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Guerres intestines: le système de sécrétion de type 6,  
un atout dans la course aux armements bactérienne 



Le(s) microbiote(s) de l'organisme humain 

Chacun des sites 
corporels 
correspond à une 
niche écologique 
spécialisée et 
caractérisée par 
ses propres 
consortia 
microbiens, des 
dynamiques 
communautaires 
différentes et des 
interactions 
étroites avec les 
tissus   



ADN purifié 

Diagnostic moléculaire utilisant les gènes codant l'ARN 
ribosomal 16S (16S rRNA) (Woese et call, 1977.PNAS)	
  

Seulement 60 % des espèces bactériennes du  
microbiote intestinal peuvent être cultivées 
"The great plate anomaly" 





Autres phyla 

XIVa 

Majorité des 
bactéries  
intestinales: 
Firmicutes, surtout 
clusters XIVa et IV 
comprenant des 
bactéries Gram+ de 
bas GC%, sensibles 
à l'oxygène (EOS), 
largement 
incultivables 
Bacteroidetes = 
bactéries anaérobies 
à Gram - 

- Microbiote résident = 1000 espèces, 10x nombre de 
cellules somatiques et germinales (1014) 

- Le microbiote a une activité métabolique égale à un 
organe supplémentaire comme le foie (Bocci, 1992).  

Microbiote intestinal humain 

Protéobactéries (Enterobactéries, 
Desulfovibrio, Akkermansia) 
Actinobacteries (Bifidobacteries) 
Archebactéries 
(Methanobrevibacter, methanogenesis) 
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Mollicutes 

Lactobacillaceae 



Le microbiote intestinal humain est dominé par cinq phyla (Firmicutes, 
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria et Verrucomicrobia) et un phylum d' 
Archaebactérie (Euryarchaeota). Les groupes bactériens moins prévalents sont 
répartis parmi les phyla suivants: Cyanobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae, 
Spirochaetes et TM7. 

Firmicutes. Ce phylum inclus Ruminococcus, Clostridium, Lactobacillus (plusieurs 
sont des probiotiques), des Eubacteries productrices de butyrate: Faecalibacterium, 
Roseburia. 

Bacteroidetes. Ce phylum inclut les Bacteroides, Prevotella et Xylanibacter qui 
dégradent une série de glycanes complexes. 

Actinobacteria. Ce phylum inclut Collinsella et Bifidobacterium (comprenant des 
souches probiotiques).  

Proteobacteria. Ce phylum inclut les Escherichia (famille des Entérobactéries) et 
Desulfovibrio (bactéries sulfo-réductrices), Verrucomicrobia (récemment découvert) 
et Akkermansia (dégradation des mucines).  

Euryarchaeota. Ce phylum contient Methanobrevibacter (un genre très prévalent 
impliqué dans la métanogénèse intestinale). 

Microbiote intestinal humain 



Metagénomique intestinale humaine:  
du microbiote au microbiome 

Séquence "shot gun" de  
tous les génomes 

Le métagénome est constitué de la combinaison de tous 
les génomes des microbes présents dans un écosystème 

DNA	
  

extrac,on	
  

Assemblage et annotation 

Comptage et catalogage des gènes 

(identification genre/espèce) 
Manichanh Gut 2006 
Gill Science 2006 
Kurokawa DNA Res 2008 
Manichanh Nucl Acids Res 2008 



- Publication de la première séquence d'un génome humain:  
2001 (International Human Genome Sequencing Consortium; Venter et al., 2001) 
- Publication de la première métaséquence de microbiomes humains:  
(MetaHit Consortium; Quin et al. 2010. Nature) 

Métagénome bactérien de l'intestin humain 
Séquençage à haut débit de l'ADN d'échantillons de selles  
de 124 sujets européens (Danemark, Espagne) 
Analyse bioinformatique de 5 milliards de "reads" courts. 
Identification de 3,3 millions de gènes = 150 x nb. de gènes du "premier génome" 
1000 espèces environ (maintenant 9 millions...) 

De la séquence du génome humain à la métaséquence  
du microbiome intestinal humain 

Coordination: Dusko Ehrlich 
h0p://www.metahit.eu	
  



Séquençage de nouvelle génération et bioinformatique ont 
aidé à positionner le microbiote intestinal comme possible 
moteur de la santé et de la maladie chez l'homme 

Vrai changement de paradigme entre une vision focalisée sur 
un processus "un – contre - un" du conflit hôte pathogène à une 
interaction plus large et complexe de communautés 
microbiennes multi-espèces en interface avec leur hôte en 
conditions d'homéostasie – réflexion de la co-évolution – ou en 
conditions pathologiques aiguës / chroniques en réponse : 
- A la constitution d'une dysbiose 
- A la rupture de l'effet de barrière par un  
pathogène ou un pathobiote 

Métagénomique = vision élargie de l'interaction  
hôte-microbes: santé et maladie 



Fonctions fournies par le microbiote intestinal à 
son hôte 

Epithélium 

Microbiote 



Vie bactérienne à la surface de la muqueuse intestinale 
"comme être assis sur un volcan..." 

O2, NO,ROS 
Peptides antimicrobiens 
Lysozyme, protéases,  
lectines, phospholipases 
Phagocytes (transmigration) 
sIgA Epithélium 

Mucus 

Peptide cationique antimicrobien hBD3 Kim et al., PNAS, 2005 
Arbibe et al., Nature Immunol., 2007 
Sperandio et al., J. Exp. Med., 2008 
Marteyn et al., Nature, 2010 
Konradt et al., Cell Host Microbe, 2011 
Puhar et al., Immunity, 2013 

Symbiotes: survivent à distance  
ou dans niches, échappent/régulent  
défenses: tolérance 
Pathogènes: engagent la barrière  
épithéliale + subversion immunité 
- résistent/dégradent effecteurs 
- bloquent signaux de danger 
- modifient (post-translationnel)  
molécules signaux immunité 

Sansonetti, 2004, Nature Rev. Immunol. 
Sansonetti, 2006, Nat. Immunol. 
Sansonetti & Di Santo, 2007, Immunity 
Sansonetti, 2011, Mucosal Immunology 



FISH / Sonde procaryote universelle 

DAPI / Epithélium intestinal 

Preuves de l'effet de barrière à la colonisation par le microbiote 



L'utilisation d'animaux axéniques, ou un pré-traitement antibiotique, induit 
une plus grande sensibilité de la souris à des bactéries pathogènes comme 
E. coli, C.difficile, V. cholerae, C. rodentium (Reeves & coll., 2012, Infect 
Immun; Collins & coll., 1978, Infect Immun; Butterton & coll., 1996, Infect 
Immun; Kamada & coll., 2012, Science)  

L'altération de la flore commensale de la souris par un traitement 
antibiotique entraine la libération de fortes concentrations d'acides 
sialiques libres que S. typhimurium et C. difficile catabolisent et utilisent 
comme source d'énergie (Nature, 2013). 

La présence de communautés complexes établies rend  
difficile l'invasion de la niche intestinale par une bactérie  
allogène/pathogène 



Le microbiote est requis pour l'éradication  
de Citrobacter rodentium 
Infection orale avec 109 cfu de C. rodentium 



Richesse/diversité du microbiote 

Appauvrissement du microbiote 

Colite 
ulcéro-membraneuse 

Antibiotiques 

Colonisation par 
Clostridium difficile 

Couche de mucus externe 

Couche de mucus interne 

Epithélium intestinal 

Antibiotiques, appauvrissement du microbiote, colite à C. difficile 

Acide	
  sialique	
  
Succinate	
  

Autre modèle  
de pathobiote 



Pathogène 

Microbiote 

Mucus 

Cellule épithéliale 

Intestin sain Intestin post-antibiotiques 

Diversité microbienne

Sensibilité infection

Diversité	
  et	
  richesse	
  du	
  microbiote	
  assurent	
  le	
  main,en	
  de	
  	
  
l'effet	
  de	
  barrière	
  contre	
  les	
  pathogènes	
  

D'après McKenney & Kendall, FEMS Pathogens and Disease, 2016 



- Saturation des récepteurs (sur les mucines, cellules) 
- Réseaux/flux métaboliques établis (robustes/résilients) privant les intrus de  
nutriments essentiels à leur survie/croissance (compétition métabolique) 
- Systèmes antibactériens (antibiotiques, bactériocines, bactériophages, T6SS 
- Stimulation contrôlée des mécanismes de défense épithéliaux (i.e. PAMs,  
lectines, radicaux oxydatifs) = "inflammation physiologique" 

FISH / Sonde procaryote universelle 

DAPI / Epithélium intestinal 

Microbiote intestinal, barrière à l'intrusion et à la colonisation  
par des microorganismes pathogènes 



Effet de barrière du microbiote: coût adaptatif/d'aptitude 
("fitness cost") 

Coût adaptatif/aptitude ("fitness cost") d'une bactérie  défini par le coût 
qu'elle est en mesure de payer afin d'ajuster son métabolisme pour répondre 
aux variations des conditions environnementales auxquelles elle doit faire 
face pour survivre 

En l'absence de cette capacité ou lors de l'acquisition de nouvelles  
propriétés qui ont un coût d'adaptation qui la dépasse, la bactérie  
perd tout avantage sélectif et est éliminée de cet environnement 

Base de l'effet de barrière du microbiote 
Nothing in biology makes sense except in the light of evolution 
Theodosius Dobzansky   

Nor ought we to marvel if all the contrivances in nature be not, as far as we 
can judge, absolutely perfect; and if some of them be abhorrent to our idea  
of fitness 
Charles Darwin, 1859 
The origin of species (1st Edition) 





Compétition pour l'acquisition de nutriments 
Survie au prix d'une compétition impitoyable pour des 
ressources nutritionnelles limitées: extension des équations de  
J. Monod = relation entre concentration limitante de nutriments et 
croissance bactérienne 
Paramètre clé du maintien de l'homéostasie et de l'intégrité des 
populations microbiennes complexes 
Flux métaboliques stabilisés  

Conséquences: robustesse, stabilité, résilience 
= "loi du premier occupant" 



Compétition pour occupation de la niche 
Logique de l'équilibre du microbiote en tant qu'assemblage de 
multiples espèces 

Compétition métabolique porte sur diverses sources de carbone, 
oligoéléments et métaux, vitamines, en particulier Vit B12 
(Degnan et coll. 2014. Cell Host Microbe) 

Sous-tend effet de barrière à la colonisation  par des pathogènes 
et des pathobiotes 

Compétition pour l'acquisition de nutriments 





Transform target strain with plasmid  
carrying Tn10 transposon 

Induce Tn10 transposition 

Tn carrying resistance cassette  
randomly Inserts into genome 

Transposon hits essential  
gene and bacteria dies  

Transposon hits non-essential  
gene and bacteria propogates  

Expand culture 

Tn-seq: une approche à haut débit de séquençage parallèle 
pour l'étude des gènes de fitness et des interactions génétiques  
chez les bactéries 

Adapted from:  
van Opijnen T, Bodi KL, Camilli A. Nat methods, 2009 



Infect with X CFUs Recover ~Y CFUs  
after X Hrs 

Pooled library ~ X million unique 
insertions 
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  Sequence on Illumina Hiseq using  

transposon specific primer 
Map sequences to reference 
genome 

Data ouput: List of genes and number of 
sequence reads coresponding to those 
genes 

   = fitness ratio" 

Animal	
  model	
  

Tn-seq: une approche à haut débit de séquençage parallèle 
pour l'étude des gènes de fitness et des interactions génétiques  
chez les bactéries 







Du fait de la similitude de leurs voies métaboliques, la compétition est 
souvent plus grande entre des espèces apparentées 
qu'entre des espèces non apparentées. 

Ex: les entérobactéries sont une grande famille de commensaux, mais 
incluent aussi des pathogènes majeurs: Salmonella, Shigella, 
Yersinia, Citrobacter, ETEC, EPEC, EHEC... 

Il existe de nombreuses preuves expérimentales de cette compétition 
métabolique chez les entérobactéries: 
Restriction de la capacité de croissance et de la colonisation de 
Citrobacter rodentium dans l'intestin de la souris (Kamada et coll. 2012. 
Science) 

Compétition pour l'acquisition de nutriments 



E. coli protège contre l'infection par S. flexneri 

Samuel B Formal 



Compétition pour le fer 

La "guerre du fer" est un élément dominant de la compétition 
interbactérienne aux surfaces de l'hôte 
Le fer est un nutriment essentiel dont la carence limite 
efficacement la croissance bactérienne 

Compétition contre les autres bactéries et compétition contre 
l'hôte (lactoferrine, transferrine, lipocaline-2  
Salmonella produit des sidérophores modifiés résistant à la 
lipocaline-2 (Rafatelu et coll. 2009. Cell Host Microbe) 

Compétition pour l'acquisition de nutriments 



Certains pathogènes peuvent occuper une niche différente des commensaux: 
Colonisation/invasion de la surface muqueuse, niche dont les commensaux 
sont exclus 

Possibilité de migration vers d'autres niches plus riches en nutriments critiques 
pour les bactéries flagellées mobiles 

Utilisation de nutriments et de voies de dissimilation différentes (Fabich AJ et 
coll. 2008. Infect Immun) 
Certains E. coli pathogènes (EHEC O157:H7) utilisent une variété de sucres 
non utilisés par les commensaux: N-acetylgalactosamine et L-fucose obtenus à 
partir de l'hydrolyse des motifs glycosylés des mucines intestinales 

Compétition pour l'acquisition de nutriments:  
approches	
  alterna,ves	
  pour	
  les	
  pathogènes	
  



Le déclenchement d'une réaction inflammatoire liée à l'activation de la 
réponse innée muqueuse en réponse à une adhésion étroite et surtout à 
une invasion change considérablement l'équilibre de la niche: 
- Destruction de la flore commensale extrêmement sensible (anaérobies) 
aux radicaux oxygène 
- Utilisation par le pathogène de composés produits par l'épithélium 
inflammatoire: Salmonella utilise le tétrathionate produit par les cellules 
épithéliales en l'intégrant dans sa chaîne respiratoire 
La respiration par le tétrathionate (accepteur d'électrons) offre à 
Salmonella un avantage de croissance en anaérobiose sur les bactéries 
commensales fermentatives (Winter SE et coll. 2010. Nature) 
Les nitrates produits par l'intestin inflammatoire facilitent la croissance en 
anaérobiose des E. coli commensaux (Winter SE et coll. 2013. Science) 
L'intestin inflammatoire libère aussi une grande quantité d'éthanolamine 
qui soutient la croissance de Salmonella (Thiennimitr et coll. 2011.PNAS) 
et de EHEC (Berth et coll. 2011. Microbiol) ) 

Compétition pour l'acquisition de nutriments:  
approches	
  alterna,ves	
  pour	
  les	
  pathogènes	
  



Pathogène 

Microbiote 

Mucus 

Cellule épithéliale 

Acide sialique 

Pathogènes exploitent les métabolites 
 produits par le microbiote et l'hôte 

Intestin sain Post-antibiotique Inflammation 
Tetrathionate 
Nitrate 



Sanctions économiques & course 
aux armements 
L'effet de barrière n'est pas qu'un processus de  
privation de bactéries pathogènes mal  
adaptées au défi métabolique environnemental  
du microbiote 
C'est aussi un vrai processus de compétition mettant en jeu des mécanismes  
d'attaque et de défense très sophistiqués 

- Métabolites bactériens toxiques, antibiotiques 
(McKenney & Kendall. 2016. FEMS Pathogens and Disease; Donia & Fishbach. 
2015. Science; Davies. 2013. J Antibiot) 

- Bactériocines / résistance aux bactériocines  
(Zheng et al, Environ Microbiol, 2015) 
- Bactériophages / résistance aux bactériophages  
(Scarpellini et al, Digest and Liver Dis, 2015) 

- Appareils de sécrétion de type 6 (T6SS, agresseurs / défenseurs) 
(Basler & Mekalanos, 2012, Cell) 



Bifidobacterium breve Fermentation 

Les acides gras à chaines courtes (SCFA) produits par la fermentation des polyosides 
complexes par certaines bactéries commensales comme Bifidobacterium inhibent la 
croissance de bactéries entéropathogènes: 
S. typhimurium (Barthel & coll, 2003, Infect Immun) 
EHEC (Fanning & coll., 2012, PNAS) 
C. rodentium (Yoshimura & coll., 2010. Antonie van Leeuwenhoek) 
Métabolites responsables: 
Butyrate (Gantois I & coll., 2006, Appl Environment Microbiol) 
Acetate et protection contre EHEC: Bifidobacterium agit en partie grâce à un gène 
codant pour un transporteur de sucres (ATP-binding cassette) entrainant la 
production accrue d'acétate, réduction de la perméabilité intestinale à la toxine SLT, 
effet antibactérien ? 
Domaine à élargir, y compris pour la compréhension de l'homéostasie 

Métabolites bactériens produits par les commensaux 

 Fukuda S et al. 2011. Nature, 469:543-547 



Pathogène 

Microbiote 

Mucus 

Cellule épithéliale 

Expression  
des gènes  
de virulence 

Prolifération 
et 
colonisation 

Molécules produites par le microbiote prévenant croissance,  
colonisation et expression des gènes de virulence des 
pathogènes 



A côté de la compétition métabolique, les bactéries intestinales 
peuvent limiter la croissance des autres espèces bactériennes par 
la production directe: 

- De composés antibactériens 
- Etudes récentes montrent comment des composés 
antimicrobiens du microbiote peuvent inhiber la colonisation 
intestinale par des bactéries pathogènes et des pathobiotes 

- 

Composés antibactériens produits par les commensaux:  
antibiotiques et colicines 



Tapis de Bacillus subtilis.  
Surnageant de Burkholderia thailandensis 
producteur d'antibiotiques 

Streptomyces coelicolor 

Gradient 
Rifampicine Oligomycine 

Hyphes + 

inhibition 

Hyphes + 

Antibiotiques: prédateurs  
ou régulateurs de  
l'homéostasie de la  
communauté 
microbienne 

Rifampicine = inhibiteur transcription 
Oligomycine = inhibiteur ATP-synthase  



Majorité des composés organiques de petit 
poids moléculaire fabriqués et sécrétés par 
les microorganismes jouent un rôle de 
signalisation environnemental. Dans le très 
grand nombre identifié, très peu ont une 
vraie activité antimicrobienne de niveau 
thérapeutique. La plupart montrent une 
activité de régulation transcriptionnelle à 
très faible concentration. 
Effet premier = régulation homéostasie 
populations microbiennes complexes ? 
Equivalents autoinducteurs du QS ?  

S. typhimurium, luxA-E opéron fusionné avec promoteur fad (métab. acides gras/
anaérobiose, a & b ) et promoteur tsr (sérine chimiorécepteur, c & d).  
Buvard:  microcine, indolicidine, pleurocidine, CP26 (haut G & sens aiguilles montre) 



Bactériocines: peptides antimicrobiens produits par les bactéries qui 
ciblent un spectre étroit de bactéries compétitrices (Hammami & coll., 2013, 
Cell Mol Life Science).  
La Thuricine CD dérivée de Bacillus thurigiensis cible des bactéries 
pathogènes mais a peu d'effet sur les commensaux établis (Rea & coll., 
2010, PNAS;  Rea MC & coll., 2014, Microbiology). 

Quatre classes selon PM, structure, espèce d'origine, mécanismes de 
"killing" et de résistance 

Colicines: les plus connues et les mieux étudiées, produites par des 
plasmides d'E. coli et bactéries apparentées, capables de tuer E. coli et 
bactéries apparentées. 
Se lient à un récepteur de la membrane externe de la bactérie cible, utilisent 
ce récepteur pour transloquer à travers la membrane, et exercent leur 
cytotoxicité en dépolarisant la membrane cytoplasmique, souvent une 
activité DNase ou RNase, parfois une inhibition de la muréine (mur 
bactérien)  (Cascales & coll., 2007, Microbiol & Mol Biol Rev) 

Bactériocines / colicines 



Bactériocines = peptides antimicrobiens bactériens sécrétés qui ciblent et 
lysent des espèces bactériennes apparentées 
(Cotter PD et coll. 2013. Nat Rev Microbiol) 

Dans l'intestin, la colonisation par Enterococcus faecalis produisant une 
colicine réduit le nombre d' Enterococcus faecalis commensaux, y compris 
souches VancoR préalablement établis (Kommineri S et coll. 2015. Nature) 

L'analyse exhaustive des génomes commensaux montre une grande variété de 
gènes codant possiblement pour des composés antimicrobiens = possibles 
"leads" thérapeutiques (Doria MS. 2014. Cell) 

Clostridium scindens inhibe la croissance et la pathogénicité de Clostridium 
difficile chez la souris, grâce à sa capacité de transformer les acides biliaires 
primaires en acide biliaires secondaires particulièrement toxique 
envers C. difficile (Buffie CG et coll. 2015. Nature) 

Composés antibactériens produits par les commensaux:  
antibiotiques et colicines 
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Epithelial cells 

Mucus 
Microbiome 

Basolateral  
macropinocytosis 

Vacuole lysis 
(TTSS) 

Escape to 
autophagy 

Motility, cell to cell 
spread (TTSS) IcsA 

? 
? 

M cell 

MΦ 

B Lympho 

MΦ	


pyroptosis 

TTSS/IpaB 

- Pyroptosis = proinflammatory apoptosis 
- Activation of caspase-1, Release of IL-1β  
-                                                   and IL-18  

DC 

«facilitated 
translocation» 

Follicle-associated epithelium 

PNN 

Nod1 

PGN 

NF-κB 
JNK 

TTSS 

Pro-inflammatory 
genes 

IL-8, other cytokines 
chemokines 

- Development of inflammation 
-  Rupture of epithelial barrier 
- Facilitation of invasion 
-  Stimulation of epithelial bactericidal capacities 

Defensins and other bactericidal 
molecules 

CCL-20 

B Lympho 

T Lympho 

Pathogenesis of Shigella infection: central role of  
the Type Three Secretory System (T3SS) 

ATP ATP 
Connexin 
Hemichannel 

Purinergic 
receptors 

1- Colonization  

3 - Inflammation 

2 - Invasion 
4 - Immunosuppression 

Intracellular 
release of HBP 
TIFA/TRAF6 
sensing 
(Milivojevic et al. 
2017. PLoS Path. 



S. sonnei infection of Guinea pig colon 

Tn-seq S. sonnei = S. flexneri  
+ Type 6 Secretory Apparatus (T6SA)  



Filloux, 2013,  
F1000Prime Report 

un appareil de sécrétion de type 6 (T6SS) chez  
Shigella sonnei 

Nomenclature in P. aeruginosa  
Mark Anderson 

Anderson et al. 2017. 
Cell Host Microbe 



T6SS: "le baiser de la mort" 

Katitein & Mogk, 2013, 
Current Opin Microbiol 

Cascales & coll, 2013, Cell Reports 

Bactérie prédatrice: TssB-sfGFP (vert) = contraction T6SS` 
Bactérie proie: mCherry (rouge) 



Rôle du microbiote dans la protection de l'intestin 
murin contre l'infection par Shigella sonnei 
Rôle du T6SS dans la subversion du microbiote  

Streptomycine 



S. sonnei predation of E. coli mucosal niche  




