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Un modele mathématique
pour ’étude des interactions
bactériennes en biofilm

Bénédicte Martin!, Fabrice Mahé?

> La compréhension de I’étiologie des
maladies inflammatoires d’origine infec-
tieuse, en particulier les maladies affec-
tant les muqueuses du systéme oro-
digestif, a beaucoup évolué ces derniéres
années : plutot qu’une seule espéce, dif-
férentes études ont démontré I'implica-
tion de consortiums de plusieurs espéces
bactériennes dans I’origine de ces patho-
logies. La communauté bactérienne non
pathologique, trés diverse, assure un
certain nombre de fonctions essentielles
a ’hote qui I’héberge. Cependant, sous
I’effet de variations environnementales,
I’émergence et la dominance de cer-
taines espéces est a I'origine d’un désé-
quilibre de la composition du microbiote,
appelé dysbiose, mais aussi d’une modi-
fication des fonctions qu’il assure, abou-
tissant a une stimulation incontrdlée du
systéme immunitaire [1]. Le traitement
de ces maladies inflammatoires doit
donc viser a reconstituer un microbiote
sain et fonctionnel. Dans ce but, il est
primordial de comprendre les processus
initiant la dysbiose, et notamment les
interactions inter-espéces.
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Parmi les maladies inflammatoires chro-
niques touchant I’homme, les paro-
dontites, infections des tissus de soutien
de la dent, figurent parmi les mieux
caractérisées. Dans cette pathologie,
les bactéries adhérent aux tissus miné-
ralisés et aux tissus non minéralisés de
soutien des dents (le parodonte), tout
en étant enrobées d’'une matrice polymé-
riqgue composée d’exopolysaccharides,
de protéines et d’acides nucléiques,
constituant les biofilms. Cette organi-
sation leur confére non seulement une
résistance plus importante aux traite-
ments, mais elle permet également des
interactions intra et inter-espéces, qui
peuvent €tre physiques, génétiques ou
encore métaboliques.

Le microbiote buccal étant constitué
de plus de 800 espéces bactériennes
identifiées a ce jour, il est difficile de
reproduire in vitro un modele de biofilm
buccal complet. Des études récentes
de méta-génomique ont néanmoins pu
associer la présence de certaines especes
de bactéries soit a un état sain, soit a un
état pathologique : ainsi, Streptococcus

gordonii est plutdt considérée comme
une bactérie commensale, non patho-
gene, alors que Porphyromonas gingi-
valis serait une espece non seulement a
I’origine de la dysbiose, mais également
pathogene [2].

Modélisation mathématique et biofilm
Les biofilms multi-bactériens sont des
structures microbiologiques complexes
rendant I"analyse des interactions entre
bactéries difficile. Lintérét des modeles
mathématiques est de faciliter I’étude
de ces mécanismes fondamentaux, en
formulant des hypotheéses qui peuvent
étre testées par des équations simpli-
fiées [3]. Ces modeéles sont flexibles
et permettent d’intégrer des quantités
importantes de données. lls permettent,
en outre, d’isoler un processus biolo-
gique d’un autre, ce qui n’est souvent
pas possible expérimentalement. Ainsi,
les contributions relatives de chacun des
processus peuvent étre évaluées.

Pour comprendre les interactions entre
especes bactériennes, dans un contexte
le plus proche possible de la situation
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physiopathologique, c’est-a-dire sous
la forme de biofilm, un modéle expéri-
mental a été utilisé et caractérisé d’un
point de vue biologique [4]. Ce modéle
de biofilm est composé de deux espéces
de bactéries : d’une part S. gordonii,
espece commensale, et, d’autre part, P.
gingivalis, espéce pathogeéne et délé-
tére, ces deux especes étant respecti-
vement bénéfique et délétére pour les
tissus parodontaux. Des simulations
mathématiques du développement
spatio-temporel des deux especes bac-
tériennes dans le biofilm ont été réa-
lisées en parallele. Contrairement a la
plupart des modeles publiés, le modéle
mathématique développé ici a été ali-
menté par les données expérimentales
obtenues biologiquement et pas uni-
quement par des données théoriques
[5].

La croissance des bactéries en biofilm
est modélisée au moyen d’un automate
cellulaire a 2 dimensions (largeur x hau-
teur) dans lequel chaque bactérie est
considérée comme un individu carac-
térisé par un comportement qui lui est
propre (Figure 1) [6]. A chaque division
cellulaire, les bactéries se répartissent
dans les emplacements les plus proches
disponibles dans la matrice de I'auto-
mate. Plusieurs parametres régissent la
croissance des bactéries dans le biofilm
en fonction du temps :

- la disponibilité en substrat (c,) :
dépend non seulement de la concen-

elle
tration initiale de substrat (cy) mais

aussi de ses propriétés biochimiques qui
influent sur sa diffusion dans le biofilm ;
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et imperméable

« les caractéristiques de croissance et
de métabolisme de la bactérie : elles
sont définies par les taux de croissance
(), les coefficients de rendement
(Y,s) et de maintenance (m,), et le taux
de consommation du substrat (r,) par
chaque bactérie ;

+ les dommages produits par la bactérie
qui limitent sa croissance, définis par
les paramétres ®, O ety [7].

La biomasse (c,) générée par chaque
bactérie (i) au sein du biofilm en fonc-
tion du temps, est donnée par I’équation
présentée dans la Figure 2.

Simulation mathématique

des interactions bactériennes
inter-espéces en biofilm

La procédure adoptée pour I’étude des
interactions entre S. gordonii et P. gin-
givalis a consisté en 2 grandes étapes
(Figure 2A et B) :

€tape A : dans un premier temps, les para-
metres de croissance, de concentration de
substrat et de dommages ont été calibrés
a partir de modeles expérimentaux de
biofilms mono-espéces, soit par mesure
directe, quand cela était possible, soit par
résolution d’un probleme inverse.

€tape B : différentes hypothéses d’in-
teraction entre les deux espéces ont
été énoncées et testées par le modele
mathématique. Les simulations sont
alors comparées aux données expéri-
mentales obtenues avec les biofilms bi-
bactériens pour valider les hypotheses
d’interaction énoncées :

« compétition entre les 2 especes pour
un méme substrat,

Figure 1. Automate cellulaire a 2 dimensions
utilisé pour la simulation mathématique des
biofilms. I'y, 'y, I's et I'y représentent les
limites du domaine de simulation. Pour éviter
des effets de bord, des conditions périodiques
sont appliquées aux extrémités latérales I'; et
I'5. x et y correspondent respectivement a la

largeur et a I’épaisseur du biofilm.

+ indépendance de substrat entre les
2 especes,

+ production d’une molécule toxique
avec indépendance de substrat. Dans
ce dernier cas, la molécule produite par
une espece (S. gordoni) est toxique pour
I'autre espece (P. gingivalis).

Différents critéres ont été utilisés afin
de comparer les biofilms construits par
modeéles mathématique et biologique.
Il S’agit de I’épaisseur des biofilms, leur
rugosité, leur composition (c’est-a-
dire les proportions relatives des deux
espéces les constituant).

Les résultats biologiques expérimentaux
montrent que les biofilms mono-bac-
tériens de P. gingivalis présentent une
répartition en surface et en épaisseur
qui s’avere plus hétérogene que celle des
biofilms mono-bactériens de S. gordo-
nii. S. gordonii colonise toute la surface
du substratum, ce qui est cohérent avec
son role connu de colonisateur primaire
de la cavité buccale [8]. La croissance
en épaisseur des biofilms de P. gin-
givalis, qui est significativement plus
élevée (55 pm) que celle des biofilms
de S. gordonii (34 um), est plus lente et
n’atteint sa valeur maximale qu’apres
48 h (contre 24 h pour S. gordonii).

€n présence des deux especes de bac-
téries, les biofilms formés ont un pro-
fil de croissance et une architecture
trés superposables a ceux des biofilms
mono-bactériens produits par S. gordo-
nii : ces biofilms bi-bactériens sont en
effet dominés par I’espece commensale,
avec plus de 90 % de la population bac-
térienne constituée de S. gordonii.

Les simulations mathématiques d’épais-
seur et de rugosité de biofilm bi-bac-
térien se sont révélées en adéquation
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Figure 2. Diagramme représentant le plan expérimental de modélisation des biofilms. €n bleu sont représentés les parameétres, expérimentaux ou

numériques, utilisés pour alimenter le modéle de croissance du biofilm. €n rouge sont indiqués les critéres retenus pour la validation du modeéle

mathématique par les données biologiques. La biomasse c, générée par chaque bactérie (i) au sein du biofilm en fonction du temps, est donnée par

I’équation, avec c, : biomasse de la bactérie (i), t : temps, Y, : coefficient de rendement ; m, : coefficient de maintenance, r, : taux de consom-

mation du substrat par la bactérie (i) (qui dépend du taux de croissance p,,) ; ® : concentration de dommages qui dépend des coefficients 3 et y.

avec les données effectivement obser-
vées expérimentalement, uniquement
avec I’hypothese de production par S.
gordonii d’une substance toxique pour
P. gingivalis (hypothése 3). Les pro-
portions de bactéries, obtenues avec
ce modele mathématique, s’ajustent
également avec les quantités mesu-
rées expérimentalement. Ces données
sont cohérentes avec les connaissances
des métabolismes des deux espéces. €n
effet, celles-ci utilisent des substrats
différents : substrats protéiques pour P.
gingivalis [9] et substrats glucidiques
pour S. gordonii [10]. Ceci élimine donc
I’hypothese de compétition de substrat
(hypothése 2). Néanmoins, I’hypothése
d’indépendance de substrat (hypo-
these 1) ne suffit pas, en elle-méme,
pour décrire I'interaction négative entre
les 2 espéces au sein du biofilm. Il est
nécessaire d’introduire le parametre de
production d’une molécule toxique par

m/sn® 12, vol. 33, décembre 2017

S. gordonii responsable de la diminu-
tion de croissance de P. gingivalis. Des
données de la littérature corroborent
cette hypothése. S. gordonii est en effet
capable de produire du peroxyde d’hy-
drogene [11] qui est toxique pour P.
gingivalis [12]. Uinteraction entre les
deux bactéries a également été étudiée
en présence de différentes concentra-
tions de substrat : la comparaison des
modeles mono et bi-bactériens per-
met d’isoler et de mettre en évidence
les processus majoritairement mis en
ceuvre selon ces différentes concen-
trations. Il est ainsi apparu que seules
les fortes concentrations de substrat
permettaient de différencier I’hypothése
de production de substance toxique
(hypothese 3) des deux autres. €n effet,
a faible concentration, les dommages
causés pas S. gordonii deviennent mino-
ritaires, en raison de la faible disponibi-
lité en substrat et de |a faible croissance

de cette espéce. Dans ce cas, les com-
positions bactériennes des biofilms sont
comparables entre les 3 hypothéses.

Perspectives

Le modeéle que nous avons développé
peut étre adapté a d’autres espéeces bac-
tériennes et d’autres substrats, dans
la mesure ou les paramétres de crois-
sance et le métabolisme des especes
sont connus. €n association avec d’autres
techniques expérimentales, comme
I’analyse transcriptomique, ce modéle
mathématique devient un outil de choix
pour la compréhension des interac-
tions entre espéces bactériennes. Il peut
alors étre envisagé de manipuler expé-
rimentalement ou mathématiquement
les conditions environnementales pour
comprendre les variations d’équilibre
entre les différentes especes au sein
d’un biofilm et imaginer des stratégies
pour contrecarrer la dysbiose, a I'origine
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des maladies inflammatoires chroniques.
Ce modéle peut étre aussi transposé en
recherche appliquée, pour tester de nou-
veaux traitements anti-biofilm. ¢
Mathematic modeling: a tool

for investigation of bacterial
interactions in biofilms
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€volution des microbiotes
intestinaux de mammiféres
et ses conséquences

sur la santé humaine

Mathieu Groussin'?, Florent Mazel?

> Le phénotype d’un organisme multi-
cellulaire est généralement considéré
comme le produit de I'expression de
son génome et de son interaction avec
I’environnement. €n révélant I’extraor-
dinaire étendue de la diversité bac-
térienne et archéenne qui vit sur et a
I’intérieur des organismes multicellu-
laires, les récents progrés technolo-
giques du séquencage de ’ADN ont remis
en cause cette vision simpliste. Il est de
plus en plus évident que ces commu-
nautés de microorganismes, appelées
microbiote!, influencent profondément
les phénotypes de I’hote qui les portent
et vice-versa : hotes et microbiotes
seraient hautement interdépendants

L €n francais, microbiote se référe aux communautés micro-
biennes colonisant différents sites. On parle de microbiote
intestinal, pulmonaire ou cutané. Microbiome correspond
au génome des microbes formant le microbiote, déterminé
de fagon globale.
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[1, 2]. Lintestin des animaux repré-
sente des conditions de vie propices
a la croissance des microorganismes
qu’il héberge : on y retrouve en effet
la nourriture en abondance (les ali-
ments en cours de digestion) et une
trés faible teneur en oxygéne (un poison
pour ces microorganismes qui sont pour
la plupart strictement anaérobies). Ces
communautés permettent en retour de
compenser les déficits enzymatiques
de ’hote en digérant une partie de la
nourriture, ce qui permet une meilleure
extraction de I’énergie contenue dans

les molécules ali-
(=) Voir la Nouvelle

de A. €l Kaoutari
etal.,m/sn°3,
mars 2014, page 259

mentaires com-
plexes [3] (=¥).

De nombreuses
maladies, notamment auto-immunes,
sont associées a des déséquilibres de
I’écosystéme microbien intestinal et des
solutions thérapeutiques fondées sur la

. Slots J, Gibbons RJ. Attachment of Bacteroides
melaninogenicus subsp. asaccharolyticus to oral
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restauration de la biodiversité intesti-
nale sont développées [2] (=P).

La définition clas-
(=) Voir aussi le

sique d’un « orga-
4 g numéro thématique

nisme biologique »
comme entité indé-

Le microbiote : cet
inconnu qui réside
en nous, m/s n° 11,

pendante a ainsi
novembre 2016

été remise en cause
[4]. Selon la nouvelle vision, un orga-
nisme est un ensemble d’entités inter-
dépendantes fonctionnant en réseaux,
permettant ainsi d’intégrer a la défi-
nition d’un organisme multicellulaire,
I’ensemble des microbiotes qui sont
en constante interaction fonctionnelle
avec lui. Cependant, contrairement au
génome qui est transmis verticalement
et quasi fidelement de la mere a I'en-
fant, "organisme doit acquérir de novo,
a chaque génération, I’ensemble des
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