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Les phages filamenteux

Tres bien caractérisés chez les bactéries Gram — ( M13 —E. coli )
Chez les bactéries a Gram +, il n’y a que 2 études portant sur les phages filamenteux et plus
précisément chez Propionibacterium freudenreichii (Pf)

- La 1ére sur la caractérisation du 1ler phage filamenteux B5 découvert en 1998
par notre laboratoire [1]

- La 2nde sur la diversité de 9 phages filamenteux appartenant a la méme famille que le
phage B5, isolés de fromageries différentes [2]

Etude de |a biologie de ces phages filamenteux et des interactions avec Propionibacterium
freudenreichii : Caractérisation d’un mécanisme de défense

[1] M.C. Chopin, A. Rouault, S.D. Ehrlich, M. Gautier, M. (2002). [2] N. Grosset, P. Hamon, S. Bonnasie , A. Culot 3, M. Gautier (Poster2023)



Le phage filamenteux B5

v Filament couvert d’'un manteau de protéines (6 kDa)

v Une taille approximative de 620 nm de long
et de 12 nm de diametre

v" Un génome de 5,8 Kb, dont 'organisation est
similaire a celle du phage M13

v" Un ADN simple brin codant 13 genes

Observation au MET du phage B5 sur un gradient de
chlorure de césium et coloré négativement avec de
I'acétate d'uranyle a 2% ( plateforme MRIC Rennes)
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Mécanisme de défense au phage B5 chez Pf

- Existe-t-il des mécanismes de défense chez Pf?

- Si oui, a quel stade de l'infection la résistance opeéere-t-elle au niveau
du cycle de vie?
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ent de variants résistants aprés l'infection d’une souche sensible (434 WT) par le pha

Test d’infection souche sensible 434 WT —
phage B5 a différentes concentrations en
milieu YELA

Apreés incubation 30°C-72h

tubes limpides
E = souches sensibles
g 1 tube trouble
= souche résistante ?

Culture en milieu YEL
Plages de lyse = souche sensible

- Un variant 434 M isolé



Confirmation de la résistance du variant 434 M

Test d’infection du variant 434 M par phage B5

Variant Phage
434 M + BS

l

Pas de plage de lyse

Il existe bien un mécanisme de résistance chez Pf _



Mécanisme de défense au phage B5 chez Pf

- Il existe un mécanisme de défense chez Pf v~

- A quel stade de l'infection la résistance opere-t-elle au niveau du cycle
de vie?

Adsorption

Outer membrane

Periplasm

Uptake Replication  Expression

0 O

ssDNA dsDNA

T o/Rrt



Le phage B5 est-il capable de s’adsorber sur le variant résistant 434 M?

v’ Test d’adsorption du phage B5 sur 434 WT
et variant 434 M

\ % d'adsorption 434 WT 434 M par B5
Adsorption— Assembly 1:3
& secretion
Outer membrane - 80
o
2 70 W 434 WT
60
Peripl S
........ |1 - 9 5o
v Tesee -'g 20
Uptakel Replication Expression cytoplasm '\°° 30 W434 M
10
— — — — 0
1,5E +04
concentration de l'infection en log pfu/ml

ssDNA dsDNA

Méme taux d’adsorption du phage sur 434 WT et variant 434 M

_ Le mécanisme de résistance n’impligue pas un défaut d’adsorption _



Le variant résistant 434 M permet-il la réplication de I’ ADN du phage B5?

v’ Extraction de la forme réplicative du phage B5

Assembly §
& secretion N[

Periplasm

MIFNIRY

Replication  Expression

cytoplasm
A

Forme replicative de B5

Export

\EI Marker
ssDNA sDNA

Absence de forme réplicative du phage B5 dans le variant 434 M -



Est-ce que le phage B5 se réplique dans le variant 434 M?

v’ Electroporation de la forme replicative (RF)

du phage B5
Forme
replicative
\ phage B5
Assemb.ly , 434 WT Variant
& Secretlon Outer membrane senSibIe réSiStant
A 434 M

Periplasm

.............

,,,,,

Uptakel Repljéation Expression

of DNA

)-

ssDNA  dsDNA

La forme replicative de B5 se multiplie bien dans le variant résistant 434 M



Premiéere conclusion: A quel stade de I'infection, la résistance opéere-t-elle ?

Adsorption I
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Passage de |I" ADN au niveau de la membrane bloqué ? _

Outer membrane
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Comparaison de la séquence des génomes de 434 WT et du variant 434 M

&

. . 14 . \
U recherche d’une mutation pouvant expliquer la résistance Q ”

1 géne codant une hypothétique protéine transmembranaire liant 'ADN ( F. Oechslin)

‘ Le géne muté appelé” R “de cette proteine est donc un bon candidat
pour verifier si 434 WT transfectée par ce gene devient résistante



434 WT devient-elle résistante aprées étre transformée par ce geneR ?

Clonage —Transformation- Test d’infection

amplification du géne R

S|
E— transformation infection
|
[— / / 434 WT
clonage mmmmp [ K 705]) R™= pK 705 R l
pK 705
) . N, éﬂ\@ Phage B5 §
Contrdle transformation infection% ﬁ% n

/ Ny 434 WT —
pK 705 pK 70




434 WT devient-elle résistante aprées étre transformée par ce geneR ?

Clonage —Transformation- Test d’infection

amplification du géne R

I
[ H
p— transformation infection
— / / 434 WT
clonage mmmmp [ ok 7051 R™===> [ ok 703 R —
\
pK 705
434 WT + B5 + plasmideR =
absence de plages de lyse
e
Phage B5 i
Controle transformation %%% g/
y / 434 WT 434 WT
pK 705 — pK 70 e pK 70

434 WT + phage B5+
plasmide nu = plages de lyse

Le géne R est bien impliqué dans la résistance



Conclusion
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La résistance se situe vraisemblablement au niveau de I'entrée de ’ADN _




Premiere caractérisation d’'un mécanisme de résistance
contre un phage filamenteux chez une bactérie a Gram +

Merci pour
votre
attention




