la barriere épithéliale, observée en coupe
histologiques dans le colon (Gogokhia et al. 2019). Ces phénomenes contribueraient a I'entretien de
la réponse inflammatoire et a une atteinte chronique de l'intégrité de la barriere intestinale chez les
patients, au regard de la forte concentration en VLPs dans les filtrats fécaux observée au cours de

cette these.

L'augmentation du nombre de VLPs dans I'intestin, dont il est fortement supposé qu'il s'agisse
de phages, pourrait étre a I'une des origines de I'inflammation intestinale au cours de la maladie ou
favoriser son entretien. Plusieurs travaux semblent en effet pointer vers un role pro-inflammatoire
de certains phages. C'est notamment le cas de phages de Staphylococcus aureus et de Pseudomonas
aeruginosa, qui induisent la transcription d'IL-6, d'IL-10 et de TNF, tous trois pro-inflammatoires (Van
Belleghem et al. 2017). Des effets pro-inflammatoires des phages ont été observés dans une autre
étude conduite sur des cellules dendritiques, qui, en présence de phages, voient leur production d'IL-
6, IL-10 et IL-12 augmentée. De plus, les auteurs rapportent une stimulation de la production d'une

autre cytokine pro-inflammatoire, I'lFN-y, par les cellules T CD4+ (Gogokhia et al. 2019).

A Tinverse, certains phages exerceraient une activité anti-inflammatoire. C'est le cas de
phages filamenteux de Pseudomonas aeruginosa, Pf1 et Pf4, dont |I'endocytose par les cellules
dendritiques enclenche, in vivo chez la souris, une cascade de réactions conduisant a lI'inhibition de
TNF, dont I'activité est pro-inflammatoire leur permet, a eux et leur hote bactérien, d'échapper a la
vigilance du systeme immunitaire (Sweere et al. 2019). Une diminution de la réponse inflammatoire
chez la souris a également été observee suite a l'injection intrapéritonéale de LPS couplé a la gp12,
une protéine de queue du phage T4, par rapport a des injections de LPS seul (Miernikiewicz et al.
2016). La gp12 ainsi que la protéine de téte Hoc du phage T4 ont par ailleurs été corrélés a une
augmentation de la réponse humorale via une augmentation de la sécrétion d'IgA dans les feces de
souris, suite a leur ajout dans I'eau de boisson de ces animaux (Majewska et al. 2015). Aucun lien de
causalité n'a cependant été établi entre I'administration de ces protéines et leurs effets au cours de
I'inflammation, qui pourraient étre médiés par une modification de la composition du microbiote
intestinal due a la présence de ces protéines. En effet, la présence d'lgA favoriserait la colonisation
mucosale par certaines especes bactériennes comme Bacteroides fragilis (Donaldson et al. 2018).
L'ensemble de ces résultats tend a mettre en évidence l'interconnexion des phages et du systeme
immunitaire et le role principal que certains d'entre eux auraient au cours de I'inflammation. Aucun

résultat obtenu au cours de cette these ne permet cependant de déterminer si la présence des VLPs
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observées pourrait avoir des conséquences pro- ou anti-inflammatoires dans le contexte de la
maladie de Crohn. Cependant, I'abondance accrue de ces derniéres au cours des périodes de
poussée pourrait en partie expliquer la survenue de crises inflammatoires et/ou I'entretien de ces

dernieres chez les patients.

Une seconde hypothese pouvant expliquer I'augmentation du nombre de VLPs ou favoriser
le maintien d'une importante concentration en VLPs au cours des périodes de poussée inflammatoire
est justement liée a la survenue de I'inflammation intestinale et de son impact sur les prophages du
microbiote intestinal. En effet, il peut tout a fait étre supposé que le stress inflammatoire présent
dans la maladie de Crohn et plus particulierement au cours des poussées, puisse jouer un role dans
I'induction de prophages, comme cela a déja été décrit chez la souris pendant une infection avec
Salmonella thyphimurium (Diard et al. 2017). Cette hypothése de l'induction des prophages s'ajoute
a la survenue de diarrhées pour expliquer la diminution de la concentration en bactéries dans les
selles de patients en poussée. Elle est également en accord avec I'augmentation de la quantité
absolue de VLPs comptées dans leurs filtrats fécaux, d'autant plus qu'une plus forte proportion de
phages tempérés est observée chez les patients atteints de la maladie de Crohn par rapport aux
individus sains (Clooney et al. 2019, Fernandes et al. 2019, Norman et al. 2015). Au vu de la diminution
de certaines espéeces de bactéries antiinflammatoires au cours de la maladie (Machiels et al. 2014,
Sokol et al. 2009, Willing et al. 2010) et de la présence de certains prophages dans les génomes de
celles-ci, comme F. prausnitzii (Cornuault et al. 2018) et R. intestinalis (Cornuault et al. 2020), mes
résultats vont dans le sens de I'hypothése de I'induction liée au stress de prophages au sein de celles-
ci (Cornuault 2018). Ces résultats semblent également étre en faveur de l'occurrence d'un modeéle
écologique de type « community shuffling », au moins dans la lumiere des portions distales du tube
digestif. Par ailleurs, 'augmentation du ratio VE/bactéries pourrait justement relever d'une lyse
partielle de la population bactérienne, la concentration en bactéries étant diminuée suite a
I'induction de prophages, provoquant la formation de VE lors de la mort bactérienne (Mandal et al.

2021).

D’autre part, I'induction de prophages faisant suite a l'inflammation intestinale pourrait étre
a l'origine de phénomenes de transduction, dont la transduction latérale conduisant a
I'encapsidation d’ADN bactérien adjacent au prophage (Misson, article en cours de révision, (Chen
et al. 2018, Fillol-Salom et al. 2021)). Dans un contexte d'induction massive de prophages, un tel

mécanisme pourrait participer a des transferts de génes bactériens et conduire a des phénomeénes
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d'évolution bactérienne plus fréquents. Bien qu’aucun transfert de gene d'antibiorésistance associé
a la transduction latérale n'ait pu étre détecté au sein des viromes de lapins étudiés au cours de ma
these ni lors de précédents travaux réalisés au sein de I'équipe (Billaud et al. 2021), il ne peut étre
exclu que d'autres genes bactériens soient sujets a la transduction. Celle-ci pourrait aussi bien étre
latérale que généralisée (mécanisme conduisant a I'encapsidation accidentelle de fragments d’ADN

bactérien, peu importe leur position au sein du génome (Kleiner et al. 2020)).

L'identification des virus les plus abondants présents dans les filtrats fécaux des patients
semble étre la suite logique des travaux a réaliser. Le séquencgage des viromes permettra alors de
déterminer, d'une part, si 'augmentation du nombre de VLPs pendant l'inflammation résulte du
bloom d'espéces phagiques particulieres ou s'il s'agit d'une augmentation générale du nombre de
virions de la fraction phagique du microbiote dans son intégralité. Cette identification permettra
également de déterminer les morphologies des virions détectés et de les confronter a celles des virus
observés en MET dans les filtrats fécaux, qui pourraient étre des représentants des Microviridae. Par
ailleurs, des études métaprotéomiques devront étre réalisées pour comparer |'origine des VE du
microbiote intestinal. L'augmentation du ratio VE/bactérie observé lors de l'inflammation est
probablement da a la lyse bactérienne, au stress des cellules épithéliales et a I'apoptose. Sous les
effets du stress inflammatoire, certaines populations bactériennes pourraient également produire
plus de vésicules a des fins de communication ou de défense. Enfin, le séquencage du microbiote
devra également étre réalisé afin de constater I'émergence ou le déclin de populations bactériennes

au cours de la maladie de Crohn.

Les résultats obtenus au cours de cette these suggérent que la concentration des VE de plus
de 100 nm de diametre ne differe pas dans les selles des individus sains et des patients inclus au sein
des cohortes étudiées. Il est cependant impossible d'affirmer la méme chose concernant les plus
petites VE, dont 'abondance pourrait étre modifiée au cours de la maladie. Si la quantité absolue de
VE dans les selles reste encore une donnée difficile a déterminer au vu des limitations technologiques
existantes, des taux plus élevés de cytokines pro-inflammatoires ont été détectés dans des VE isolées
du contenu intestinal de patients atteints d'IBD que chez des contrdles sains (Mitsuhashi et al. 2016).
Les concentrations en VE ont par ailleurs été estimées par le NanoSight au cours de ce méme projet,
et aucune différence significative de leur concentration n'a été observée. Le cercle vicieux de

I'inflammation pourrait ainsi étre entretenu par la production de VE plus concentrées en cytokines
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pro-inflammatoires et par la diminution hypothétique de la production de VE aux propriétés anti-
inflammatoires. Ce pourrait notamment étre le cas des VE de F. prausnitizii, dont les propriétés anti-
inflammatoires ont été rapportées in vivo (Jafari et al. 2019). Ainsi, en plus de son impact via la
production et la synthése de composés anti-inflammatoires comme le butyrate et le peptide MAM
(Machiels et al. 2014, Sokol et al. 2009), la diminution de F. prausnitzii au cours de la maladie pourrait
également entretenir le cercle vicieux de I'inflammation via une production diminuée de VE anti-

inflammatoires.

En dépit de sa prévalence élevée, la maladie de Crohn, et plus largement les MICI, restent a
ce jour encore difficiles a diagnostiquer. En effet, c'est la combinaison de données cliniques,
biologiques, endoscopiques, histologiques et d'imagerie, qui permettent, aprés de longs mois, voire
des années, a I'équipe médicale d'établir le diagnostic. Cette errance diagnostique retarde ainsi
fortement I'accompagnement et la prise en charge thérapeutique des patients. La découverte d'un
biomarqueur spécifique serait un véritable graal permettant la réduction de cette période d'errance.
L'éventualité de découvrir une augmentation importante de la quantité de phages dans le microbiote
intestinal était, au départ de cette these, motivée non seulement par un désir de compréhension des
écosystemes digestifs au cours de la maladie de Crohn, mais aussi par I'exploration d'une nouvelle
piste menant potentiellement a la mise au point d’'un outil de diagnostic pour une pathologie en

manquant cruellement.

La découverte de I'augmentation d'un facteur 40 du nombre de VLPs dans les filtrats fécaux
de patients en poussée pourrait mener a l'initiation de projets de recherche sur le diagnostic de la
maladie de Crohn. Toutefois, le chemin est encore long avant d’en arriver la. En effet, le protocole de
dénombrement des VLPs est a ce jour chronophage (une journée de manipulations pour quelques
échantillons) et nécessite I'acquisition et la maitrise d'équipements colteux. De plus, il reste encore
a déterminer si cette augmentation de la concentration en VLPs dans les selles est spécifique de la
maladie de Crohn ou si elle est retrouvée dans d'autres pathologies impliquant une inflammation
intestinale, a l'instar de la rectocolite hémorragique, qui voit aussi la composition de sa fraction virale
profondément modifiée (Gogokhia et al. 2019, Zuo et al. 2019). Au vu de |'observation en MET et de
la quantification de nombreux VLPs dans les selles d’environ 10% des individus sains inclus dans ce
travail de these, ainsi que de 'augmentation somme toute assez modérée de la concentration en

VLPs chez les patients en période de rémission, il est probable que 'augmentation du nombre de
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VLPs ne soit pas un marqueur spécifique de la maladie de Crohn mais le reflet d'une dysbiose du

microbiote intestinal associée a d'autres conditions, pas nécessairement pathologiques.

Conclusion générale

Ce travail proposant de nouvelles méthodologies pour étudier les nanoparticules fécales met
en évidence I'importance des phages au sein du microbiote intestinal au cours de la maladie de
Crohn. Que leur concentration fortement augmentée lors des crises inflammatoires soit a I'origine
ou une conséquence de l'inflammation intestinale, il est désormais évident que les phages sont
impliqués dans cette pathologie. Ce travail ouvre la voie a de nouvelles recherches, en plagant les
phages comme potentiels biomarqueurs de la maladie et permettra, une fois leur nature élucidée,
de mieux comprendre les interactions complexes intervenant dans le microbiote intestinal au cours

des MICI.
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New insights into intestinal phages

R. Sausset', M. A. Petit', V. Gaboriau-Routhiau'** and M. De Paepe’

The intestinal microbiota plays important roles in human health. This last decade, the viral fraction of the intestinal microbiota,
composed essentially of phages that infect bacteria, received increasing attention. Numerous novel phage families have been
discovered in parallel with the development of viral metagenomics. However, since the discovery of intestinal phages by d'Hérelle
in 1917, our understanding of the impact of phages on gut microbiota structure remains scarce. Changes in viral community
composition have been observed in several diseases. However, whether these changes reflect a direct involvement of phages in
diseases etiology or simply result from modifications in bacterial composition is currently unknown. Here we present an overview of
the current knowledge in intestinal phages, their identity, lifestyles, and their possible effects on the gut microbiota. We also gather
the main data on phage interactions with the immune system, with a particular emphasis on recent findings.

Mucosal Immunology (2020) 13:205-215; https://doi.org/10.1038/541385-019-0250-5

INTRODUCTION

The human gut contains a large number of viruses, mostly
bacteriophages, or phages, which infect bacteria. As other viruses,
phages are classified according to their type of nucleic acid, capsid
morphology - notably the presence or absence of a tail - and the
presence or not of an envelope. The genetic material of phages
consists of double-stranded (ds) or single-stranded (ss) DNA or
RNA, and their genome sizes range from ~35kb (e.g, ssRNA
genome of Escherichia coli phage MS2) to ~540kb (dsDNA
genome of Prevotella LAK phages). There is considerable diversity
among phages, but 95% of them are non-enveloped tailed dsDNA
phages, or Caudovirales. Within this group, the traditional
differentiation into Siphoviridae, Myoviridae, and Podoviridae
families, based on tail types, is not fully coherent with phylogeny,
and therefore progressively abandoned. In addition, new phage
types are constantly discovered, and classification is currently
ongoing reorganization.

Phages are present in all microbial environments and the
importance of phage predation on bacteria is evidenced by the
large repertoire of bacterial anti-phage defence mechanisms. Anti-
phage systems include cell-surface modifications that prevent
phage recognition (phage multiplication is highly dependent on
the proper selection of their target bacteria, which is achieved by
the recognition of a specific structure on the bacterial surface’),
but also abortive infection mechanisms that trigger cell death
upon phage infection and restriction-modification or CRISPR-Cas
syste’ms that cleave invading phage genomes (reviewed in refs. *
and ).

The presence of phages in the intestine has been described
only 2 years after their discovery by Twort,* when d'Hérelle®
independently discovered phages, and their therapeutic potential,
in the stools of patients with dysentery. Before the dawn of
antibiotics, but also later on in the Soviet Union, phages have
been utilized to treat a variety of intestinal infections, mainly
cholera® and dysentery.” However, the success of these treatments

has been variable and antibiotics proved to be both more efficient
and cost-effective, leading to the almost abandonment of phage
therapy in most countries (reviewed in ref. #). With the rise of
bacterial resistance to antibiotics, phage therapy has recently
regained interest, fueling researches on applied but also basic
phage biology. The relatively recent discovery of the influence of
phages in aquatic bacterial ecosystems further explains the
present bloom of phage studies.” Finally, due to increased
awareness of the importance of the gut microbiota in human
health, a growing number of studies are addressing the roles of
phages in the gut microbiota. Emerging views suggest that
intestinal phages play important roles in health and disease by
shaping the co-occurring bacteriome, but also by interacting
directly with the human immune system.'”'? Several recent
reviews have exhaustively reported different aspects of intestinal
phage biology, such as its genetic diversity,'*'* bacterial
resistance mechanisms, including CRISPR-Cas systems and other
molecular mechanisms of phage-bacteria interactions
phage-bacterium antagonistic interactions in the gastro-
intestinal tract (GIT),'*'® Iyso$eny," and phage interactions with
the host immune system.'®'""'” Here we aim at giving a global
view of current knowledge of phages in the GIT, emphasizing on
new results, open questions, and technical difficulties of this
rapidly growing field of research.

COMPOSITION OF THE INTESTINAL PHAGEOME

Description of intestinal phages, either from a taxonomic or
lifestyle point of view, is still in its infancy compared with that of
intestinal bacteria, and encounters technical difficulties. First, viral
genomes lack universal marker genes such as the 16SrRNA gene
used for bacterial taxonomic assignment. Second, the genetic
diversity of phages remains largely unknown, preventing
sequence-based identification of most intestinal phages. Typically,
75% to 99% of sequences from intestinal phages do not produce
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Fig. 1 Phage life cycles. The production of new virions is realized either through lytic cycles for Caudovirales and Microviridae phages (left side
of the figure, brown arrows) or through chronic infection in the case of filamentous phages, or Inoviridae (blue arrows). Both start with the
recognition and infection of the targeted bacteria (1), followed by phage DNA replication and synthesis of new virions (2). In lytic cycles, new
virions are released through bacterial lysis (3), while new virions of filamentous phages exit bacteria through a dedicated secretion apparatus,
without bacterial lysis (4). Phages that reproduce only through lytic cycles are called virulent. By opposition, some phages, called temperate

in addition to performing either lytic or chronic cycles, are able to perform lysogenic cycles (pink arrows), whereby they enter a
dormant state in the infected bacteria, the prophage state (5). The prophage, either integrated within the bacterial genome or in an episomal
state, is replicated with the bacterial chromosome as long as bacteria divide (6). In some bacteria, generally when submitted to a stress, the
prophage is induced and the phage resumes a lytic or a chronic cycle.

significant alignments to any known viral genome.'* Finally,
intestinal phages are very challenging to cultivate, notably
because their bacterial hosts are mainly strict anaerobes that are
difficult to grow. However, starting from 0.2 or 0.45 pym filtered
fecal samples enriched in virions, shotgun deep sequencing has
permitted access to the human free-phage content (which will be
designated below virome or phageome, since it comprises mainly
phages). Most phages appeared to be non-enveloped DNA
viruses, either dsDNA Caudovirales or ssDNA Microviridae. In
addition, a recent study indicates that ssDNA filamentous phages,
or Inoviridae, that reproduce through chronic infection without
killing their host (Fig. 1) m?ht also constitute a significant fraction
of the human gut virome.  In contrast, RNA phages were found to
be rare, if not completely absent, in the intestine.'”

In the intestine as in other environments, phages can be
distinguished on the basis of their lifestyle, independently of
taxonomy (Fig. 1). Virulent phages essentially complete lytic
cycles, whereby each infection is followed by virion production
and host cell lysis. Yet, in some conditions such as nutritional
stress, virulent phage multiplication can be halted for a long time.

SPRINGER NATURE 5 SOCIETY FOR MUCOSAL IMMUNOLOGY

“ ) svawv

© The Author(s) 2020

This phenomenon, called pseudolysogeny, is poorly described, but
is susPected to exist in the intestinal environment (reviewed in
ref. ?'). Temperate phages, for their part, can use two very
different lifestyles, the so-called “lysis-lysogeny choice™ infection
is either followed by a lytic cycle, as with virulent phages, or by
lysogeny, whereby the phage enters a dormant state and is called
a prophage. In this state, the expression of most phage genes is
repressed, preventing phage multiplication, but the phage
genome is replicated passively along with the bacterial genome.
The prophage can be either integrated in the bacterial chromo-
some or extrachromosomal, like a plasmid. Following specific cues
described below, prophages can be activated, leading to phage
lytic cycle and death of the previously lysogenic bacteria. In
consequence, when considering intestinal phages, one should
take into account both free-phages and prophages.

Using recent assembly procedures, tens to thousands of DNA
phage contigs can be assembled per virome sample, depending
on sequencing depth. Yet, the functional roles of phages in the
gut ecosystem remain difficult to apprehend, notably because
they belong to entirely new and still uncharacterized genera and

Mucosal Immunology (2020) 13:205- 215
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3. Myoviridae 4. Siphoviridae

Fig.2 Main intestinal phage types. a Epifluorescence microscopy image of a human fecal filtrate. Virus-like particles (VLPs) appear as bright
dots following Sybr-gold staining of DNA (M. De Paepe, unpublished results). b Transmission electronic microscopy images of major intestinal
phage types. Scale bars are 100 nm except for the Microviridae virion, for which it is 50 nm. 1: CrAssphage PhiCrAss001 (Podoviridae),
reproduced from ref. ** 2: Microviridae virion isolated from surface water near a coastal aquaculture site, reproduced from ref. '*° 3 and 4:
Myoviridae and Siphoviridae virions respectively, extracted from human intestinal contents. Several Myoviridae virions are bound to a
membrane vesicle. Reproduced from ref. *® Copyright © 2014 Elsevier Masson SAS. ¢ Inter-individual virome specificity and conservation in
four human subjects over 12 months. Each phage cluster, which roughly corresponds to a phage genus, is outlined in black. Reproduced from

ref. 2

even families, and their bacterial hosts are unknown. Several
recent reviews have summarized the main characteristics of the
new findings in this emerging field.'*'**? Their conclusions about
the phage community in the human gut are summarized below.

(1)

(2)

(3)

Most phages appear unique to each individual®*** The
existence of a “core phageome”, ie, a small number of
phages shared between individuals, is under debate. A first
study indicated that across 62 healthy individuals, 23 phage
contigs (0.5% of all contigs) were shared by at least 50% of
individuals and 132 contigs (3%) by at least 20% of
individuals.** More recently, another study found that no
viral population (equivalent to viral species) was present in
more than half of 132 samples from healthy individuals, and
that only 1% was shared by over 20% of individuals.****
These differences depend on the criteria used to identify a
given phage in a given virome sample and comparisons
suffer notably from the lack of consensus on phage
taxonomy. Recent remarkable progresses in genome-
based phage taxonomy’®?’ may enable to better define
the most common phage “types” in the human microbiota
in the near future.

Healthy individuals tend to conserve the same phages over
time (tested over 1 year), especially the most abundant
ones”*#*?? (Fig. 2). Persistent phages, i.e., phages that reside
at least one year in a given individual, seem also to be more
commonly shared than others. Thus, among persistent
phages, 22 out of the 3639 viral clusters (0.6%; clusters
might reflect genus level groupings) were shared by more
than half of the 10 individuals tested.””

In the human gut, temperate phages constitute at least 20%
to 50 % of free phages, depending on samples but also on
the methodology, as temperate phages are difficult to

Mucosal Immunology (2020) 13:205-215

(4)

distinguish from virulent ones. For example, a study
focusing on the virome content of twins estimated the
proportion of temperate phages on the basis of the
proportion of phage contigs encoding an integrase gene,
this gene being responsible for the integration of temperate
phage genome into the bacterial chromosome.”* However,
temperate phages do not necessarily encode an integrase
gene, as many of them coexist with their host as
autonomously replicating episomes, and such method gives
only a lower bound of the proportion of temperate phages.
The high abundance of temperate phages is compatible
with the observation that among isolated gut bacteria, most
strains are lysogens and often polylysogens, notably within
the dominant Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, and
Proteobacteria phyla.””** Several metagenomic studies
further suggest that the majority of intestinal bacteria carry
prophages.”* Yet, estimations of prophage prevalence
based on genomic analyses cannot distinguish “active”
prophages from “defective” ones, i.e., those that have lost
the capacity to resume a lytic cycle due to mutations.
However, the presence of active prophages, which produce
virions, has been demonstrated experimentally in almost all
gut bacterial strain tested, suggesting that a significant
proportion of ”Prophages detected by genomic analyses are
active.******* High prevalence of temperate phages in
human microbiota could participate in the stability of the
phageome over time, as populations of lysogenic bacteria
constantly produce virions.

The identity of the hosts targeted by the phages is a crucial
but largely unanswered question. In 2016, Edwards et al.*’
compared different methods for host prediction and those
that gave the best results were simple nucleotide similarity
searches between phage and bacterial genomes, either with
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BLASTn or by searching the longest exact nucleotide match
between a phage and a bacterial genome. With these
methods, the correct hosts were predicted for 37% and 40%,
respectively, of the 820 complete phages included in the
test. Several studies have used CRISPR spacers to predict
hosts,*®***! which led to very confident predictions but
was restricted to hosts encoding CRISPR-Cas systems and in
which phage infection was relatively recent. Between 4%
and 13% of phages could be assigned to a host this way.
Finally, the program WiSH bases its predictions on the
similarity of the phage genome to that of its hosts. It uses a
probabilistic approach that compares the composition in
subsequences of nine nucleotides, or 9-mers, in phage and
bacterial genomes, and reaches good prediction even for
short 3kb-long phage contigs, which is not the case for
other methods. Using the same large data set as Paez-
Espino et al.*', WiSH predicted a host at family level for 59%
of the contigs.*’ Using a mix of these approaches, recent
studies indicate that the spectrum of the bacterial hosts of
the dominant phages reflects the microbiome composi-
tion.”®** Indeed, among 180 persistent phage clusters
identified, about one third could be linked to a bacterial
genus, all of them belonging to abundant taxa, such as
Faecalibacterium and Bacteroides.”

(5) In individuals consuming a western diet, two particularly
prevalent and abundant phage taxa have been recently
described, both infecting Bacteroides species (Fig. 2):

Gokushovirinae are temperate phages belonging to the Micro-
viridae family, with a small circular ssDNA genome, and a small
virion of 30 nm of diameter.’’ Given the nature of their genome,
these virions can escape scrutiny or, on the contrary, be
overestimated depending on the kit and treatments used prior
to sequencing (discussed in ref. '¥). Therefore, their exact
contribution to the phageome remains to be more accurately
estimated.

CrAss-like phages constitute a completely new clade of related
phages present in at least 50% of individuals from western
cohorts. They can represent up to 90% of the phageome of a
single individual. CrAss-like phages have a dsDNA genome of
~100kb, a 90 nm diameter large head and a short tail (Fig. 2b).
Their abundance has helped assembling many genomes of the
clade, which presently span over four proposed subfamilies.** One
of them, CrAss001, infects Bacteroides intestinalis.** Due to
difficulties in cultivating the CrAssphages, their lifestyle is not
clearly established yet, but the presence of an integrase in some of
them suggests they may be temperate phages.”

In addition, a distinct prevalent phage taxon, called LAK phages,
has recently been described in individuals from Tanzania and the
region of Laksam, in Bangladesh. Their genomes were assembled
directly from complete microbiota samples rather than using viral
fractionation.*® Due to their remarkably large genome size (540
kb), they were coined “megaphages”, but their virions are not
imaged yet. LAK phages have been shown to preferentially infect
Prevotella, but their lifestyle is still unknown.

QUANTIFICATION OF PHAGES IN THE GIT

Defining the number of phages present in the GIT should help to
predict their impact on bacteria. As already stressed, both free
phages and prophages should be taken into account. Prophages
are present in the majority of bacterial genomes and are thus
approximately as numerous as bacteria in the GIT. Free phages,
produced during lytic cycles, are generally enumerated as virus-
like particles (VLPs). VLPs are nanoparticles that can be observed
by epifluorescence microscopy following staining of nucleic
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acids (Fig. 2a). However, if such nanoparticles are mainly virions,
some are membrane vesicles containing nucleic acid that are
difficult to distinguish from virions by microscopy.*” In addition,
immunologists often define VLPs as particles obtained by
spontaneous assembly of viral structural proteins, antigenically
indistinguishable from infectious viruses, but that do not
contain the viral genome.*® Despite these restrictions, we will
use indiscriminately virions and the microscopy-based definition
of VLPs below. In most ecosystems, free phages outnumber
bacteria by about tenfold.*” In contrast, the small number of
available studies enumerating virions in human stools indicates
that in healthy subjects, bacteria outnumber virions. Two studies
reported VLP abundances ranging from 1 x 10% to 2 x 10° VLPs/g
in stools,”**" whereas bacterial concentration is thought to be
1x10'"" bacteria/g.** Recently, the concentration of virions was
also estimated by spiking viral metagenomic samples with a
known concentration of a specific virus, indicating that total viral
loads may be between 2 x 10° and 8 x 10" viral genome copies
per gram of stool.”® The ratio of free phages to bacteria that can
be extrapolated is thus comprised between 1 and 0.001, overall
suggesting lower phage-induced mortality in the human gut
microbiota than in other microbial ecosystems. An alternative
interpretation is that a large fraction of virions are “lost” in the
GIT. Several factors may favor virion disappearance. First, virions
bind irreversibly to their bacterial recePtors with a very fast rate
when receptor concentration is high.”* Such receptors can be
present on the surface of susceptible bacteria, but also on the
surface of resistant bacteria or even on other structures such as
membrane vesicles or bacterial debris. In these last cases,
binding of virions on their receptor results in their inactivation.
As the bacterial concentration in the GIT is much higher than in
most other microbial ecosystems, a higher part of virions could
be lost by such a mechanism. For example, binding of virions on
membrane vesicles is regularly reported in intestinal samples
(Fig. 2b). Second, phages may be captured inside the mucus
layer. Indeed, the Ig-like protein domain on the capsid of phage
T4 was shown to increase by fourfold virion binding to mucins
in vitro.** As numerous intestinal phages possess similar motifs
on their capsid proteins,*® it may account for the large number
of virions detected in the intestinal mucus.’® Whether these
mechanisms operate in the human microbiota remains to be
investigated. Experiments in gnotoxenic mice (i.e. colonized
with a limited number of bacterial strains), in which the majority
of the susceptible bacteria were killed by phage, suggest that
virion loss is highly dependent on individual phages considered.
In some reports, free phage to bacteria ratios over 100 were
observed in the feces of mice,”’*” whereas in others, ratios close
to 1 were observed,***? suggesting either virion loss or very low
viral amplification per infected bacteria, i.e, about one new
virion produced per lytic cycle.

PHAGE-BACTERIUM INTERACTIONS IN THE GIT

Phage-bacterium interactions in the gut microbiota are highly
complex. First, phages often interact specifically with one single
bacterial strain. Given bacterial diversity in the human gut,
hundreds to thousands of phage-bacteria pairs may potentially
interact at any time. Second, as discussed below, the intestinal
environment seems to protect a fraction of the genetically
susceptible bacterial populations from phage infection. Third,
both antagonistic and mutualist interactions are possible. For
example, bacteria can be killed by phages, either by infection
followed by lytic cycle (predation) or upon prophage induction,
but on the contrary, as we will see below, prophages and
filamentous phages can provide benefits to their host. Finally, due
to the high evolutionary capacities of phages and bacteria,
phage-bacteria interactions may change very rapidly over time.
Below we discuss the phage-bacterium interactions that have
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Fig. 3 Phage-bacterium interactions in the GIT. a lllustration of the variability in the populations of phages and targeted bacteria in feces of
gnotobiotic mice, reproduced from ref. *” Germ-free mice were colonized with ten bacterial strains representing the major phyla of the human
gut microbiota (Clostridium sporogenes, E. faecalis, Bacteroides fragilis, B. ovatus, B. vulgatus, Parabacteroides distasonis, Klebsiella oxytoca, Proteus
mirabilis, E. coli Nissle 1917, and Akkermansia muciniphila). Dotted lines indicate the time of addition of 2 x 10° PFU of a virulent phage targeti

one bacterial strain exclusively. Bacteria and were quantified by quantitative PCR (blue and red lines, respectively). In the case of E. colj,
after a rapid drop in bacterial population after T4 phage administration, phage and bacteria coexist without selection of phage-resistant
mutants. In the cases of C. sporogenes and B. fragilis, bacterial populations are transiently affected by phage administration, and phages reach
very high concentrations. Finally, in the case of E. faecalis, the bacterial population drops and does not recover its initial level over time, due to
a defect of colonization by phage-resistant mutants. b Hypotheses for the co-existence of phage and susceptible bacteria in the GIT. (1)
Important bacterial phenotypic variability, e.g., in phage receptor expression or growth rate, would render some bacteria phage-susceptible,
whereas other genetically identical bacteria would be resistant. (2) Spatial heterogeneity of the environment (such as intestinal crypts, biofilm-
like structures on food debris, or the inner part of the mucus layer) would create a refuge for bacteria and prevent access to phages. (3)
Important loss of virions due to specific and nonspecific adsorption would sufficiently lower free-phage concentration to protect bacteria. (4)
The presence of numerous long chain carbohydrates fibers from food and mucus would hinder phage diffusion, preventing them to adsorb

on bacteria. None of these mechanisms has been formally demonstrated in the GIT.

been demonstrated in the GIT and their impact on the gut
microbiota composition.

Prophage induction
Most prophages are highly stable, but environmental stressors or
stochastic fluctuations in phage repressor concentrations can
trigger their induction, ie., resumption of the lytic cycle and
subsequent lysis of the host bacteria. In general, cellular signals
triggering prophage induction are DNA damages, via the
destabilization of the repressor or master regulator of lysogeny.
Quinolone antibiotics, which cause DNA double-strand breaks,
are the most described prophage inducers in the GIT.*° In
consequence, as E. coli stx prophages encode the shiga toxin,
treatment of human shigatoxigenic E. coli infection with
quinolones have significant adverse clinical consequences.”’
Spontaneous induction rates, estimated in vitro to be between
1077 and 10°%, were generally considered to be too low to
negatively impact the lysogen’s fitness (reviewed in ref. ®'). Yet,
several pieces of evidence suggest that induction rates are
globally higher in the murine GIT than in classical in vitro growth
cultures, due to more fr;%uent activation of the DNA damage
response (SOS response).**“**? In the case of Lactobacillus reuteri,
SOS activation was proposed to result from the activation of
specific bacterial metabolic pathways in the GIT.** Conflicting
results were reported concerning the possible increase or, on the
contrary, decrease of E. coli stx prophage induction rates by %ut
metabolites such as nitric oxide or bile salts (reviewed in ref. *%).
Bile salts were also shown to induce some Salmonella pro-
5. Besides, intestinal inflammation increases the induction
of a Salmonella prophage in mice.”” Finally, one has to mention
the recent discovery of quorum-sensing pathways in phages of
Enterococcus faecalis and Vibrio cholerae, suggesting that some
prophages could regulate their induction rate in response to
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bacterial concentration.””“® Altogether, these results suggest that
in the GIT, prophage induction might constitute a significant
burden for their bacterial host, and alter microbiota composition.
Indeed, it has been shown in mouse models that a high prophage
induction rate modifies the equilibrium between bacterial strains
by disfavoring lysogens.****

Lysogenic conversion
Some prophages compensate their detrimental effects on their
host by providing them beneficial traits that augment their fitness
and can confer completely novel phenotypes, a phenomenon
known as “lysogenic conversion.” Examples of lysogenic conver-
sion are numerous and recently reviewed by Taylor et al.*’ and
Wahl et al.” in Salmonella. These new phenotypes comprise
immunity to phage super-infection, resistance to other phages,
tolerance to various stresses, pathogenicity, and, very rarely,
antibiotic resistance. With respect to antibiotic resistance genes
(ARGs), their presence within phage genomes is debated. Most
reports are flawed by either excessive bacterial DNA contamina-
tion of the virome samples’'~’* or inappropriate thresholds used
for the similarity search against ARG databases.”* When both
pitfalls were eliminated, ARG were rare in phage genomes (around
or <1 gene among 10° genes analyzed, on phage genomes and
phage metagenomic contigs respectively),’® confirming an
ancient observation.”” Further illustrating the potential of
prophages to confer fitness advantages to their bacterial hosts,
a very recent study analyzing sponge-associated virome sug-
gested that some prophages encoding ankyrin-repeat proteins
may provide anti-inflammatory pro,)emes to their bacterial host
and foster host-microbe symbiosis.”®

Independently of lysogenic conversion, a few prophages can
function as genetic switches, a phenomenon known as “active
lysogeny” (reviewed in ref. "®). In active lysogeny, prophage
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excision does not result in lytic replication, but restores the
integrity of the bacterial gene or operon in which the prophage
was integrated. For the intracellular pathogen Listeria monocyto-
genes, active lysogeny was shown to facilitate bacterial escape
from the phagosomes.® In a third situation, the production of
virions itself benefits the lysogen population (reviewed in ref. °').
For example, production of filamentous phage particles by
Neisseria meningitidis promotes bacterial aggregation in vitro via
the formation of bundles of phage filaments, sup?osedry
increasing the bacterial colonization of the nasopharynx.®

Due to the beneficial traits conferred to bacteria by prophages,
temperate phages are often considered as mutualists rather than
parasites of their bacterial host, and the prevalence of lysogeny is
often interpreted as an evidence that prophages increase the
selective fitness of their hosts (reviewed in ref. *%). However, if
benefits conferred by prophages to pathogenic bacteria are well
demonstrated, to the best of our knowledge, there is no direct
demonstration that lysogenic conversion increases the coloniza-
tion ability of a gut commensal in vivo, except very transiently by
phage killing of a closely related strain.**** Alternatively, the
prevalence of lysogeny may reflect regular lysogenization of

bacteria temperate phages, as evidenced in the GIT of
animals, #% and even in the human gut microbiota.*
Predation

A large body of information on phage predation in the GIT comes
from animals with a modified microbiota, either gnotobiotic or
treated by antibiotics, and colonized with specific bacterial strains
and their associated phages. In all cases, phages multiplied
successfully in the GIT. Yet, the decrease in the targeted bacteria is
very variable (Fig. 3a).°”***”** |n some experiments, phage-
resistant bacterial mutants were observed. However, and in
contrast with results obtained in vitro, these mutants never
entirely replaced the susceptible bacteria.”’*”#*? In other cases,
phage-mediated bacterial mortality was relatively limited and
neither depletion of the bacterial population, nor selection of
phage-resistant mutants were observed.*’*?#’#® QOverall, these
data suggest that the intestinal environment provides bacteria
with spatial refuges or alternative resistance mechanisms, such as
phenotypic resistance (Fig. 3b). For example, bile salts were shown
to inhibit the infection of E. coli by several phages in vitro, possil
via the repression of a phase-variable cell-surface protein.
Variability in phage resistance can also result from spatial
heterogeneity in the bacterial population driven by gradients of
abiotic factors, such as pH and oxygen, but also of molecules such
as mucins, bile acids, and short-chain fatty acids. These gradients
can modify the physiology of bacteria and, consequently, their
susceptibility to phages, as shown ex vivo in Maura et al.”" Fluxes
may also prevent ghages to access some compartments, such as
intestinal crypts.'*”" Finally, the crowded environment of the GIT
may hamper phage diffusion (reviewed in refs. * and **). Overall,
most current reports point to a transient effect of phages on the
population sizes of targeted bacteria in the GIT microbiota of
animal models. Nevertheless, successful phage therapy trials
realized before the 70s against intestinal bacteria indicate that
phages may efficiently reduce bacterial loads in the human GIT.*””
Another related question is the importance of phage-mediated
mortality in a “natural” microbiota, i.e, without the artificial
ingestion of high doses. At the timescale of evolution,
phage killing left traces in the genomes of intestinal bacteria in
the form of a large repertoire of anti-phage systems and highly
diverse CRISPR spacer sequences.*” However, such traces of
phage-mediated selection could result from a low level of phage-
induced mortality, as even a small selective advantage can lead to
allele fixation if sufficient time is given. At a shorter ecological
timescale, there are also several evidences of significant natural
phage-mediated bacterial mortality in humans and animals. First,
a study by Seed et al® strongly suggests that mutations
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conferring phage resistance to V. cholerae occurred and were
selected in two patients during cholera infection. In addition,
metagenomic studies conducted on conventional animal’s feces
showed a correlation between increases in specific phages and
reductions in particular bacterial taxa, but without definitive
proofs of direct interactions.***

Lastly, an interesting but poorly investigated phage-bacteria
antagonistic interaction in the GIT is the potential ability of some
phages to infect simultaneously several bacterial strains belong-
ing, or not, to the same species. Although a large amount of work
has indicated that most phages infect only a few strains of the
same bacterial species, several clues suggest that intestinal
phages might be more promiscuous than usually assumed. First,
a phage infecting Faecalibacterium prausnitzii was shown to also
infect Blautia hansenii, a species only distantly related to
F. prausnitzii.”* Second, metagenomic analyses of CRISPR spacers
have suggested that some phages may have a broad spectrum of
hosts in the human gut.” In addition, phage evolution resulting in
the ability to infect a new host (host jump) was reported in a
mouse model of coevolution in the GIT.**

In conclusion, phage-bacteria interactions in the GIT appear to
be highly diverse, involving partial bacterial resistance, fast
evolution of phages and bacteria, lysogenization and probably
indirect cascading effects on several bacterial species and their
phages.

IMPACT OF PHAGES ON HOST THROUGH GUT MICROBIOTA
MODULATION

Phage therapy of intestinal disease infections

The complex relationship between phages and bacteria probably
explains the relative unpredictability of phage therapy trials
against intestinal pathogens. Phage therapy was nearly aban-
doned in most western countries 60 years ago given its
unpredictable outcomes and the efficacy of newly discovered
antibiotics. The compassionate use of phage therapy has been
extensively practiced, though, in several countries, notably in
Poland. The Eliava Institute, in Georgia, has been routinely treating
various infections, and notably gut infections, with phage cocktails
for more than a century, but no evaluation is available. An
evaluation of Polish treatments reported symptomatic ameliora-
tion and clinical recovery in 40 and 18% of patients, respectively,
which is quite encouraging for patients who previously failed to
respond to antibiotic treatments.” The mounting incidence of
severe infections by multi-drug resistant bacteria, along with
recent progresses in phage biology has prompted re-evaluation of
phage therapy. A randomized controlled clinical trial was recently
conducted against E. coli diarrhea in Bangladesh. It was
unfortunately unsuccessful. Yet, it was subsequently shown that
E. coli was probably not the cause of the diarrhea.””*® This large
scale study conducted up to stage lil nevertheless permitted to
establish the innocuous character of phage cocktails for humans.*
Besides classical phage therapy with defined phage mixtures,
transfer of fecal filtrates containing phages but no bacteria, was
proposed as an alternative to fecal microbiota transplantation
(FMT) for Clostridium difficile infection.” The transfer of fecal
filtrates to five patients with chronic C difficile infection was
successful in all patients, suggesting that phages present in the
fecal filtrates mediate many of the effects of FMT, but the
mechanisms remain unknown.”

Impact of phages on individuals with a healthy microbiota

Beyond phage therapy, given the numerous interactions between
intestinal bacteria and the host, it is important to evaluate the
extent of phage-induced modifications of microbiota functionality.
First, as discussed previously, prophages modify numerous
bacterial phenotypes, and notably virulence, thereby impacting
host-bacteria interactions®”’*’®, In particular, the ankyphages
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recently discovered in sponges might contribute to promote
bacterial protection from the eukaryotic immune system.'®
Indeed, transformed E. coli bacteria expressing a phage ankyrin
protein better resisted murine bone-marrow-derived macrophage
phagocytosis and induced a diminished inflammatory cytokine
response in these macrophages. Interestingly, phage contigs
encoding similar ankyrin proteins were found in various host-
associated environments, including human oral and gut viromes,
suggesting some wide-range phenomenon.'®

Second, beyond lysogeny, phages can impact the mammalian
host physiology through microbiota modulation, by depleting
bacterial species important for homeostasis. However, as
discussed previously, in animal models, phages never fully
eradicate bacterial species in the gut, due to partial protection
of bacteria and fast evolution of resistant bacterial mutants.
Effects of phages on microbiota composition at the species level
are therefore expected to be transient, unless they act in
conjunction with other factors, such as other members of the
microbiota. Studies aiming at detecting cascading effects on
bacteria not targeted by the phage introduced have brought
contrasting results. Studies in gnotobiotic rats and mice showed
that beyond phage-mediated targeted knockdown of suscep-
tible species in the gut, the concentration of non-targeted
bacteria could be impacted, notably through modification of
bacterial interactions.””'®" However, other studies in conven-
tional animals showed no modification of the non-targeted
microbiota.'°*'°* Similarly, a modification of the human micro-
biota composition has been observed upon oral administration
of phages in one study,’® but not in another involving
children.'® Such differences could be related to the difficulty
of attributing shifts in microbiota composition to phages or to
its natural temporal variability.

Phages could also impact indirectly the host if phage resistance
affects the ability of bacteria to colonize the gut and to interact
with their host. Indeed, many bacterial structures used as phage
receptors, such as lipopolysaccharides, porins, flagella, fimbriae
and pili, play a key role in bacterial colonization, growth,
persistence, virulence and recognition by the host's immune
system in the GIT (reviewed in refs. *'®). For example, mutations in
porins such as TonB or LamB, conferring phage resistance in E. col,
can diminish the nutritional competence of the bacteria, possibly
affecting its gut colonizing ability. In particular, phage resistance
was shown to negatively impact the ability of bacteria to develop
antibiotic resistance, as bacterial mutants resistant to phage were
more sensitive to antibiotics. For example, mutations in Pseudo-
monas conferring in vitro Phage resistance affected a porin
involved in multi-drug efflux, % whereas in the case of E. faecalis,
epa mutations changing its exopolysaccharide composition
rendered the strain more sensitive to cell-wall-targeting antibiotics
in mice.'”” Moreover, several E faecalis mutations could
simultaneously confer phage resistance'®'™ and defective
intestinal colonization in mice.'”” Indeed, a promising type of
phage therapy consists in selecting phages on their faculty to
favor the emergence of phage-resistant bacterial mutants that
become antibiotic sensitive.''” Phages may also indirectly benefit
their mammalian host by increasing the diversity of microbial
communities,*'""""* a known factor of stability of the gut
microbiota."” Finally, some phages can perform generalized
transduction, permitting the transfer of bacterial DNA from an
infected cell to another. Some data indicate that a substantial
fraction of both temperate and virulent phages can perform such
transduction (reviewed in refs. ''%), so that this phenomenon may
take place regularly in the GIT microbiota, participating in bacterial
evolution.

A role of phages on dysbioses?

Several studies have investigated correlations between virome
composition and the physio-pathological state of individuals.
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One study notably reported a global shift in virome composi-
tion in patients with inflammatory bowel disease (IBD), either
Crohn’s disease or ulcerative colitis, compared with household
controls.''* Whether such shift implies that phages are actively
involved in disease, or simply reflects the shift in microbiota
composition remains to be shown. Nonetheless, re-analysis of
the data focusing on the temperate phages of F. prausnitzii, a
species generally depleted in IBD patients, showed that two F.
prausnitzii phages were significantly more prevalent in IBD
samples and two others were significantly more abundant,**
suggesting enhanced temperate phage-mediated mortality
of F. prausnitzii in IBD. One may speculate that the inflamma-
tory environment of the gut might increase prophage
induction, as shown in Salmonella,”® thereby promoting
bacterial lysis and aggravating dysbiosis, and reinforcing the
inflammatory loop.

Fig. 4 Potential interactions between phages, epithelial cells, and
host immune cells in the intestine. Phage tropism for the mucus
may promote penetration of phages within the body through
endocytosis and transcytosis in intestinal epithelial cells (1), or
through sampling by dendritic cells (2). Dendritic cells endocytose
phages, may be captured in the intestinal lumen via extended
dendrites, or exocytosed in the subepithelial compartment. Once
endocytosed, phage nucleic acids can trigger TLR pathways, notably
TLR9-dependent pathways (3), and stimulate adaptive immune
responses (4). Although mechanisms of B and T-cell activation by
phages are not fully elucidated, recent studies showed that
activation of B cells leads to the secretion of phage-specific
antibodies, both in the intestine and in the systemic compartment.
In addition, activation of T cells in the Peyers patches and
mesenteric lymph nodes results in production of cytokines, such
as IFN-y.
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INTERACTIONS BETWEEN INTESTINAL PHAGES AND THE
MAMMALIAN IMMUNE SYSTEM
In addition to their indirect impact on hosts immune responses
through changes in microbiota, phages may also interact directly
with the host immune system and trigger immune responses
(Fig. 4). Whether intestinal phages disseminate outside the gut
lumen and interact with immune cells in the intestinal mucosa or
at distant sites is a first matter of debate. Some studies in rodents
and humans stated that no or few were detected in the
bloodstream after oral administration. In contrast, others demon-
strated effective dissemination, largely correlating with the dose
of ingested phages''® (and reviewed in refs. '"'?). In addition,
phage-neutralizing antibodies against naturally occurring intest-
inal phages have been detected in the sera of different
mammalian species, indicating phage contact with host immune
cells (reviewed in ref. '7). A recent study further showed that
repeated oral exposure to high doses of the E. coli phage T4
induced simultaneously a specific protective secretory IgA
response in the gut and a serum IgG response.’'® Overall, these
data suggest that phages can translocate through the mouse gut
epithelium and activate the host immune system both locally and
systemically. Translocation may occur across epithelial cells.
Accordingly, recent in vitro data showed oriented phage
transcytosis across several epithelial cell layers.''”” Binding of
phages to mucin glycoproteins“ may further promote contact
with epithelial cells and transcytosis. Alternatively, phage uptake
may involve dendritic cells. Indeed, dendritic cells exposed in vitro
to phage garticles were shown to efficiently phagocytose these
particles'"*""*° and dendritic cells are thought to extend dendrites
through the intestinal epithelium and thereby sample luminal
bacteria and particles.'?’ However, the incidence of this phenom-
enon seems rare in the steady state, suggesting that luminal
phage uptake by dendritic cells may be a relatively rare event.
Although more work is required to establish how phages can
get access to host immune cells in vivo, recent studies have
analyzed their interactions with host intracellular immune path-
ways and their capacity to trigger immune responses in vitro and
in vivo. Following the unexpected observation that the treatment
of mice with a cocktail of antiviral drugs aqgravated dextran
sulfate sodium (DSS)-induced colitis, Yang et al.'** suggested that
gut resident viruses, a large fraction of which being phages,
protect against intestinal inflammation via a mechanism involving
TLR3 and TLR7-dependent production of interferon (IFN)-B. In this
study, it is however difficult to assign a role to phages in TLR
triggering as the antiviral drugs used target only eukaryotic
viruses. Moreover, antiviral treatment was associated with changes
in the microbiota, which may have also contributed to stimulate
protection. Three other studies suggest that phages also direct
interact with innate immune cells. Van Belleghem et al.'”
observed that in vitro incubation of peripheral blood monocytes
with purified Staphylococcus aureus or Pseudomonas aeruginosa
phages induced a transcriptional response in monocytes, and
notably enhanced the transcription of interleukin (IL)-1, IL-6, and
tumor necrosis factor (TNF). Strengthening this in vitro study,
Gogokhia et al.'’ observed the expansion of IFN-y-producing
CD4" T cells and of CD8" T cells in the Peyer’s patches of germ-
free mice orally treated with a lipopolysaccharide-free fraction of
purified E. coli phages. They further showed that dendritic cells
incubated with phages or ived DNA could produce
several cytokines including IL-12, IL-6, and IL-10, and stimulate
CD4" T-cell production of IFN-y through a TLR9-dependent, but
TLR3-independent, signal. In contrast with the effect of eukaryotic
viruses reported by Yang et al.'* oral administration of the phage
cocktail aggravated DSS colitis in a TLR9- and IFN-y-dependent
manner.”” Noticeably, the authors made a parallel with their
observations in patients with ulcerative colitis treated by fecal
transplantation, showing that the relative intestinal abundance of
Caudovirales bacteriophages was higher in patients who failed to
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respond than in those who responded to this treatment.'? A
second recent study provided evidence of TLR3-triggering by a
filamentous phage present in the P. aeruginosa strains infecting
chronic human wounds.'** Activation of TLR3 required endocy-
tosis of phages by immune cells and, much surprisingly, neo-
synthesis of phage RNA into the immune cell, which resulted in
the production of type | IFN. This cytokine, in tum, inhibited the
production of TNF by macrophages, thereby impairing ph. -
tosis and bacterial clearance, and delaying wound healing.'**
Interestingly, this study suggests that phage uptake by mamma-
lian immune cells, rather than simple cell-surface interactions, may
be necessary to trigger host immune responses.

Overall, a limited set of data suggests that phages may exert a
direct effect on immune cells. More work is however needed to
define whether the effects observed in vitro or in vivo upon oral
gavage with large amounts of purified virions can be recapitulated
in more physiological conditions in the gut and how these effects
may interfere or synergize with the changes induced by phages in
the composition of the microbiota to impact mammalian health
and disease, both in and out of the intestine.

CONCLUSIONS

During the last decade, viral metagenomics has shed light on the
taxonomic composition and dynamics of the viral component of
the gut microbiota. Deep sequencing and novel assembly
methods have allowed the description of completely new phages.
These approaches have notably revealed that the virome
composition is highly variable, with only a small fraction of
phages shared among individuals. Not surprisingly, the most
abundant viruses were found to infect Bacteroides and Clostridiales
species that are dominant in the microbiota. In parallel,
experiments in animals with a simplified microbiota allowed to
explore phage-bacteria antagonistic interactions in the gut and
have uncovered variable outcomes. For some phage-bacteria
pairs, the intestinal environment somehow protects bacteria and
only a small fraction of genetically susceptible bacteria are killed
by their specific phages. In other cases, most of the phage-
susceptible bacterial population is replaced by resistant mutants
within a few days, indicating very efficient phage infection.
Therefore, which outcome will prevail in complex natural
microbiota remains difficult to predict. Traces of phage predation
can be found in gut bacterial genomes, but these traces could
result from a low level of phage-induced mortality. A low level of
phage predation could nevertheless be crucial to shape micro-
biota composition and functionality, by affecting bacterial
evolution through horizontal gene transfer, but also by promoting
bacterial diversity. At shorter ecological timescales, the impact of
phages is less well established. In particular, the role of phages in
the dysbioses that accompany various pathological conditions
remains poorly defined. Thanks to recent progresses in the
determination of phage-bacteria pairs, longitudinal studies can
now be undertaken to identify possible relationships between
temporal shifts in bacteria and their associated phages and to
delineate whether phages may contribute to dysbiosis and
disease or, on the contrary, help to maintain microbiota stability
by preserving bacterial diversity.

Further studies are also needed to substantiate possible direct
interactions of phages with immune cells and to define whether
and how such direct effects may modify the composition of the
bacterial microbiota and influence host health or disease. Defining
the mechanisms that determine the outcome of phage-bacteria
interactions in the gut is particularly instrumental in the
perspective of phage therapy, which, to cite Brussow,'** “is
without doubt an interesting approach to the antibiotic resistance
problem and merits intensified research to get out of the fruitless
confrontation between enthusiasm from the East and lingering
Western skepticism”.
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Manuscrit de l'article 2

Hundreds of viral families in the healthy infant gut
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Au cours de ma these, j'ai eu la chance de modestement collaborer dans le cadre d'un projet
international visant entre autres a résoudre le probléme de la « matiére noire » présente dans la plus

grande étude sur le virome humain publiée a ce jour.

Il est admis que le microbiote intestinal est faconné des la petite enfance et joue un role
majeur dans la détermination de la susceptibilité aux maladies inflammatoires chroniques au cours
de la vie. Il est également connu que les phages modulent les populations bactériennes dans de
nombreux écosystemes, dont l'intestin. Cependant, les données du virome sont difficiles a analyser
car elles sont principalement constituées de virus inconnus, plus communément dénommés
« matiere noire virale ». Cet article présente les travaux réalisés afin de résoudre ce probléme dans

les viromes fécaux d'une cohorte de 647 enfants agés d'un an.

Ces viromes ont été séquencés a une profondeur de 10 millions de reads par échantillon,
analysés et organisés en matrice de distances puis en arbre, sur la base de leur fraction de genes
partagés. Ainsi, plus de 10 000 espéces virales, réparties en 248 familles virales et appartenant a 17
ordres viraux ont été découvertes. La plupart des familles et des ordres viraux définis sont nouveaux
et appartiennent a la classe virale des Caudoviricetes. Des hotes bactériens ont été prédits pour 79%
des espéces virales. Comme attendu, diverses familles de Crassphages, phages apparentés au phage
intestinal ®CrAss001, prévalents chez les adultes et infectant majoritairement Bacteroides, ont été
identifiées. De plus, de nouvelles familles virales, plus prédominantes que les Crassphages, ont été
découvertes, en particulier des phages infectant les Clostridiales et les Bifidobacterium. Ma
contribution a ce projet s'inscrit dans une optique de quantification des phages au sein de ces
viromes et plus particulierement des VLPs dans les feces. Sur 18 échantillons analysés, la
concentration médiane était de 3,31 x 108 VLPs/g, soit 24 fois inférieure a celle des adultes sains (7,87
x 10° VLPs/g) étudiés pendant ma thése (Tableau V). Cet écart peut s'expliquer par la différence
d'age au sein des populations étudiées, a savoir des enfants d'un an dans le cadre de ce projet, contre

des adultes dans le cadre de ma these.

Les styles de vie des phages ont été déterminés pour plus de trois mille especes de
caudophages et se sont révélés étre homogenes au niveau des familles pour 149 familles de
Caudoviricetes : 32 de ces familles comportaient uniquement des phages virulents, et 117 des phages
tempérés. En abondance relative, les phages des familles de phages virulents étaient les plus
abondants mais ceux des familles de phages tempérés étaient les plus divers et les plus répandus.
Ensemble, les familles virales découvertes dans cette étude représentent une expansion majeure de

la taxonomie existante des phages.
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Echantillon | VLPs/g
4 4 3,10E+08
11 5 2,08E+08
25_10 1,76E+08
33_6 3,20E+08
29 4 3,76E+08
37.2 3,41E+08
30_3 1,40E+08
14 1 1,56E+09
24 7 2,72E+08
19 8 1,15E+09
21 14 1,69E+09
24 6 1,23E+09
4 2 2,54E+08
15 4 2,17E+08
29 18 6,50E+08
32.8 8,87E+08
34 9 2,19E+08
38 16 5,27E+08
Médiane 3,31E+08
Moyenne 8,04E+08
SD 4,98E+08
Valeur min | 1,40E+08
Valeur max | 1,69E+09

Tableau V. Concentrations en VLPs/g des échantillons analysés

Les concentrations en VLPs/g ont été déterminées par microscopie par épifluorescence.
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Abstract

The gut microbiome is shaped through infancy and plays a major role in determining susceptibility
to chronic inflammatory diseases later in life. Bacteriophages (phages) are known to modulate
bacterial populations in numerous ecosystems, including the gut. However, virome data can be
difficult to analyse because it often consists of unknown viruses. Here, we exhaustively resolved the
uncharted viral diversity in a cohort of 647 infants at one year of age. Faecal viromes were deeply
sequenced and characterized through successive rounds of clustering and curation. We uncovered
more than ten thousand viral species distributed over 248 viral family-level clades (VFCs) falling
within 17 viral order-level clusters (VOCs). Of the defined VFCs, 232 were novel and belonged to
the Caudoviricetes viral class. Bacterial hosts were predicted for 79% of the viral species using
CRISPR spacers, including those in metagenomes from the same faecal samples. While
Bacteroides-infecting crAssphages were present, novel viral families were more predominant,
including phages infecting Clostridiales and Bifidobacterium. Phage lifestyles were also determined
for more than three thousand caudoviral species. Lifestyles were homogeneous at the family level
for 151 Caudoviricetes families, with 33 families found to be virulent, while 118 were temperate.
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Virulent phages were more abundant, while temperate ones were more diverse and widespread in
the infant gut. Together, the viral families found in this study represent a major expansion of existing
bacteriophage taxonomy, enabling clinical translational viromics studies in the infant gut.

Introduction

The establishment of the gut microbiome (GM) during the first years of life plays a pivotal role in the
maturation of the infant immune system®?2. Early-life GM dysbiosis has been linked to a series of
chronic diseases occurring later in life, indicative of a lasting effect on immune programming®*®. GM
imbalances are also linked to flares of inflammatory bowel disease’, rheumatoid arthritis and
systemic lupus erythematosus®. Most existing research has focused on the bacterial component of
the GM, but in recent years, it has become evident that viruses are prominent GM members. Recent
studies have shown how the transfer of gut viral content from healthy donors can cure recurrent
Clostridoides difficile infections®, alleviate diet induced obesity!® and even prevent necrotizing
enterocolitis in preterm neonates!!. The mechanisms are still unclear, but are likely to involve
modulation of GM composition through viral infection. While some gut viruses infect human cells,
indeed most are bacteriophages (phages), i.e. viruses that infect bacteria?.

Phages colonise the gut during the first months of life following a patterned, host specific, trajectory
resembling the establishment of gut bacteria’®*-8. Virulent phages undergo the lytic cycle in which
they readily multiply and kill their host cell through lysis and release new virions into the ecosystem.
On the other hand, temperate phages have a second form of subsistence. Besides performing lytic
cycles, they can integrate their genome into the bacterial chromosome, thereby becoming
prophages. This prophage status postpones the killing of the host until particular environmental
conditions are experienced, during which a prophage is induced to enter the lytic cycle. Some
phages can also cause chronic infections leading to continuous shedding of viral particles'’. Bacteria
will defend themselves against these viruses using an extensive arsenal of defence systems*8, which
include among others, CRISPR-Cas systems, an adaptive immune mechanism where DNA records
(spacers) of past viral infections are saved on a chromosomal CRISPR array to help combat future
phage attacks?.

In addition to phages being able to alter GM composition and function!®4, there are also reported
interactions between phage components and the human host immune response?22, suggesting a
tripartite interaction that may modulate host health. The first report on the viral metagenome (virome)
composition in the infant gut dates back more than a decade??, and the infant virome has recently
been shown to be influenced by caesarean section?*. Nevertheless large-scale studies establishing
the early-life virome composition and structure are sparse, and human virome studies in general
have been challenged by the large proportion of uncharted viral diversity, which is sometimes
referred to as the viral “dark matter” problem?.

The latter refers to the phenomenon where only a small fraction of nucleic acid sequences in a
virome can be traced back to any known virus. Attempts at de novo virus discovery have been limited
by the lack of universal viral marker genes, which makes it difficult to distinguish viral sequences
from contaminating DNA. In addition, de novo classification of novel viruses has been held back by
the lack of criteria and standardised methods. However, important progress has been made in recent
years?-2 and the developments have enabled the compiling of large human gut virus databases?®®-
31, Such databases are a major step forward but still early in their development. Currently they lack

194


https://paperpile.com/c/rrlPx6/8Ztx+vpHB
https://paperpile.com/c/rrlPx6/gkA7+Pgkt+wZGb+sIoY
https://paperpile.com/c/rrlPx6/e2Yg
https://paperpile.com/c/rrlPx6/o23Q
https://paperpile.com/c/rrlPx6/Gwch
https://paperpile.com/c/rrlPx6/rYR7
https://paperpile.com/c/rrlPx6/z1GL
https://paperpile.com/c/rrlPx6/cuZJ
https://paperpile.com/c/rrlPx6/7SoM+1btV+Myqq+gxmc
https://paperpile.com/c/rrlPx6/psnf
https://paperpile.com/c/rrlPx6/ce0k
https://paperpile.com/c/rrlPx6/XgnH
https://paperpile.com/c/rrlPx6/1btV+rYR7
https://paperpile.com/c/rrlPx6/TvVt+9eDu+AoYo
https://paperpile.com/c/rrlPx6/W0tR
https://paperpile.com/c/rrlPx6/cc8i
https://paperpile.com/c/rrlPx6/V8iI
https://paperpile.com/c/rrlPx6/qlir+odsU+1Hht
https://paperpile.com/c/rrlPx6/uLPA+YVbr+lXor
https://paperpile.com/c/rrlPx6/uLPA+YVbr+lXor

viral taxonomies and there is still much viral diversity left to be discovered. In the meantime,
uncharted viral diversity prevents researchers from fully harnessing their virome data, perhaps
missing important biology as a result. We posit that comprehensive annotation of viromics data,
including new viral taxonomies, trees and gene families is required for informative and powerful
analyses against sample metadata, eventually paving the way for interventions to modulate the
bacterial populations of specific niches for preventive or treatment purposes.

Traditionally, the definition of new viral taxa has required the laboratory isolation of the virus along
with its host and its subsequent characterization®2. However, over the past few years the
International Committee for the Taxonomy of Viruses (ICTV) has opened up the possibility for
defining viral taxa based on sequence information alone. This significant change is already having
major implications as several new taxa are being introduced and proposed, particularly for tailed
phages (or caudoviruses), which are highly diverse®. As an example, the ICTV established the
complete taxonomy of the new Herelleviridae caudoviral family, demonstrating the proper definition
of viral families, subfamilies and genera according to this new paradigm?*. Subsequently, three new
caudoviral families were identified in human gut metagenome data®. Recently, the prominent human
gut phage family Crassviridae® was elevated into a viral order Crassvirales®’, belonging to the viral
class Caudoviricetes which itself is proposed now to encompass caudoviruses®® in general.

Here, we present the characterization of the fecal virome at one year of age from 647 infants enrolled
in the Copenhagen Prospective Studies on Asthma in Childhood 2010 (COPSAC2010) cohort*°. De
novo assembly and annotation of the uncharted viral diversity enabled the identification of over ten
thousand viral species, more than half of which appear to be completely sequenced. Hierarchical
clustering of these viruses based on encoded protein similarity enabled the de novo definition of
novel viral genera, subfamilies and virus family-level clades (VFCs). In total, we identified 248 viral
VFCs that fell within 17 tentative virus order-level clusters (VOCs). Most of the novel VFCs belonged
to Caudoviricetes, representing a major expansion to current caudoviral taxonomy. We also
predicted the hosts for 79% of the viral species by matching spacer sequences from bacterial
CRISPRs and found that members of the Bacteroides-infecting Crassvirales - otherwise abundant
in adult gut viromes - were outnumbered by novel phage clades infecting numerous gut bacteria
such as Clostridiales and Bifidobacterium. Temperate phages were the most widespread and
diverse, while virulent phages were more abundant.

Results

Study population

COPSAC?2010 is a population-based mother-child cohort study of 700 Danish children originating
almost equally from rural, suburban and urban regions in and around the greater Copenhagen area.
Participants were recruited in pregnancy with the aim of prospectively studying the causes for chronic
inflammatory diseases®. A total of 647 children had a faecal sample obtained at one year of age
where the virome was characterised here. Of note, metagenomes for the same samples have been
sequenced® previously.

Identifying the viruses and resolving their taxonomies
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Virome extractions are known to contain various amounts of bacterial contaminating DNA*! and the
uncharted viral diversity?® makes it difficult to discern novel viruses from contaminants. We elected
to resolve this issue by assembly, clustering and successive rounds of manual curation (see
Methods). The manual route was chosen in order to avoid potential selection biases (see Additional
Results and Table S1 for details) in existing tools and criteria such as “circular contigs™®, which could
have prevented the identification of truly novel viral clades.

In short, the extracted viromes from 647 infants were sequenced to an average of 3 Gbp per sample.
After assembly and species-level deduplication, resulting OTUs were clustered by protein content
(Figure S1), visualised (Figure S2) and then manually curated. In the end 10,021 manually confirmed
viral OTUs (vOTUs) made up the final set of viral species (see Additional Results and Methods for
details) found in this study. These vOTUs recruited roughly half of the sequencing reads from all
samples, with the remaining half mapping mainly to OTUs of bacterial contaminating DNA (see
Additional Results and figures S3, S4 and S5), which is comparable to other studies*?. The
contaminant OTUs were not analysed further.

In order to determine which vOTUs were parts of existing viral families, we pooled them with 7.7K
species-level deduplicated reference phages*:. After gene calling, protein alignments were used for
defining viral ortholog gene clusters (VOGs) de novo and for constructing an aggregate protein
similarity (APS) tree. The tree was rooted and cut at the levels reproducing the recent taxonomy for
the Herelleviridae®** phage family, thus yielding clusters corresponding to viral families, subfamilies
and genera covering all vOTUs and reference phages. An additional order-level cutoff was based
on the newly proposed caudoviral Crassvirales order®’.

The 10,021 species-level vOTUs fell within 248 curated virus family-level clades (VFCs), including
16 known families (Figure 1) harbouring 2497 vOTUs and 232 novel VFCs containing 7524 vOTUs.
The novel VFCs were named after the infants that delivered the faecal samples. All VFCs were
additionally grouped into 17 VOCs (Table S2), five of which were already known (Figure 1). After
estimating the typical complete genome size at the family-level (Figure 1), 56 % of the vOTUs were
found to be complete or near-complete. vVOTU DNA sequences and taxonomies along with
visualisations of the VFCs (Figure S2) have been made available online via the interactive version
of Figure 1 at http://copsac.com/earlyvir/fly/figl.svg
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Figure 1: An atlas of infant gut DNA virus diversity. Faecal viromes from 647 infants at age one year were
deeply sequenced, assembled and curated, resulting in the identification of 10,021 viral species falling within
248 viral family-level clades (VFCs). Predicted host ranges for each VFC are given, and the VFCs have been
grouped into 17 virus order-level clusters (VOCSs). Trees show how families are interrelated within each VOC,
and heatmaps and histograms encode their lifestyle, host range, abundance and prevalence across the cohort,
their genome sizes and species diversities as well as their prevalence in published gut virus databases. For
the 16 previously known viral families, names are written in red. An interactive version of the figure with
expandable families can be accessed online, for browsing the gene contents and downloading the genome of

each virus: http://copsac.com/earlyvir/fly/figl.svg.
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Infant gut vOTUs are largely absent from gut virus databases

We checked whether any of our 10,021 curated viral species were already found within three recently
published gut virus databases that were built mainly on adult faecal metagenomic data. GVD3!
contained 819 of our vOTUs, while the larger and more recent GPD®*® and MGV?° databases covered
2,307 and 2,171 vOTUSs, respectively. Combined, 7,046 (70%) of the infant gut vOTUs identified
here were not found in any of the three gut virus databases. At the family level, however, most of the
248 VFCs had some representatives in either database, with Crassvirales VFCs being particularly
well represented in both GPD and MGV. Importantly, the majority of our most species-rich VFCs
(e.g. candidate family “Amandaviridae”) were poorly represented in all three databases, while the
VFCs best covered by the databases were often minor in our data (Figure 1). In other words, most
large gut phage clades in databases are only occasionally found in our infant gut viromes, and vice
versa. This pattern suggests that the infant gut is a unique niche harbouring specialised viruses
distinct from the adult gut ecosystem.

Major novel viral families dominate the infant gut virome

As already mentioned, cutting the APS tree at the family-** and order-level*’ yielded 248 VFCs and
17 VOCs. The family-level cutoff reproduced the expected crAssphage families recently defined®”
(Figure 1). The order-level cutoff reproduced the five known viral orders in our data (i.e. Petitvirales,
Tubulavirales, anelloviruses (yet unclassified CRESS viruses), Rowavirales and Crassvirales) along
with 12 additional VOCs all of which were caudoviral (Table S2). At the family-level, 232 out of 248
VFCs were caudoviral, further underlining the diversity of this viral class. The mean and median VFC
size was 40 and 17 species-level vOTUs respectively, making the typical VFC similar in richness to
currently known gut phage families such as Flandersviridae®.

In order to identify the most predominant viral clades, three measures were calculated, namely, total
species richness, prevalence across samples, and mean relative abundance (MRA) (Figure 2).
Family and order-level MRA and prevalence estimates were determined by first mapping sample
reads to vOTUSs, then aggregating their counts based on taxonomic affiliation. All three measures
were highly correlated (figures 2 and S6), meaning that the most diverse VFCs and VOCs were also
the most widespread and abundant. The correlation between these measures is predicted by the
neutral community model which is also known to accurately explain bacterial community
structures**4°,

In our data, human-infecting ssDNA anelloviruses (Anelloviridae) and bacterial SSDNA microviruses
(Petitvirales) were amongst the most abundant viral clades (Figure 2A). These abundant ssDNA viral
families (see next subsection for details) were followed by ten major dsDNA VFCs belonging to the
Caudoviricetes viral class (Figure 2B). Four of these are known caudoviral families pending ICTV
approval, namely Skunaviridae, Salasmaviridae, B-crassviridae and Flandersviridae, while the
remaining six comprise novel candidate families. Importantly, crAss-like viruses, which are abundant
in adult faecal viromes*®, were only a minor part of the infant gut virome when compared to some of
the novel clades found here (Figure 2A).

Skunaviridae is a family of virulent phages infecting Lactococcus dairy cultures*” that may have
originated from the diet but still ended up as the caudoviral family with the highest abundance in our
data (2.7% mean relative abundance, MRA). Salasmaviridae is small viral family harbouring around
a dozen Bacillus podoviral species including the well known phage phi29. With the infant gut vOTUs
we were able to broaden the scope of the Salasmaviridae family with more than two hundred diverse
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gut phages spanning more than twenty viral subfamilies, infecting a wide variety of important gut
Firmicutes and Actinobacteria. B-crassviridae, a minor crAss-like viral family in adults, was found in
almost a third of the infants (n = 210 out of 647), infecting both Bacteroides and Clostridiales hosts.
The major adult crAssphage variant, a-crassviridae®*® however, was only present in 5% of the
infants. Flandersviridae is a Bacteroides-infecting phage family recently defined based on 30
complete phage genomes® from public metagenome assemblies. Found in almost half of the
children (n = 286), here we markedly expand this family with a set of 80 complete species-level
vOTUSs spanning four subfamilies.

Apart from the four known and virulent viral families above, six novel candidate families were
additionally found to be highly abundant, prevalent and diverse, harbouring hundreds of viral species
most of which were temperate. The prevalence and richness estimates for these candidate families
indicate that they are at least as predominant in the infant gut ecosystem as crAssphage in adults®.
Candidate family “Sisseviridae” is almost universally present in the infants, at 80% prevalence. Apart
from harbouring the highly prevalent Faecalibacterium phage Oengus®, this candidate family
encompasses a wide range of both temperate and virulent vOTUs infecting diverse Firmicutes and
Actinobacteria. The temperate candidate families “Amandaviridae”, “Jeppeviridae” and
“Alberteviridae” are all related by belonging to the major virus order-level cluster, VOC1. These
candidate families were present in 70% of the infants, containing between 200 and 300 viral species
each and identified to infect key Clostridiales gut bacteria such as Ruminococcus, Blautia,
Anaerostipes and Hungatella. Apart from a few unclassified Clostridium and Brevibacillus reference
phage species that co-cluster within them, these expansive gut phage clades are largely unexplored.
Finally, “Evaviridae” and “Hannahviridae” comprise two related candidate families of Bacteroides-
infecting phages containing around 200 species in total. The former appears strictly virulent while
the latter harbours both virulent and temperate subfamilies. “Hannahviridae” includes the recently
described Bacteroides phage “Hankyphage™° known for its diversity-generating retroelements, and
it has been extensively described in a parallel provirome study performed on the same samples®..
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Figure 2: Abundance, prevalence and richness of the novel families in the 1-year old infant gut. Already-

known viral clades are indicated in italics. A) Prevalence and mean relative abundance (MRA) of the 17 VOCs

across samples. B) Prevalence and MRA of the 248 VFCs. The major VFCs were defined as the ten most
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abundant caudoviral VFCs in the data, and are colored and labelled. Minor VFCs as well as ssDNA families
are in grey. Predicted lifestyles for the 10 major VFCs are indicated by different shapes. C) VOCs and VFCs
scaled by species richness, ordered by MRA. VOC12 and Rowavirales are not shown due to their small sizes.
The VFCs are represented underneath the VOCs they belong to.

Clades of ssDNA viruses in the infant gut

ssDNA vOTUs collectively recruited around a third of the sequencing reads, but after normalising for
their short genome sizes, they accounted for 60% of the MRA (Figure S3). Although the short
multiple-displacement amplification (SMDA) protocol we used to detect the ssDNA viruses could
have inflated their counts, both their prevalence and richness was in line with their high abundance
(see also Additional Results and Figure S9). The ssDNA VFCs displayed canonical positioning along
the neutral community model (figures 2B and 3F) indicating that any artificial inflation would have
been limited. ssDNA viruses in our data fell within three separate viral classes, Malgrandeviricetes,
CRESS viruses, and Faserviricetes, each harboring a single viral order.

Microviruses of the Petitvirales viral order (class Malgrandeviricetes) are ubiquitous small
icosahedral ssDNA phages and were the most prevalent and abundant group of viruses found in our
viromes, making up 52% of the MRA. Their importance was supported by the fact that 21% of all
CRISPR spacer matches from the metagenome targeted microviruses (data not shown). vOTUs
from the two major families Gokushoviridae and Alpaviridae (currently known as subfamilies
Gokushovirinae and Alpavirinae) in our data are predicted to infect Clostridiales and Bacteroidales
respectively, but other minor VFCs were also detected (Figure 1).

Anelloviruses from the CRESS class of ssDNA viruses are also known as Torque Teno viruses, and
comprise a single family (Anelloviridae) of small 3-kb ssDNA viruses that infect animal cells. They
are known to cause chronic asymptomatic infections in healthy humans, with elevated titers in
immunocompromised patients®>. The immature immunity of the infants may explain why
Anelloviridae were abundant in our samples, making up 7% of the MRA and comprising by far the
richest single family with 970 species-level vOTUs. On average, each infant harboured 10 species
of Anelloviridae, and this is consistent with earlier findings'®. Unsurprisingly, no CRISPR spacer
matches were found targeting any Anelloviridae vOTUs.

Inoviruses from the Tubulavirales order (class Faserviricetes) are a ubiquitous and diverse group of
filamentous phages with small ssDNA genomes®3. Some of them can integrate into their host
genomes using encoded integrases while others cause chronic non-lethal infections which result in
the continuous shedding of new viral particles'’. Although they were diverse in our data, distributed
among seven distinct families, like the Petitvirales, their species richness was much lower at 235
vOTUs, and abundances were correspondingly lower totalling 1% MRA. Most of the inoviral families
found were predicted to infect Clostridiales, although members of the VFC “Adamviridae”, appear to
specifically infect Bifidobacterium (Figure 1).

Virus lifestyle determines abundance and prevalence patterns

While examining the ten major caudoviral VFCs we noticed that half of them lacked any encoded
integrase, otherwise commonly found throughout the less abundant VFCs in the data. Since an
integrase is an indicator of a temperate lifestyle, we investigated systematically whether a virulent
lifestyle was linked to higher abundances overall. First, the typical complete genome size per VFC
was successfully determined for 228 VFCs by examining the size distribution of their constituent
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vOTUs. The median [interquartile range (IQR)] complete genome size for the VFCs was 35kb [30 -
50 kb]. Using the determined minimum complete size limit per viral family (Figure 1), 5,608 vOTUs
with complete and near-complete genomes were screened for the presence of integrases (see
methods). Phage lifestyles were mostly homogeneous at the family-level and a total of 118 VFCs
were deemed temperate, while only 33 were found to be virulent. The remaining 97 VFCs exhibited
either a mixed lifestyle pattern or were uncertain due to an insufficient number of complete genomes.

On its own, family-level abundance was not significantly linked to phage lifestyle (two-sided Wilcoxon
test, p=0.90; Figure 3A), but temperate VFCs were significantly more prevalent than virulent VFCs
(p=0.048; Figure 3B). Temperate phages have been shown to be more genetically diverse than their
virulent counterparts®, so we tested this by comparing the amount of unique branch length (as a
fraction of total branch length) in virulent vs. temperate family-level APS subtrees. Indeed, temperate
caudoviral VFCs were more genetically diverse by this measure (p < 2.2-10°%; Figure 3C), compared
to virulent VFCs. As for the predicted bacterial hosts, Clostridiales were particularly enriched in
temperate VFCs, whereas most virulent VFCs were predicted to infect Bacteroidales (Figure 1).
Using the CRISPR spacer mappings we found, in line with other studies®®®®, that some vOTUs
appeared to infect multiple host species, genera or even families of bacteria. We decided to check
whether the CRISPR-Cas system targeted virulent phages more often than temperate phages, or
whether a virulent lifestyle was associated with a broader host range. This was not the case as both
temperate and virulent families exhibited similar mean host ranges and numbers of targeting spacers
(p=0.2 and p=0.097, respectively; figures 3D-E).

Finally, plotting the abundance and prevalence of the virulent and temperate VFCs against each
other (Figure 3F) resurfaced our initial suspicion that virulent VFCs were indeed present in higher
amounts despite being found in fewer children. Thus, we tested this hypothesis systematically by
using the neutral community model (Figure 3G), which describes the typical relationship between
abundance and prevalence, as the baseline assumption®®. After fitting the model on all of our VFC
abundances, virulent VFCs had significantly lower residuals against it than temperate VFCs (two-
sided Wilcoxon test, p=2.1-10"; Figure 3H), confirming that they were both less prevalent and more
abundant than temperate VFCs.
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Figure 3: Characteristics of temperate vs. virulent VFCs in the data in terms of A) Mean relative abundance
(MRA); B) Prevalence; C) Genetic diversity as measured by unique branch length D) Number of metagenomic
CRISPR spacer matches; E) Host range (number of host species); F) Fit of the neutral community model on
the VFCs from Figure 2B, G) Deriving neutral community model residuals from the log-transformed
prevalences; and H) Comparison of neutral community model residuals, showing that temperate VFCs tend to
have positive residuals, whereas virulent VFCs tend towards negative residuals, indicating that temperate
phages are present in lower abundance despite being found in more children, as compared to virulent phages.
For panels A to E and H, n = 151 (118 temperate + 33 virulent); Boxplot elements: center line, median; box
limits, upper and lower quartiles; whiskers, 1.5x IQR; points, outliers. Two-sided Wilcoxon test p-values
reported. For panels F and G, n = 248 (118 temperate + 33 virulent + 97 unknown).

Phage-host abundances are linked regardless of virus lifestyle

Bacterial hosts for the vOTUs were predicted using 318K CRISPR spacers from our metagenome
assembled microbial genomes (MAGs)*° and 11M spacers from the CRISPR spacer database®’ as
well as by using WIsH®®, The three host predictions were merged by selecting the last common
ancestor (LCA). Host predictions at the bacterial genus-level were made for 63% of the vOTUs,
while 77% of them were covered at the order-level (Figure 4A) and 79% at the phylum level.
Bacteroides was by far the most commonly predicted bacterial host genus followed by
Faecalibacterium and Bifidobacterium. At the order-level, approximately half of the annotated vOTUs
had Clostridiales as hosts, with Bacteroidales covering just one quarter (Figure 4A). Interestingly,
these differences mirror the corresponding pattern for the bacterial taxa in the metagenomes, where
Bacteroides was the most abundant genus, while Clostridiales were more diverse (Figure 4B).

In order to determine whether the abundance of phages infecting a particular host was associated
with the abundance of the host itself, we correlated phages and hosts at both the sample-level and
study-wide. First individual vOTU relative abundances were aggregated by predicted host genus.
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These were then compared to bacterial genus abundances in metagenomes for the corresponding
samples using Spearman tests (Figure S7). Correlations between corresponding phage-host genus
pairs were enriched for positive values across all genera (Figure S7A, p = 2.4-10'?), indicating
positive co-abundance for phages and their hosts between children. Positive associations between
phage-host pairs were expected for temperate phages actively induced by their hosts, and since
such phages were more common in our data (4800 temperate vs. 1006 virulent vOTUSs), they could
be masking any negative signal from virulent phages killing their hosts. After splitting up the vOTU
data by predicted phage lifestyle and recomputing correlations between pairs of phage-host genera,
both lifestyles still yielded strong positive correlations (Figure S7C).

Next, study-wide mean relative abundances (MRAs) were calculated by averaging the relative
abundances for each vOTU across all samples. These were also aggregated at the host-genus level
and compared with MRAs for bacterial genera in the metagenomes, yielding a strong positive
correlation (Spearman’s p = 0.76, p < 2.2-101, Figure 4C). A similar result was obtained even after
splitting the data into temperate and virulent phages (Figure S8).

The strong phage-host correlations support the accuracy of both the host predictions and viral
abundance estimations. Overall, in the infant gut, both virulent and temperate phages correlate
positively with the abundance of their hosts. This applies both across children and between hosts.
In conclusion, although virulent phages kill their hosts, they still act as markers for their presence, at
least when seen through the lens of a single viromics snapshot lacking the temporal resolution to
capture predator-prey fluctuations.
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Figure 4: Prediction of bacterial hosts for the 10,021 vOTUs found in the infant gut virome shows that
Bacteroides, Faecalibacterium, and Bifidobacterium are the three most prominent host genera. A) Distribution
of virus host predictions collapsed to bacterial order and genus levels, respectively. Numbers in parentheses
denote the number of vOTUs with a given host genus or order. B) The top 100 gut bacterial genera found in
gut metagenomes from the same infant faecal samples, as represented by a taxonomic tree. The mean relative
abundance (MRA) of each bacterial genus is shown in the blue heatmap, while the fraction of the 647 infants
harbouring the host genus (i.e. its prevalence) is shown with the brown barplot. For each host bacterium, the
yellow bars show the proportion of viral species found in this study relative to those in the reference phage
set®? shown in dark blue. Numbers behind each genus name denote the total number of vOTU vs. reference
phage species per bacterial host genus. The 16 major host genera from panel A are indicated by a dot in front
of their names in panel B. C) Each dot represents a genus from panel B, by its MRA in the metagenome

204



against the aggregate MRA of all its vOTUs in the virome. Host abundances correlated with corresponding
phage abundances as tested by a Spearman’s rank test.
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Discussion

Until recently, the gut virome was understudied, but it is becoming increasingly clear that it is an
important player in GM community interactions. The recent publication of several large and curated
gut virus databases have illustrated the massive diversity of this community?*-31, Yet, as we show
here, significant parts of this ecological niche are still uncharacterised. A thorough description of the
gut viruses is essential if one aims at modulating the GM with novel treatments or efforts involving
early-life prevention of later chronic disease.

In this study we described the DNA virome in faecal samples from 647 one-year-old infants, and the
study represents three major advances in descriptive viromics. Our attempt at exhaustively resolving
the uncharted viral diversity within a virome data set left only 7% of the virome sequences
unaccounted (Figure S3). This result shows, for DNA viromes, that what has traditionally been
termed “virome dark matter”’ consists essentially of either novel phages or bacterial contaminating
DNA. Secondly, we performed a comprehensive taxonomic assignment covering the entire data set.
This led to the identification of 232 novel viral family-level clades, representing a major expansion of
current phage taxonomy, along with a large number of complete or near-complete representative
genomes. Lastly, we generated the first ecosystem-wide resolution of phage lifestyles. This analysis
showed that the bulk of phage diversity in the 1 year old infant gut is composed of temperate phages,
even if less diverse virulent phages can be more abundant. This latter finding echoes what has
recently been shown for the neonate gut!4, where phages appeared to be almost entirely temperate,
and it is in strong contrast to the healthy adult gut where virulent phages appear to dominate®..

In addition to the six major candidate families described in the results, numerous additional
predominant caudoviral VFCs can be browsed online (Figure 1). As a general rule, we found that
Bacteroides-infecting VFCs were more often virulent and host specific, while VFCs infecting
Clostridiales featured much wider host ranges and were overwhelmingly temperate. Multiple VFCs
were often specialised for a single host genus, e.g. the 27 Bacteroides-specific VFCs, or the seven
Akkermansia-specific VFCs found (Figure 1). Clostridiales-specific VFCs, on the other hand, were
more agnostic in their host ranges featuring multiple host genera (browse “Amandaviridae” for
examples) or even single vOTUs predicted to infect hosts belonging to multiple families within the
same order. Such features underscore the rapid rate at which caudoviruses are able to evolve both
horizontally across hosts, but also vertically within tight host niches, as in Bacteroides and
Akkermansia. Since e.g. Akkermansia is phylogenetically distinct from other gut bacterial genera®®,
its phages likely face greater barriers for host switching, making its phage families appear more host-
specific in a human gut context. Overall we found caudoviral richness to exceed host richness by an
order of magnitude, both at the species and genus levels (e.g. 2,858 caudoviral genera vs. 203 host
genera in the metagenome). In fact, in our data, host genus-level richness was more comparable to
caudoviral family-level richness, at 232 VFCs.

In most virome studies carried out to date, the extracted DNA is amplified by MDA prior to
sequencing, a technique that has been claimed to bias sequencing composition towards ssDNA
viruses®®! in addition to compromising quantitative analyses overall. However, the largest meta-
analysis of virome studies published?, did not find any significant differences between non-MDA and
standard 2-hour MDA gut viromes. Furthermore, in a recent gut virome study using a different DNA
library kit enabling ssDNA detection without biases®!, caudoviruses outnumbered microviruses in
half of the samples, while for the other half the opposite was true®?. Here, we used a 30-minute short
MDA (sMDA) step to enable ssDNA detection while limiting biases. We found that caudoviruses
outnumbered microviruses in around a third of the infants, while the opposite was true for the
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remaining two thirds. We also showed strong co-abundances between phages and their hosts.
Moreover, we were able to make an unprecedented comparison of plague forming units to our virome
abundances (Figure S9), and found both estimates to be highly correlated. We conclude that the
results of this study are relevant in quantitative terms in spite of using sMDA, and that viral
abundances are quantitative, at least for dsDNA viruses.

Skunaviridae, our most abundant caudoviral family, comprised only eight complete vOTUs in our
dataset. This is atypical considering the hundreds of vOTUs in most of the other abundant viral
families we found. All reference phages belonging to the family infect Lactococcus while our vOTUs
were predicted to infect Streptococcus, but this could be an artefact caused by the lack of CRISPR-
Cas systems in Lactococcus®®, preventing this host from being predicted by matching CRISPR
spacers. Streptococcus, although very prevalent in the children, may not have been abundant
enough to support the high counts of virulent Skunaviridae. We also did not find any strong
correlation between Skunaviridae and Streptococcus or Lactococcus in the data (data not shown).
Thus, it remains a possibility that these strictly virulent phages were ingested as part of a diet rich in
fermented dairy, as proposed earlier®, since Skunaviridae phages are naturally present in several
dairy products.

In a previous study on E. coli phages isolated from the same samples®®, virulent coliphages were
found less frequently than temperate coliphages, but were more abundant and had broader host
ranges. Temperate coliphages on the contrary, were frequently isolated, but had limited host ranges.
Here, we found a very similar pattern albeit on a much larger scale. Virulent phage families were
more abundant but less prevalent than temperate phage families. Although we could not detect a
difference in host range, we did find that the temperate phage families were more genetically diverse
compared to the virulent ones. The higher prevalence and lower abundance of temperate phages
likely reflects frequent prophage induction from lysogenic gut bacteria, as shown in mouse models®¢-
%8 and that induced virions do not readily infect new hosts and multiply. In viromics, this would appear
as a stable background of temperate phages on top of which virulent blooms would stochastically
appear, originating from random phage-host encounters in the gut. For our infant samples this
temperate background was intense enough to overshadow the diversity of virulent phages. Possibly,
in adult viromes where the GM and host immunity has reached an equilibrium, the bacteria are less
stressed in turn making the temperate virome less dominant. This notion is consistent with how a
virulent phage core is linked to adult gut health®, as well as the paucity of crAssphage in infant
viromes®!.
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Conclusion

We deeply sequenced 647 infant gut viromes and tackled the uncharted viral diversity by de novo
assembly and classification. The approach led to the uncovering of 248 virus familiy-level clades,
232 of which were novel, and most of which belonged to the Caudoviricetes viral class. We also
found that temperate phages dominate the infant gut virome at age one year, while crAssphage is a
minor player overshadowed by several novel viral clades. Our comprehensive annotation of the
infant gut viromes provides a platform for making biologically meaningful statistical analyses against
cohort clinical phenotypes for future translational viromics research efforts.

208



Methods

The study was embedded in the Danish population-based COPSAC2010 prospective mother-child
cohort of 736 women and their children followed from week 24 of pregnancy, with the aim of studying
the mechanisms underlying chronic inflammatory diseases™. A total of 660 participants delivered a
faecal sample at age 1 year. Each sample was mixed with 10% vol/vol glycerol broth and stored at
-80°C until DNA extraction for metagenomes*°, and virome extraction. Extraction and sequencing of
viromes were done using previously described protocols™. Briefly, DNA from faecal filtrates enriched
in viral particles was extracted and subjected to short (30 minutes) MDA amplification and libraries
were prepared following manufacturer’s procedures for the lllumina Nextera XT kit (FC-131-1096).
For epifluorescence VLP estimations, 10 pL of a virome sample was diluted 100-fold, fixed and
deposited on a 0.02 uM filter, dried and stained with SYBR™-Gold (200X), then visualised with an
epifluorescence microscope using a 475 nm laser. VLPs were counted in 8 to 10 fields and multiplied
over the remaining filter surface area.

Virome libraries were sequenced on the Illlumina HiSeq X platform to an average depth of 3 Gb per
sample with paired end 2x150 bp reads. Satisfactory sequencing results were obtained for 647
samples. Virome reads were quality filtered and trimmed using Fastq Quality Trimmer/Filter (options
-Q 33-t13-132-p90-qg 13), and residual lllumina adapters were removed using cutadapt. Trimmed
reads were dereplicated using vsearch derep_prefix and then assembled with Spades v3.10.1 using
the meta flag while disabling read error correction. Decontamination clusters were generated by
reducing redundancy by deduplicating the 1.5M contigs above 1 kb in size into 267k 90% ANI
representatives’?, then calling genes’ and aligning’ proteins all-against-all for building an APS
tree’ (see Supplementary Methods). The tree was cut close to the root to obtain the decontamination
clusters. Bacterial MAGs from the same samples*® were mined for CRISPR spacers using
CRISPRDetect’®, and the virome decontamination clusters were ranked by their extent of CRISPR
targeting multiplied by sample prevalence. The protein alignment results were used to define
orthologous gene clusters de novo’’, and gene orthology information was used to visualise the gene
contents of contigs within each decontamination cluster. The top 400 ranked clusters were inspected
visually for two viral signatures, namely conservation of contig sizes and of gene content. There were
diminishing returns beyond the top 400 mark and the remaining decontamination clusters were
assumed to represent contaminants.

Species-level (95% ANI) deduplication of contigs into OTUs was done using BLAT’®. Reference
phages were deduplicated to the species-level using the same strategy. Comparisons of the vOTUs
to the GVD, GPD and MGV were also performed similarly. Decontaminated vOTUs and reference
phage species® were pooled and the APS tree and gene orthology (VOGs) were recalculated. VOGs
were aligned against Pfam?®, CDD®, COG?® and TIGRFAMs® using HH-suite3% to gain functional
annotations. The APS tree was cut using phylotreelib (https:/github.com/agormp/phylotreelib) to
reproduce existing phage taxonomy?®7:84,

Family visualisations (Figure S2) were used to 1) further curate each individual vOTU in order to
separate confirmable viruses that had structural VOGs, from vOTUs representing small fragments
or various virus-related MGEs that did not harbour genes coding for any structural proteins. 2) The
OTU length distribution within each family was plotted in a histogram with 5-kb steps to locate the
right-most size peak. The 5-kb step immediately preceding this peak was set as the lower size bound
for a complete or near-complete genome. 3) The family visualisations were inspected to manually
remove families that were dominated by reference phages, so as to avoid interference with ongoing
classification efforts. Weak families composed mainly of MGEs or fragments, having less than five
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vOTUs or less than two complete vOTUs were also removed. For the final version of the family
visualisations available online, VOG annotations were redone against PHROGs®® because it was
more informative.

MAG spacers, along with spacers from CRISPRopenDB®’ and WIsH®" were used to generate
separate host predictions for each vOTU. The three predictions were integrated using the LCA of
the two most closely matching predictions, as an error-correction strategy, since all three methods
would occasionally mispredict. Bacterial genus abundances in the metagenome were derived by
running mOTUs28% on the reads from each sample followed by aggregating mOTU abundances at
the genus-level in phyloseq®’.

Bacterial contamination was estimated for each virome sample using ViromeQC*? along with a
custom approach where we leveraged the metagenomes cognate to each virome: Reads were
mapped from both fractions against the 16S rRNA gene®® and cpn60®® and the degree of
contamination was calculated as the ratio between the two fractions. Abundances of vOTUs in each
sample were determined by mapping sample reads to sample contigs using bwa mem -a*°, then
using msamtools profile to determine depth and length-normalised relative abundances with iterative
redistribution of ambiguously mapped reads proportionally to uniquely mapped reads
(https://github.com/arumugamlab/msamtools). The obtained contig abundances were then
aggregated at the OTU level in order to obtain vOTU abundances per sample. vOTU abundances
were aggregated at the family and order levels using phyloseg®’ to obtain the statistics used for
figures 2 and 3.

A list of VOGs matching to integrase and recombinase protein families was first curated, then used
to predict whether complete vOTUs within viral families were temperate or virulent. Families where
more than 95% of complete vOTUs did not harbour an integrase were deemed virulent, whereas for
temperate families at least 50% of both complete and incomplete vOTUs were required to carry an
integrase.

The versions of virus discovery tools used for benchmarking were DeepVirFinder v1.0, VIBRANT
v1.2.1, VIRSorter 1.0.6, VIRSorter2 v2.0 commit 22f6a7d, Seeker commit 9ae1488, PPR-Meta v1.1,
and CheckV v.0.7.0. The random prediction was created by randomly sampling the 362k OTUs
12,500 times without replacement. The number 12,500 was chosen because it was reasonably close
to our own positive set and the number of positives generated by most tools.
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be accessed on ENA with the project number PRJEB46943.

Code availability

Data analyses were carried out using free and open source software as specified in the
Supplementary Methods. Custom code was also used and is being made available on GitHub, and
can in the meantime be provided upon request.

Availability of unique biological materials

Access to the infant faecal samples used in the study may be granted after signing a collaboration
agreement with COPSAC provided that any use is compliant with Danish and EU regulations for
protecting the rights of the underage human research participants.
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Supplementary information

Tables

Table S1: Benchmarking statistics from various metagenomic virus discovery methods against
10,021 vOTUs in the manually curated viral set from a total of 362,668 OTUs. The imbalanced nature
of the data set, with non-vOTUs outnumbering vOTUs, inflates the specificity metric, which is 0.965
for a random prediction. The Kappa performance metric was included because it is robust against
such imbalances. Prediction methods that provided a confidence score were cut according to
authors’ recommendations where available, or else by matching the number of positive predictions
to the manual set. The performances of VIRSorter and VIBRANT were also checked in alternate
modes (bottom portion).

method predictions cutoff sensitivity specificity kappa
CheckV 9393 >= medium qual 0.71161 0.99359 0.7273
viralVerify 10921 > 15 0.69873 0.98889 0.6589
VIBRANT 5843 >= medium qual 0.44696 0.99613 0.5556
VIRSorter 14366 cat. 1+ 2 0.69335 0.97896 0.5553
Length + 20kb 13452 > 20kb 0.48548 0.97565 0.3954
VIRSorter2 18638 virus maxscore =1  0.50983 0.96164 0.3325
DeepVirFinder 10192 g <0.05 0.058078 0.972749 0.0306
PPR Meta 17222 score > 0.95 0.060772 0.952891 0.0101
random 12500 w/o replacement 0.0330306 0.9654924 -0.0013
Seeker 13520 >=0.9 0.0263447 0.9624100 -0.0096
VIRSorter virome 30736 cat. 1+ 2 0.83155 0.93647 0.3832
VIRSorter db2 13298 cat. 1+ 2 0.70971 0.98246 0.5973
VIBRANT virome 6181 >= medium qual 0.45395 0.99537 0.5521
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Table S2: The 10,021 viral species belonging to the 248 viral families were grouped into viral order-
level clades (VOCs). VOCs are sorted here by total richness. Caudoviral mean read abundances
(cMRA) are shown for the caudoviral VOCs. For each VOC the number of viral family clades (VFCs),

subfamilies, and genera are also given along with their most frequent hosts.

order-level % cMRA VFCs subfamilies genera vOTUs major host
clade

VOC1 27 67 531 1,163 2,719 Clostridiales
Petitvirales - 7 67 154 1,424 Bacteroides
VOC2 19 45 315 618 1,417 Clostridiales
VOC3 9 30 171 358 1,031 Veillonellaceae
anelloviruses - 1 21 268 970 human
Crassvirales 15 30 114 214 561 Bacteroidales
VOC4 7 17 64 149 502 Bifidobacterium
VOC5 6 8 47 108 334 Bacteroidales
VOC6 5 4 27 75 278 Clostridiales
Tubulavirales - 7 50 78 235 Clostridiales
VOC7 2 11 37 61 145 Clostridiales
VOC8 1 10 38 61 111 Clostridiales
VOC9 1 7 19 31 96 Akkermansia
VOC10 6 1 4 10 93 Bacteroides
VOC11 1 1 3 4 92 Veillonellaceae
VOC12 0.05 1 3 6 8 Faecalibacterium
Rowavirales - 1 1 2 5 human
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Figure S1: Overview of decontamination and curation procedure.
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Figure S2: Clickable gene map of vOTUs belonging to the Ingridviridae family available at
http://copsac.com/earlyvir/fly/families/Ingridviridae.svg along with similar maps for the remaining

247 families, available via http://copsac.com/earlyvir/fly/figl.svg. Small vertical gaps between
vOTUs denote genus boundaries, while large gaps denote subfamily boundaries. Ordering of the
vOTUSs follows the order in the APS tree and thus, related vOTUs are next to each other. ORFs are
aligned vertically based on strandedness and colored by VOG affiliation. VOG definitions against the
PhROGs database® can be looked up by clicking on each ORF. ORF gene product (GP) numbers
are displayed by mouse-over hovering. GenBank files for each vOTU can be viewed along with virus
and host taxonomy by clicking on the OTU name. Caudoviral maps were inverted and zeroed
according to TerL gene coordinates, while the GenBank files were not. Reference phages that
belong to the same family were also included in the maps and are indicated by GenBank accession

numbers.
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Figure S3: From assembly to curated vOTUs in numbers. After assembly, species-level
deduplication and manual decontamination, most OTUs were found to be non-viral and had small
sizes while viral OTUs were much fewer but longer (A). After mapping, vOTUs accounted for roughly
half of the reads (B). 97% of the reads originally comprised “dark matter” but only 7% was left after
resolution (C). The 10,021 curated vOTUs fell within five viral classes (caudoviruses [dsDNA],
microviruses [ssDNA], anelloviruses [ssSDNA], inoviruses [ssDNA] and adenoviruses [dsDNA]).
Distributions of the viral classes by: mapped reads (D), mean relative abundances (MRASs), after
normalising read counts for sequencing depth and genome size (E) and species richness, i.e.
number of vOTUs (F) are shown. G) Same as F but at viral order-level, with orders colored as in
Figure 3.
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Figure S4: Distribution of size, mean relative abundance (MRA) and sample prevalence for non-
vOTUs and curated vOTUs respectively. The vOTU size distribution shows peaks corresponding to
genome lengths for the three major classes of viruses in the data set, namely anelloviruses,
microviruses and caudoviruses (3 kb, 5.5 kb, and 40 kb). The non-vOTU size distribution peaks at
the contig inclusion cutoff (1 kb) continuing with a long uniform tail, consistent with the unspecific
origin expected for contaminating DNA. Curated vOTUs were more abundant and prevalent than
non-viral OTUs. The majority of non-viral OTUs were sample-specific, in contrast to most curated
vOTUs which were found in more than one sample. The latter is consistent with their bacterial
chromosomal origin, as unspecific subsampling of the large bacterial genome space is unlikely to
yield overlaps between samples.
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Figure S5: Comparison of three approaches for estimating the proportion of bacterial
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bacterial contamination as estimated by the indicated method. Each graph is a pairwise comparison
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is in line with predictions made by the neutral community model. MRA: mean relative abundance.
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Figure S7: Correlations between host bacterial relative genus abundances in the metagenomes with
aggregate relative abundances for phages predicted to infect those host genera in the virome,
compared across all children. A) Volcano plot showing how all significant correlations between
phage-host pairs were positive (p > 0), and that the distribution of correlation values was significantly
higher than zero (Wilcoxon p = 2.4-10?). B) Abundance correlations with the predicted phage-host
pairs were stronger than against other genera, C) predictions were positive regardless of phage
lifestyle, and D) stood out against the background of all genus combinations tested (same data
shown in panel B).
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Figure S9: The sMDA amplified viromes were quantitative for dsDNA phages. The relationship
between experimentally determined PFU/g of faeces for 32 coliphages®®, against mapped virome
and metagenome reads per kilobase per million (RPKM), from the corresponding 32 samples. The
two panels show data for temperate and virulent coliphages respectively. Axes were log-transformed
to capture the dynamic range. A linear model was fit following log-transformation. Temperate
coliphages show only a tendency of being associated presumably because read-mappings were
shared between induced phage DNA and bacterial chromosomal DNA. For the virulent coliphages,
however, the relationship was quantitative throughout the range of PFU counts (from 270 to 1.6M).
The sMDA amplified virome is no less quantitative than the unamplified metagenomes for the same
samples. sSMDA: short multiple-displacement amplification.
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Figure S10: Alignments of TerL and the portal protein for two viruses belonging to the same genus
within the Jeppeviridae family. The 75% amino acid identity for the portal protein alignment is within
the expected range for phages of the same genus, whereas the terminase proteins are so disparate

that gene exchange is the most likely explanation.
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Additional Results

Determining viral densities

In order to gauge the quality of the virome extractions we estimated the virus particle concentration
for a subset of the samples using epifluorescence microscopy. The mean virus-like particle (VLP)
concentration obtained was 1.0-10° VLPs/g of faeces , ranging from 3-108 to 3-10° VLPs/g for the
18 samples tested.

Detection of ssDNA viruses while preserving quantitative abundances

Before library preparation we used multiple-displacement amplification (MDA) to capture ssDNA
viruses. MDA is believed to introduce compositional biases®® and compromise gquantitative
analyses®2. To control these effects we shortened the MDA step (SMDA) down to 30 minutes instead
of the recommended two hours. After sequencing and assembly, vOTU abundances were estimated
by read mapping and normalising for mapping depth and contig length. To investigate whether the
sMDA had compromised caudoviral abundances, we compared counts of plague forming units
(PFUSs) for 15 virulent coliphages®® against mapped reads from both the sSMDA amplified virome and
non-amplified metagenome. Both data sets were quantitative over the entire range of PFU
measurements (250 to 1M PFU/g) (Figure S9). Thus, the sMDA protocol did not compromise
guantitative analysis of the dsDNA virome, allowing for valid comparisons of viral abundances across
different vOTUs and samples.

Manual decontamination and OTU delineation

Assembly of all samples yielded 1.5M contigs in total and the contigs were first dereplicated at 90%
nucleotide identity and coverage, resulting in 267k OTUs. Protein coding genes from all OTUs were
compared in an all-against-all alignment search for two purposes: First VOGs were delineated de
novo and annotated with profile-profile alignments against major protein family databases. Secondly,
alignments were used to cluster the OTUs by remote protein similarity, yielding 8050 deep
“decontamination clusters”.

Decontamination clusters were inspected manually. To avoid manual inspection of all 8050 clusters
they were ranked based on aggregate prevalence across samples and extent of CRISPR targeting
from the metagenome. Using the VOGs, we made genome maps of all OTUs in each cluster (similar
to Figure S2). We inspected the 400 top-ranking clusters manually, and found 255 of them to appear
viral (criteria below). Diminishing returns beyond the top 400 mark meant that no additional
decontamination clusters were inspected. Of the clusters we did inspect and that were not viral, 64
appeared to be plasmid clusters (e.g. encoding partitioning proteins and type IV secretion systems),
while the remainder appeared spurious and were assumed to comprise bacterial contamination. Viral
clusters encoded viral structural proteins and were conserved in genome size and gene content and
plasmid clusters were much more heterogeneous while contaminant clusters were distinctly short.
The 255 viral decontamination clusters comprised 8296 vOTUs at the 90% ANI-level, or 16,746
species-level (95% ANI) vOTUs.

After viral family-level clustering of the 16,746 vOTUs, we found that some VFCs were composed of
both viruses and various MGEs of viral origin. The latter appeared to be either satellite phages or
other MGEs employing viral polymerases making them co-cluster within the viral VFCs. Thus all
vOTUs were curated individually to remove such viral MGEs (criteria in Additional Methods). Further,
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VFCs corresponding to known viruses (e.g. Lamba-like phages, Tevenvirinae, etc.) were deliberately
discarded in order to avoid interference with ongoing virus classification efforts. In the end the final
set of vOTUs was reduced to 10,021 manually confirmed viral species distributed over 248 VFCs.

Estimating the ratio of bacterial contamination

The 10,021 confirmed vOTUs recruited roughly half of the reads despite making up a minor fraction
of all OTUs (Figure S3). The remaining half of the read mappings were spread over the 346k non-
vOTUs. Since ViromeQC*? estimated a mean bacterial contamination rate of 44% at the read-level,
we infer that most non-vOTUs must be bacterial (Figure S3). After subtracting viral and bacterial
reads, only 7% of the reads were left unaccounted.

Benchmarks of virome decontamination software

A series of virus discovery and decontamination tools have been published recently?’.242.93-9% gnd
they have already seen widespread applications. Although most of the tools are meant for use on
metagenome assemblies, or predicted (pro-)phage genomes, they are often applied directly to
virome assemblies for decontamination purposes.

Several large gut phage databases have been built on predictions from such tools®%3!, Yet, little is
known about their efficacy in identifying novel viral clades or their ability to weed out contaminating
DNA. The manually curated nature of our virome data set made it well suited for independently
testing the performance of these tools. A purely random prediction was generated for comparison.
A naive length cutoff of +20 kb was also used for comparison, since non-vOTUs were distinctly short
in our data (Figure S4).

CheckV?8, VIBRANT? and viralVerify® sported the best performances with our data set (Table S1)
although VIRSorter®” also worked well. With a specificity of 97.5%, the length cutoff did a better job
than VIRSorter2%. DeepVirFinder®® PPR-Meta® and Seeker®, all of which were “alignment free”,
yielded performances that were close to random. VIRSorter and VIBRANT, when run in virome
decontamination mode, improved sensitivity at the cost of greatly reduced specificity. For our data,
VIRSorter performed better when used in “db2” mode.

ViromeQC* estimated a mean bacterial contamination rate of 44% at the read-level (Figure S3).
The median [IQR] contamination rate reported by ViromeQC was 36% [22% - 54%] and this range
is similar to a test of published viromes by the authors of ViromeQC. We compared the ViromeQC
estimation to two other independent measures generated using the manual curation and our coupled
metagenome samples, namely 1) the proportion of mapped reads to non-vOTUs (median [IQR] 42%
[24% - 64%]) and 2) the depletion of bacterial core genes in the virome reads compared to cognate
metagenomes (median [IQR] 37% [19% - 46%]). Although all three estimates were in strong overall
agreement , there was considerable sample to sample variation (Figure S5). Importantly, our
metagenome-normalised core gene depletion did not perform better than ViromeQC when
comparing against the non-vOTU standard. This result illustrates that virome contaminant estimation
is non-trivial even when bulk metagenomes are available for the same samples, and that ViromeQC
performs well considering all this uncertainty.
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Additional Discussion

Bacterial contaminating DNA made up around half of our sequenced virome reads, which is within
the typical range*?. After assembly and species-level deduplication, the number of non-viral OTUs
was 20 times greater than our total number of viral OTUs (Figure S3). vOTUs were longer and more
prevalent than contaminating bacterial non-vOTUs which tended to be sample-specific (Figure S4).
Random segments of bacterial chromosomal DNA likely became copurified along with the viral
particles, explaining why they were not generally conserved between samples. Contaminant DNA
species thus made up the majority of the overall sequence diversity but were shorter and much less
prevalent than the viruses. Setting cutoffs on OTU length and prevalence may thus provide an
effective means for virome decontamination in future studies.

For resolving the taxonomy of our vOTUs into genera, subfamilies, families and order-level clades
we used an amino acid identity (AAIl) based phylogenomic approach and applied global cutoffs after
rooting. Although it has been argued that global cutoffs are not suitable for virus classification®? we
found they worked well, and they came with the key advantage of reproducibility at multiple taxon
levels. A different phylogenomic approach based on concatenated protein phylogeny was also
remarkably successful at various taxonomic ranks among Caudoviricetes®. An alternative method
for automatic genomic classification relies on gene-sharing networks rather than trees, and provides
satisfactory results at the genus level?®, while at the family level, manual inspection of the network is
required®*. The existing guideline for defining new phage families®* involves manual inspection of
gene-sharing networks?®, and a reproducible alternative would be preferred. A common concern
about clustering viruses based on shared proteins is the co-clustering of phages sharing accessory
rather than core genes. However, to this day phylogenomics has proven a robust method for phage
classification as it resists the formidable capacity of phages to exchange genetic material.

Although the large terminase subunit (TerL) was the most conserved protein in our caudoviruses, its
gene was frequently exchanged such that even members of the same viral genus would carry
different TerL homologs (Figure S10). Notable examples of this phenomenon are found in VOCL1.
Thus, the practice®’ of using TerL phylogeny to classify caudoviral phages can sometimes produce
confusing results. As shown by Yutin et al.*”, Crassvirales is not TerL monophyletic and non-Crass
phages often encode TerLs that wind up in the middle of the crAss TerL tree. The recent introduction
of e-crassviridae into Crassvirales®” may illustrate this problem, as our results suggest that the family
may not be a crAssphage family (Figure 1).

Finally, we found that the latest generation of metagenome virus discovery tools such as CheckV,
viralVerify and VIBRANT, in conjunction with ViromeQC should account for most sequences in one’s
virome data (Table S1), rendering any “virome dark matter” almost non-existent, at least for our data.
Although the sensitivities of the tools against our data never got close to 100%, most of the
sequences missed by the best tools were simply too short to pass the imposed quality thresholds.
Thus, their predictions were good and certainly easier to obtain than manual curation. On the other
hand, the performances of the alignment-free methods were very close to random with our dataset,
and it appears that nucleotide-level motifs do not carry the information required to reliably distinguish
viruses from their abundant hosts.
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Additional Methods

The COPSAC2010 hirth cohort

The study was embedded in the Danish population-based COPSAC2010 prospective mother-child
cohort of 736 women and their children followed from week 24 of pregnancy, with the primary clinical
endpoint persistent wheeze or asthma®.

Faecal sample collection, transport and storage

Of the 700 children part of the COPSAC2010 cohort, 660 delivered a faecal sample 1-year after
birth. Faecal samples were collected either at the research clinic or by parents at home using detailed
instructions. Upon arrival, each faecal sample was mixed with 10% vol/vol glycerol broth and stored
at -80°C until virome extraction.

Virome extraction and library preparation

Preparation of faecal samples, and extraction and sequencing of virions was done using a previously
described protocol™. Briefly, viral-associated DNA was subjected to brief MDA amplification and
libraries prepared following manufacturer’'s procedures for the lllumina Nextera XT kit (FC-131-
1096). Libraries were sequenced, paired-end, on the lllumina HiSeq X platform.

VLP counts by epifluorescence

A volume of 10 pL per virome sample was diluted 100-fold in SM buffer, fixed with 0.5%
glutaraldehyde, and frozen in liquid nitrogen. The sample was thawed, deposited on a 0.02 uM pore
size membrane (Anodisc 25, Anopore, Whatman) using a filtering device. Next, the filter was dried,
incubated on a 70 pL drop of SYBR™-Gold (200X) in the dark for 15 minutes, dried, and mounted
on a microscope slide, together with fluoromount and antifade. VLP dots were visualized using an
epifluorescence microscope equipped with an ORCA camera, and a 475 nm excitation laser. Eight
to ten fields (1344x1024 pixels) were imaged and fluorescent dots counted. VLP counts on the total
filter surface were deduced by multiplying the average field count by the number of fields over the
total membrane surface (60 493).

Virome assembly and gene calling

Virome libraries were sequenced to an average depth of 3 GB per sample with paired end 2x150 bp
reads. Satisfactory sequencing results were obtained for 647 samples. Virome reads were first
quality filtered and trimmed using Fastq Quality Trimmer/Filter (options -Q 33 -t 13 -1 32 -p 90 -q 13),
and residual lllumina adapters were subsequently removed using cutadapt. The resulting trimmed
reads were dereplicated using vsearch derep_prefix and then assembled with Spades v3.10.1 using
the meta flag and disabling read error correction. In order to reduce sequence redundancy for the
subsequent decontamination step, all 1.5M contigs above 1 kb in length were clustered at 90% ANI
and coverage using a previously described approach’. Longest representatives from each of the
267K clusters were subjected to gene calling” and the resulting protein sequences were used to
build an APS tree’ and for de novo VOG definition’” (more details below).
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The aggregate protein similarity (APS) tree

Sharing features with DICE®® and VIPtreel®, the APS tree methodology was first developed™ for
systematic and automated classification of prokaryotic defence systems and mobile genetic
elements that were traditionally classified by manual inspection. The tree was found to reproduce
existing manual classes and sub-classes when cutting it with global cutoffs’>1%t, The tree also
predicted deeper relationships between classes that were experimentally validated later'®?, The
method uses as input, an all-against-all protein alignment search, preferably with sensitive alignment
software like FASTA’, although BLASTP or DIAMOND also work. We used FASTA 36.3.8g. For all
viruses being compared, all constituent viral proteins are searched against each other. Next, virus
to virus similarity scores are tallied by aggregating the alignment scores for all their constituent
proteins. Next, using the Bray-Curtis dissimilarity'®®, a distance matrix is constructed between all
viruses, which is then used as input for constructing a neighbour joining tree. We used RapidNJ
(https://github.com/somme89/rapidNJ) for the latter. In our case distances between most species in
the tree were 100% because they were unrelated to most other species (unlike a phylogenetic tree
built on a multiple sequence alignment (MSA), where all species are required to have a common
ancestor). This feature makes the tree distinctly star-shaped and any clade that emanates from the
centre of the star is suitable for rooting. After rooting the tree, it can be cut at fixed distances from
the root to reproduce classes at required levels. To this end we developed “treetool” described further
below. Using more sensitive alignment software (like FASTA) generates more reliable distant protein
alignments, making deeper cuts less noisy. In this study we found that cuts down to the viral order-
level were reproducing existing and proposed taxonomy, making such cuts useful for defining novel
taxa as well.

Protein annotation, clustering and visualisation

Protein coding genes for representative contigs during initial decontamination, and for vOTUs and
reference phages later were predicted using Prodigal”. All protein sequences were subject to an all-
against-all sequence alignment using FASTA’. Protein alignments between viruses were used to
cluster viruses into taxa using the APS tree as described above and below. But the alignments were
also used to define VOGs de novo using a previously described orthology detection pipeline involving
protein alignment coverage cutoffs’’ and Markov Clustering!®*. MSAs and phylogenetic trees were
constructed®® from the protein sequences corresponding to each VOG. MSAs were used for profile-
profile alignments against the Pfam’, COG8?, CDD®, TIGRFAMs®? and PhROGs®® databases using
HHDblits® in order to annotate them and determine their functions. Gene contents of the contigs were
visualised along with other contigs belonging to the same viral clusters by colouring genes by
orthology and hyperlinking profile-profile results in SVG graphics as in Figure S2. The SVG files were
generated using a custom bash script. The graphics were browsed manually during the manual
decontamination, species curation and family curation steps (Figure S1). The curated family
visualisations and VOGs can be accessed through the online version of Figure 1
(http://copsac.com/earlyvir/fly/figl.svg), and a direct link to the final VOG annotations against
PhROGs can be found here: http://copsac.com/earlyvir/fly/vogs.html.

Manual decontamination of assembled contigs

All proteins from the 267K 90% ANI contig cluster representatives were subject to an all-against-all
FASTA'* search that was used for defining VOGs”’. The search results were also used to construct
an APS tree that was cut close to the root in order to yield 8050 decontamination clusters of contig
representatives. SVG graphics were generated for each decontamination cluster by visualising each
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individual representative within it. This was done by using the gene orthology information generated
earlier to colour rectangles corresponding to encoded genes. The decontamination clusters were
then ranked by their sample prevalence and extent of CRISPR targeting from our MAGs*. SVG
graphics for the first 400 ranked decontamination clusters were manually inspected and the 255
clusters resembling viral families were flagged. Viral clusters were recognised by having conserved
genome sizes with the majority of the genes and synteny being largely conserved between most
members within the cluster. Plasmid clusters, on the other hand, were often heterogeneous in size
and extremely variable with regard to gene content, and would encode mobilisation proteins,
relaxases or Type IV secretion systems. Bacterial contaminant clusters were made up of short
contigs sharing one or two genes, but otherwise variable in size with any remaining genes being
disparate. Clusters ranking lower than the top 400 were not inspected further due to diminishing
returns, as most additionally inspected clusters at this point resembled bacterial contamination. For
the 255 flagged viral clusters, contigs smaller than 10 kb were discarded unless the apparent
complete genome size for that cluster was shorter, as for the ssDNA viruses.

Species-level OTU delineation

Species-level deduplication was necessary because very similar viruses from different samples were
assembled into separate contigs, as assemblies were carried out separately per sample. These had
to be merged into single OTUs and a representative for each OTU had to be chosen. This was done
by comparing all assembled contigs from all samples to each other, to find clusters of very similar
contigs. In order to account for incomplete assemblies, we selected the longest version as the OTU
representative sequence. However, the longest version of a species was sometimes a chimeric
assembly, where two closely related viruses had been merged into a long contig e.g. containing two
copies of each gene. To avoid selection of chimeras as OTU representatives, all contigs with more
than 110% self-similarity (judging from the self-alignment score over length) were flagged as
potentially repetitive and were not selected as a representative. In such cases the next-longest
sequence was selected to represent the OTU. A variety of tools were tested for comparing the
contigs and generating OTUs at the 95% species-level ANI, including cd-hit-est!’®, BB dedupe!®’
and nucmer!®, The most consistent results were obtained using BLAT”® and setting a cutoff on the
alignment score. This was done by requiring a score of 90% of what the shorter sequence obtained
against itself, while aligned against a longer sequence, in which case the two were merged. The
90% score would correspond on average to 95% identity at 95% coverage, but at extremes in either
direction could also occasionally include 100% identity at 90% coverage or 90% identity at 100%
coverage. This flexibility was a compromise offset by the high accuracy of BLAT vs. other tools
tested. The clustering step itself was carried out with a perl one-liner applied on top of an all-against-
all BLAT output, where all assembly contigs had been used as input.

PhyloTreeLib.py for exploring and cutting the APS tree

phylotreelib (https://github.com/agormp/phylotreelib) is a Python library developed in-house for
manipulating or extracting information from phylogenetic trees. Here, we used phylotreelib.py via its
command line front-end treetool.py (https://github.com/agormp/treetool). After constructing the APS
tree it was visually inspected in FigTree (https://github.com/rambaut/figtree/) to find a suitable
outgroup. Suitable outgroups comprised branches originating directly from the stem of the tree. The
stem was easily visible due to the high diversity of sequences used to construct the APS tree. Next,
treetool.py was used with the --root option to root the APS tree based on the selected outgroup.
Next, a list of accession numbers was made containing all members of the Herelleviridae family,
along with separate lists for members of different subfamilies and genera within the Herelleviridae.
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Another list was made containing all known crAssphages at the time of the analysis. Then,
treetool.py was used along with the --cladeinfo option to retrieve the distances from the root to the
branch encompassing the leaves in the lists. Next, treetool.py’s --clustcut option was used to cut the
tree at the above distances in order to obtain clades of vOTUs and reference phages corresponding
to viral orders, families, subfamilies and genera. The distances we used to cut the tree were 0.250,
0.125, 0.04 and 0.025 respectively for genus, subfamily, family, and order-level clades. Thus, the
approximate minimum AAIl and coverage required for two viruses to belong to the same clade could
be derived from those cut distances to be on average 70%, 50%, 28%, and 22%.

Generation of viral family-level clades (VFCs) and species-level curation

To find viral species corresponding to the flagged viral decontamination clusters, all 1.5M contigs
were clustered at 95% ANI, resulting in 362K OTUs. The 8327 viral sequences from the
decontamination step were aligned against 95% ANI vOTUs requiring a 50% BLAT score (~75%
ANI at ~75% coverage). The 16,746 95% ANI vOTUs recruited in this manner were pooled with 95%
ANI dereplicated reference phages from millardlab.org*®. Protein coding genes were annotated for
all sequences and subject to an all-against-all FASTA search. The de novo VOGs and APS tree
were recomputed. This was done to distinguish novel viral families from known ones. The tree was
rooted manually using phylotreelib, and the Herelleviridae family-level root distance was measured
using treetool’s cladelnfo function. Herelleviridae was used because the ICTV has published the
complete taxonomy for the family as a reference®* to guide future bacteriophage taxonomy. The tree
was cut at the family-level root distance yielding 1259 viral family-level clades. In order to make sure
that the large number of families was not a result of accidental recruitment of additional contaminant
contigs during the 75% ANI matching step from above, each vOTU and reference phage within each
family-level clade was visualised using the VOG information as seen in Figure S2. Next, each
individual vOTU was manually flagged as belonging to either one of the categories virus, putative
satellite, putative MGE or unknown contaminant using the following guidelines. To be considered
viral, a vOTU needed to encode at least one structural protein along with an additional viral protein.
vOTUs that did not live up to these criteria were considered MGEs if they encoded at least one
protein indicative of a mobile lifestyle (e.g. integrases or replication proteins), or if they were
conserved in size and gene content across multiple samples. The rationale for the latter was that
random segments of contaminating chromosomal DNA should not be conserved in size and gene
content, while any mobile DNA would be expected to be so. Unknown viruses that encoded novel
structural proteins could thus end up in the MGE category and this is a shortcoming of the approach.
MGEs that co-clustered within viral family-level clades, or contained at least two non-structural viral
proteins were classed as putative satellites. vOTUs that did not live up to any criteria were classed
as unknown contaminants. These must have slipped through the previous decontamination step, but
only comprised 458 out of a total 16,746 vOTUs.

Final VFC curation

All 1259 family-level clades were manually inspected to make sure that they looked like true families
instead of being artefacts of the methods employed. The majority of the family-level clades consisted
of singleton vOTUs or reference phages, and these were discarded. Additionally, families consisting
mostly of reference phages were discarded to avoid interference with independent classification
efforts. Finally, VFCs that looked unconvincing because they consisted of mostly MGEs, satellites,
or genome fragments were also removed, leaving 248 curated VFCs in the end. For each curated

230


https://paperpile.com/c/rrlPx6/KAlP
https://paperpile.com/c/rrlPx6/Dd5u

VFC, a histogram of vOTU length was made using a bin width of 5 kb. The minimum genome
completion size for each family was determined by inspecting each histogram and choosing the 5-
kb bin immediately preceding the rightmost peak. This size cutoff was used subsequently to select
all complete and near-complete vOTUs within each family. Families that did not have enough vOTUs
to yield a convincing genome size peak were flagged as having an unknown completion size. The
complete genome size cutoff along with the curated list of integrase VOGs (1, 10, 49, 95, 261, 302,
400, 493, 613, 635, 688, 750, 765, 800, 1386, 2501, 2668, 3230, 4214, 4529 from
http://copsac.com/earlyvir/fly/vogs.htm) was used to predict phage lifestyles at the family-level using
the rules mentioned in the methods section.

Host prediction

As part of a separate effort*>, metagenomes from the same samples had been assembled and
binned into MAGs that had taxonomies predicted using GTDB-tk. CRISPR arrays were predicted on
each MAG using CRISPRdetect’, and the spacers were pooled and used as a host prediction
database, alongside the CRISPR spacer database®’. The host prediction algorithm from the CRISPR
spacer database was used to predict hosts for each vOTU using either spacer database. An
additional host prediction was made using WIsH v1.0%, against a database of complete bacterial
and archaeal genomes (downloaded from ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov /genomes in January of 2020)
with null-models calibrated against all reference phage sequences available at millardlab.org®® (also
in January of 2020). The best maximume-likelihood WIsH prediction per vOTU having a P-value under
0.05 was used. Host predictions from all three methods were translated into NCBI taxonomy
identifiers and integrated by taking the LCA of the two closest genus-level predictions. E.g. if WIsH
predicted Bacteroides, public spacers Clostridium and metagenome spacers Faecalibacterium, then
the host was set to order Clostridiales, being the LCA of the two most closely matching predictions.
The rationale for this approach was to absorb occasional false positives stemming from either of the
three methods, as all three methods had been seen to make false predictions on separate occasions.
However, most predictions were unanimous at the genus-level.

Quantification of bacterial contamination

Three parallel approaches were used for quantifying the amount of bacterial contamination in the
virome samples. For the first approach, ViromeQC was run on the QC’d virome reads, and the
proportion of bacterial contamination per sample was determined by taking the inverse of the “virus
enrichment ratio” as reported by ViromeQC.

For the second approach we wanted to take advantage of our manual curation, and simply set the
ratio of bacterial contamination per sample to the proportion of reads mapping to non-vOTUSs.

In the third approach, we took advantage of our coupled metagenomes for each virome sample,
hoping to gain a more accurate estimate than ViromeQC, which does not utilise such additional
information. We did this by first searching reads from the virome with the Rfam 16S rRNA gene
model (RF00177). Then the same was done for reads from cognate metagenomes. The ratio
between the proportion of reads mapping to RF00177 in the virome over the same proportion for the
metagenome was counted as the estimated bacterial contamination ratio by 16S rRNA gene content.
In parallel, reads from both the viromes and metagenomes were mapped against a database of the
bacterial cpn60 core gene from cpnDB®, using bowtie2'%°. As we did for the 16S rRNA gene-based
contamination estimate, the proportion of reads mapping to this database in the virome over the
metagenome for each sample was counted as the estimated bacterial contamination ratio by cpn60
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content. The mean between the two estimates was used as the “metagenome core gene depletion”
contamination-estimate used in Figure S5.

Computing vOTU and VFC abundances

vOTU counts were generated by mapping the reads of each sample against only the assembled
contigs from that particular sample. Mapping was performed using the bwa mem -a flag®. Contig
counts were generated with msamtools profile (https://github.com/arumugamlab/msamtools), which
computes relative abundances of each contig, normalising by contig length and mapping depth while
iteratively redistributing non-uniquely mapping reads. The 95% ANI dereplication cluster information
merged onto the contig abundance table to compute OTU abundances. The vOTU to sample relative
abundance matrix, or OTU table, was loaded into a phyloseq object in R and agglomerated at the
viral family and order-levels to compute the statistics used in Figures 2 and 3.

Decontamination tool benchmarking

The versions of virus prediction tools used were DeepVirFinder v1.0, VIBRANT v1.2.1, VIRSorter
1.0.6, VIRSorter2 commit 22f6a7d, Seeker commit 9ae1488, PPR-Meta v1.1, and CheckV v.0.7.0.
Some of these tools were designed for virus discovery in metagenomes, while others meant for
virome decontamination, but the two are related given the high amount of bacterial contamination in
most viromes published to date*?. Despite our own efforts to obtain high-quality virome samples, the
vast majority of our OTUs (in absolute numbers, not sequencing reads) were bacterial contamination
rather than viral. For this reason no distinction was made between the two types of tools. For the
tools that required cutoffs, we used either the recommendations of the authors, default parameters,
or if such information was not available, we tried to set a cutoff that would generate a number of
positive predictions that reasonably matched our own positive set. In any case, the specific cutoffs
used are shown in Table S1. Since our data set is so skewed, with 10,021 positive viral sequences
versus over thirty times more negatives, performance measures can be biased, which is why we
included the “kappa” metric, designed to address this issue, as well as a random prediction for
comparison. The random prediction was created by randomly subsampling the 362k OTUs 12,500
times without replacement. The number 12,500 was chosen because it was reasonably close to our
own positive set and the number of positives generated by most tools.

Figures and statistical analysis

Figure 1 was drawn by first collating data at the family-level using phyloseq®’ then using Circos
v0.69-81° for rendering. Figures 2, 3, 4, S4, S5, S6, S7, S8 and corresponding statistical analyses
were generated using the statistical software R and the tidyverse suite, including ggplot2!!! and
related add-on packages ggraph!'?, ggforce!*3, ggpubrt'4, ggrepel*'®, ggstance!!®, and patchwork!?’.
For deriving unique branch lengths (fig 4), we used the function pd.calc from the caper package!®®.
The neutral.fit function from the MicEco R library (https://github.com/Russel88/MicEco) was used for
fitting the family-level abundances to the neutral community model.
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Bien que répandues dans les pays développés, les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (MICI), qui incluent la maladie de Crohn, ne sont que
partiellement comprises. Si leurs symptomes sont désormais bien connus,
ces pathologies sont difficiles a diagnostiquer chez les patients, du fait de
I'absence de biomarqueur et de notre méconnaissance concernant
I'étiologie de celles-ci. Il est cependant communément admis que ces
pathologies s'accompagnent de déséquilibres du microbiote intestinal,
appelés dysbioses. Qu'elles soient a I'origine ou la conséquence des MICI,
ces dysbioses, majoritairement étudiées par métagénomique, ne concernent
pas uniquement les bactéries du microbiote intestinal. En effet, les phages,
prédateurs naturels des bactéries, pourraient, comme quelques publications
en font I'hypothése, jouer un réle dans la maladie de Crohn.

L'objectif principal de ma these aura été de dénombrer les phages, ainsi que
les vésicules extracellulaires (VE), également potentiellement impactées au
cours des MICI, dans les selles d'individus sains et de patients atteints de la
maladie de Crohn, afin de mieux comprendre leurs roles dans cette maladie.

Dans un premier temps, j'ai optimisé un protocole basé sur I'utilisation de la
microscopie par épifluorescence pour le dénombrement des Virus Like
Particles (VLPs), qui, dans le microbiote intestinal, correspondent en majorité
a des phages. Les selles d'individus sains et de patients atteints de la maladie
de Crohn en période de poussée ou de rémission ont ainsi été analysées. Le
ratio VLPs/bactérie s'est ainsi révélé étre 100 plus élevé chez les patients en
poussée par rapport aux individus sains, suggérant que les phages
intestinaux sont beaucoup plus nombreux chez les patients en poussée.

J'ai également mis au point un protocole de dénombrement des vésicules
extracellulaires, en utilisant le Videodrop (Myriade), un nouveau dispositif
optique basé sur I'Interferometric Light Microscopy (ILM). La mise au
point de ce protocole de dénombrement aura été I'occasion de comparer
les performances du Videodrop a deux appareils reposant sur I'utilisation
d'une technologie proche, le Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Bien
qu'ayant un seuil de détection plus élevé que les appareils NTA, ce qui
fait qu'une partie des vésicules ne peut pas étre détectée, le Videodrop
s'est révélé étre le plus pratique et le plus rapide d'utilisation des trois
appareils testés. Une augmentation d'un facteur trois de la médiane des
ratio VE/bactérie a été observé dans le groupe des patients en phase de
poussée par rapport aux individus sains.

Les résultats obtenus au cours de cette these mettent en lumiere
l'augmentation du nombre de particules virales dans les selles des
patients atteints de la maladie de Crohn au cours des phases de poussée.
Plusieurs hypotheéses, qui restent a étre vérifiées, pourraient expliquer ces
résultats. Premierement, il est possible que I'inflammation intestinale soit
inductrice de prophages initialement présents au sein du microbiote.
D'autre part, une soudaine multiplication de virus dans le microbiote
intestinal pourrait conduire & une poussée inflammatoire. Si cette
augmentation du ratio VLPs/bactérie est spécifique de la maladie de
Crohn, ce qui reste a investiguer, cela pourrait permettre, a terme, la mise
au point d'un nouveau marqueur de cette pathologie.
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Although widespread in developed countries, chronic inflammatory bowel
diseases (IBD), which include Crohn's disease, are only partially understood.
Although their symptoms are now well known, these pathologies are
difficult to diagnose in patients, due to the absence of biomarkers and our
lack of knowledge regarding their etiology. However, it is commonly
accepted that these pathologies are accompanied by imbalances in the
intestinal microbiota, called dysbiosis. Whether they are the origin or the
consequence of IBD, these dysbiosis, mostly studied by metagenomics, do
not only concern the bacteria of the intestinal microbiota. Indeed, phages,
natural predators of bacteria, could, as some publications hypothesize, play
a role in Crohn's disease.

The main objective of my thesis was to enumerate phages, as well as
extracellular vesicles (EVs), also potentially impacted during IBD, in the stools
of healthy individuals and patients with Crohn's disease, in order to better
understand their roles in this disease.

First, | optimized a protocol based on the use of epifluorescence microscopy
for the enumeration of Virus Like Particles (VLPs), which, in the intestinal
microbiota, correspond in majority to phages. The stools of healthy
individuals and of patients with Crohn's disease in relapse or remission were
analyzed. The VLPs/bacteria ratio was found to be 100 times higher in the
stools of patients facing a flare than in healthy individuals, suggesting that
intestinal phages are much more numerous during the crises.

| also developed a protocol for enumerating extracellular vesicles, using
the Videodrop (Myriade), a novel optical device based on Interferometric
Light Microscopy (ILM). The development of this enumeration protocol
was an opportunity to compare the performance of the Videodrop to two
devices based on a similar technology, the Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA). Although it has a higher detection threshold than the NTA devices,
which means that some of the vesicles cannot be detected, the Videodrop
proved to be the most practical and fastest to use of the three devices
tested. A three-fold increase in the median EVs/bacteria ratio was
observed in the group of patients in the flare phase compared to healthy
individuals.

The results obtained during this thesis highlight the increase in the
number of viral particles in the stools of patients with Crohn's disease
during the flare phases. Several hypotheses, which remain to be verified,
could explain these results. First, it is possible that the intestinal
inflammation is an inducer of prophages initially present in the
microbiota. Second, a sudden increase in viruses in the gut microbiota
could lead to an inflammatory phase. If this increase in the VLPs/bacteria
ratio is specific to Crohn's disease, which remains to be investigated, this
could eventually lead to the development of a new marker for this
pathology.




