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Introduction

Pseudomonas aeruginosa est lI'un des agents pathogenes opportunistes le plus
courant en pathologie humaine. En effet, il provoque des infections nhosocomiales graves
souvent mortelles, telles que les bactériémies et les pneumonies, essentiellement chez des
patients immunodéprimés ou atteints d'une pathologie chronique. En raison de sa multi-
résistance, de sa virulence importante, et de sa propagation mondiale, P. aeruginosa constitue
une menace pour la santé publique mondiale. Elle est ainsi classée par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) en 2017 parmi les trois bactéries les plus menacantes pour la
santé humaine. Depuis toujours la mise sur le marché de nouveaux antibiotiques s'est suivie
de I'apparition de nouvelles résistances a ces antibiotiques, suite a I'utilisation excessive ou
au mésusage des antibiotiques. La prévalence de souches multi-résistantes (MDR), définie
par la résistance a plus de trois familles d’antibiotiques, a ainsi augmenté au cours de ces
dernieres décennies. Cette menace nécessite une majoration des efforts par les chercheurs
dans le but de trouver de nouvelles molécules antimicrobiennes. Plusieurs théories rapportant
ces résistances ont pu étre mises en évidence au fur et a mesure des avancées scientifiques
avec l'implication de mutations chromosomique ou encore du génome transférable, mais de
nombreux mécanismes restent encore inconnus.

Pseudomonas aeruginosa posséde de nombreux facteurs de virulence, lui donnant
tous les atouts pour optimiser les différentes étapes d'une infection, de l'adhésion jusqu'a la
cytotoxicité. L’analyse génomique de ces différents génes de virulence a permis une meilleure
compréhension de I'adaptation de la bactérie a son héte.

L’utilisation de dispositifs médicaux importants dans les services de réanimation en fait
un lieu idéal de contamination pour le P. aeruginosa de par son pouvoir d’adaptation a cet
environnement et sa capacité de former un biofilm. Les patients intubés ont ainsi un risque
plus élevé de faire une pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM).

C’est pourquoi, la compréhension des mécanismes génotypiques et phénotypiques
d’invasion et d’échappement aux réponses de I'hote, est devenue essentielle pour poursuivre
la lutte antibactérienne et mieux comprendre la physiopathologie des différentes infections. La
mise en évidence des mécanismes de résistance demeure également primordiale pour
préserver et mieux cibler l'utilisation des antibiotiques. En combinant cette analyse de
virulence et de résistance, la compréhension de l'infection bactérienne chez le patient sera
améliorée tout en essayant de mieux comprendre la physiopathologie de la PAVM a P.
aeruginosa.

Dans un premier temps, nous détaillerons la bibliographie concernant I'épidémiologie
du P. aeruginosa, ses facteurs de résistances, sa pathogénicité et son impact clinique plus
précisément lors d’'une PAVM. Dans un second temps, nous présenterons et discuterons les
résultats de notre étude concernant I'analyse des génes de virulence et de résistance grace
au séquencage haut débit des souches de P. aeruginosa isolées chez des patients
hospitalisés dans le service de Réanimation Polyvalente du CHU de Limoges.
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I.  Premiére partie : Etude Bibliographique

.1. L’espéce Pseudomonas aeruginosa
I.1.1. Caractéres généraux

1.1.1.1. Taxonomie

L’espéce bactérienne Pseudomonas aeruginosa est un bacille gram négatif, également
appelé bacille pyocyanique. D’un point de vue taxonomique, 'espéce P. aeruginosa appartient
au regne des Bactéries, au phylum des Proteobacterie, a la classe des Gammaproteobacterie,
al'ordre des Pseudomonadales, a la famille des Pseudomonadaceae, au genre Pseudomonas
et a l'espéce du groupe aeruginosa. Le groupe aeruginosa comprend les espéces
fluorescentes : P. aeruginosa, P. fluorescens, P.putida, P. veronii, P. monteilii, P. mosselii et
les especes non fluorescentes : P. stutzeri, P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. luteola,
P. mendocina, P. oryzihabitans.

L’espéce P. aeruginosa a été découverte pour la premiére fois en 1862 par monsieur
Luke qui a prouvé son implication dans des infections cutanées chez ’lhomme produisant un
pus de coloration bleu-vert. Il a ensuite été isolé en 1882 par Gessard, qui décrit sa
morphologie en batonnet et sa capacité a produire des pigments (pyocyanine et pyoverdine).
Lors de la Premiére Guerre Mondiale, il fit responsable de nombreuses surinfections de plaies
des soldats laissant place a la dénomination de « pus bleu ».

Figure 1: Culture de P. aeruginosa sur gélose au sang (a noter I'aspect métallique typique de cette
espéce) ; aspect microscopique a la coloration de gram de P. aeruginosa avec une morphologie de
petits bacilles Gram négatif.
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I.1.1.2. Caractéristiques et culture

P. aeruginosa est un BGN non fermentaire, aérobie stricte, oxydase positive, et
posséde une forte mobilité par ciliature polaire monotriche au vu de son seul flagelle. Sa
croissance reste difficile en anaérobiose mais possible au vu de sa capacité a réduire les
nitrates en utilisant NO3- comme accepteur final d’électron par la voie des pentoses
phosphate.

P. aeruginosa se cultive facilement sur milieux ordinaire a 30° C (sa température optimale de
croissance) avec la possibilité de visualiser trois types de colonies de maniéres simultanées
ou isolées :

- des colonies large de 2 a 3 mm de diametre, a bord irrégulier, rugueuses, avec une
partie centrale bombée présentant des reflets métalliques (Figure 1)

- des colonies plus petites lisses bombées a bord régulier

- des colonies muqueuses, bombées, filantes, rencontrées chez des souches
produisant un slime composé d’'un polymeére exopolysaccharidique appelé alginate.

Pour les souches pigmentées (95% des isolats), les milieux de King A et King B permettent
une identification de P. aeruginosa par la mise en évidence de la production de deux
pigments : la pyocyanine (hydrosoluble, donnant une coloration bleue) et la pyoverdine
(soluble dans le chloroforme, donnant une coloration verte). Nous retrouvons également
d’autres pigments hydrosolubles pouvant parfois étre produits de maniére transitoire : la
pyorubine rouge et la pyomélanine brune. Par ailleurs cette espéce développe une odeur
caractéristique d’acacia/seringas (fleur de la famille des Philadelphacées) aprés culture. A
partir de prélévements polymicrobiens, il est nécessaire d’avoir recours a un milieu sélectif
contenant du cétrimide (ammonium quaternaire dont I'espéce est naturellement résistante)
associé ou non a de 'acide nalidixique. (1)

I.1.2. Structure et évolution génomique

Le génome du P. aeruginosa est I'un des plus grands parmi les bactéries usuelles. Sa
taille est de I'ordre de 5,5 a 7 Mpb, avec une teneur en G/ C élevée de 66.6%, par comparaison
la teneur moyenne en G/ C dans le génome humain est proche de 41 % (2) Cette composition
en base est liée a I'espéce, ainsi on retrouve un pourcentage constant entre les individus d’'une
méme espéce. (3)

Pour rappel, le pan-genome décrit 'ensemble des génes d’'une espéce bactérienne qui
incluent ceux dits du « core-génome » et ceux dits « accessoires ». Le core génome est
constitué de génes chromosomiques, correspondant a 'ensemble des génes communs a
toutes les souches d’'une méme espéce. Le génome accessoire correspond, quant-a-lui, aux
géenes retrouvés uniquement dans certaines souches, il comprend notamment les éléments
génétiques mobiles tels que les plasmides, les intégrons ou les transposons.

Le génome de P. aeruginosa est composé d’'un seul chromosome circulaire et d’un
nombre variable de plasmides. Son core-génome est tres conservé avec une tres faible
diversité de séquences intra clonale de 0,5 a 0,7%. La diversité du génome est principalement
liée aux éléments d’ADN accessoires situés dans 79 régions du génome. (4)
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Le premier séquencage complet du génome a été réalisé sur la souche PAO1L par Stover dans
les années 2000. Cette souche est depuis considérée comme la référence majeure lors des
études génétiques. (5)

La répartition génétique de P. aeruginosa reflete son caractére adaptatif a 'environnement.
Sa polyvalence métabolique est fournie par des génes codant de nombreuses enzymes
participant aux voies métaboliques, aux régulateurs transcriptionnels, ou encore aux systemes
de régulation.

[.1.3. Séquence type

Le typage des séquences a haute résolution est important pour évaluer les liens
épidémiologiques et utile pour identifier les sources de transmission lors d’une épidémie. Deux
techniques principales de typage ont été développées pour identifier les relations clonales
entre les isolats de Pseudomonas aeruginosa : I'électrophorése en champ pulsé (PFGE) et le
typage de séquences multilocus (MLST). La PFGE a pour principe la comparaison des
fragments du génome bactérien aprés digestion enzymatique et migration sur gel d’agarose
en fonction de leur taille. L’inconvénient majeur de cette technique réside dans la grande
difficulté de comparaison de résultats inter-laboratoire. Le MLST quant a lui est basé sur le
séquencage et 'analyse de la variation allélique de 7 “génes de ménage” présentant des
polymorphismes stables dans le temps codant pour des protéines essentielles de la bactérie.
Le séquencage du génome entier permet de retrouver ces génes et ainsi la position de ces
sept génes de ménage permet de définir un “sequence type” (ST), il existe actuellement 3309
ST différents. (6) Concernant Pseudomonas aeruginosa, ces sept génes sont choisis:

- acsA : gene codant 'enzyme acétyl-coenzyme A synthétase, qui permet la lyse de
'acétate en acétyl-CoA
- aroE : géne codant l'enzyme shikimate-déshydrogénase, impliquée dans la

biosynthése du chorismate, qui participe a la biosynthése des acides aminés
aromatiques. (phénylalanine, tryptophane, tyrosine).

- guaA : géne codant I'enzyme GMP synthase, qui participe a la transformation de la
guanosine monophosphate en xanthosine monophosphate

- mutL : géne codant une protéine impliqué dans la réparation des mésappariements de
'ADN

- nuoD : géne codant la NADH-déshydrogénase

- ppsA : géne codant la phosphoénolpyruvate synthase

- trpE : géne codant I'enzyme anthranilate synthase, qui permet la biosynthése de
'anthranilate ( intermédiaire du L-tryptophane)

L’analyse MLST est une bonne technique de typage pour les analyses phylogénétiques,
permettant d’identifier des clones et d’obtenir une meilleure compréhension de la population
bactérienne. De plus, c'est une analyse hautement reproductible et transférable entre
laboratoire, permettant d’identifier des clones internationaux a haut risque ayant des multi-
résistances tels que les ST111, ST175 ou encore ST235. (7)
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I.1.4. Habitat et pouvoir pathogéne

I.1.4.1. Réservoir et pathogénicité

Son réservoir est dit “ubiquitaire”, en étroite relation avec les environnements hydriques
riches en matiere organique ou on le retrouve (piscines, jacuzzi, égouts, lacs, estuaires...). De
ce fait I'ndpital constitue une niche écologique favorable a son développement (siphons,
douches, toilettes, endoscopes, nébulisateurs, humidificateurs, respirateurs...), d'ou
'observation d’'une recrudescence d’infections dans les années 1960-70, parallelement au
développement de I'hnospitalisation et des techniques invasives d'exploration. C’est a partir de
ce moment-la que cette bactérie a Gram négatif est reconnue comme un agent pathogéne
majeur de 'Homme.

P. aeruginosa est un germe opportuniste responsable d’infections communautaires et
hospitaliéres parfois incurables voir méme mortelles. L’Organisation Mondiale de la Santé a
réunie sous un méme groupe dénommé “ESKAPE” les six pathogénes les plus responsable
d’infections nosocomiale, comprenant Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter.
Une des problématiques majeures est I'importante résistance aux antibiotiques prioritaires
retrouvés chez ces germes.

P. aeruginosa est responsable de trés nombreuses pathologies dont les plus
fréquentes sont les infections respiratoires (surinfections de bronchopneumopathie
chroniques obstructives, surinfections chez le patient atteint de mucoviscidose), les infections
oculaires (kératite ulcéreuse lors de port de lentilles), les otites ou les infections cutanées. A
I'hépital, elle peut également étre responsable d’infections respiratoires de type pneumonies
nosocomiales ou pneumopathies acquises sous ventilation mécanique, de bactériémies,
d’infections de plaies (particulierement chez le grand brdlé, en post-chirurgie ou sur escarres),
d’infections urinaires (le plus souvent sur sonde) ou encore de méningites post chirurgicale.

Ces infections nosocomiales peuvent étre d’origine exogene : infections manuportées,
infections sur matériel implanté et d’origine endogene : retrouvé chez des patients le plus
souvent agés, immunodéprimés ou présentant des infections intercurrentes (brGlure,
insuffisance respiratoire).

1.1.4.2. Incidence au niveau hospitalier

P. aeruginosa provoque des infections opportunistes avec un réservoir aquatique trés
présent au niveau de I'environnement hospitalier ce qui pose de véritables problémes de santé
publique.

Pour rappel une infection nosocomiale correspond a toute maladie contractée a I'hopital, due
a des micro-organismes, cliniquement et/ou biologiqguement reconnaissables, qui affectent soit
le malade du fait de son admission a I'hépital ou des soins qu’il a regu, soit le personnel
hospitalier, du fait de son activité, que les symptébmes de la maladie apparaissent ou non
pendant que | ’intéressé se trouve a I'hopital. (8)

Les quatre principales localisations d’infections nosocomiales sont dans l'ordre
décroissant : les infections urinaires (28.47%), les infections du site opératoire (15.92%), les
pneumonies (15.63%) puis les bactériémies (11.43%). (9)
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La moitié de ces infections sont causées par quatre micro-organismes : Escherichia
coli, Staphylocoque aureus, Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa. Ce dernier a
été isolé dans 6.28% des infections nosocomiales en 2017 lors de I'enquéte nationale de
prévalences des infections nosocomiales et des traitements anti-infectieux en établissements
de santé (Figure 2). Ce chiffre est en lIégére diminution par rapport a 2012, ou il était retrouvée
dans 8.4% des infections nosocomiales devant I'Enterococcus faecalis. En effet, la derniére
enquéte de prévalence des infections associées aux soins organisée par Santé publique
France en 2012, a classé le P. aeruginosa au 3eme rang (8,4%) des especes nosocomiales,
derriére E. coli (26,0%) et S. aureus (15,9%).(9)

PART RELATIVE PREVALENCE )
DES PATIENTS INFECTES
I 1C95 %
Micro-organisme n % 1C95 % %
Escherichia coli 904 23,59 [21,89-25,37] | 1,08 [0,98-1,19]
Staphylococcus aureus 601 13,83 [12,39-15,41] 0,64 [0,56-0,71]
Enterococcus faecalis 288 6,50 [5,61-7,52] 0,30 [0,24-0,35]
Pseudomonas aeruginosa 285 6,28 [5,24-7,51] 0,29 [0,22-0,35]
Klebsiella pneumoniae 266 5,60 [4,80-6,52] 0,26 [0,21-0,30]
Staphylococcus epidermidis 251 5,39 [4,48-6,47] 0,25 [0,20-0,30]
Enterobacter cloacae 185 3,78 [3,02-4,72] 0,17 [0,13-0,22]
Proteus mirabilis 130 2,92 [2,37-3,58] 0,13 [0,10-0,16]
Clostridium diffcile 83 2,31 [1,77-3,00] 0,11 [0,08-0,13]
Candida albicans 67 1,53 [1,13-2,07] 0,07 [0,05-0,09]
Enterococcus faecium 66 1,51 [1,15-2,00] 0,07 [0,05-0,09]
Streptocoques, autre espece 51 1,39 [0,98-1,96] 0,06 [0,04-0,09]
Citrobacter koseri (ex. diversus) 49 1,34 [0,92-1,94] 0,06 [0,04-0,09]
Klebsiella oxytoca 44 1,22 [0,73-2,03] 0,06 [0,03-0,08]
Staphylocoque coagulase négative, autre 66 1,11 [0,76-1,60] 0,05 [0,03-0,07]
Staphylococcus haemolyticus 52 1,02 [0,72-1,45] 0,05 [0,03-0,07]
Enterobacter aerogenes 42 0,96 [0,61-1,49] 0,04 [0,02-0,07]
Autre Pseudomonas spp. et apparentés 35 0,92 [0,61-1,37] 0,04 [0,03-0,06]
Morganella spp. 48 0,83 [0,60-1,16] 0,04 [0,03-0,05]
Autres 709 16,30
TOTAL 4232 100,00

Figure 2: Répartition des especes bactériennes retrouvées dans les infections nosocomiales (9)
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Au vu de I'état critique des patients en réanimation et de leur exposition aux dispositifs
invasifs, la surveillance des infections nosocomiales doit étre une priorité. De ce fait depuis
2004 le Réseau d'alerte, d’investigation et de surveillance des infections nosocomiales
coordonne la surveillance nationale REA-Raisin. Ce réseau a observé en 2015 la présence de
P. aeruginosa dans 15.1 % des infections nosocomiales en réanimation, devant le S. aureus
(10.6%) et le S. epidermidis (9.6%).

100%
Mon doc.
Q0% I A
utres
80% . - Candida
709% - " anaérobies
E ! ® autres entérob.
] -
40% - - - B autres bacilles G-
- B P.aeruginosa
] -
30% B A baumannii
20% 1 - B autres cocci G+
I
10% - W entérocogues
W Saureus
0% - ® SCN
PNE BALC BLC CVC+

PNE : pneumopathies BAC : bactériémies BLC : bactériémies liées au CVC  CVC+ : cultures de CVC positives (COL, ILC ou BLC)

Figure 3: Répartition des micro-organismes selon les différents sites surveillés ; Enquéte de santé
publique des infections nosocomiales en réanimation adulte, réseau rea-raisin 2016 (10)

L'enquéte REA-Raisin de 2016 a démontré la présence majoritaire de P. aeruginosa dans les
pneumopathies (19.4%) surclassant tous les autres germes pathogénes. Et il est isolé dans
10% des cas de bactériémies liées ou non a un cathéter veineux central. Cela justifie son
importance particulierement dans les services de réanimation (Figure 3).

[.2. Problématique de la résistance chez P. aeruginosa

1.2.1. Evolution de larésistance

P. aeruginosa est naturellement résistant & de nombreux antibiotiques par la présence
d’un géne inductible ampC codant pour une céphalosporinase et, par la présence de systeme
d’efflux et d'imperméabilit¢é donnant lieu de maniére phénotypique une résistance aux
aminopénicillines, a I'amoxicilline et acide clavulanique, aux céphalosporines de premiére,
deuxiéme et troisieme génération (sauf ceftazidime), au cotrimoxazole, a I'ertapénéme, aux
tétracyclines, et aux macrolides.

Peu dantibiotiques restent actifs parmi lesquels sont habituellement utilisés les
uréidopénicillines associées ou non a un inhibiteur de pénicillinase (pipéracilline +/-
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tazobactam), les céphalosporines +/- inhibiteurs (ceftazidime, céfépime,
ceftazidime/avibactam, ceftolozane/tazobactam), les carbapénémes (imipénéme,
méropénéme), les aminoglycosides (gentamicine, tobramycine ...), les fluoroquinolones
(ciprofloxacine, lévofloxacine).

De nos jours, les souches de P. aeruginosa sauvage restent fréquentes mais le nombre
de souches ayant acquis des résistances reste important malgré une diminution ces derniéres
années. D’aprés le Centre Européen de prévention et de contrdle des maladies (ECDC), on
observe une diminution de résistance de toutes les familles d’antibiotiques actifs sur le
P.aeruginosa entre 2015 et 2019 (Figure 4). (11)

ClE AR
ﬂnﬂﬂﬂnﬂnﬂn

Piperacilin + tazobactam resistance 12488 | 181 15125 175 16428 167 | 18607 168 1935 169 @ 23528

2019

Ceftazidime resistance 12498 154 | 15219 144 16512 147 1890 141 19849 143  3.5-522

Carbapenem (imipener/meropenem) resistance 12840 | 193 15573 182 17109 174 1923 172 0177 165 0.0-554

Pseudomonas

aeruginosa Fluoroquinolone (ciprofioxacin/levofloxacin) resistance . 12803 =~ 209 | 15504 = 188 16951 = 202 | 19211 197 | 20273 189 45522

Aminoglycoside (gentamicin/netimicin/tobramycin)
resistance
Combined resistance to >3 antimicrobial groups

12825 | 153 15525 140 16979 132 19186 118 20109 115 03489

(among piperacillin + tazobactam, ceftazidime, 12863 146 | 15628 134 17129 130 19306 126 @ 2029 121  0.0497

carbapenems, fluoroguinolones and aminoglycosides)

Figure 4 : Nombre total d'isolats invasifs testés (N) et pourcentage d'isolats de phénotype résistant
(%), par espéce bactérienne et groupe d'antimicrobiens, moyenne UE/EEE pondérée en fonction de la
population, 2015-2019

L’exposition constante des bactéries aux antibiotiques favorise la sélection de souches
porteuses de génes de résistances et favorise ainsi le transfert de genes de résistance. Cette
exposition aux antibiotiques peut étre directement liées a une sur-prescription d'antibiotiques
de large spectre aux patients ou de maniére indirecte par une forte utilisation d’antibiotiques
dans les élevages animaliers (essentiellement dans les pays en voie de développement) ou
dans l'environnement végétal. Les données de Santé Publigue France concernant la
consommation d’antibiotique en établissement de santé entre 2019 et 2020, dans un contexte
de réduction de lactivité de 8 % en nombre de journées d’hospitalisation, observe une
augmentation de la consommation d’antibiotiques de 2,1 % en 2020, alors qu’elle était stable
les années précédentes. Nous observons également une augmentation de l'utilisation des
antibiotiques de large spectre avec une progression de 17% pour les carbapénémes et de
13% pour l'association pipéracilline-tazobactam. L'enquéte nationale de prévalence des
infections nosocomiales et des traitements anti-infectieux en établissements de santé de 2017
observait déja une résistance aux carbapénémes chez 13,46 % de P. aeruginosa. Ces
évolutions pourraient étre liées au Sars-Cov-2 et a une plus grande fréquence de surinfections
aux bactéries multi-résistantes mais elles témoignent surtout d’un recours souvent abusif aux
antibiotiques a large spectre.

La plasticité du génome bactérien, par mutations chromosomiques spontanées ou
induites, ou encore par transfert horizontal de génes ou de plasmides sont les principaux
facteurs d’acquisition de la résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa. Cette derniere
peut également sur-exprimer certaines protéines d’efflux ou des porines, qui peuvent éjecter
'antibiotique dés sa pénétration cellulaire, réduisant considérablement I'efficacité de ces
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antibiotiques. Il en résulte une sélection continue de souches résistantes conduisant a termes
vers des impasses thérapeutiques.

I.2.2. Différents types de résistances

Comme nous venons de le voir, 'espéce P. aeruginosa posséde de nombreux
mécanismes de résistance aux antibiotiques. lls peuvent étre classés en résistance
intrinséque, acquise et adaptative. (12) Plus de 20% des isolats résistants aux pénicillines et
aux céphalosporines anti-Pseudomonas, contre 30% a 40 % d’isolats résistants aux
fluorogquinolones. La prévalence de résistance aux polymyxines (colistine et polymyxine B)
reste quant-a-elle trés faible (< 5%). (13)

a) Larésistance intrinséque

Elle est représentée par les caractéristiques structurelles ou fonctionnelles du P. aeruginosa,
qui présente une perméabilité de sa membrane externe moindre que les autres BGN. Ceci est
lié a la présence de phospholipides et de lipopolysaccharides empéchant la pénétration des
antibiotiques.(14) L'entrée des nutriments se fait a travers les porines, protéines de structure
en tonneau formées de feuillets beta créant des canaux de diffusion dans la membrane.

Il existe quatre classes de porines :

- les porines spécifiques : OprB, OprD, OprE, OprO et OprP

- les porines non spécifiques représentée par OprF

- les porines fermées TonB-dependantes, comme OprC et OprH qui sont
responsable de I'absorption de complexes ioniques

- les porines d’efflux de types “resistance-nodulation-division” (RND) qui sont les
plus répandues : MexAB-OprM, MesXY-OprM, MexEF-OprN et MexCD-OprJ
(15)

b) La résistance acquise

La résistance acquise est la conséquence d'une exposition aux antibiotiques avec une
sélection de mutation chromosomique ou bien suite a l'acquisition horizontale de génes par
transformation, transduction ou conjugaison. Ces mutations peuvent, par exemple :

- Modifier la cible de l'antibiotique. C’est le cas par exemple des mutations sur
certaines positions des génes gyrA et parC codant I'ADN gyrase et la
topoisomérase IV qui donne lieu & une résistance aux quinolones.

- Entrainer la perte ou la diminution de production des porines OprD (voie
d'entrée principale des carbapénémes dans la bactérie) causée par une
mutation du géne oprD ou I'une de ses protéines régulatrices comme mexT. Ce
mécanisme provoque une résistance aux carbapénémes. La mutation du géne
mexT augmente également I'expression de MexEF-OprN qui entraine une plus
grande résistance a l'imipénéme et aux autres antibiotiques substrats de cette
pompe.

- Participer a la surexpression d’enzymes inactivant certains antibiotiques. Une
mutation spontanée du gene ampD est a l'origine d’'une surproduction de la
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céphalosporinase ampC par levée d’inhibition du géne ampC. Un phénomene
similaire est retrouvé avec ampR. (16)

L’accumulation des mutations chromosomiques peut étre responsable de I'apparition de
souches multirésistantes (MDR), qui comme tous germes nosocomiales pourrait conduire a la
création d’épidémies en milieu hospitalier. Le développement de ces souches pan-résistantes
aux antibiotiques est le fruit de traitements d’infections graves et prolongées a P. aeruginosa
survenant fréquemment chez les patients de réanimation ou d’unité de soins intensifs.

La résistance acquise peut également étre consécutive a l'acquisition horizontale de génes
par transformation, transduction ou conjugaison comme cela a déja été décrit pour les
aminosides, les quinolones ou la colistine (gene mcr-1). (17)

c) La résistance adaptative

Enfin la résistance adaptative dépend des différentes modalités de croissance déclenchant
des événements régulateurs dans la cellule, notamment chez P. aeruginosa avec la formation
de biofilm donnant lieu & une diminution de sensibilité aux aminoglycosides, aux polymyxines
mais également a la réponse immunitaire. Par exemple, 'ADN extracellulaire représenté par
des exopolymeres bactériens sécrétés par les bactéries, est un composant majeur de la
matrice du biofilm, ayant la capacité d’acidifier I'environnement cellulaire, de modifier la
perméabilité membranaire et la structure du lipide A dans le lipopolysaccharide, modifiant ainsi
la réponse aux polymyxines.

[.3. Mécanismes de résistance chez P. aeruginosa

[.3.1. Les génes de résistances naturels

Les résistances naturelles décrites sont documentées par la présence de plusieurs génes
chromosomiques (Annexe 2):

- aph(3)-1lb code une enzymes modifiant les aminoglycosides et induit une résistance
naturelle a la kanamycine, streptomycine et néomycine (18)

- blaOXA-50 code une oxacillinase (classe D dans la classification d’Ambler) induisant
une résistance a 'amoxicilline, a la ticarcilline et au méropénéme. (19) (la résistance
a l'ertapéneme est due a sa masse moléculaire et sa lipophilie trés élevée). (20)

- ampC code une céphalosporinase inductible (classe C dans la classification d’Ambler)
induisant la résistance a 'amoxicilline et acide clavulanique, aux céphalosporines de
premiere génération (C1G), de deuxieme (C2G) et troisieme (C3G) génération (sauf la
ceftazidime) (19)

- NfxB induit une résistance a I'ofloxacine et a I'’érythromycine a travers la machinerie
de pompe a efflux (21)
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1.3.2.

1.3.2.1.

Résistance médiée par AmpC
Régulation d’AmpC

Plusieurs genes sont impliqués dans la régulation du géne ampC, qui pourrait donner

lieu a une hyperproduction dAmpC avec une résistance a toutes les béta-lactamines (sauf les
carbapénemes). Ces genes de régulation sont : (13)

POODOANOAOON

M’*%WW{»MM,W%M”’%

ampR qui code un régulateur transcriptionnel de la famille LysR nécessaire a
l'induction de la céphalosporinase

ampG qui code une protéine transmembranaire, une perméase dans la membrane
interne transportant les 1,6 anhydromurapeptides dans le cytoplasme

ampD qui code pour I'enzyme N-acétyl-anhydromuramyl-L-alanine amidase
cytolsolique qui hydrolyse le 1,6 anhydromurapeptides (récepteur de 'AmpC)

ampE qui forme un opéron bicistronigue ampDE, codant une protéine membranaire
cytoplasmigue censé agir comme une molécule de transducteur sensoriel nécessaire
a l'induction

dacB qui code une protéine de liaison a la pénicilline de type 4 (PBP4), son inhibition
modifie I'équilibre du renouvellement des peptidoglycanes en faveur de l'autolyse

C. AmpD-Associated Derepression

| |
Porin | | Porin | Outer membrane

1 6-anhydromuropeplides\r /\ {:} &
( {:‘} {::} Periplasmic space

Cell membrane
‘Wmm BOOOOD

Figure 5 : Schéma récapitulatif de I'hyperproduction d’AmpC par inhibition de la répression ' AmpR

(22)

Parmi les différentes mutations permettant I'hnyperproduction d'AmpC dépendante

d'AmpR, les plus fréquemment rapportées chez P. aeruginosa sont présentes sur ampD et
dacB. L’action de la protéine DacB permet une augmentation de la quantité de muropeptides
atteignant le cytosol, qui saturent les activités NagZ (N-acetylglucosaminidase) et AmpD,
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fournissant une quantité accrue de peptides NAG-anhNAM (N -acétylglucosamine-1,6-
anhydro- N -acétylmuramyl) et/ou de peptides anhNAM(1,6- anhydro- N -acétylmuramyl). Ces
derniers déplacent le répresseur UDP-NAM-P5 (uridine 5'-pyrophosphoryl- N -acetylmuramic
acid-pentapeptide) d'AmpR. AmpR est alors "verrouillé" dans une conformation d’activation
transcriptionnelle d’'ampC. L'hyperexpression du géne ampC entraine une résistance aux -
lactamines hydrolysables telles que la céfoxitine. Ce phénomene est également possible
lorsqu’il y a une mutation sur AmpD qui ne clive pas les muropeptides (Figure5).(23) (24) (25)

En plus d’'ampD, il existerait deux autres homologues dans l'espéce de P. aeruginosa,
ampDh2 codant une protéase située dans le périplasme et ampDh3 codant une enzyme dont
la localisation reste inconnue, ayant également une activité de clivage bien que moindre par
rapport a AmpD sur les muropeptides.

Ainsi des résistances plus ou moins importantes seront possibles lors de I'hyperproduction
d’ampC par : (26)

- inactivation d’'ampD seule qui augmente les CMI de 2 a 8 fois de toutes les
béta-lactamines (par exemple la mutation C->T sur le nucléotide 463 du gene
ampD, créant un codon stop prématuré)

- inactivation seule de dacB qui provoque une résistance clinique a la
ceftazidime, au cefepime, et a 'aztréonam (+/- pipéracilline/tazobactam)

- inactivation double d’ampC et dacB qui provoque la résistance de haut niveau
a la pipéracilline/tazobactam, la ceftazidime, au céfépime, et a 'aztréonam.

On retrouve également des expressions hyper inductibles du géne ampC de haut niveau avec
la présence de double mutant ampD/ampDh2 augmentant fortement la CMI de la céfépime,
de l'aztréonam, de la ticarcilline et Iégérement de la ceftazidime ou encore ampD/ampDh3 qui
augmente fortement toutes les CMI des béta-lactamines.

L’antibiotique ceftolozane/tazobactam fait partie des indications de derniére intention
lors d’'une impossibilité d'utiliser les carbapénémes, des fluoroquinolones ou d’autres béta-
lactamines. Mais récemment, de premiéres mutations ont été décrites notamment la
substitution D135N transformant AmpR en un activateur transcriptionnel constitutif
d’ampC,(27) ou encore les variations R86C et G154R qui transforment MexR en un puissant
activateur de I'expression d’'ampC. (28)

1.3.2.2. Variants d’ampC

Comme nous l'avons vu le P. aeruginosa abrite un géne chromosomique inductible
blaAmpC codant une céphalosporinase, avec un systéme de régulation plus complexe que
ceux retrouvés chez les membres de la famille des Enterobacteriaceae. La surproduction
mutation-dépendante de la béta-lactamase intrinseque AmpC (également appelé PDC pour
Pseudomonas Derived Cephalopsorinase) est considérée comme la principale cause de
résistance des isolats de P. aeruginosa aux pénicillines et céphalosporines avec notamment
'acquisition de résistance a la ticarcilline, a la pipéracilline, au ceftazidime et au céfépime
(C4G). Il existe également de nombreux variants de PDC nommé ESAC (Extended Spectrum
AmpC) qui donnent lieu a des profils de résistance particuliers concernant toutes les béta-
lactamines méme les carbapénémes. Ces derniers ne sont pas hydrolysés par AmpC donc il
n’y a pas de résistance lors de surproduction d’AmpC mais lors d AmpC modifié (ESAC) celles-
ci peuvent avoir une sensibilité diminuée.(29)
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La difficulté majeure une fois le séquencage de I'entiereté du gene AmpC, est de
déterminer le réel impact des mutations modifiant I'activité enzymatique d'AmpC. En effet, il
est possible d'observer plusieurs mutations qui conferent des modifications phénotypiques
uniquement lorsqu’elles sont associées.

Parmi les variants notables de PDC, nous retrouvons PDC-1 correspondant a la
céphalosporinase AmpC de type sauvage décrite chez PAO1 et d’autres enzymes qui different
de PDC-1 par des substitutions ou insertions d’acides aminés dans quatre régions a proximité
du site actif hydrolysant les céphalosporines naturellement résistantes : la boucle Q, I'hélice
H-10, I'hélice H-2 et I'extrémité C-terminale de la protéine. Ces modifications donnent lieu a
une extension du spectre d’hydrolyse, facilitant I'attaque de composés comme la ceftazidime
ou le céfépime. Les mutations sur la boucle Q ont été décrites comme étant le site présentant
le plus grand nombre de mutations impliquées dans I'extension du spectre d’activité de la (3-
lactamase. (30)

La substitution d’acide aminé unique de la thréonine a I'alanine de PDC-1, résulte a
PDC-3 qui est la substitution la plus courante d’AmpC. L’addition d’autres mutations ont permis
de décrire d’autres phénotype de PDC telle que décrit sur la Figure 6, notamment PDC 2, 4 et
5 ont montré une sensibilité diminuée pour toutes les béta-lactamines (ceftazidime, céfépime,
aztreonam sauf les carbapénémes).

Motif/domaine Mutations ¥ Seuches Wb somches

2019 2020
Hélice H2 T701 3 3
Entre H3 ¢t H4 QI20K 1 2
Entre H3 ct H4 FI121L 3 3
Hélice HS PIS4L | 2
Hélice HS GI57D 0 5
Boucle 2 G203S 3 B
Boucle Q G203D 0 2
Boucle Q AR212-1218 2 3
Boucle Q V213A 4 6
Boucle 02 V213G 0 1
Boucle Q G216S 2 1
Boucle Q2 G216R 0 1
Boucle Q P217S 0 1
Boucle P217R 0 1
Boucle Q L218R 2 0
Boucle Q AA220-G224 0 1
Boucle Q E221G 3 2
Boucle Q E221K 3 “4
Domaine R2 (H10) AT290-P291 0 1
Domaine R2 Q295p 1 0
Entre R2ct H11 N32INN 0 1
Hélice HI1 N3471 0 2
H2 + boucle Q T701 + E221K 1 1
H3/H4 + boucle Q QI20K + E221K 0 1
H3/H4 + boucle Q FI21L + E221K 0 1
Hélice H6 F171L + E172K 1 0
Boucle 2 + R2V/HI11 D20SN + N321S 1 0
R2 +R2/HI11 [294P + N321S 1 0
TOTAL 32 49

Figure 6 : Exemple de mutation retrouvé sur les 4 domaines des ESAC identifié dans le rapport
d’activité 2019-2020 Centre National de Référence de la résistance aux antibiotiques
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MIC (ug/ml)®

PDC-producing strain TIC TLP ATM CAad FEP AT
J05R(pUCP24) 16 (8] 4 [=2) 4(2) 1(1} 1 {=0.5} 0.5 (=0.25)
JIER(pFDC-1) 64 (16) 64 (=1) 16(2) 16 (1) an 1 (0.5)
Group O
4048 pPIC-3) 64 (16) 64 (4] 16(2) 16 (2] an 1 (0.5)
40598 pPDC-B) 64 [ 16) 32 (4) 16(2) 801} 4(1) I (0.5)
4098 pPDC-24) 64 (B) 64 [=2) 16(2) 16 (1) an 1 (0.5)
4098 pPIDC-34) 64 (16) 64 [=2) 16(2) 16 (1) an 1 (0.5)
4098 pPDC-35) 64 [ 16) G (4] 16(2) 801} a(1) I (0.5)
Group 1
4088 pPDC-50) 128 (1&) G4 [4) 3204) 6412) 4 4 (10.3)
4088 pPDC-74) 256 (128) &(4) 128 (32) =64 (32) a4} Bi4)
4098 pPDC-75) 256 (128) 16 (8) 128 (32) =64 (64] a4} B (4]
4088 pPDC-78) =512 (512) 32 (16) =128 (128) =64 [=64) 16 (16} 16 (16)
4088 pPDC-79) 256 (128) 16 (16) 32 (16) =64 (64) 16 (B) 64 (32)
4098 pPIDC-80) 128 (64] 32 (16) 16 (8] 64 (16) 4 32 (8)
40898 pPDC-85) 256 (p4) 16 (4] 32(8) 32 (B) 8(2) 4(4)
4048 pPIC-86) 256 (128) 16 (16) 32(32) =64 (>64) 16 (B) >64 (64)
Group 11
4098 pPIDIC-44) 32 (16) 16 (4] 80zl 64 (4] =64 (4) 2 (0.5)
4098 pPDC-B8) 64 [ 16) G (4] 16(2) 64 12) =64 (4) 4 [0.5)
4098 pPIDC-89) 32 (16) 32(8) 16 (4) =64 (16) =654 (32) B(2)
4098 pPDC-90) 16 [16) 16 (4] 80zl =64 (8) =64 (16) 4 (1]
4098 pPDC-91) 32 (16) G4 [8) 32 (B} =64 (16) =64 [64) 16 (2]
4098 pPDC-92) 32 (16) 32 (4) 16 (4) 64 (8) =64 [16) 4(1]
Croup 111
4088 pPDC-73) 128 (16) 64 [=2) 32(2) 64 1(2) 16(1) 8(1)
4098 pPDC-81) 123 (16) 64 [=2) 16(2) 64 (2] 16(2) 8(1)
4098 pPDC-82) 128 (32} 32(8) 16 (4) 64 (8) 8(2) 16 (B)
Lroup IV
4098 pPDC-76) 32 (16) 16 (4) 16 (4) =64 (16) 16(2) 4(1]
4098 pPIDC-87) 64 (16) 3Z(8) 3204) =64 (32) 321 (8) Bi2)

Groups 1 + IV
4098 pPDC-B4) 32 (16) 16 (4) 64 (16) =64 (64) 32(8) 16 (4]

Figure 7: Profil de résistance d’'une souche de P. aeruginosa, délétée de la béta-lactamase AmpC et
complémentée avec des génes mutés de ampC donnant lieu a différents types de PDC. (30)

Les différents variants d’AmpC sont associés a différents types de séquences donnant
lieu a des CMI d’antibiotiques pouvant étre différentes (Figure 7). Par exemple, blaPDC-35 est
toujours associée au ST235. Par ailleurs, cette derniére est presque toujours associée dans
la littérature a une résistance au ceftolozane/tazobactam.(31)

I.3.3. Résistance par modification des porines

La résistance a I'imipénéme est principalement due a des modifications structurelles
ou la perte de la protéine de membrane externe OprD donnant lieu a une imperméabilité des
porines D2. Cette imperméabilité est rarement présente de maniere isolée et elle est souvent
associée a dautres phénomeénes de résistances telle qu'une hyperproduction de
céphalosporine AmpC ou des pompes a efflux.
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1.3.4. Autres mécanismes de résistances aux béta-lactamines

D’autres enzymes acquises peuvent étre retrouvées chez P. aeruginosa tels que des: (32)

- béta-lactamases a spectre étendue (BLSE) de type
- VEB-1a associée a une résistance de haut niveau a la ceftazidime et a I'aztreonam
- SHV-2a associée a la résistance a la ticarcilline, a la pipéracilline et au céfépime.
La ceftazidime n’est pas impactée par cette enzyme
- PER-1 associée a la résistance de haut niveau a la ceftazidime et a 'aztreonam
- GES-1 associée a la résistance a toutes les béta-lactamines, a I'exception de
l'imipénéme, du méropénéme et de I'aztreonam.

- carbapénémases :

- De type B de la classification d’Ambler (métallobéta-lactamase) telles que VIM-2
ou NDM-1 associée a une résistance a toutes les béta-lactamines, a I'exception de
'aztreonam. La métalloenzyme VIM-2 confére une multirésistance notamment a
l'imipéneme. Elle est codée par un géne situé sur un transposon favorisant et
facilitant son transfert aux bactéries expliguant son émergence et sa place de
carbapénémase la plus répandue au niveau international.

- De type A de la classification d’Ambler telle que GES-5, qui est associée a une
résistance de haut niveau a l'imipénéme et au méropénéme (si porine OprD
altérée). La ceftazidime n’est pas impactée par cette enzyme.

Il existe également chez certains isolats une surexpression des systémes d’efflux notamment
la surproduction de systeme d'efflux MexAB-OprM conduisant a une baisse de la sensibilité
voire a une résistance a la ticarcilline +/- acide clavulanique, au méropénéme, a I'aztreonam
et a la ciprofloxacine.

La résistance au céfépime avec une diminution de sensibilité a la ceftazidime sont liées a la
surexpression de la pompe a efflux MexXY-OprM ou a la production de béta-lactamase de
type OXA-30. (33)

Enfin, il existe de nombreuses combinaisons de résistances aux béta-lactamines qui rendent
compte de toute la complexité phénotypique de résistance de I'espéece P. aeruginosa.

I.3.5. Principales résistances aux fluoroquinolones :

Les infections a P. aeruginosa peuvent étre difficile a traiter au vu de I'acquisition de
résistance aux antibiotiques de premier intention, ainsi les fluoroquinolones peuvent étre une
alternative thérapeutique d’autant plus que son utilisation peut étre administrée par voie orale.
La principale fluoroquinolone utilisée est la ciprofloxacine.

Leur mécanisme d’action est une inhibition enzymatique de I'ADN gyrase
(topoisomérase 1) et de la topoisomérase |V, jouant un réle majeur de la réplication de 'ADN.
Elles sont composées de deux sous-unités chacune, gyrA et gyrB pour 'ADN gyrase et parC
et parE pour la topoisomérase 1V. (34)
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La résistance aux fluoroguinolones peut étre causé par trois mécanismes :

- la mutation des génes codant les enzymes ADN gyrase et topoisomérase 1V,
correspondant au plus fréquent des mécanismes de résistance. Cette résistance est
également de haut niveau, avec une possibilité d’avoir des mutations concomitantes
sur les deux enzymes.

- la surexpression des systémes de pompe a efflux, qui diminuent la concentration
intracellulaire de quinolones, dues a une mutation des genes régulateurs mexR et nfxB
(35)

- une imperméabilité de la membrane

Des régions spécifiques déterminant la résistance aux quinolones (QRDR) ont été
identifiées au niveau du géne gyrA, gyrB, parC et parE. Des mutations telles que T83I et D87N
au niveau de gyrA, ou S87L et A88P au niveau de parC, conférent un haut niveau de
résistance. (34)

En effet, I'altération de la thréonine polaire en isoleucine non polaire et hautement hydrophobe,
modifie I'interaction gyrase-quinolone par la perte partielle ou totale de linteraction enzyme-
médicament ou par des modifications conformationnelles pouvant provoquer une résistance
aux antibiotiques. Ces régions sont donc essentielles au fonctionnement de cette famille
d'antibiotiques sur P. aeruginosa.

[.3.6. Principales résistances aux aminosides

Les aminosides possédent un spectre large sur les bactéries a métabolisme aérobie et
un effet bactéricide rapide et puissant, ils occupent donc une place importante dans le
traitement des infections. L'utilisation de la kanamycine et de néomycine lors d’infection a P.
aeruginosa est inefficace de par la présence naturelle de son géne chromosomique aph(3’)-
lIb. L'utilisation des aminosides sur le P. aeruginosa reste faible de par la capacité d’acquérir
des mécanismes de résistances additionnels : diminution de la pénétration des aminosides
par modification des lipopolysaccharides ou altération du transport actif, hyper-expression
d’'une pompe a efflux, inactivation enzymatique ou altération de la cible ribosomale. (36)

L’inactivation enzymatique des aminosides est le principal mécanisme de résistance a
cette famille d’antibiotique, il existe 3 classes d’enzymes (37) :

- les aminoglycosides O-phosphoryltransférases (APH) , codées par le géne aph (3)-VI

- les aminoglycosides O-adényltransférases (ANT) codées par le géne ant (2")-I

- les aminoglycosides N-acétyltransférases (AAC) codées par les génes aac (6')-1 et
aac(6")-

Les enzymes peuvent étre cumulatives est ainsi donner des phénotypes de résistance plus ou
moins importants aux différents aminosides.
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I.4. Les facteurs de virulence chez P. aeruginosa
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Figure 8: Schéma regroupant les principaux mécanismes de virulence retrouvés chez P. aeruginosa
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1.4.1. Définition

L’espéce P. aeruginosa possede de nombreux génes codant différents facteurs de
virulence lui permettant ainsi de s’adapter a son environnement tout en persistant dans
certains milieux hostiles ou encore au sein de son héte (Figure 8). Ces facteurs sont
impliqués dans les différentes étapes d’'invasion des tissus que ¢a soit au cours d’une
infection ou d’'une colonisation. Ils jouent également un réle dans la survie de la bactérie
notamment en inhibant les défenses immunitaires de I'n6te. On retrouve des facteurs
de virulence exprimés de maniére précoce tandis que d’autres facteurs seront
exprimés plus tardivement (lors d’une infection chronique par exemple). Ces facteurs
sont reconnus pour avoir une pathogénicité différente :

- Lesfacteurs d’adhérence et de motilité permettant une progression rapide dans
les tissus et une adhésion aux épithéliums, couplé aux facteurs impliqués dans
les systemes de sécrétion permettant I'injection de toxines et de protéases
responsables de linflammation, de lésions cellulaires et tissulaires. Ces
facteurs de virulence sont typiquement impliqués dans linfection aigué et
linvasion des tissus.

- Les facteurs de virulence impliqués dans les infections chroniques : une fois
I'héte infecté, la bactérie devra survivre et lutter contre les défenses acquises
et innées de I'hobte, les éventuels traitements anti-infectieux et 'environnement.
Cela passe notamment par la présence d'une pseudocapsule d’alginate.
L'espéce P. aeruginosa a une forte capacité d’adaptation avec la possibilité
d’inhiber I'expression de certains de ces facteurs trés immunogénes grace aux
pili et la présence du systéme du quorum-sensing permettant une modification
phénotypique de sa mucosité et la formation de biofilm

1.4.2. Facteurs impliqués dans I’adhérence et la motilité

Premierement, les facteurs de virulence permettant le déplacement (flagelle) ou
'adhérence de la bactérie a un support sont primordiaux pour la colonisation des épithéliums
et des muqueuses de I'héte. Cette étape est essentielle pour initier un processus infectieux.

1.4.2.1. Le flagelle

Le flagelle est un constituant principal de 'espéce P. aeruginosa. Sa longueur est de
15 a 20 ym et il est constitué d’'une vingtaine de protéines codées par une cinquantaine de
genes répartis en 17 structures opéroniques (Figure 9). Une similitude de structure avec le
systeme de sécrétion de type 3 (T3SS) existe (Figure 10A). Trois parties distinctes assemblées
en cascade peuvent étre différenciées : le corps basal et le moteur sont tout d’abord
assemblés, suivis du crochet puis du filament. Plusieurs protéines composent chacune de ces
structures : (38)

- Le corps basal est implanté dans la paroi bactérienne et traverse la membrane externe
et interne intercalé par le périplasme, il est formé des anneaux C, L, MS et P, d’'une
tige centrale, FIiF, et contient un appareil d’export des protéines sécrétées comme la
flagelline qui formera le filament.
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Le moteur contrble le sens de rotation du flagelle. Il est composé des protéines MotAB
ou MotCD, qui forment un canal ionique permettant le passage des ions H+ apportant
de I'énergie pour la rotation du flagelle. Cette énergie est également apportée en

hydrolysant ’ATP en ADP. La structure de cette partie est observable sur la Figure 10B

par microscopie électronique.
Le crochet joue le réle de transmission du mouvement rotatoire, c’est un tube creux

permettant a la flagelline de rejoindre I'extrémité distale.

- Le filament (composé des protéines FliC et FliD) n’est créé qu’une fois le corps basal
et le crochet entierement constitués. Il a une structure hélicoidale constituée d’environ
20 000 sous-unités de flagelline FIiC et permet a la bactérie un déplacement par un

mouvement d’hélice actionné par le moteur du corps basal.
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Figure 9 : Organisation des loci de génes impliqués dans la biogénése du flagelle et dans sa

régulation (38)
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Le flagelle unique polaire de P. aeruginosa confére a la bactérie une mobilité de type
«swimming ». Cette derniére est unidirectionnelle et caractéristique de l'espéce. Au
microscope, la bactérie traverse le champ telle une étoile filante en milieu liquide ou de faible
viscosité ( < 0,3 % de concentration en gélose ). (39) Nous retrouvons également une mobilité
de type « swarming » permettant cette fois-ci un déplacement sur une surface semi-solide
(milieu composé de 0,4 a 1 % d’agar ). (40) Ce type de mobilité est possible grace a la
présence combinée du pili de type IV (codés par les genes pilR et pilA sauvages), d’'une
synthese adéquate de rhamnolipides et de la présence de certains acides aminés fournissant
une source suffisante d’azote (glutamate, aspartate, histidine ou proline). (41)

A Pscl @ @ FIiC C FliD

Membrane
cellulaire

ME
Périplasme
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SST3 Flagelle

: B,A
WY Fligym, N
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Figure 10 : Structure d’un flagelle de P. aeruginosa

Le flagelle est un élément essentiel de la virulence de la bactérie lors d’une infection,
en plus de la diffusion bactérienne avec sa fonction de motilité, il est capable d'initier une
adhésion notamment sur les cellules épithéliales respiratoires par interaction des sous-unités
FIiC & des glycolipides des cellules épithéliales (les asialo-GM1) et la formation d’un biofilm.
Sa virulence est aussi causée par I'induction d’'une réponse inflammatoire par l'interaction des
récepteurs Toll, TLR5 et TLR2, avec les sous-unités de la flagelline FIiC provoquant la
sécrétion de cytokines, IL-8 et IL-6, et de mucines. (42) Pour contrer cet effet trés immunogéene
du flagelle le P. aeruginosa est capable d’inhiber sa synthése afin d’échapper a la réponse
immune de I'héte lors d'infection chronique particulierement dans le cas de la mucoviscidose.
(43) Cette capacité d'adaptation est régulée par le systéme de transduction Wsp, produisant
du di-GMP cyclique(c-di-GMP), messager intracellulaire stimulant la formation de biofilm par
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effet de cascade en permettant I'expression des génes pel nécessaire a la synthése des
exoplolysaccharides composant majoritairement le biofilm. (44)

1.4.2.2. Les pili de type IV

Les pilis de type IV sont des polyméres constitués de nombreuses sous-unités
protéiques de 10 a 20 kDa, appelées pilines codées par le gene pilA, formant des filaments de
plusieurs micrométres de long a la surface de la bactérie. La forme hélicoidale de ces filaments
permet une certaine extension et flexibilité. La présence de la protéine membranaire intégrale
(IMP) associée a une ATPase donne lieu a un mouvement de rétraction/extension appelée
motilité de «twitching ». Cette motilité est retrouvée chez de nombreuses especes
bactériennes. Elle est initiée par le pili de type IV qui va s’étendre en se liant et en se rétractant
a la surface solide, permettant & la bactérie de se tirer en avant tel un treuil de traction
(Figure 11). Les pilis participent aussi a la mobilité de type « swarming » comme décrit
précédemment. En plus de la fonction de maotilité, les pilis permettent la formation de
microcolonies, I'adhésion aux cellules, et la sécrétion de protéases. (45)

periplasm

cytoplasm

Figure 11: Structure du pili de type IV

Le pili de type IV joue un réle majeur dans I'adhésion aux cellules épithéliales en interagissant
avec les glycolipides asialo-GM1 et GM2 présents a la surface des cellules épithéliales. Lors
d’atteintes pulmonaires notamment dans la mucoviscidose, la régénération des cellules
épithéliales pulmonaires provoque une forte exposition d’asialo GM1 qui favorise I'adhérence
du P. aeruginosa. (46)
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Ce facteur de virulence majeur chez I'espéce P. aeruginosa est codée principalement par 13
genes répartis en trois groupes présentés sur la Figure 12.

pilB > pilC M piD ) [ piM N piIN N pil0 ) pilP pia > |fimU pIW Y pilX

Figure 12 : Organisation génétique et composition du systéme d’assemblage de pili de type IV

En orange foncé pilA codant pour la sous unité principale de la piline

En orange clair : génes pilB, pilC, pilD et pilM codant pour 'ATPase

En rose les génes piline mineurs

En vert clair les génes codant pour le module de connexion a la bactérie

En vert foncé : géne de la sécrétine
1.4.2.3. Pili de type fimbrae (ou cup)

En plus du flagelle et des pili de type 1V, la formation et la maturation du biofilm implique
des structures fimbriales appelées CUP pour “chaperone-usher pathway". Ces derniéres ont
un réle dans I'adhésion de la bactérie aux surfaces biotiques et abiotiques. Ce sont des
appendices filamenteux non flagellaires mesurant jusqu’a 2um de longueur, composés d'un
assemblage de pilines pouvant aller d'une centaine a plusieurs milliers de sous-unités
polymérisées dont leur apex présente une adhésine. (47) (48)

Tous les éléments des pili de type fimbriae sont codés par un cluster de génes sur un méme
opéron (Figure 13). Trois systemes principaux de Cup ont été identifiés chez PAOL : CupA,
CupB et CupC. Il a été démontré dans la bibliographie que le géne cupA était indispensable a
la formation d’un biofilm contrairement a cupB et cupC qui ne semblent pas jouer un rble dans
la formation de biofilm mais plutot dans l'interaction cellulaire lors de la maturation du biofilm.
(49) D’autres systemes de Cup ont été identifies plus récemment : CupD (trés proche
phylogénétiquement de CupA) et CupE, qui interviennent dans la formation et la structuration
du biofilm. CupD a été identifié au sein d’un ilot génomique de pathogénicité PAPI-1 des isolats
PA14, sa présence pourrait contribuer a une virulence plus importante de la souche. (50)

Les pili du systéme CupA comprennent 5 génes : une protéine chaperonne (cupA2 et
cupAb5) se liant aux sous unités fimbriae sécrétées dans le périplasme par le systeme Sec.
Les sous unités fimbriales codées par cupAl sont produites en grande quantité pour former la
tige du pilus. Le géne cupA4 code une adhésine a I'extrémité du pilus qui intervient dans
I'attachement de la bactérie aux surfaces abiotiques. Ce complexe piline-protéine chaperonne
est ensuite amené au niveau de la protéine oligomérique usher CupA3 qui forme un pore au
niveau de la membrane externe permettant 'assemblage du pili et sa présentation a la surface
externe de la bactérie.

La régulation de I'expression du géne CupA est complexe et réalisé selon deux voies (51) :

- le régulateur transcriptionnel Anr détecte I'anaérobiose ce qui déclenche la
transcription du géne cgrABC, activant ainsi I'expression du géne cupA

- un messager intracellulaire c-di-GMP, dont une forte concentration entraine un
niveau élevé d’expression du géne cupA (également de cupC et cupD)
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Figure 13: Organisation génétique des genes codant pour les cing systemes Cup (A-E)

1.4.2.4. Le lipopolysaccharide (LPS)

Le lipopolysaccharide (LPS) est un déterminant essentiel des bactéries Gram négatif

localisé dans la membrane externe. Il permet une protection contre les défenses immunitaires
et les antibiotiques. Il n'est pas spécifique a P. aeruginosa. Plusieurs génes, également
regroupés en opéron, permettent de coder le LPS. Les principaux genes sont wbpA, wbpC,
wbpF, wbpG, wbpP, wzy et wzz (Figure 14). En fonction de I'expression de ces génes une
diversité de LPS est présente sur la bactérie (Figurel5s)

Le LPS est constitué de trois parties principales :

Le lipide A ou endotoxine, molécule hydrophobe de 6 a 7 chaines d’acides gras qui
ancre le LPS au niveau de la couche externe de la membrane externe.

La queue hydrophile composée d’un cceur polysaccharidique et de deux résidus de L-
glycero-D-manno-heptose (Hep) servant de site de phosphorylation. Le coeur
polysaccharidique est lui-méme composé du core externe avec 3 types d’hexoses (D-
glucose, L-rhamnose et D-galactosamine) et du core interne avec deux résidus d’acide
3-desoxy-D-manno-octulosonic (Kdo).

L’antigéne O ou Ag-O, également dénommé antigéne somatique, est composé d’'une
chaine formée d’'un nombre variable d’oligosaccharide, correspondant a la partie la
plus longue du LPS et la plus externe. La plupart des souches produisent deux formes
distinctes d’Ag-O : un homopolymére de D-rhamnose qui est un antigéne
polysaccharidique commun a toutes les souches (CPA) et un hétéropolymere de trois
a cing sucres distincts dans les unités de répétition appelés antigene O spécifique
(OSA). Les difféerences de composition dans les unités O d’'OSA permettent la
différenciation de 20 sérotypes différents de P. aeruginosa. (52)
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P. aeruginosa est capable de synthétiser deux formes de LPS en fonction de la présence
ou non de I'antigéne O donnant un phénotype dit “lisse” en présence d’AgO ou un phénotype
dit “rugueux” en absence d’AgO. Le phénotype lisse est décrit comme le plus virulent, de par
sarésistance au sérum et a la phagocytose. Alors que les phénotypes rugueux sont facilement
lysés dans le sérum.(53) Le systeme de sérotypage le plus complet pour P. aeruginosa,
I'International Antigenic Typing Scheme (IATS) se compose de 20 sérotypes O standard. Les
sérogroupes O les plus fréquents sont O1, O5, O6 et Ol11, responsables de 70 % des
infections a P. aeruginosa. O1 est le sérotype le plus présent lors des déces, avec un taux de
résolution clinique trés faible. O6 et O11 sont les sérotypes les plus répandus dans les
pneumonies nosocomiales causée par P. aeruginosa, avec une virulence plus importante pour
011 pouvant étre expliquée par le fait qu’il soit souvent associé a I'expression de la toxine
ExoU contrairement a O6 qui retrouve plus fréquemment des isolats ExoU négatif. (54,55)

Predicted/Determined Gene Function

[ cChain length determinant [ uDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase
[] Oxidoreductase family, NAD-binding Rossman fold Glycosyltransferase

[I] NAD-dependentepimerase/dehydratase family E Glycosyltransferase

[ DegT/Dnr/EryC1/StrS family B3 Glycosyltransferase

[J cytidylyltransferase [ polysaccharide biosynthesis protein
[l NeuB family B Polysaccharide biosynthesis protein
[l Bacterial transferase hexapeptide (four repeats) [ insertion sequence

B UDP-Glucose/GDP-Mannose dehydrogenase family

wzz wbpA wbpB wbpC  wbpD wbpE wzy wzx _ hisH hisF wbpG wbpH wbpl wbp) wbpK wbpl wbpM

Figure 14: le polymére OSA du sérotype O5 est présenté comme un polymere représentatif avec la
présence de tous les génes présents méme si cela ne correspond pas a I'AgO le plus long (52)
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DIVERSITY OF SURFACE LPS GLYCOFORMS IN A SINGLE CELL

Monosaccharides

D-ManNAC3NAmA o 0-Glc
o D-ManNAC3NACA O D-GalN-L-Ala
o D-FucNAc ° L-D-Hep
- D-Rha o Kdo
o L-Rha g s

LULLLLLLL L
V0000000000000
0000000000000000000000

Uncapped CPA-Capped OSA-Capped OSA-Capped OSA-Capped OSA-Capped

LPS” LPS (A band)t LPS (B band) LPS (B band) LPS (B band) LPS (B band)

[Core + 1] [Low MW] [Long]? [Very Long]*
WwildType v/ v v v v v
Awzm/wzt v X \/ v v \/
Awzx v v x x x x
Awzy v v v X X X
Awzzl v v v v X v
Awzz2 v v v v v X
Awaal v x x x x x
AwbplL v x x x x x

*Terminal Glc'" is not present in all serotypes of P. aeruginosa.

£Covalent linkage of the CPA polymer to core OS has yet to be conclusively determined. CPA polymer length averages ~70 D-Rha monosaccharides.
"Modal chain lengths of ~ 12-16 and ~22-30 repeat units are conferred by Wzz,.

*Modal chain length of ~40-50 repeat units is conferred by Wzz,.

Figure 15: Représentations de la diversité des LPS glycoformes présentes a la surface d'une seule
cellule de P. aeruginosa.

Les défauts génétiques des divers genes de la voie d'assemblage et les changements qui en
résultent dans la variété des glycoformes de LPS présents ont été indiqués, avec "v" ou "X"
représentant respectivement leur présence ou leur absence. Les cercles jaunes et les
losanges rouges indiquent les substitutions des différents lipides A et des sucres du noyau par
des groupes phosphates et I-Ala. Le polymére OSA du sérotype O5 a été affiché comme
polymeére représentatif. (52)
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Le LPS est considéré comme un puissant facteur de virulence notamment par son role
principal dans l'activation immunitaire de la cascade du complément. Par exemple, le LPS peut
se fixer sur les récepteurs TLR4, des macrophages et des cellules épithéliales, donnant lieu a
une activation des voies dépendantes de MyD88 et de TICAM-1 permettant une réponse
rapide du systéeme immunitaire avec production de cytokines. (56) Le LPS peut également se
lier & la protéine CFTR normal provoquant une internalisation dans les cellules épithéliales
activant une réponse inflammatoire via la translocation nucléaire de NF-kB. S’il y a une
anomalie de CFTR, notamment chez les patients atteints de mucoviscidose, la clairance des
bactéries au sein des poumons sera moindre. De plus cette pathologie rend les patients
déficients en protéine tensioactive A, en protéine tensioactive D et en lectines qui
habituellement permettent de cibler le LPS par opsonisation. (53)

1.4.3. Laformation de biofilm

Le P.aeruginosa est retrouvé dans I'environnement ou lors d’infections sous deux types de
mode de vie :

- mode planctonique ou la bactérie se déplace de maniére libre dans un milieu
liquide

- mode sessile, sous forme de biofilm. Les bactéries favorisent ce dernier mode
de vie car elle donne lieu a une meilleure stratégie de survie.

P.aeruginosa a la capacité de s’adapter a son environnement en développant un
biofilm. Le biofilm est représenté a 90 % par la matrice extracellulaire agissant comme un
échafaudage pour I'adhésion aux surfaces biotiques et abiotiques, et jouant le réle d’abri pour
les bactéries, qui ne représentent seulement 10 % de la biomasse du biofilm. Il est composé
de microcolonies bactériennes enchevétrées dans une substance polymérique extracellulaire
(EPS) principalement composé de polysaccharides tels que les alginates ou les
exopolysaccharides Pel ou Psl, des protéines, des lipides et de 'ADN extracellulaire. (57)
Cette couche rend la pénétration des antibiotiques plus difficile et permet une résistance a la
phagocytose et aux anticorps. En plus de ce réle important de protection, le biofilm crée une
micro-communauté contenant des nutriments essentiels, des enzymes, des protéines
cytosoliques et facilite la communication de cellule a cellule. (58,59)

La formation du biofilm se fait en 5 étapes simplifiées :

1/ les bactéries adhérent a une surface bien spécifique via les appendices cellulaires
tels que le flagelle et les pili de type IV, dont I'adhésion est réversible ; cette adhérence est
précédée par la sécrétion de nombreux produits permettant de préparer au mieux l'adhésion

2 /le passage d’'une attache réversible a une attache irréversible avec un aplatissement
des bactéries pour avoir le moins de contrainte physique

3/ la propagation des bactéries structurée en microcolonies

4 / la formation de structures tridimensionnelles composées d’exopolysaccharides avec
maturation du biofilm et convergence des microcolonies

5/ le conglomérat de microcolonies est perturbé par I'autolyse cellulaire permettant la
libération des cellules dispersées avec un passage des bactéries en mode planctonique et
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ainsi I'ensemencement des espaces non colonisés. Il a été récemment démontré que
I'endonucléase EndA est nécessaire a la dispersion du biofilm existant via la dégradation de
I'ADNe.(60) La structure des biofilms formés est influencée par la motilité d'essaimage avec
des biofilms plats résultant de bactéries hautement mobiles, tandis que les biofilms en forme
de champignon sont générés par des cellules a faible motilité.

Les trois exopolysaccharides de charges différentes sont : lalginate (charge
anionique), le Psl (neutre) et le Pel (charge cationique), tous impliqués dans I'attachement, la
formation et la stabilité du biofilm.

1.4.3.1. Les alginates

Les alginates sont des polysaccharides de haut poids moléculaires chargés
négativement et composés de beta-D-mannuronique (M) et d’alpha-L-guluronate (G) liés entre
eux par des liaisons beta-1,4. Le polymére s’organise de trois facons possibles : le bloc
homopolymére polyM, le bloc homopolymére polyG, ou encore le bloc hétéropolymeére
polyM/G. Les différents types de liaisons influencent les propriétés viscoélastiques du biofilm.
L’alginate est uniquement produit par un sous-ensemble de souches de P. aeruginosa
appelées les souches mucoides, en raison de la présence d’une mutation codant pour un
facteur anti-sigma transmembranaire de l'alléle mucA22 responsable du facteur sigma AlgU/T.
Ces souches mucoides ont été majoritairement retrouvées dans la mucoviscidose, signe d’'une
conversion d’infection aigué a une infection chronique. L’alginate est codé par douze génes
présents sur un opéron (Figure 16).

YOO DED O EEN)

algD algh algdd agK algE algG aigx alg.  aigl algJ algF agA

1 polymer precursor synthesis  []  epimerization
] polymerization [ acetylation
1 export [0 degradation

Figure 16 : Modele du complexe biosynthétique d'alginate de P. aeruginosa (61)

Enrouge : algA et algD codant les enzymes synthétisant le précurseur de I'alginate (GDP-mannuronate)

En rose : alg8 et alg44 permettant la polymérisation et le transport de GDP-mannuronate dans le
périplasme pour former ManA

En bleu foncé : algF, algl, algJ et algX permettant I'acétylation de ManA
En vert : algK et algE codant une porine exportant le polymére dans le milieu extracellulaire

En jaune : algG codant une enzyme d’épimerisation de 'alginate lui donnant une capacité de gélification
et une capacité de se lier aux ions divalents tels que le calcium

En bleu ciel : algL codant une lyase dégradant des polymeéres d’alginate néo-synthétisés.(62)

Les souches non-mucoides forment des biofilms indépendamment de la biosynthése
d’alginate, notamment grace a des exopolysaccharides alternatifs : le locus de synthése des
polysaccharides (Psl) et les polysaccharides pelliculaires Pel se substituant a l'alginate. (63)
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1.4.3.2. Pel

Pel est un polymere polysaccharidique cationique de N-acétyl-D-glucosamine et de N-
acétyl-D-galactosamine partiellement désacétylées, qui partagent certaines caractéristiques
avec l'alginate et certaines protéines biosynthétiques. Nous ne connaissons pas encore
clairement son rdle mais Pel est un composant matriciel essentiel du biofilm dans ['initiation
de fixation a la surface, le maintien de l'intégrité du biofilm et une trés bonne défense pour les
bactéries. En effet, il a été démontré que Pel permettrait une résistance aux antibiotiques
notamment aux aminoglycosides (64) et a la colistine qui pourrait mener a une impasse
thérapeutique. (65)

Pel est chargé positivement permettant de réticuler 'ADN extracellulaire (= produit de la lyse
cellulaire) dans la matrice du biofilm par le biais d’interactions électrostatiques et ainsi
maintenir les interactions cellule-cellule. De plus cet ADN extracellulaire, source de nutriment
pour les bactéries, estimpliqué dans divers processus tels que la chélation de cations divalent
(Mg2+ et Ca2+) activant le systeme de sécrétion de type VI qui diffuse les facteurs de virulence
au sein de I'héte et l'acidification de I'environnement limitant la pénétration des agents
antimicrobiens. (59)

Les septs génes présents sur I'opéron pelABCDEFG codent pour sept produits géniques
nécessaires a la formation du biofilm (Figure 17)

Contrairement a l'alginate avec algA et algD, 'operon pel ne semble pas porter de génes pour
la synthése de son précurseur sucre-nucleotide, suggérant que cette synthése est dérivé du
métabolisme central du carbone en utilisant des enzymes d’autres voies de synthése des
glucides. (66)

On retrouve uniquement la protéine PelF dans le cytoplasme, une glycosyltransferase
impliqguée dans la polymérisation. Le polymere est ensuite transporté a travers la membrane
interne par PelD, PelE et PelG. PelD localisé dans la membrane interne permet la fixation au
c-di-GMP, messager impliqué dans la transition entre les modes de vie planctonigues et
sessile du P. aeruginosa et permet une régulation post-transcriptionnelle de la biosynthése de
Pel via la protéine FleQ. (67)

PelB est une porine localisée dans la membrane externe et le périplasme jouant un
réle d'échafaudage pour 'assemblage du complexe, la protection du polysaccharide contre
une dégradation périplasmique (68) et permet son passage dans le milieu extracellulaire. La
seconde protéine de membrane externe est la lipoprotéine PelC (69) formant un anneau
dodecamérique chargé négativement créant un entonnoir électronégatif qui guide le Pel
cationique vers un canal de sortie formé par PelB. (70) C’est sur PelC que se fait I'insertion du
polymere dans la membrane externe pour former une couche autour de la bactérie.
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Figure 17 : Modélisation de biosynthése du Pel

Triangle rose clair = groupes acétyles ; hexagone rouge = unités monosaccharide GalN/GIcN ; larme
rouge foncé = UDP ; C = cytoplasme ; IM = membrane interne ; P = espace périplasmique ; PG =
peptidoglycane ; OM = membrane externe

1.4.3.3. Psl

L’exopolysaccharide Psl est également un composant clé de la matrice du biofilm
jouant de nombreux réles : il initie la fixation, maintient I'architecture (71) et protege les
bactéries dans le biofilm contre les antibiotiques et les cellules phagocytaires. (72) Le Psl est
une répétition de pentasaccharide neutre contenant du D-mannose, du D-glucose et du L-
rhamnose (Figure 18).

Nous retrouvons 15 génes codant pour le Psl dont 11 sur 'opéron psIACDEFGHIJKL
nécessaire a sa biosynthése. Le fonctionnement et la régulation de cet opéron restent pour
I'heure peu explorés.

L’expression de psl est régulée positivement :

- au niveau transcriptionnel par le facteur sigma RpoS, impliqué dans l'initiation
de la transcription des genes en phases stationnaires.
- par le régulateur LasR qui se fixe en amont du géne pslA (73)

Psl fonctionne comme une molécule de signalisation en activant deux diguanylate cyclases,
SiaD et SadC, pour favoriser la production de c-di-GMP (3-5 monophosphate de guanosine
dimére cyclique) dont le niveau une fois élevé se traduit par un biofilm plus épais et plus
robuste. (74)
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Figure 18 : Formation du Psl de ses précurseurs dans le cytoplasme jusqu’a sa mise en place sur la
membrane externe.

PsIB est une enzyme impliquée dans la production de précurseurs de sucre-nucléotidiques de
Psl (GDP-mannose).

PsIC, PslIF, PsIH, Psll sont des glycosyltransferases de la famille des CAZy responsables
d’incorporation de sous-unités de sucre activées dans la structure de Psl et catalyse le transfert
de glycosyle afin de former I'unité répétitive du polysaccharide Psl.(66)

Cing protéines Psl (Psl A,E,J,K,L) ont des domaines couvrant la membrane interne et constitue
le complexe de polymérisation de Psl. PslA est le site d’assemblage de l'unité répétitive de
l'oligosaccharide. PsIE a une fonction de tyrosine kinase et facilite le transport du polymére a
travers le périplasme. (66)

PsIG dégrade le Psl dans périplasme (75)

PsID est un transporteur permettant I'externalisation du polymére.
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1.4.3.4. Les rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des glycolipides tensioactifs extracellulaires thermostables,
dont le géne rhlAB de biosynthése est régulé par le systéme de quorum sensing. lls sont
sécrétés a travers le systeme de sécrétion de type 5.

Leur réle de détergent biologique permet la solubilisation des phospholipides du
surfactant pulmonaire, facilitant ainsi leur clivage par la phospholipase C, et favorisant une
infection pulmonaire. De plus, les rhamnolipides perturbent le transport mucociliaire et les
mouvements ciliaires de I'épithélium respiratoire humain, empéchant I'élimination efficace des
bactéries. lls inhibent également la phagocytose et contribuent a linvasion du tissu
pulmonaire. (76)

La production de rhamnolipides dépend largement de I'absorption d’azote chez P. aeruginosa,
ce qui montre encore le lien important de la virulence avec la privation de nutriment et
'adaptation au stress environnemental. (77) Les rhamnolipides jouent un role indispensable
dans I'établissement d’un biofilm, en étant impliqué dans différentes étapes du développement
du biofilm, de la premiére interaction a une cellule ou a une surface jusqu’au maintien et a la
dispersion de I'architecture du biofilm. (78)

Lors de la phase d’adhérence, les rhamnolipides ont la capacité de modifier l'interaction
cellule/surface. Une surproduction de rhamnolipide inhibe le développement de biofilm,
notamment lors de carence en fer, par une augmentation de motilité. En revanche une faible
concentration de rhamnolipides augmentera I'’hydrophobie cellulaire en provoquant la
libération de lipopolysaccharide de la surface cellulaire augmentant ainsi I'adhérence
cellule/surface et la formation de micro-colonies.

Lors de la phase de prolifération du biofilm en forme de champignon. Les rhamnolipides
maintiennent les canaux hydriques ouverts, permettant I'hydratation de toute la structure
architecturale du biofilm. (79)

Lors de la phase de dispersion, au stade tardif du développement du biofilm les rhamnolipides
induisent la formation de cavité au centre de la structure du biofiim donnant lieu a une
dispersion cellulaire (Figure 19). (80)

Il a d’'ailleurs été démontré de maniére significative (p=0.001) que chez des patients
intubés, la survenue d’'une pneumonie associée a la ventilation était plus fréquente lorsque les
patients sont colonisés par des isolats de P. aeruginosa produisant des niveaux élevés de
rhamnolipides. (81)
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(a) (b)

Figure 19 : Représentation de l'implication des rhamnolipides dans les différentes étapes du
développement du biofilm ; Les étoiles rouges représentent les rhamnolipides.(80)

(a) Une faible concentration de rhamnolipides augmente l'affinité des cellules pour I'adhésion initiale
aux surfaces en augmentant I'hydrophobicité de la surface des cellules ;

(b) La présence de fortes concentrations de rhamnolipides dans le milieu environnant empéche
I'attachement des cellules et la formation de microcolonies ;

(c) Au stade de la prolifération, les rhamnolipides sont activement impliqués dans le maintien de
I'architecture complexe-différenciée du biofilm ;

(d) Aux stades tardifs du développement du biofilm, les rhamnolipides favorisent la dispersion des
cellules mobiles.
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1.4.3.5. ROle des systémes a deux composantes
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Figure 20 : Divers systéemes a deux composants permettent de réguler la synthése du biofilm.

Les systémes a deux composants sont un mécanisme essentiel des bactéries pour
s’adapter a I'environnement. On retrouve un senseur appelé protéine histidine kinase ou HK
qui s’auto-phosphoryle en réponse a un stimulus, puis transfére son groupement phosphate
au deuxiéme composant le “reponse regulator” (ou RR). Ce dernier se comporte comme un
régulateur transcriptionnel permettant une réponse physiologique adaptée. D'apres Sultan et
al, on les retrouve au niveau de chague étape de la création du biofilm (Figure 20) (82) :

- ladhérence : FleSR et PilSR responsables des structures de motilité des
flagelles et des pili lors de la fixation initiale. RocS1-A1-R régule la production
de la structure des fimbrae CupB et CupC. FimS-AlgR et KinB-AlgB
responsable de la biosynthése de I'alginate aidant a 'adhérence.

- l'attachement irréversible est médié par BfiSR

- laformation de microcolonies : GacS et LadS stimulent GacA pour permettre la
production des exopolysaccharides Pel et Psl.

- le regroupement des microcolonies : RcsCB et PvrSR régulent la formation des
fimbrae par cupD

- la maturation du biofilm : BfmSR régulant leDNA et PprAB régulant pili et
fimbrae sont utile dans la maturation des microcolonies

- la dispersion du biofilm est en partie due aux rhamnolipides dont la production
est régulé par BgsSR
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1.4.4. Facteurs impliqués dans la colonisation de I’héte
1.4.4.1. Les quorum sensing indépendants

1.4.4.1.1. Les systémes de sécrétion

Les systémes de sécrétion (SST) de I'espéce P. aeruginosa permettent un transport de
protéines du cytoplasme bactérien au milieu extracellulaire voir directement dans une autre
cellule pour les SST de type 3 et 6. Ces systémes jouent un réle important dans de nombreux
processus comme la virulence, I'adaptation a I'environnement. Cing systémes de sécrétions
existent chez P. aeruginosa (Figure 21) (83) :

- SST1 permet la sécrétion de la protéase alcaline AprA et de la lipase LipA

- SST2 transporte les lectines LecA et LecB, l'exotoxine A et différentes
lipases/phospholipases

- SST3 permet I'injection d’exotoxines directement dans le cytoplasme de la cellule cible

- SST5 est subdivisé en 3 catégories les SST5a (autotransporteurs classiques), les
SST5b (« Two Partner Secretion ») et les SST5c (autotransporteurs trimériques). Ce
systéme permet la sécrétion de I'estérase EstA, de la protéase LepA, de I'adhésine et
d’'une ou plusieurs CupB5 dans le milieu extracellulaire.

- SST6 : sécrete 3 toxines dont Tse2 dans le cytoplasme de la cellule cible conduisant
a la dégradation du peptidoglycane et mettant en quiescence la cellule. P. aeruginosa
est également capable de synthétiser des anti-toxines a Tse2 pour se protéger de ce
systeme
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Figure 21 : Les systémes de sécrétion du P. aeruginosa (83)
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1.4.4.1.2. Le systéme de sécrétion de type Il (T3SS) et ses toxines

Le SST3 est composé d’'une vingtaine de protéines qui s'assemblent pour former une
imitation de seringue pouvant traverser les deux membranes bactériennes et la membrane de
la cellule cible. Il est codé par 36 génes différents retrouvés sur 5 opérons associés a au moins
six autres genes codant pour des protéines effectrices et leurs chaperons.

Le SST3 est reconnu comme l'outil principal permettant au P. aeruginosa d’injecter les toxines
dans la cellule cible en traversant les membranes grace a un semblant d’aiguille, lui donnant
ainsi un réle de facteur de virulence majeur. Les principales toxines injectées sont les
exotoxines U, S, Y et T synthétisés de maniére variable en fonction des différentes souches.
Ainsi pratiguement toutes les souches de P. aeruginosa possédent les génes codant pour le
SST3 mais la plupart de ces souches n’abritent pas 'ensemble complet des génes codant
pour toutes les exotoxines. Dans les infections aigués, il a été retrouvé des isolats possédant
le géne exoS dans 58 a 78% des cas, le géne exoU dans 28 a 48%, le géne exoY dans 89%
et le géne exoT dans 92 a 100%. (84)

ExoS et ExoT ont une similarité en acides aminés proche de 76%. Ce sont des toxines bi-
fonctionnelles avec une activité de protéine activatrice de GTPase et une activité d’adénosine
diphosphate-ribosyl-transférase, provoquant une mort cellulaire par apoptose et une
perturbation du cytosquelette d’actine diminuant I'internalisation de P. aeruginosa par certains
types de cellules.

ExoU est, quant-a-elle, une puissante phospholipase provoquant une lyse rapide (en 1 a 2
heures) et robuste des cellules hétes. Ainsi une destruction dirigée par I'ExoU sur les cellules
phagocytaires et les cellules de la barriere épithéliale favorise la persistance et la
dissémination bactériennes.

Enfin, ExoY est une adénylate cyclase, qui une fois injectée dans la cellule provoque une
élévation de la concentration intracellulaire en AMPc, donnant lieu a une perturbation du
cytosquelette d’actine, a l'inhibition de I'absorption bactérienne et a une augmentation de la

perméabilité endothéliale.

Plusieurs effets physiopathologiques de ces toxines ont été mis en évidence (Figure
22). Néanmoins, parmi ces quatre toxines, ExoU est la seule ayant un réel impact clinique au
cours des pneumonies a P. aeruginosa avec un facteur de gravité important de par son pouvoir
inflammatoire recrutant un nombre important de neutrophiles et de macrophages dans les
poumons causant des dommages collatéraux aux tissus de I'héte. (84)
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Figure 22 : Role des protéines effectrices de type lll dans la pathogenése de la pneumonie aigué ; MA
= macrophage alvéolaire (84)

Au début de linfection, P. aeruginosa exploite les bréches dans la muqueuse
épithéliale, facilité par l'inhibition de la cicatrisation par ExoT. Puis, une atténuation de la
réponse immunitaire par ExoU et ExoS, bloque la production d'IL-1 et d'IL-18 des
macrophages alvéolaires. Lorsque le développement ultérieur d'une réponse inflammatoire se
produit, il est excessivement amplifi€ par la libération d'eicosanoides induite par ExoU.
Cependant les phagocytes recrutés voient leur fonctionnalité inhibée par ExoS, ExoT et ExoU
et sont donc incapables d'éradiquer P. aeruginosa ; la rareté de phagocytes fonctionnels qui
en résulte rend les poumons sujets a la surinfection par d'autres bactéries.

ExoS, ExoT et ExoU perturbent également les barrieres épithéliales/endothéliales,
permettant aux bactéries et aux cytokines pro-inflammatoires de s'échapper dans la circulation
sanguine, favorisant une bactériémie ou un choc septique. Ces mémes bréches permettent
au fluide riche en protéines de s'écouler dans les espaces aériens du poumon, ce qui, associé
a la diminution du surfactant pulmonaire induite par ExoU, entraine une diminution de la
compliance pulmonaire et de I'oxygénation.

La présence de SST3 n’est pas obligatoire pour infecter un patient mais son expression
augmente la morbidité et la mortalité liées a la maladie, notamment chez les patients sous
ventilation assistée. (85,86)

1.4.4.2. Les quorum sensing dépendants

Le quorum sensing est un systeme de communication de cellule a cellule utilisé par les
bactéries grace a la diffusion de peptides permettant une coordination afin de s’adapter a
lenvironnement. Cette communication est dépendante de la densité bactérienne et joue un
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réle important dans la régulation des genes des facteurs de virulences et la formation du
biofilm. Ainsi les bactéries sécrétent de faibles sighaux chimiques, qui deviennent
suffisamment importants pour induire I'expression transcriptionnelle de divers génes cibles,
lorsque la densité bactérienne est importante (87). Des recherches récentes ont également
montrées que le quorum sensing était capable de répondre a des signaux de biostress
externes. Ainsi les bactéries agissent comme une communauté pour effectuer ces différentes
taches de survie et de virulence, ce qui serait impossible pour des bactéries individualisées.

Les deux principaux systéemes de quorum sensing retrouvés chez l'espéce P.
aeruginosa sont les systémes Rhl et Las composés pour chacun d’'une protéine régulatrice et
d’'une enzyme auto-inductrice : RhIR/RhlIl et LasR/Lasl. lls permettent la régulation d’environ
10% du transcriptome(88). L’enzyme joue un rdle dans la synthése des molécules signal
appelées N-acyl-homosérine lactone (AHL), qui une fois en quantité suffisante vont se fixer
sur la protéine régulatrice. Ce complexe permettra l'induction ou la répression des génes cibles
spécifiques et I'induction du géne “I” codant pour 'enzyme productrice d’AHL, d’ou le terme
d’enzyme auto-inductrice (Figure 23).

Il existe également deux autres systémes de quorum sensing : pgs qui utilise des
molécules signal de la famille des 2-alkyl-4(1-H)-quinolone (AHQ) et igs activé lors d’'une
déplétion en phosphate dépendant de la molécule signal IQS dont le récepteur est encore
inconnu, et dont la synthése est contrélé par la voie de synthese de la pyochéline. Un
cinquiéme systéme appartenant au quorum sensing de P. aeruginosa vient d’étre découvert
tout récemment : le systeme ods (oxylipins-dependent QS system), utilisant les oxylipines
comme molécule auto-inductrice. (89)

Host-derived factors Environmental cues
T-cell  Epithelial cell Endothelial Phagocyte . . ¢
IEN-y Dynorphin  cell e LL-37 Low Pi Starvation  Hypoxia Low Fe(lll)
ke ] L J
Gg A M 0 .

Virulence factors output

Figure 23 : Schématisation hiérarchique de signalisation du quorum sensing en fonction des
conditions environnementales et des facteurs de I'hte (87)
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La figure 23 récapitule les différentes voies d’activation du quorum-sensing. Ces voies sont
d’'importance dans la virulence, la survie et le développement du biofilm des bactéries. Lors
d’une infection systémique a P. aeruginosa, I'une des voies principales de régulation du
guorum sensing est I'activation des lymphocytes T. Ces derniers une fois activés
synthétisent l'interféron-y qui se fixe sur OprF (pore membranaire) et un signal intracellulaire
est transmis pour réguler de maniére positive le systéme rhl. La protéine OprF est
importante pour la virulence de P. aeruginosa. L’absence de cette protéine est a l'origine
d’'une atteinte de I'adhésion de la bactérie aux cellules eucaryotes, de la sécrétion des
exotoxines du systéme de sécrétion de toxines, de la production de la pyocyanine, de
I'élastase, de la lectine PA-1L et de la production de I'exotoxine A. (90)

1.4.4.2.1. Exotoxine A

L’exotoxine A appartient a la famille des toxines et reste a ce jour le facteur de virulence
le plus toxigue de P. aeruginosa. Cette toxine, codée par le gene exoA également appelé toxA
présent dans la majorité des isolats, est sécrétée dans le milieu extracellulaire sous forme de
pro-toxine inactive de 71kDa via le systeme de sécrétion de type Il. (83) Elle est composée de
deux domaine :

- le domaine A possédant l'activité mono-ADP-ribosyltransferase inhibant le facteur
d’élongation 2 (EF-2) et donc l'arrét de la synthése protéique entrainant la mort de la cellule
par nécrose

- le domaine B qui permet la liaison aux récepteurs CD91 (appelés LRP : low density
lipoprotein receptor-related protein) a la surface de la cellule cible

Apreés internalisation, I'exotoxine A va atteindre le réticulum endoplasmique par deux voies
différentes selon liaison ou non a des microdomaines membranaires spécialisés résistants aux
détergents et riche en cholestérol (DRM) (Figure 24) :

- lavoie dépendante du lipide : I'exotoxine A se fixe a la surface de la cellule au récepteur
CD91 (le récepteur alpha2-macroglobuline/LRP1) puis s’associe aux DRM pour étre
internalisé par la cavéoline, le complexe est transporté vers des endosomes précoces
de maniere dépendante de Rab5 (Ras related protein), ou I'exotoxine subira un clivage
par une protéase, la furine, pour obtenir un fragment de 37 kDA ayant une activité ADP-
ribosyltranférase qui atteindra le trans-Golgi par une voie indépendant de la GTPase
Rab9, puis sera transporté jusqu’au réticulum endoplasmique par le systeme Rab6.
(91,92)

- lavoie KDEL : I'exotoxine A se fixe a la surface de la cellule via le récepteur protéique
CD91, puis est internalisée par la voie clathrine-dépendante jusqu’aux endosomes
précoces. L’exotoxine subit ensuite une étape de clivage par la furine, donnant
naissance a un fragment de 37 kDA possédant une séquence KDEL C-terminal. Une
fois le fragment dans les endosomes tardifs, celui-ci atteint le trans golgi par une voie
dépendante de GTPase Rab9 qui une fois fixé a la protéine KDEL pourra étre
transporté de maniére rétrograde de I'appareil de Golgi au réticulum endoplasmique.
(93,94)
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D’un point de vu physiopathologique, I'exotoxine A inhibe la libération de certaines cytokines
pro-inflammatoires tels que le TNF-alpha, I'IL-10, I'lL-6 ou encore [I'IL-8, provoquant
I'affaiblissement de la réponse immunitaire de I'nGte et 'aggravation de l'infection. Il existe
donc un double réle de I'exotoxine A avec des dommages tissulaires par nécrose cellulaire et
une activité immunosuppressive.

La régulation de I'exotoxine est trés complexe, plusieurs équipes de recherche ont établi un
lien entre I'expression de I'exotoxine A et le métabolisme du fer. La production de I'exotoxine
A dépend de la quantité du fer dans le milieu. Dans un milieu pauvre en fer il a été retrouvé
une importante synthése de pyoverdine qui régule a la hausse la synthése d’exotoxine A et
de la protéase PrpL. (95,96)
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Figure 24 : Représentation schématique des domaines structurels et fonctionnels de I'exotoxine A de
Pseudomonas (PE). (92)

2-KG = 2-cétogluconate ; CCP = fosse revétue de clathrine ; CS = cavéosome ; EE = endosome précoce ; eEF-2
= facteur d'élongation eucaryote-2 ; ER = réticulum endoplasmique ; G = appareil de Golgi ; KDEL-R = récepteur
KDEL ; PCP = carboxypeptidases plasmatiques ; PDI = protéine disulfure isomérase ; PtxR et PtxS = régulateurs
de transcription ; R = ribosome ; ARN Pol = ARN polymérase ; T2SS, systéme de sécrétion de type Il
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1.4.4.2.2. Les lectines solubles

La reconnaissance et 'adhésion aux cellules hétes par les oligosaccharides de surface est
une étape clé dans la colonisation de I'héte par P. aeruginosa. En plus des adhésines et des
pili, P. aeruginosa produit des lectines solubles, LecA et LecB, sous la régulation du systéme
de quorum sensing et du facteur sigma alternatif RpoS. Ces lectines agissent comme des
facteurs de virulence grace a leur capacité de liaison aux glucides.

LecA (ou PA-IL) a une spécificité de fixation sur le D-galactose avec une forte affinité
pour les glycanes terminaux présentant un résidu alpha-galactose. Elle a un effet
cytotoxique sur les cellules épithéliales respiratoires en diminuant leur croissance, et
induit un défaut de perméabilité de I'épithélium intestinal entrainant une absorption
accrue de I'exotoxine A. (97)

LecB (ou PA-IIL) a une forte affinité pour le L-fucose. Elle est impliquée dans la
biogenése des pili, I'activité protéolytique de la protéase IV et dans la formation du
biofilm au vu de sa présence dans la membrane externe des bactéries. (98)

LecA et LecB sont impliqués dans les Iésions de la barriére capillaire alvéolaire. De plus, on
observe une augmentation de la perméabilité et de la translocation sanguine, due a une
capacité accrue de traverser la barriere endothéliale et d’adhérer aux cellules endothéliales
de par la présence de structure glycannique a leur surface (Figure 25). (97)

A B

( ) Bacterial cell oo Glycoproteins € Toxin (exotoxin A)
% Lectin %o Matrix polysaccharide L:_} Epithelial cell

Figure 25 : Fonctions d’action des lectines de P. aeruginosa (99)

A : Adhésion aux cellules épithéliales hotes : les lectines ont la capacité de réduire de maniere
significative la fréquence des battements ciliaires.

B : Attachement des cellules bactériennes aux polysaccharides de la matrice du biofilm et
réticulation de ces polysaccharides: les lectines peuvent faciliter la liaison des
polysaccharides de la matrice extracellulaire du biofilm aux cellules bactériennes et contribuer
a la formation de biofilms plus denses et plus résistants aux impacts physiques. Il est
intéressant de noter que le polysaccharide extracellulaire Psl qui est absolument nécessaire a
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la formation des biofilms de P. aeruginosa contient du mannose et, selon certaines sources,
du galactose, qui sont des ligands des lectines LecB et LecA, respectivement.

C : Perturbation de la barriére épithéliale et augmentation de la perméabilité aux autres
facteurs de virulence comme I'exotoxine A.

.4.4.2.3. Elastase

L’activité élastase du P. aeruginosa est dirigée par deux enzymes protéolytiques
sécrétées par le systéme de sécrétion de type Il (T2SS) : LasA et LasB, dont la synthése est
régulée par les systémes de transcription de quorum sensing, las et rhl.

LasA ou staphylosine est une protéase a sérine agissant en synergie avec la
pseudolysine pour dégrader I'élastine. Au vu de sa faible activité élastolytique, la LasA permet
une facilitation de clivage pour LasB. LasA a la capacité de lyser le Staphylococcus aureus en
clivant les liaisons pentapeptidigues de sa paroi bactérienne et relarguant ainsi tout son
contenu intra-cellulaire (toxines, Fe?+, éléments nutritifs ...) pouvant majorer l'inflammation
tissulaire et surtout permettre I'expansion bactérienne du P.aeruginosa.(100)

LasB ou pseudolysine est une protéase neutre de type métallo-protéase ayant pour
cofacteur Zn2+/Ca2+. |l s’agit de la protéase la plus abondante du sécrétome notamment lors
de la phase aigué de l'infection. Sa capacité a dégrader un nombre important de composants
de la matrice extracellulaire (élastine, lamine, fibronectine) provoque des Iésions tissulaires et
des hémorragies favorisant la propagation de I'infection par dissémination bactérienne (Figure
25). (101) LasB a également une action lors d’infections chroniques avec la capacité d’inhiber
la réponse immunitaire en inactivant des composants du systéme du complément (C1, C3 ...),
en dégradant les défenses immunitaires de type interleukines (IL-6) ou en diminuant la
capacité des macrophages alvéolaires a éliminer les bactéries lors de surinfections de
bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) ou de mucoviscidose.(102) De plus, des
travaux ont montré la capacité de LasB a réduire 'activité et I'expression du CFTR, provoquant
une incapacité d’éradiquer une bactérie inhalée. (103) Enfin, LasB a un effet délétere majeur
sur lintégrité épithéliale avec une importante altération de la matrice extracellulaire des
épithéliums cutanés, respiratoires et cornéens par dégradation des protéines de collagéne de
type | et de type IV. Il a été montré que cette derniére a une grande importance dans les
infections oculaires. (103)
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Figure 26 : Modéle schématique des effets de P. aeruginosa sur l'intégrité épithéliale.(53)

ECM = matrice extracellulaire ; MMP = métalloprotéase matricielle

Les constituants structurels (pili, LPS, lectines) et les facteurs sécrétés (pyocyanine, ExoA,
LasB, rhamnolipides) contribuent a la mort cellulaire, a la désorganisation du cytosquelette
ainsi qu’a la perturbation des jonctions serrées.

La perméabilité intercellulaire favorise alors la transmigration et linfiltration des
bactéries vers le compartiment basolatéral. La perturbation de la matrice extracellulaire par
les métalloprotéases et le détachement des cellules de la matrice extracellulaire favorisent
ensuite la propagation des bactéries. Les toxines T3SS injectées a travers la membrane
basolatérale contribuent a la mort cellulaire et a I'altération de l'intégrité épithéliale. Les pili et
le flagelle sont également impliqués dans l'adhésion des bactéries a la cellule héte. Les
cytokines, libérées par les cellules épithéliales, les macrophages et les neutrophiles infiltrés,
contribuent également aux dommages épithéliaux (Figure 26).

1.4.4.2.4. Phospholipases C

Les phospholipases sont des enzymes extracellulaires thermolabiles d’environ 80kDa
contenant des ions zinc essentiels a l'activité enzymatique. Elles sont particulierement
synthétisées lors d’'une carence en phosphate. La phospholipase C est a l'origine de
dommages tissulaires pulmonaires liés a la dégradation du surfactant pulmonaire composé
majoritairement de phospholipides.

Trois phospholipides C de spécificité de substrat différents ont été identifiés :

- la phospholipase hémolytique, PIcH
- la phospholipase non hémolytique, PIcN
- la phospholipase PIicB
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PIcH est un facteur de virulence important provoquant une perméabilité vasculaire et
la nécrose cellulaire. De plus, PlcH a une action favorisant 'infection chronique en inhibant la
réponse de poussée respiratoire des neutrophiles. (104) Ces substrats préférentiels sont la
phosphatidylcholine et la sphingomyéline - des lipides constituant 'ensemble des membranes
cellulaires et du surfactant pulmonaire. (105) Cette modification du surfactant a un effet
délétere sur la fonction pulmonaire caractérisée par des diminutions significatives de la
capacité pulmonaire totale, de la compliance statique, de la capacité de diffusion et de la PO2
artérielle ainsi qu’'une augmentation de la pression artérielle pulmonaire moyenne. Des
modifications anatomiques peuvent étre également observées lors de pneumonie a P.
aeruginosa sécréteur de PIcH avec un cedéme pulmonaire, une hémorragie ou une
atélectasie. (106)

PIcN bien qu’ayant une similitude d’environ 40 % avec PIcH, posséde une spécificité de
substrat différente, en hydrolysant principalement la phosphatidylcholine et la
phosphatidylsérine. Contrairement a PIcH, PIcN n’a pas d’activité pathogéne démontrée. (107)

PlcB est la seule phospholipase active sur la phosphatidyléthanolamine, en plus d’étre active
sur la phosphatidylcholine. Elle est essentielle pour la motilité de contraction de type “twitching”
dirigé vers le haut par un gradient de phospholipides. (108)

1.4.4.2.5. Les chromophores : la pyocyanine et les sidérophores (pyoverdine et
pyocheline)

Les chromophores, responsable de la couleur caractéristique de chaque souche de P.
aeruginosa, sont la pyocyanine de couleur bleu et les sidérophores qui permettent la chélation
et le transport du fer : la pyoverdine (pigment vert) et la pyocheline.

1.4.4.2.5.1. La pyocyanine

La pyocyanine est un métabolite redox actif qui, en présence d'oxygéne, induit la
formation de molécule superoxyde. La pyocyanine est un pigment synthétisé par le P.
aeruginosa responsable de la couleur bleu-vert qui lui vaut le nom de bacille pyocyanique. Elle
devient incolore lorsqu’elle subit une réduction a deux électrons. Elle est impliqué dans de
multiples mécanismes pathogénes parmi lesquels : (109-112)

- linhibition de la respiration cellulaire, de la fonction ciliaire, de la croissance des
cellules épidermiques, et de la libération de prostacycline

- loxydation du glutathion dans les cellules épithéliales et endothéliales pulmonaires
inhibant la croissance microbienne et inhibant la catalase participant ainsi au stress
oxydatif et entrainant une nécrose du tissu respiratoire

- le contréle de la réponse immune : inhibe la libération d’interleukine 2 en limitant la
croissance des lymphocytes T et inhibe la sécrétion d'immunoglobulines par les
lymphocytes B

- linactivation de 'ATPase vacuolaires des cellules épithéliales pulmonaires provoquant
une détérioration des canaux chlorure au cours de la mucoviscidose

- elle ne chélate pas le fer contrairement aux sidérophores, mais elle réduit le fer ferrique
en fer ferreux le rendant plus disponible

- elle contribue a perturber ’lhoméostasie du calcium et a favoriser le développement de
la pneumonie en attirant puis créant I'apoptose des neutrophiles
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1.4.4.2.5.2. Les sidérophores

a. Importance du fer chez P. aeruginosa

Le fer détient une place importante dans les infections. En effet, chez I'héte, il est utile
au bon fonctionnement immunitaire de I'organisme avec, par exemple, une modulation des
lymphocytes T CD4+ Th1/Th2 pour I'immunité cellulaire et de la réponse humorale a travers
les interleukines 2 et 6. Il a un réle de nutriment indispensable au P. aeruginosa pour sa survie,
sa multiplication et I'expression de ses facteurs de virulence. La bactérie peut satisfaire ce
besoin soit par contact direct avec le fer soit par la synthese de séquestreurs de fer c'est-a-
dire les sidérophores exogénes ou propres au P. aeruginosa (pyoverdine et pyocheline) et les
hémophores. Ce dernier mécanisme est résumé dans la Figure 27.

P. aeruginosa posséde au sein de son génome un trés grand nombre de genes codant la voie
d’acquisition du fer, notamment 35 transporteurs TonB-dépendant (TBTD) qui en plus d'étre
impliqué dans le transfert de fer sont aussi utilisés pour le cobalt et le zinc. Cela démontre bien
limportance du métabolisme du fer pour la bactérie.
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Figure 27 : Acquisition du fer chez P. aeruginosa par les sidérophores. ME : milieu extracellulaire ;
P : périplasme ; C : cytoplasme. (113)

Le complexe sidérophore-fer traverse la membrane externe de la bactérie grace au
transporteur TonB-dépendant (TBTD) régulé par une protéine de la membrane interne TonB.
Ce transport du complexe sidérophore-fer dans le périplasme est un transport actif qui requiert
une force proton-motrice fournit par le complexe TonB-ExbB-ExbD. (114) Une fois dans le
périplasme ce complexe peut étre dissocié ou étre transféré jusqu’au cytoplasme par des
transporteurs de membrane interne de type ABC (ATP Binding Cassette) par l'intermédiaire
d’'une protéine périplasmique PBP qui fixe le complexe fer-sidérophore au niveau du
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périplasme (115) ou a travers une perméase qui ne nécessite pas de PBP. Le sidérophore va
étre recyclé et le fer sera utilisé ou stocké en fonction des besoins de la bactérie.

Les protéines TonB sont codées par trois génes : tonB1, tonB2 et tonB3 (116). La mutation du
géne tonB1 empéche la captation du fer via les sidérophores. Le gene tonB2 n’a pas de role
majeur. tonB3 est impliqué dans la motilité de type twitching.

b. La pyoverdine

Seuls les Pseudomonas fluorescents synthétisent le sidérophore pyoverdine (PVD), peptide
de 11 acides aminés donnant lieu a une couleur jaune/vert des souches lors de la culture. Les
PVD ont une structure commune composeée :

- d’'un chromophore de type 2,3-diamino-6,7-dihydroxyquinoline

- d’'une chaine latérale en C3 : composée soit d’'un acide dicarboxylique soit de son
amide correspondant

- d'une chaine peptidique : de taille et de séquence variable spécifique de chaque
souche, permettant la reconnaissance par le TBTD (117)

Le locus PVD regroupe les différents génes codant les protéines nécessaires a la biosynthese,
au transfert et a la régulation de la PVD (Figure 28). La synthése de la PVD commence au
niveau du cytoplasme et requiert sept enzymes dont quatre NRPSs (Non Ribosomal Peptide
Synthethase) : PvdL, Pvdl, PvdD et PvdJ (118) puis se termine dans le périplasme grace au
transporteur de membrane interne PvdE ou le sidérophore subira des étapes de maturation
grace a cing enzymes : PvdM, PvdN, PvdO, PvdP, et PvdQ.

Locus Pvd

2426 2420 2424, 2413 2412 2411 T 2410-PAZ403 | 2402-2399—) 2396 2397 2386 [2395-20937 2392 [2391-2380 4 2308 2187 2386 23685
~ @DDIDD D @@e@aa@aa@@bbbddDIKIDGId 4D

pwds mibH pvdRT-OpmQ fovR foul

D reguiation [ import ) Sécrétion/Recyclage
DBiosynthés,e D TBDT D Probablement biosynthése

Figure 28 : Organisation génomique du locus PVD chez P. aeruginosa PAO1

Trois géenes pvdRT-opmQ codent une pompe a efflux excrétant la PVD néosynthétisée dans
le milieu extracellulaire. (119) Une fois cela réalisé, elle chélate le fer, formant ainsi un
complexe ferri-pyoverdine reconnu par un des deux transporteurs TonB dépendant FpvA ou
FpvB (Figure 29). Cette liaison induit un changement de conformation du domaine de
signalisation du transporteur activant le régulateur sigma FpvR ancré dans la membrane
interne. (120) FpvR libére ainsi deux facteurs sigma PvdS et Fpvl, qui se lient a 'ARN
polymérase et induisent I'expression des genes de I'opéron PVD, de la protéase IV et de
'exotoxine A. (121)

La PVD a un réle important dans les infections aigués mais son role décroit dans les infections
chroniques. En effet, un tiers des souches présentes dans les mucoviscidoses perdent la
capacité de synthétiser la pyoverdine et récupérent le fer a travers ’héme oxygénase HemO.
(122)
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Figure 29 : Voie d’'import du fer par la pyoverdine (113)

c. Lapyocheline

La pyocheline (PCH) correspond au deuxiéme sidérophore synthétisé par P. aeruginosa. |l est
également synthétisé par la bactérie Burkholderia cepacia. Quatre stéréoisoméres de PCH
sont répertoriés mais seul PCH1 est reconnu par le TBTD. (123) Il faut 2 PCH pour chélater
un atome de fer. (124) Sa biosynthése nécessite sept enzymes organisées en deux opérons
distincts : pchDCBA et pchEFGHI, et a la différence de la pyoverdine sa synthese se passe
en intégralité dans le cytoplasme.

Une fois dans le cytoplasme, le complexe fer-pyocheline va se fixer au régulateur PchR et
réguler la transcription des génes de la voie PCH en activant la transcription des génes de
biosynthése de PCH (opérons pchDCBA et pchEFGHI) et d'import du complexe 2PCH-1Fer
(opéron fptABCX). De plus PchR réprime sa propre transcription. (125)

La PCH peut chélater également d’autres métaux comme le cobalt, le nickel et le gallium pour
les importer dans le cytoplasme bactérien.

d. Import de 'héme et stockage du fer

Le fer est un nutriment essentiel et trés répandu dans le corps humain représenté pour
plus de la moitié par I'héme, qui en plus de rentrer dans la composition de I'hémoglobine, est
une source en fer importante pour les pathogénes lors d’infections. P. aeruginosa possede
deux systemes de captation de I'neme : le systeme Phu et le systeme Has.(126) Le systeme
Phu composé du transporteur TonB dépendant PhuR qui est en compétition avec les
hémoprotéines (hémoglobine ou hémopexine) pour fixer et transporter 'héme. Une fois dans
le périplasme, I'néme se fixe a la protéine de liaison périplasmique PhuT puis est transférée
dans le cytoplasme par le transporteur ABC ou elle sera dégradée par I'oxygénase HemO en
biliverdine et monoxyde de carbone libérant le fer 2+.

Le systéme d’assimilation de I'héme Has code pour un hemophore soluble (HasA)
sécrété dans le milieu extracellulaire, retirant I'héme de I'hémoglobine pour I'envoyer a un
récepteur de membrane externe dépendant de TonB (HasR). Une fois dans le périplasme |l
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utilisera le transporteur ABC codé par Phu pour rentrer dans le cytoplasme. (127) Une fois le
fer internalisé dans le cytoplasme, celui-ci doit étre stocké tout en évitant une trop forte
concentration qui serait toxique pour la bactérie. Ce stockage est réalisé par deux protéines :
la bacterioferritine BfrB et la ferritine FtnA. (128) Le glutathion présent en abondance dans le
cytoplasme est également capable de fixer le Fe2+ et joue un réle dans la dissociation du
complexe 2PCH/1fer en tant que donneur d'électron.

1.4.4.2.6. Protéase alcaline

La protéase alcaline (AprA) est une métalloprotéase de 50kDa dépendante du zinc, sécrété
par le systeme de sécrétion de type I. Son action est principalement documentée a partir de
la physiopathologie des pneumonies aigués. Elle clive plusieurs composés tels que la lamine
(composant actif de la lame basale), l'interféron y humain, le facteur de nécrose tumorale alpha
qui joue un réle dans la régulation des cellules immunitaires ou encore l'interleukine 6. (129)
Elle peut également dégrader la fibrine, or la formation de fibrine au début des infections
pulmonaires semble importante pour limiter I'étendue de l'inflammation.

De plus, la protéase alcaline inhibe les polynucléaires neutrophiles permettant la survie des
bactéries et interfére avec I'activation du complément médié par la voie classique comme la
protéase IV et I'élastase (via le clivage de C2 et la dégradation des complément C1q et C3).

Enfin, la protéase alcaline empéche la reconnaissance de la bactérie par le récepteur TLR5
donc I'activation immunitaire (via le clivage de la flagelline monomeére). (130)

1.4.4.2.7. Protéase IV

La protéase IV est une sérine protéase de 26kDa sous la régulation du facteur sigma
PvdS contrdlée par lasR du quorum sensing. Elle a une activité sur le c6té carboxyl des
peptides contenant de la lysine et peut ainsi digérer de nombreuses protéines biologiques,
notamment les immunoglobulines, les composants du complément, le fibrinogéne et le
plasminogene. Il a été démontré une virulence importante de la protéase IV au niveau de la
cornée, pouvant entrainer une perte d'acuité visuelle voir une cécité a la suite d’une kératite a
P. aeruginosa qui sont particulierement fréquente lors du port de lentilles de contact. (131) Sa
virulence ne se cantonne pas qu’a la cornée, elle détruit également des protéines du surfactant
respiratoire et l'interleukine-22. (132)

Lors d’une infection bactérienne, la concentration de fer dans les tissus est faible et le clivage
de la lactoferrine et de la transferrine permet d’apporter du fer aux bactéries infectantes. La
protéase IV est capable de réaliser ce clivage pour favoriser le développement de l'infection.
D'autre part, il a été montré que le régulateur de I'absorption du fer (Fur) contrdle I'expression
de PvdS de maniére positive lors de concentration faible en fer, et donc de I'expression de la
protéase V.

Au vu de la faible quantité en fer dans le biofilm par rapport a la plupart des environnements,
une sécrétion de protéase 1V 39 fois plus importante a été observée. (133)
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[.5. Lapneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM)

[.5.1. Définition et épidémiologie :

La pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) est définie comme toute
pneumopathie survenant dans les services de réanimation 48h aprés l'intubation et jusqu’a 48
heures aprés I'extubation.

Il s’agit de la 3éme infection nosocomiale la plus fréquente aprées les infections urinaires
et les infections du site opératoire. La derniére étude de Santé Publique France et du réseau
REA-Raisin de 2016 retrouvait un taux d’incidence de PAVM de 11,67 sur 100 patients intubés
soit un taux d’incidence de 15,22 sur 1000 jours d’intubation. Ces taux d’incidence ont une
tendance a la baisse depuis les années 2000 liés a une baisse du pourcentage de patients
intubés mais surtout de la durée d’exposition moins longue depuis 2009 du fait des
recommandations portant sur le sevrage et I'utilisation de techniques non invasives.

Le délai d'apparition moyen par rapport a I'admission en réanimation est de 11,6 j pour les
pneumopathies et le délai exprimé par rapport au début de I'exposition au dispositif invasif est
en moyenne de 10,7 j pour les pneumopathies associées a l'intubation. (10)

Dans 88,7% des cas, la pneumopathie est associée a l'intubation (premiers épisodes). Le
mode de diagnostic le plus fréquent est "protégé semi-quantitatif’, c'est-a-dire par lavage
broncho-alvéolaire qui correspond a un diagnostic de 50% des PAVM. 74,9 % des premiers
épisodes de pneumopathies sont monomicrobiens, dont 20% des PAVM sont dues a P.
aeruginosa et 13,3% au Staphylococcus aureus. (10)

L'intubation trachéale et la ventilation mécanique sont associées a une augmentation de 7 a
21 fois de l'incidence de la pneumonie et jusqu'a 28 % des patients sous ventilation mécanique
développeront cette complication. L’apparition d’'une PAVM est associée a une augmentation
attribuable de la morbidité et de la mortalité. (134)

Plusieurs facteurs de risque associés a la survenue d'une PAVM ont pu étre identifiés tels que
le sexe masculin, la durée d'intubation, le nombre de ré-intubation, la présence d'un
traumatisme de l'appareil respiratoire ou encore le transfert depuis un autre service de
réanimation. Des facteurs protecteurs ont également pu étre identifiés tels que la prise
d’antibiotique dés I'admission, un age élevé, ou une chirurgie urgente.
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Figure 30 : Evolution des taux de pneumopathies de 2004 & 2016 selon différents indicateurs

De 2013 a 2016, nous observons une augmentation de 2,22 points du taux d’'incidence des
PAVM pour 1000 jours d’intubation qui peut étre expliqué par la baisse de la durée d’exposition
a lintubation et qui entraine nécessairement une baisse du dénominateur (somme des
journées d’intubation) et peut expliquer en partie cette augmentation relative du taux
d’incidence des pneumopathies.

I.5.2. Physiopathologie de la PAVM

Le diagnostic de la PAVM reste toujours complexe, associant des arguments cliniques,
radiologiques et biologiques. La radiologie est le critére principal de diagnostic avec une
atteinte du parenchyme pulmonaire et une condensation plutét des bases. Cette atteinte est
associée a des critéres cliniques résultant de l'impact de linfection sur le patient tels que
l'augmentation des besoins en oxygene (augmentation du rapport PaO2/FiO2) ou encore du
score CPIS (Clinical Pulmonary Infection Score). A cela s'ajoutent des critéres
microbiologiques qui permettent d’identifier le (ou les) pathogéne(s) responsable(s) et facilite
la prise en charge et le traitement de la PAVM (Figure 31).

Les principaux agents pathogénes responsables de PAVM sont P. aeruginosa, S.
aureus et les Entérobactérales. S. aureus ou encore S. pneumoniae sont surtout responsables
de PAVM dites précoces (survenant dans les 5 premiers jours post-intubation). A contrario, P.
aeruginosa ou A. baumannii, sont responsables de PAVM dites tardives (survenant aprés 5
jours).

68
FILLALI Wasfi | These d’exercice | Université de Limoges | 20221993

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Deux clichés radiologiques ou plus avec une image évocatrice de pneumopathie pour les patients avec
cardiopathie ou maladie pulmonaire sous-jacente.
En I'absence d'antécédents de cardiopathie ou de maladie pulmonaire sous-jacente, une seule radiographie
ou un seul examen scannographique suffit.

o —Q o 0

et au moins un des signes suivants

= hyperthermie > 38 °C sans autre cause
= Leucopénie (<4000 GB/mm?®) ou hyperleucocytose (= 12 000 GB/mm?)

et au moins un des signes suivants
(ou au moins 2 si pneumopathieS cliniques uniquement (cfr. PN 4 et 5 ci-dessous)

Apparition de sécrétions purulentes ou modifications des caractéristiques (couleur, odeur, quantité,
consistance)

= Toux ou dyspnée ou tachypnée

= Auscultation évocatrice, ronchi, sibilance

= Détérioration de la gazométrie (désaturation) ou besoins accrus en oxygéne ou en assistance
respiratoire

wWoOo3o0o~T3IKW

Et selon le moyen diagnostic utilisé

a — Diagnostic bactériologique effectué par:

Examen bactériologique protégé avec numération de micro-organisme (culture quantitative) (PN 1)

- lavage broncho-alvéolaire (LBA) avec seuil de > 10* UFC/ml
ou > 5 % des cellules obtenues par LBA avec des inclusions bactériennes au Gram a 'examen
M direct (classé dans |la catégorie diagnostique LBA).
i - brosse de Wimberley avec seuil de >10° UFC/ml
- prélévement distal protégé (PDP) avec seuil de > 10° UFC/mi

(r.: Examen bactériologique non protégé avec numération de micro-organisme (PN 2)
bactériologie quantitative des sécrétions bronchiques (p.ex. aspiration endo-trachéale) avec un

8 seuil de 10° UFC/ml

i

0 b — Méthodes microbiologiques alternatives (PN 3)

| - Hémocultures positives (en I'absence d’autre source infectieuse)

0 - Culture positive du liquide pleural

g - Abces pleural ou pulmonaire avec ponction positive

i - Examen histologique du poumon évocateur de pneumonie

e - Examens pour pneumopathies virales ou a micro-organisme particulier (Legionella, Aspergillus,

mycobactéries, mycoplasmes, Pneumocystis carinii)

- mise en évidence d'Ag ou dAC dans les sécrétions bronchiques

examen direct positif ou culture positive de sécrétions ou tissus bronchiques
- conversion sérologique (ex : grippe, Legionella, Chlamydia)

antigéne dans les urines (Legionella)

c- Autres
- bactériologie des crachats ou examen non quantitatif des sécrétions bronchiques (PN 4)

- aucun critére microbiologique (PN 5)

*Remarque: ces critéres ont été validés en absence de traitement antibiotique au préalable

Figure 31 : Critéres de diagnostic d’'une pneumonie lié aux soins intensifs (135)
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La physiopathologie de la survenue d’'une PAVM reste a ce jour encore peu connue. Elle a
principalement été documentée par deux mécanismes :

- Par voie endogéne (la plus fréquente) : inhalation des bactéries de la flore
oropharyngée qui colonisent la sonde endotrachéale, celle-ci favorise en effet 'accés
des micro-organismes pathogénes au tractus respiratoire inférieur. (136) Nous
observons ainsi une contamination des sécrétions sous-glottique soit directement de
l'oropharynx soit secondairement suite a un reflux de I'estomac ou par la sonde
nasogastrique de nutrition entérale qui peut devenir un réservoir important de bacilles

a gram négatif. (137)

- Par voie exogéne : correspondant a une contamination par des agents pathogenes a
partir de I'environnement de l'unité de soins intensifs (eau hospitaliére, inhalations
d’aérosols médicamenteux ou d’air, mains et vétements souillées des professionnels
de santé ...)

La formation de biofilm dans la sonde endotrachéale peut jouer un réle contributif dans le
maintien de la colonisation trachéale et avoir un réle important dans la PAVM. (138) En outre,
un biofilm bactérien formé sur la surface interne de la sonde trachéale favorise la colonisation
bactérienne trachéobronchique en agissant comme un réservoir de contamination des voies
aériennes (Figure 32). L’équilibre entre les défenses locales et générales de I'’h6te d’'une part,
et la quantité et la virulence des micro-organismes infectants, détermine alors si la colonisation
progressera vers une PAVM. Par ailleurs, la pose de la sonde favorise la survenue de la PAVM
car elle peut emmener directement des pathogénes oro-pharyngés vers les voies aériennes
profondes. Elle crée également de multiples micro-lésions de I'appareil mucociliaire. Les
autres facteurs favorisant la PAVM sont I'age du patient, la présence d'antécédent pulmonaire
(mucoviscidose, bronchopneumopathie chronique obstructive ...) ou encore la présence d’'une
immunodépression.
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Figure 32 : Représentation de la physiopathologie lors d’une intubation endotrachéale (139)
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I.5.3. Roéle de P. aeruginosa dans la PAVM

L'espéce P. aeruginosa est un pathogene important des services de Réanimation, de
par ses nombreux facteurs de virulence et sa complexité de traitement au vu des phénotypes
de résistance.

Cette bactérie est classiguement associée aux PAVM tardives car elle provient surtout de
I'environnement hospitalier et est capable de former un biofilm lui permettant de se nicher
idéalement sur le matériel de soins notamment les sondes endo-trachéales. La formation du
biofilm peut se faire au niveau de la surface interne de la sonde endotrachéale (contenant des
microorganismes exogénes) ou au niveau supérieur du ballonnet (contenant un mélange de
bactéries d’origine oropharyngée et gastrique). C’est aprés I'accumulation de ce biofilm qu'il y
a un risque de fuite du biofilm jusqu’au niveau de I'appareil respiratoire inférieur. Pour éviter
cela des mesures préventives ont été mis en place lors de la 5éme conférence de consensus
de la société de réanimation frangaise tels qu'une pression du ballonnet assez grande (entre
25 et 30 cmH20 pour diminuer les micro inhalations), la décontamination oro-pharyngée
réguliere ou encore une angulation minimale de 30° pour éviter de maintenir le patient intubé
en décubitus dorsal strict.

La diversité des isolats des P. aeruginosa colonisateurs initiaux des patients intubés est élevée
reflétant les différentes sources d’acquisition des isolats (endogéne, environnementale,
transmission inter-patient) mais cette diversité diminue avec le temps. Non pas a cause d’'une
pression sélective des antibiotiques mais plutét due aux conditions de I'environnement
pulmonaire. (140)

La PAVM survient significativement plus tdét chez les patients déja colonisés.
Effectivement une étude internationale a conclu que les risques de développer une PAVM par
P. aeruginosa étaient huit fois plus élevés chez les patients ayant déja été colonisés que chez
les patients non colonisés. (138)

Par ailleurs, de nombreuses études se sont intéressées au lien entre certains facteurs de
virulence et I'aspect clinique du patient intubé. Notamment une pathogénicité trés augmentée
lors de PAVM avec une forte production d’élastase et de pyocyanine.(141,142) De plus, la
perte d'intégrité des barrieres pulmonaires permet une dissémination bactérienne dans la
circulation sanguine et la fuite de cytokines pro-inflammatoires, provoquant une diminution de
la pression artérielle moyenne, indicateur de choc septique . Le résultat net est une mortalité
accrue associée a l'infection par des souches T3SS+. (84)
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I.5.4. Intérét de I’étude génomique des souches de P. aeruginosa en service de
réanimation

Le tres grand génome de P. aeruginosa contribue considérablement & sa capacité
d'adaptation, favorisant sa survie en atténuant sa virulence et évitant le systéme immunitaire
avec la perte de flagelle et de pili. Par conséquence, les études génomiques fournissent des
informations importantes sur I'élucidation de I'évolution de P. aeruginosa et de ses interactions
avec I'h6te tout au long de l'infection.

Au vu des résistances et des facteurs de virulence du P. aeruginosa, la détection des différents
géenes par le NGS pourrait permettre de mieux comprendre I'impact du contenu génomique
sur I'évolution clinique et donc d’améliorer la compréhension de la physiopathologie de la
PAVM. La présence bactérienne pourra nous renseigner sur ses capacités a la colonisation
en échappant au systéme immunitaire donnant une indication de non antibiothérapie au vu de
sa présence sans pathogénicité, ou au contraire la présence de facteurs de virulences
notamment toxinogéne qui nécessiterait un traitement le plus précoce possible.

De plus le NGS va apporter son aide au développement vaccinal contre le P. aeruginosa, en
effet depuis quelques années les chercheurs travaillent sur un vaccin capable d’éradiquer la
bactérie notamment chez les mucoviscidoses. Pour étre le plus efficace possible, il faut étre
parfaitement informé de 'armement de la bactérie et de sa maniere de vivre au sein du
poumon. Ainsi des anticorps pourront cibler un épitope précis (tels que le flagelle ou les
mécanismes de captations ferriques) pour tuer la bactérie.

Indépendamment de cette approche clinique, I'analyse génomique permet d’apporter un point
de vue épidémiologique aux isolats circulants dans le service de Réanimation du CHU de
Limoges. La caractérisation des souches par leur ST et nombre de SNP permet par exemple
de suivre la dissémination bactérienne dans un service, d’identifier une éventuelle épidémie
voir d’'identifier des sources de contaminations environnementales en collaborant avec les
équipes opérationnelles d’hygiene et le laboratoire. Cette analyse génomique permet ainsi de
prévenir et alerter précocement 'émergence d’un clone particulier.

De plus cette analyse permet une comparaison national et international, pouvant faire ressortir
'émergence de souches virulentes, lidentification fréquente de génes de résistances
particuliers ou encore la présence d’éléments génétique mobile perturbant la mise en place
de traitement anti-pseudomonale.

Néanmoins, l'analyse par NGS nécessite encore beaucoup de temps de préparation
comprenant plusieurs heures de manipulation et un temps de séquengage d’au moins 24
heures, ce qui est un frein a son déploiement en clinique. Bien que plusieurs études ont tenté
de mettre en place ce dispositif en routine, la culture microbiologique est encore nécessaire et
bien plus rapide pour aiguiller le clinicien dans son interprétation clinique et son choix
d’antibiothérapie. Les décisions de prise en charge médicale ne seront réalisables que lorsque
'analyse génomique sera bien plus rapide.
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Il Matériels et Méthodes

La Figure 33 présente 'organigramme des principales étapes réalisées dans cette étude
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Figure 33 : Organigramme de I'étude

[I.1. Isolement et extraction des isolats de P. aeruginosa

11.1.1. Sélection des isolats

Depuis 2019, tous les isolats de P. aeruginosa isolées en culture a partir de
prélevements respiratoires et provenant de patients hospitalisés dans le service de
Réanimation Polyvalente du Centre Hospitalier Universitaire Dupuytren de Limoges ont été
conservées. Les prélévements respiratoires incluent des aspirations endotrachéales (AET),
des aspirations bronchigues ou encore des liquides de lavage broncho-alvéolaire.

Tous les isolats ont été identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF au laboratoire de
Bactériologie-Virologie-Hygiéne au cours de la prise en charge standard des prélévements
respiratoires en suivant les recommandations européennes de 'lESCMID. Un antibiogramme
a également été réalisé en milieu liquide sur carte AST-N240 sur l'automate Vitek2®
(bioMérieux) ou en milieu gélosé Mueller-Hinton avec des disques imprégnés d’antibiotiques.
Chaque antibiogramme a été interprété selon les recommandations EUCAST CA-SFM 2019
V.1.0 afin de déterminer leur profil de sensibilité.
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I1.L1.2. Recueil des informations cliniques

Pour chaque patient ayant présenté au minium une colonisation respiratoire a P.
aeruginosa, plusieurs parametres cliniques ont été recueillis dont :

- l'age du patient

- les antécédents et les comorbidités du patient

- les dates d’admission et de sortie dans le service de réanimation de Limoges

- le numéro de la chambre d’hospitalisation

- le motif d’admission

- la positivité au Covid-19 lors de I'hospitalisation

- la présence d’'une bactériémie ou d’une autre infection

- la présence d’'une intubation et si oui la date de l'intubation

- la présence d’une PAVM et sa date

- la date et le type du préléevement respiratoire

- la quantification du P. aeruginosa et sa présence seul ou associé a d’autres
bactéries

- la conclusion clinique d'une trachéo-bronchite ou d’'une simple colonisation
devant 'absence de PAVM

- la mortalité

11.1.3. Extraction de ’'ADN

Chaque isolat a été ré-isolé sur gélose au sang. L’extraction des ADN a été réalisée
en utilisant le kit SaMag bacterial DNA extraction sur l'automate SaMag-12® (Sacace
Biotechnologies). Rapidement, quatre a cing colonies de chaque souche ont été resuspendues
dans 220 pL de tampon d’extraction (buffer BL2B). Deux cent microlitres de cette solution sont
récupérés et extraits dans un volume d’élution de 50 pL.

1.L1.4. Dosage de ’'ADN

Les extraits d’ADN recueillis ont été quantifiés sur I'appareil QuBit® selon la procédure

du kit Qubit dsDNA Broad Range Assay (ThermoFischer Scientific). Il s’agit d’'une technique
de quantification de I'ADN basée sur la mesure de fluorescence émise uniquement aprés
liaison a 'ADN. Cette spécificité permet une quantification précise des acides nucléiques.

[1.2. Le séquencage haut débit

Le séquencage haut-débit est une technique de séquencage du génome. Le WGS (ou
Whole Genome Sequenging) consiste a obtenir la séquence ADN intégrale d’'une souche
bactérienne d’intérét. Elle se distingue des autres techniques de séquengage par I'absence
d’amplification préalable. Le séquengage haut débit a pour principe de base la formation et la
lecture de fagon conjointe de millions de reads (ou courtes séquences d’ADN de 200 a 400
pb) qui une fois réassemblés pourront permettre de reconstruire le génome initial. Pour obtenir
ces reads plusieurs étapes préalables sont nécessaires a savoir la préparation des librairies,
le contréle et la quantification des librairies, 'amplification des librairies et le séquencage.
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I1.2.1. Préparation des librairies

L’étape de préparation des librairies consiste a préparer 'ADN bactérien afin qu’il soit
en capacité de passer sur le séquenceur. Pour ce faire, nous avons utilisé le kit lon Xpress
Plus Fragment Library for AB Library Builder System (ThermoFisher Scientific) qui présente
'avantage d’étre semi-automatisé par I'automate Library Builder (ThermoFisher Scientific).

L’ADN bactérien est premiérement fragmenté en morceaux de 200 a 300 pb, a l'aide d’'une
enzyme appelée lon Shear. Pour pouvoir identifier chaque échantillon et donc chaque
morceau d’ADN appartenant au méme isolat, un code-barre composé de quelques nucléotides
a été attribué a chaque isolat et ajouté par ligation aux différents fragments d’ADN de chaque
isolat. Des adaptateurs P1 et A, qui sont nécessaires aux premieres étapes du séquencage,
sont également inclus aux extrémités de chaque fragment d’ADN. Chaque étape de la
préparation de librairie nécessite la purification des fragments d’ADN ayant fixés les
adaptateurs et le code-barre (Figure 34). Ces purifications sont réalisées a l'aide de billes
d’AMPure® (Beckman Coulter). Ces billes permettent la fixation d’ADN par polarité et la
purification des fragments est réalisée aprés deux lavages a I'éthanol 70%. L’élution est
réalisée dans vingt microlitres d’eau ppi.

Au bout de ces deux heures de préparation, 'amplification des fragments d’ADN ayant liés les
adaptateurs et les codes-barres est nécessaire pour optimiser la librairie. Une PCR de 8 cycles
est réalisée en utilisant une enzyme hautement fidéle pour éviter 'insertion d’erreur contenue
dans un mix : la polymérase Platinum PCR SuperMix High Fidelity (ThermoFisher). A celle-ci
est ajoutée des amorces Primer Mix présentes dans le coffret lon Plus Fragment Library
Adapters (ThermoFisher) complémentaires des adaptateurs P1 et A. En sortie de PCR, une
purification des fragments d’ADN est réalisée grace aux billes d’AMPure.

En sortie de PCR, une purification des fragments d’ADN est réalisée grace aux billes
d’AMPure.
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Figure 34 : Etapes de préparation de la bibliothéque d'’ADN génomique ionique et d'amplicons
11.2.2. Contrdle et quantification des librairies

L'analyse de taille et de quantité des fragments d'ADN doit étre réalisée avant
séquencgage pour pooler de fagon équimolaire les différents ADN barecodés. Cela a éte réalisé
sur 'automate bioAnalyzer (Agilent Technologies) avec le kit Agilent Broad Range DNA
Reagents, qui contient les puces (Figure 35) et les réactifs. La puce contient un ensemble de
microcanaux interconnectés permettant la séparation des fragments d'acide nucléique en
fonction de leur taille et la quantification des fragments grace a la détection de la fluorescence.
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Figure 35 : Puce Agilent High Sensitivity DNA

Nous obtenons un profil tel que celui présenté sur la Figure 36. Deux marqueurs de taille de
35 bp et 10380 bp permettent de calibrer la taille et la quantification de I'électrophorése. Pour
toutes nos souches, nous avons obtenu un pic maximal de concentration compris entre 300
et 400 bp. Cette taille de fragment correspond a nos ADN de souches fragmentés a environ
200 pb ainsi que les adaptateurs et code-barres ajoutés durant I'étape de préparation de
librairie (100 pb environ). La quantification en picomolaire de chaque échantillon a été relevée.
Ces profils nous ont permis d’affirmer que la quantité d’ADN disponible était suffisante et que

la préparation des librairies était satisfaisante.
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Peak table for sample 6 : 41

Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/1] Observations Aligned Migration Time [s]
1 35 125,00 5411,3 Lower Marker 43,00

2 303 465,16 23229 70,46

3 311 534,34 26027 71,07

4 10380 75,00 10,9 Upper Marker 113,00

Figure 36 : Exemple d'électrophorése d’'une souche de P. aeruginosa
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11.2.3. PCR émulsion

L’'étape de séquencage a proprement parler, doit étre précédée d’une amplification
clonale nécessaire pour permettre un signal de détection suffisant. Cette étape est spécifique
du séquencgage par la technologie lon Torrent. Elle est réalisée par PCR en émulsion a l'aide
de l'automate lon Chef, comprenant 50 cycles pour une durée d’environ 6 heures. Le principe
de cette PCR est précisé dans la Figure 37. Il permet d’isoler dans une émulsion formée par
un mélange eau-huile, une bille d'ISP (lon Sphere Particles), un fragment d’ADN, les ePCR
primers, les dNTP et ’ADN polymérase. L’amplification du fragment sera réalisée grace a des
amorces couplées a une biotine reconnaissant 'adaptateur P1. En sortie de I'lon Chef, chaque
bille sera recouverte de millions de copies clonales du fragment d’ADN initial. Les ISP fixées
a I’ADN seront récupérées aprées purification et chargées sur une puce de séquencage lon 540
Chip recouverte de 150 millions de micropuits, dont chacun a la capacité d’intégrer une seule
bille.

Emulsion: by L rocnnotogies
Procédé permettant de générer des

microréacteurs PCR dans ['huile PCR en Emulsion

Récupération des ISP

- - N
lon Chef System Thermo Fisher \* Condition Souhaitée Palyclonal

Sequencer Réacteur Polycional
1 sphére + =1 fragment ADN

lon Sphere
Particles * *E
g N.-

B

ePCR-B-trP1

Réacteur mutti ISP
Plusi phéres =1

- [T

)
e S

| %

P1-A Librairie  |Clef
, Pl A ) Réacteur Monoclonal y onal
i 35, 1 sphére + 1 fragment ADN o onoclona
P1

ePCR Primers

ePCR-A

pI

Réacteur Non clonal
1 sphére sans fragment ADN

5' Biok—CCATCTCATCCCTGCGTETE 3

ePCR-B-trP1 trP1
SNCCTATCCCCTETETGOCTTEGCAGTC TCAGCCFCTCTAT GEGCAGTCGETGAT 3

Figure 37 : Etape de la PCR émulsion préalable au séquengage haut débit (d’aprés ThermoFisher
Scientific)

I1.2.4. Séquencage

Le séquencage lon Torrent est une méthode de séquencgage basée sur la détection
d’ions hydrogénes libérés durant la polymérisation de I'ADN. C’est une méthode de
séquencage par synthése durant laquelle un brin complémentaire est créé a partir d’'une
amorce reconnaissant 'adaptateur A. Ainsi a chaque ajout de dNTP par 'ADN polymérase un
proton H* sera émis ce qui modifiera le pH. Cette variation sera prise en compte en temps réel
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par un micro-pHmetre présent au fond de chaque puits, et transformé en signal électrique
(variation de voltage). A chaque cycle, une base différente (A, T, G ou C) est injectée ; si elle
est incorporée, une différence de potentiel sera alors mesurée. Cette valeur est proportionnelle
au nombre de base présente. Une séquence clé « TCAG » permet d’aligner les résultats sur
ses niveaux d’expression (intensité de signal correspondant a 1 base incorporée)

x,y{e'r nnologies
B-trP1 A
5 3
CCTATCCCC TGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGCCT CTCTAT GGGCAGTCGGTGAT NNNNNNNN......... NNNNNNNNNNN CTGAGTCGGAGACACGCAGGGATGAGATGG*T* T
Séquence d'intérét Clef 3 Amorce de s
séquencage
Initialisation du PGM Chargement de la puce Séquencage via PGM

jontorrent sxaoxo+=

_———

- «Auto pH »

- Contrdle de la puce
(« Chip check »)

- Préparation des ISP
+ ISP contréle

lonogramme T

| i 'il L H | illllu

20
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Flow

Figure 38 : Principe de séquencgage par technologie lon Torrent (d’aprés ThermoFisher Scientific)

Les étapes de séquengage de 'ADN ont été réalisées sur 'automate lon GeneStudio S5 Plus
(ThermoFisher Scientific) en utilisant une puce lon 540 Chip, qui a une capacité maximale de
lecture de 140 millions de reads. Cette capacité n’est jamais atteinte car comme le montre la
Figure 38, elle dépend du taux de chargement des ISP sur la puce auquel il faut soustraire le
pourcentage de billes polyclonales, de reads de faible qualité de lecture (Phred-Score <20),
ainsi qu’un pourcent de reads correspondant a des contréles de qualité (Test Fragment
permettant d’affirmer que la puce fonctionne).

Nous obtenons donc une capacité de lecture standard de 90 millions de reads, correspondant
a 18 Gbp avec des reads d’une taille de 200 bp. Le génome de P. aeruginosa est d’environ
6,5 Mbp, et nous devons tenir compte d’'une profondeur de lecture minimale de 50 a 100X, ce
qui implique qu’une vingtaine d’isolats peuvent étre analysés simultanément sur une puce de
séquencage.
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Figure 39 : Exemple d’un chargement d’'une puce de séquencgage. A gauche est représenté le taux de
chargement des ISP sur la puce ; au centre le nombre total de reads générés ainsi que le nombre de
reads polyclonaux et de faibles qualités ; a droite la taille moyenne des fragments séquencés

11.2.5. Deux paramétres clés du NGS : couverture et profondeur

Le séquencage haut débit est une technologie innovante et performante, mais le risque
d’erreur n’est pas nul. Pour évaluer la qualité des séquences générées, plusieurs paramétres
sont importants :

Le Phred-Score est un score de qualité de séquencage attribué a chaque base.
Plus sa valeur est élevée, moins le risque d’erreur est grand. Par exemple un
Phred-Score égal a 20 correspond a une erreur de séquencgage toutes les 100 pb
tandis qu’a 30l y a un risque d’erreur toutes les 1000 pb. Un Phred-Score supérieur
a 20 est au moins requis avec la technologie lon Torrent. Toutes les séquences
générées avec un Phred-Score inférieur a 20 sont automatiquement éliminées.

La profondeur correspond au nombre de fois qu’un nucléotide donné a été lu. Ce
nombre moyen de lectures par base a une position donnée est exprimé en nombre
de fois (X). Plus elle est importante, moins le risque d’erreur sera important et
meilleure sera la détection des variants. Une profondeur minimale de 30X est
habituellement requise et idéalement de 50X est attendue, c’est-a-dire qu’une base
ciblée a été séquencé en moyenne 30 a 50 fois sur des reads indépendants. (143)
L’étape d’assemblage pourra ensuite prendre la lecture de base majoritaire présent
sur le plus grand nombre de reads et ne tiendra pas compte des rares erreurs de
séquencgage.

La couverture de séquencgage correspond au pourcentage du génome bactérien
pour lequel une information a été générée. Une couverture de 100% est ainsi
idéalement attendue mais jamais entierement atteinte. Plus la profondeur de
séquencage est élevée, meilleure sera la couverture : couverture et profondeur
sont donc étroitement liées.
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Figure 40 : Notion de couverture et de profondeur de séquencage. A gauche le géene 1 présente une
profondeur importante avec une couverture élevée. A droite, le géne 2 présente une profondeur plus
faible et une couverture médiocre (partie du géne non séquenceée).

[1.3. Analyse bioinformatique

I1.3.1. Création des contigs

Une fois le séquencage des échantillons réalisés, les données brutes obtenues en
sortie de séquenceur contiennent plusieurs millions de reads (tailles de plusieurs Gigabases).
Une étape de conversion des données brutes en données biologiques est nécessaire grace a
I'algorithme de “base calling” faisant une conversion des données sous forme de nucléotides
(A, T, C, G) pour créer les reads regroupés dans un fichier au format UBAM. Ce fichier sera
converti en format FASTQ par le logiciel Bamtools. A chaque base incorporée est associé un
Phred-Score, retrouvé a la fois dans les fichiers UBAM et FASTQ. Ces fichiers sont trés
volumineux et dépassent plusieurs gigaoctets d’informations. Pour réduire leur taille et
interpréter les résultats, les reads qui se superposent sont assemblés afin de recréer la
séquence d’ADN originelle de la bactérie sous forme de contigs (fragments de plusieurs
centaines de milliers de paires de bases). Cette étape cruciale dépend de la qualité de
séquencgage, du taux d’erreurs de la technique, de la profondeur de séquencage et du logiciel
d’assemblage.(144,145) Nos données ont été assemblées grace a 'assembleur SPADES afin
d’obtenir des données analysables.

11.3.2. Analyse MLST a partir des données de séquencage

Aprés assemblage des reads I'analyse par typage des séquences multilocus (MLST)
a été réalisée a partir des données de séquencgage assemblées. Celle-ci a été réalisée a l'aide
du serveur PUbMLST 2.0 (146) et est basé sur 'analyse des différents alléles des septs génes
de ménage du P.aeruginosa (acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA et trpE). Les types de
séquences ont été déterminés selon les profils alléliques pour chaque isolat.
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11.3.3. Analyse phylogénétique

A partir des contigs, une analyse des liens de parenté entre isolats a été effectuée
grace au logiciel « snippy v4.4.3 ». Ce dernier permet de rechercher les Single Nucleotides
Polymorphisms entre chaque isolat par rapport a une souche de référence, PAO1 dans notre
cas. Le nombre de SNPs retrouvé permet premiérement de classer phylogénétiquement les
souches. En effet, des souches ayant un faible nombre de SNPs sont génétiquement plus
proches. Deuxiemement, le nombre de SNP permet d’affirmer si deux isolats appartiennent a
un méme clone (nombre de SNP < 5) (147) sachant que le cut-off de SNP est discutable. La
visualisation de I'arbre phylogénétique a été effectuée en utilisant les logiciels Fasttree v2.1.10
et Figtree v1.4.4.

[1.3.4. Analyse des genes de résistance

La recherche des différents génes de résistances retrouvés sur nos isolats a été
effectuée avec le logiciel « Comprehensive Antibiotic Resistance Database » (CARD) v3.2.0
(Université McMaster, Hamilton, Ontario). Ce programme permet d’annoter les génes de
résistance aux antibiotiques (ARG) dans les génomes assemblés par similarité de séquences
d'intérét des genes de résistances avec un pourcentage de couverture et d’identification
supérieurs a 95%.

Par ailleurs, nous avons analysé sur le logiciel Geneious® v2020.0.4 certains génes d'intérét
reconnus pour étre responsable des principales résistances observées chez I'espéce P.
aeruginosa. Il s’agit des génes ampC, ampD, ampDh2, ampDh3, ampR, dacB et oprD pour
les béta-lactamines, et des génes gyrA, gyrB, parC et parE pour la famille des
fluoroquinolones.

Par alignement de séquences nucléotidiques avec les génes sauvages de la souche de PAO1,
nous avons pu détecter les différentes mutations pouvant conférer une résistance
chromosomique. Les séquences nucléotidiques ont ensuite été converties en séquences
protéiques pour masquer l'effet des mutations silencieuses. Aprés alignement protéique par
l'aligneur MUSCLE v3.8.425, nous avons récupéré les différentes modifications de séquences
en acides aminés.

11.3.5. Analyse des génes de virulence

Enfin, pour identifier les génes de virulence, les contigs des différents échantillons ont
été soumis a la base de données VFDB (Virulence Finder DataBase) permettant de détecter
la présence de 237 facteurs de virulence d’intérét pour P. aeruginosa. Néanmoins, la base de
données n’est pas fiable a 100% car la détection de certains génes peut ne pas étre optimale
si une trop grande variabilité existe par rapport a la séquence de référence ou si le géne
d’intérét est tronqué dans le contig d’intérét. C’est pourquoi une analyse complémentaire dans
le logiciel Geneious® a été réalisée. Nous avons ainsi pu confirmer 'absence de génes de
virulence par comparaison aux séquences de PAOL.

A partir du profil de virulence de chaque isolat, nous avons réalisé une analyse en coordonnée
principale (PCoA) ainsi que des analyses en Shade-plot sur le logiciel Primer-e v7.
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[1.4. Associations des données génomiques aux données cliniques

Les résultats de typage des isolats et des genes de virulence ont été confrontés aux
données cliniques recueillies et notamment a une évolution pathologique au niveau
respiratoire au cours du séjour en Réanimation Polyvalente. Pour cela, le critere PAVM/non
PAVM a été utilisé pour analyser les deux sous-populations.

L’analyse des facteurs de virulence selon le critére PAVM a permis de générer une heatmap
afin d’analyser la fréquence de chaque géne de virulence dans les deux groupes a partir du
logiciel GraphPad Prism. Un test du Chi2 avec un seuil de significativité fixé a 0,05 a été utilisé
pour calculer les p-values entre les deux groupes.
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lll. Résultats

Les résultats sont présentés en plusieurs parties selon les caractéristiques de chaque
isolat et des données cliniques, des données de typage, de phylogénie, des profils de
résistance et de virulence. Une derniére partie essayera d’identifier d’éventuels facteurs de
virulence associés a la survenue de PAVM dans notre population.

[11.1. Nombre d’échantillons inclus, caractéristiques clinique et microbiologiques

Soixante-neuf souches différentes de P. aeruginosa ont été inclus dans notre étude,
isolées chez 54 patients hospitalisés dans le service de Réanimation polyvalente du CHU de
Limoges entre Mars 2019 et Janvier 2022. Huit patients présentaient 2 isolats
morphologiquement différents, deux patients en possédaient 3 et un patient en possédait 4.
La Figure 41 nous permet de visualiser dans le temps de I'étude le nombre d’hospitalisation
par mois de nos patients pour lesquels un ou plusieurs P. aeruginosa a été identifié.

Dans le Tableau 1 sont référencés les données démographiques des patients, le motif
d’admission, linfection au Sars-CoV-2, I'apparition d’infections au cours du séjour et leur
localisation ayant motivé I'instauration d’une antibiothérapie, I'apparition d'une PAVM, l'origine
ainsi que les caractéristiques microbiologigues de chaque prélévement.

Nous observons une prédominance masculine avec quarante-cing hommes (84%) et
neuf femmes (16%). L’age moyen des patients inclus était de 62 ans (min = 24 ; max = 81
ans). Les motifs d’admissions étaient surtout d’ordre respiratoire (44%) dont presque la moitié
était des pneumopathies au Sars-Cov-2 sur les années 2020-2021. Quelques poly-
traumatismes (13%), ou d’autres causes variées tels que des comas hypercapniques ou
encore des ruptures d’anévrisme (13%), complétent les motifs d’admissions principaux. Parmi
nos 54 patients, 22 % étaient positif au Sars-Cov-2. Quarante-sept patients ont présenté un
épisode infectieux au cours de leur séjour, dont 37 étaient pulmonaires. Parmi ceux-ci 22
PAVM et 11 trachéobronchites ont été recensées.

D’un point de vue microbiologique, la plupart des prélévements analysés provenaient
d’aspiration endo-trachéale et étaient plurimicrobiens. En effet, associée a la présence de P.
aeruginosa, la culture microbiologiqgue de 17 préléevements retrouvaient également une
entérobactérale, 16 du S. aureus et 2 de I'Haemophilus influenzae.

Par ailleurs, nous avons observé 15 bactériémies dont 10 étaient documentées a P.
aeruginosa, parmi celle-ci 9 avaient un point d’appel pulmonaire et une un point d’appel
digestif.
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Représentation chronologique de nos patients hospitalisés en Réanimation
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Figure 41 : Chronologie d’hospitalisation de nos patients inclus dans I'étude
86

FILLALI Wasfi | Thése d’exercice | Université de Limoges | 20221993

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Tableau 1 : Caractérisation cliniques et microbiologiques

Sexe
Homme
Femme

Age moyen

Motifs d'admission
Respiratoire
Polytraumatisme
Autres
Digestif
Neurologique
Infectieux (hors COVID)
Cardiaque

Patient COVID

Infections au cours du séjour
Respiratoires

PAVM
a P. aeruginosa
a P.aeruginosa + S.aureus
a P.aeruginosa + autres germes
Trachéobronchite
a P. aeruginosa
a P. aeruginosa + Enterobacterale
a E.coli +S. aureus
Autres étiologies respiratoires
Infection urinaire
Digestif
Ventriculite
Liées a un cathéter
Bactériémie
P. aeruginosa
autres germes
Type de prélevement
AET
LBA
Aspiration protégée
Prélevements monomicrobiens a P. aeruginosa
Prélevements plurimicrobiens
Entérobacterales
S. aureus
Levures
Haemophilus influenzae
Autres germes
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n (%)

45 (84%)
9 (16%)
62 ans

24 (44%)
7 (13%)
7 (13%)
6 (11%)
4 (7%)

3 (6%)
3(6%)
12 (22%)

37 (69%)

22 (41%)
13 (24%)
2 (4%)

7 (13%)
11 (20%)
8 (15%)
2 (4%)
1(2%)

4 (7%)

5 (9%)

3 (6%)
1(2%)
1(2%)
15 (28%)
10 (19%)
5 (9%)

59 (86%)
8 (12%)
2 (3%)
23 (33%)
46 (67%)
17 (25%)
16 (23%)
6 (9%)

2 (3%)

5 (7%)
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[11.2. Typage et phylogénie des isolats séquencés

I11.2.1. Qualité de séquencage

Avant de procéder a I'analyse de données, le séquencage haut débit a permis de
générer un nombre de reads supérieur a 1 million pour chaque échantillon avec un Phred-
score supérieur a 20 pour tous les reads. Apres mapping des génomes sur la séquence de
référence de P. aeruginosa PAOL, nous avons obtenu la profondeur moyenne de nos
échantillons qui varie de 38 a 213 fois (38-213 X), avec une moyenne pour 'ensemble de nos
échantillons de 99 fois. C’est-a-dire qu’a chaque position du génome, environ 99 reads
couvrent un nucléotide donné et permettent d’assurer un séquengage robuste et sir de la base
originelle (Tableau 2). Seuls ftrois isolats (PA31, PA35 et PA61) n’atteignent pas une
profondeur idéale de 50X tout en étant toutefois acceptable car au-dela de 30X de profondeur.
La qualité des résultats concernant ces souches pourrait éventuellement étre confirmée par
un nouveau séquencage ultérieurement.

L’assemblage des reads en contigs a généré un nombre de contigs inférieur a 500 pour tous
les isolats sauf pour PA27, PA30, PA34 et PA35. Les résultats sont dans I'ensemble
satisfaisants mais ces quatre souches pourraient étre reséquencées pour confirmer les
résultats retrouvés dans cette étude.

I11.2.2. Typage MLST des isolats de P. aeruginosa

Dans le tableau 3 sont référencés les ST de nos 69 isolats associés aux sérogroupes
définis par I'antigéne O. Nous observons 37 ST différents avec une fréquence plus importante
du ST 27 et ST 244.

Ces isolats sont, par ailleurs, regroupés en 9 sérogroupes définis par I'antigéne O du LPS. Les
4 sérogroupes les plus fréquemment retrouvés dans notre étude sont le sérogroupe O1 avec
15 isolats, O5 avec 12 isolats, O6 et O11 avecll isolats chacun.

111.2.3. Phylogénie des isolats de P. aeruginosa

Un arbre phylogénétique réalisé a partir de 'ensemble de nos souches séquencées a
été créé et est présenté Figure 42. Celui-ci a été créé en comparant les SNP entre chaque
isolat a la souche de référence PAOL1.

Dans cet arbre phylogénétique, nous observons premiérement un regroupement des différents
isolats selon leur ST, ce qui permet de valider notre arbre phylogénétique. De plus, nous
observons un regroupement des isolats retrouvés chez un méme patient qui ont pour la
majorité un nombre de SNP <50.

En revanche, plusieurs isolats sont phylogénétiquement trés proches alors qu’ils ont été
retrouvés chez différents patients. De tels regroupements ont été observés a 10 occasions.
Pour pouvoir affirmer que ces isolats appartiennent au méme clone, nous avons analysé le
nombre de SNP présent entre chacun d’eux (Figure 42). Pour six groupes d’entre eux, le
nombre de SNP est inférieur 8 50 SNP ce qui est en faveur d’'une infection par le méme clone
et donc d’une diffusion nosocomiale de P. aeruginosa. Et un groupe retrouvait 52 SNP.
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Ainsi la suspicion de microépidémie pourrait étre évoqué notamment avec :

Les souches PA14, PA15, PA16, PAL17, PA19 et PA33 ayant des SNP inférieurs
a 23 entre-elles. Elles concernent des patients hospitalisés au méme moment
(fin 2020 sauf pour PA33) et dont certains possédaient des chambres voisines.

Les souches PA9, PA10 et PA11 ayant des SNP inférieurs & 16, concerne deux
patients hospitalisés en méme temps (Mars 2021) dans des chambres voisines
(chambres 12 et 13)

Les souches PA31, PA39 et PA 41 ayant des SNP inférieurs a 8, concerne trois
patients hospitalisés sur des périodes proches (fin 2021) dans des chambres
voisines (chambres 22, 24 et 25)

Les souches PA49 et PA59 ayant des SNP inférieurs a 28 concernent deux
patients hospitalisés a des périodes différentes dont la chambre
d’hospitalisation nous est inconnue.

Les souches PA65, PA66 et PA69 ayant des SNP inférieurs a 8, concerne deux
patients hospitalisés au méme moment (Avril 2020) dans des chambres non
voisines (chambres 14 et 26)

Enfin, chez un méme patient ayant été infecté par les souches PA29, PA34 et PA35 nous

observons un

éloignement phylogénétique de PA35 confirmé par une différence de 18315

SNP entre PA35 et PA29 et une différence de 18413 SNP entre PA35 et PA34. Cela nous
améne a penser que ce méme patient a été infecté par deux souches de P. aeruginosa

différentes.
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Tableau 2 : Profondeur moyenne obtenue pour chaque isolat aprés séquencage haut débit

Nombre de Nombre de
Profondeur séquengage vs contigs Profondeur séquencgage vs contigs
Souches PAO1 (gn X)g ¢ apres | Souches PAO1 (gn X)g ¢ apres
assemblage assemblage
PA-1 147,6 320 PA-36 68,6 341
PA-2 140,5 243 PA-37 56,6 127
PA-3 102,8 323 PA-38 85,6 112
PA-4 166,5 173 PA-39 71,3 336
PA-5 155,6 235 PA-40 71,4 454
PA-6 128,5 376 PA-41 122,2 261
PA-7 154,7 168 PA-42 80,2 222
PA-8 146,6 238 PA-43 50,2 357
PA-9 134,8 388 PA-44 133,9 280
PA-10 113,1 408 PA-45 82,7 317
PA-11 108,6 368 PA-46 93,9 172
PA-12 197,3 225 PA-47 96,5 150
PA-13 132,3 173 PA-48 67,7 253
PA-14 109,2 236 PA-49 101,4 224
PA-15 137,3 243 PA-50 92,9 261
PA-16 117,4 324 PA-51 74,4 221
PA-17 119,8 323 PA-52 119,8 240
PA-18 122,2 230 PA-53 95,5 275
PA-19 90,5 242 PA-54 94,5 386
PA-20 56,4 281 PA-55 82,7 227
PA-21 59,6 652 PA-56 77,1 166
PA-22 68,7 275 PA-57 115,9 167
PA-23 57,3 265 PA-58 136,1 114
PA-24 75,3 227 PA-59 82,9 179
PA-25 67,2 252 PA-60 100,8 239
PA-26 50,7 260 PA-61 45,6 272
PA-27 50,3 1417 PA-62 193,8 135
PA-28 58 256 PA-63 71,8 118
PA-29 106,5 178 PA-64 129,3 124
PA-30 63,8 1433 PA-65 102,1 154
PA-31 37,7 219 PA-66 62,3 213
PA-32 96,1 305 PA-67 93,5 174
PA-33 58,8 579 PA-68 212,7 150
PA-34 66,5 1243 PA-69 107,7 159
PA-35 40,9 2471
90

FILLALI Wasfi | Thése d’exercice | Université de Limoges | 20221993

Licence CC BY-NC-ND 3.0




Tableau 3 : Représentation des sérogroupes et des ST de nos 69 souches

Souche PA1 | PA2 | PA3 | PA4 | PA5 | PA6 | PA7 | PA8 | PAS | PA10 | PA1l | PA12 | PA13 | PA14 | PA15 | PA16 | PA17 | PA18 | PA19 | PA20 | PA21
Sérogroupe | O7 | 011 | 010 | O5 03 | 02 | 011 | O3 |0O11| 011 | O11 06 06 o1 o1 o1 01 06 01 010 | O11
ST 2102 | 253 | 253 | 3719 | 3037 | 244 | 1031 | 508 | 235 | 235 | 235 155 | 395 27 27 27 27 | 2618 | 27 253 | 308
Souche PA22 | PA23 | PA24 | PA25 | PA26 | PA27 | PA28 | PA29 | PA30 | PA31 | PA32 | PA33 | PA34 | PA35 | PA36 | PA37 | PA38 | PA39 | PA40 | PA41
Sérogroupe | 06 04 02 06 02 o1 06 04 o1 011 | 011 o1 04 06 03 03 03 0o11 06 | 011
ST 2618 | 1395 | 381 | 179 | 348 27 395 | 992 27 446 | 309 27 992 | 2048 | 2056 | 2056 | 2056 | 446 | 282 | 446
Souche PA42 | PA43 | PA43 | PA44 | PAAS | PA46 | PA47 | PA48 | PA49 | PASO | PA51 | PA52 | PAS3 | PA54 | PAS5 | PAS6 | PA57 | PA58 | PAS9 | PAGO
Sérogroupe | 03 02 02 02 01 01 01 06 05 05 05 05 05 04 | 011 05 05 06 02 01
ST 2715 | 270 | 270 | 270 | 207 | 612 | 612 | 186 | 277 | 267 | 267 | 267 | 267 | 175 | 571 | 991 | 991 | 1129 | 277 | 313
Souche PA61 PA62 PA63 PA64 PA65 PA66 PA67 PA68 PA69
Sérogroupe 05 o1 o1 o1 05 05 03 04 05
ST
244 207 242 242 244 244 274 389 244
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Figure 42 : Arbre phylogénétique de nos isolats séquencés généré par comparaison des SNP & la souche de référence PAO1

La séquence de référence PAOL est représentée par un trait orange. Les isolats correspondants aux patients identiques sont représentés en vert, les isolats
correspondant a des patients différents sont représentés en rouge.

FILLALI Wasfi | These d’exercice | Université de Limoges | 20221993

Licence CC BY-NC-ND 3.0

92



[11.3. Analyse génomique des génes de résistance

La recherche de génes de résistance acquis et des mutations chromosomiques a été
comparée aux phénotypes de résistance retrouvés au laboratoire par CMI en milieu liquide ou
par diffusion. Cette recherche de mutation a été faite en comparaison du génome de la souche
de référence PAOL qui posséde un phénotype de résistance multi-sensible.

111.3.1. Les béta-lactamines

Concernant les béta-lactamines, nous avons obtenu 42 souches (61%) résistantes a la
ticarcilline + acide clavulanique, 22 souches (32%) résistantes a la pipéracilline, 20 souches
(29%) résistantes a la pipéracilline+tazobactam, 13 souches (19%) résistantes a la
ceftazidime, 16 souches (23%) résistantes et une intermédiaire au céfépime, 10 souches
(15%) résistantes et une intermédiaire a I'imipéneme et 6 souches (9%) résistantes et 9
intermédiaires au méropéneme. Sur les 33 souches ayant eu un antibiogramme pour le
ceftazidime+avibactam 5 souches (7%) étaient résistantes et pour le ceftolozane+tazobactam
6 souches (9%) ont été retrouvées résistantes. (Figure 43)

.3.1.1. Génes de résistance acquis

Nous n’avons pas retrouvé de génes de résistance acquis conférant une résistance
phénotypiquement a partir de I'analyse CARD. D’ou une focalisation de notre étude sur les
mutations chromosomiques concernant les génes de résistances aux béta-lactamines.

1.3.1.2. Analyse des mutations des génes impliqués dans la résistance aux béta-
lactamines

En premier lieu, nous avons étudié le géne ampC, codant pour la céphalosporinase
PDC. Parmi nos isolats il y avait 19 PDC différentes retrouvées dont 14 PDC-3, 9 PDC-5, 9
PDC-8 et 7 PDC-1. Les différences de PDC sont liées a la présence de mutations sur le gene
ampC ; nous en avons recensé 25 au total. L’ensemble des mutations sur le géne ampC sont
observables sur la Figure 44 en comparaison avec I'arbre phylogénétique nous permettant
d’observer des mutations similaires en fonction des embranchements phylogénétiques.

PDC-1 correspond & la céphalosporinase naturelle retrouvée chez PAOL. Sur nos 7 souches
PDC-1 nous n’avons observé aucune mutation. Douze souches PDC-3 avaient uniquement la
mutation T105A qui est la plus fréquemment observée et 2 souches PDC-3 avaient en plus la
mutation S306F. Toutes nos souches PDC-5 avaient uniquement la mutation R79Q en plus
de T105A. Huit de nos 9 souches PDC-8 avaient uniguement la mutation L176R en plus de
T105A, a part une souche qui avait une troisieme mutation R273K.

Concernant le géne ampD nous avons retrouvé 13 mutations différentes (Figure 45).
La plus fréquente est la mutation G148A retrouvée chez 46 souches. Vingt de nos souches ne
retrouvaient aucune mutation du géne ampD.

Concernant le géne ampDh2, nous avons retrouvé 4 mutations différentes (Figure 46).
Seulement 6 souches ont une mutation dans ce géne.
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Concernant le géne ampDh3, nous avons trouvé 7 mutations différentes (Figure 46).
La plus fréquente est la mutation A219T retrouvés chez 33 souches.

Concernant le géne ampR, nous avons retrouvé 13 mutations différentes. Nous
observons 44 souches sans aucune mutation pour ce géne (Figure 47).

Concernant le géene dacB, nous avons retrouvé 6 mutations différentes. La plus
fréquente est la mutation A394P retrouvées chez 22 souches (Figure 48).

Pour 'ensemble de ces génes, il ne semble pas y avoir de regroupement de mutations selon
I'arbre phylogénétique et les ST.

1.3.1.3. Comparaison avec les données phénotypiques de I’antibiogramme

Au vu de la diversité des mutations et des régulations génotypiques il est quasiment
impossible de prévoir les résistances phénotypiques a partir des mutations des principaux
genes de régulation de la céphalosporinase AmpC.

En effet lorsqu’on regarde nos isolats PA36, PA37 et PA38 appartenant au méme patient, dont
le sérogroupe, le ST et le PDC est similaire, nous observons exactement les mémes mutations
sur les genes ampC, ampD, ampDh2, ampDh3, ampR et dacB pourtant les antibiogrammes
sont totalement différents. 1l n’a pas non plus été retrouvé de géne de résistance acquis entre
chacun de ces isolats. L’isolat PA36 est sensible a tous les antibiotiques, l'isolat PA37 posséde
une résistance a la pipéracilline +/- tazobactam et a la ticarcilline +acide clavulanique alors
que lisolat PA38 posséde une résistance a toutes les béta-lactamines sauf la ceftazidime+/-
avibactam.

De méme lorsque I'on regarde des souches ayant des PDC similaires c’est-a-dire les mémes
mutations sur le géne ampC, nous retrouvons des résistances différentes et ceux méme avec
des mutations des génes régulateurs d’ampC similaires.

La figure 43 permet d’observer cette diversité phénotypique de résistance en fonction des
mutations.

La substitution D135N/G transforme AmpR en un activateur transcriptionnel constitutif de
blaPDC, donnant potentiellement une résistance au ceftolozane/tazobactam, tout comme les
variations R86C et G154R qui transforment MexR en un puissant activateur de I'expression
de blaPDC. Notre souche PA33 posséde cette mutation, mais elle est sensible a
ceftolozane/tazobactam mais résistante a ceftazidime/avibactam.

De nombreuses résistances n'ont pas été abordé tel que I'’hyperexpression des pompes a
efflux ou la modification de la béta-lactamase de type OXA. En effet pour notre souche PA13
résistante au céfépime avec une sensibilité a la ceftazidime, cela pourrait étre lié a la
surexpression de la pompe a efflux MexXY-OprM ou a la production de la béta-lactamase de
type OXA-30.
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111.3.2. Fluoroquinolones

Concernant les fluoroquinolones, nous avons 55 souches (80%) sensibles aux
fluoroguinolones, une souche sensible a la ciprofloxacine mais résistante a la Iévofloxacine,
et 13 souches (19%) résistantes aux deux antibiotiques.

1.3.2.1. Génes de résistance acquis

Nous n’avons pas retrouvé de génes de résistance acquis conferant une résistance
phénotypiquement a partir de I'analyse CARD. D’ou une focalisation de notre étude sur les
mutations chromosomiques concernant les génes de résistances aux fluoroquinolones.

1.3.2.2. Analyse des mutations des genes impligués dans la résistance aux
fluoroguinolones

Pour essayer de comprendre ces résistances nous avons en premier lieu étudié le
gene gyrA, dont la mutation la plus fréquente est T83l, retrouvée chez 6 souches parmi les 7
ayant une mutation sur le géne gyrA. Toutes les souches ayant cette mutation sont résistantes
aux quinolones. Une souche posséde une mutation Isoleucine -> Acide aspartique en 783 sur
gyrA mais ne confére pas de résistance car non localisé dans la région QRDR. Nous avons
également étudié le géne gyrB, sur lequel deux mutations ont été retrouvées a savoir H58N et
A360S. Soixante-deux souches ne retrouvaient aucune mutation sur le géne gyrA et 65
souches n’avaient pas de mutation sur le géne gyrB.

Concernant le géne parC, 13 mutations différentes ont été retrouvées dont la plus fréquente
est S87L. Quarante-deux souches ne présentaient pas de mutation du géne parC.

Concernant le géne parE, 4 mutations différentes ont été décrites dont D533E sur 18 souches.

A noter que tous les ST 235 sont résistants aux fluoroquinolones.

111.3.2.3. Comparaison avec les données phénotypiques de I’antibiogramme

Seule la mutation T83I de gyrA confére une résistance aux fluoroguinolones, celle-ci
est d’autant plus importante lorsqu’elle est associée a une mutation parC.

Sur nos 6 souches ayant la mutation T83I de gyrA, toutes étaient associées a une mutation
de parC dont 5 fois la mutation S87L, donnant lieu a des résistances de haut niveau rendues
avec des CMI >4 pour la levofloxacine et CMI >2 pour la ciprofloxacine et des résistances
contacts avec le disque de ciprofloxacine, c’est-a-dire un diamétre de 6 mm.

Toutes les souches ayant une mutation sur le géne gyrB étaient sensibles.

Parmi les 36 souches ayant une mutation de parC ou parkE, 30 étaient uniques, sans mutation
de gyrA. Au sein de ces 30 souches, 27 étaient sensibles aux fluoroquinolones et 3 avaient
une diminution de la sensibilité avec une CMI pour la Iévofloxacine a 4 et une CMI pour la
ciprofloxacine a 1. Les résistances aux fluoroquinolones non expliquées par la présence de
mutations pourraient étre dues a une diminution de la perméabilité de la paroi cellulaire et a
des systemes d'efflux multidrogues.
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Par conséquent, aucune mutation unique gyrB, parE ou parC (sauf S87L) ne confére
une sensibilité significativement réduite aux fluoroquinolones. La résistance aux
fluoroquinolones est donc principalement due aux mutations T83I de gyrA et S87L de parC.

111.3.3. Les aminosides

Une trés faible résistance aux aminosides a été observée avec seulement 6 souches
résistantes (8,7%).

La recherche des résistances aux aminosides n’a mis en évidence que deux génes
aadB et aadAl, localisé sur un intégron de type 1 de la souche PA54, sur laquelle se trouvait
également les genes gacE et sull(Annexe 2)

aadB confére une résistance a la gentamicine, la tobramycine et la kanamycine
aadAl confére une résistance a la streptomycine et a la spectinomycine

gacE confére une résistance aux ammonium quaternaires utilisé dans les désinfectants
sull confére une résistance aux sulfamides

En effet, notre souche PA54 observe phénotypiguement une résistance a la gentamicine et a
la tobramycine avec des CMI > 8 et une sensibilité a 'amikacine avec une CMI a 4.
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Antibiogramme sur Vitek {par CHM 1}

Antibiogramme par diffusion en milieu gelosé
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Figure 43 : Phénotype de résistance de nos différentes souches ; tic : ticarcilline ; tcc : ticarcilline + acide
clavulanique ; pip : pipéracilline ;tzp : pipéracilline+tazobactam ; taz : ceftazidime ;atm :aztréonem ; fep : céfépime ; imi:

imipéneme ; mem : méropéneme ; gen : gentamicine ; tob : tpbramycine ; amk : amikacine ; cip : ciprofloxacine ; lev :

lévofloxacine ; col : colistine ; fos : fosfomycine ; cza : ceftazidime+avibactam ; C/T : ceftolozane+tazobactam
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Figure 44 : Représentation des mutations d’'ampC en fonction de la phylogénie des souches
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Figure 46 : Représentation des mutations d’ampD2 et D3 en fonction de la phylogénie des souches
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Figure 48 : Représentation des mutations de dacB en fonction de la phylogénie des souches
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Figure 49 : Représentation des mutations de gyrA, gyrB, parE et parC en fonction de la phylogénie des souches
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[11.4. Analyse génomique des facteurs de virulence

La présence de 238 génes de virulences (Annexe 3) a été étudiée appartenant aux
protéines d’adhésion ou de motilité (pili, flagelle...), aux protéines permettant la colonisation
de I'héte (phospholipases, rhamnolipides, exotoxines A...), a la synthése du biofilm
(alginate...), a la récupération du fer (pyoverdine, pyochéline...) ou encore aux toxines
(exotoxines).

La Figure 50 (shade plot de tous les genes de virulence) représente sous forme de Shade plot
la présence ou I'absence des différents génes de virulence pour l'intégralité de nos isolats. La
plupart des génes recherchés sont présents ou absents dans l'intégralité de nos souches car
appartenant au core-génome. Certains genes sont isolément absents de certaines souches
comme décrit ci-dessous, pouvant étre soit une réelle absence soit un défaut d’'assemblage
des reads en contig supprimant un géne.

Sur les quarante-six génes codant le flagelle tous sont logiquement présents sur toutes
les souches a part le géne fliD codant pour le filament du flagelle qui est absent chez 4
souches : PA23, PA27, PA30 et PA37.

Trente-quatre génes codent le pilli de type IV, tous les génes nécessaires a la maotilité
de traction de type « twitching » étaient présent chez toutes les souches. Contrairement aux
genes utiles a la biosynthése du pili IV tel que fimT, fimU, pilA, pilC, pilE, pilV, pilW et pilY,
absent chez certaines souches. Le géne pilA codant pour la principale sous unité de la pilline
n’était présent que chez 6 souches: PA12, PA19, PA51, PA65 et PA66. On remarque
l'absence des génes sur les mémes souches en effet I'absence de fimU est souvent associé
a l'absence de pilV et de pilW. Cela pourrait étre expliqué par la présence de ces géenes sur le
méme opéron.

Vingt-cinq génes codent I'alginate. Tous les génes codant la biosynthése de I'alginate
sont présents sur toutes nos souches sauf algF absente des souches de PA23, PA27 et PA64
et le géne algl absente chez 28 souches. Tous les génes codant pour la régulation de I'alginate
sont également présents chez toutes nos souches sauf muck absent de la souche PAS5 et le
gene algP absent chez 50 souches.

Trois génes codent les rhamnolipides. Toutes les souches possedent ces génes sauf
la souche PA54 qui ne possede pas les géenes de biosynthése de rhamnolipides.

Trois génes codent la phospholipase C. lls sont présents chez toutes nos souches.
Mais le géne codant pour la phospholipase D pldA a été confirmé absent chez 48 souches.

Onze geéenes codent la pyocheline. Les génes pchA, pchB, pchD, pchH et pchR sont
retrouvées chez toutes les souches. De méme, dix-sept génes codent la pyoverdine. lls sont
tous présent chez toutes nos souches sauf le géne pvdD absent chez 18 souches et le géne
pvdY absent chez 5 souches.

Deux genes codent l'elastase. lls sont présents chez toutes nos souches sauf le gene
lasA absent chez la souche PAG8.
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Un géne code la protéase IV, présent chez nos 69 souches.

Cing génes codent le quorum sensing. lIs sont tous présents sauf les genes rhiL et rhIR
chez la souche PA54.

Quatre génes codent les exotoxines. Le géne exoT présent chez toutes les souches,
exoY présent chez 66 souches, exoS présent chez 55 souches et exoU présent chez 14
souches.

Trente-six génes codent les systemes de sécrétion. lls sont tous présents chez toutes
nos souches sauf exsk, régulateur négatif de I'expression des génes de sécrétion de type I,
absent chez les souches PA3, PA8, PA9, PA20 et PA39.

Le géne toxA qui code l'exotoxine A, est présent chez toutes les souches sauf la
souche PAS5.
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Figure 50 : Shade plot des génes codant les principaux facteurs de virulence retrouvé chez P.
aeruginosa

La cartographie compléte de tous les génes de virulence nous permet d’observer une
présence majeure des genes de virulence chez toutes les souches.
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Afin de mieux visualiser la répartition des génes de virulence, I'intégralité des profils de
virulence ont été représentés sous forme de graphique dans la Figure 51 grace a une analyse
en composante principale (PCoA). Nous pouvons ainsi observer qu’il n’y a pas de corrélation
nette entre profil de virulence et ST. En revanche, nous pouvons observer que certains genes
de virulence permettent de discriminer nos isolats. C’est particulierement le cas des génes
exoU et pldA régulierement associés sur nos isolats. A contrario, les isolats exoS positifs ne
sont pas porteurs des génes exoU ou pldA.

Par ailleurs les genes du pili (pilC, pilY2, pilV, pilW et pilE) permettent également de discriminer
la répartition de nos isolats.
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Figure 51 : Analyse en coordonnées principales (PCoA) de 'ensemble des facteurs de virulences de
toutes nos souches

Le PCoA permet de disposer en 2D la distribution de toutes nos souches dans autant de
dimensions qu’il y a de génes de virulence. Chaque point représente un isolat et chaque
symbole un ST différent. Les génes représentés en bleu sont ceux ayant permis la séparation
des isolats et pour lesquels une corrélation de Pearson > 0,7 a été retrouvée (Figure 51).

La présence du gene exoU ou exoS semble particulierement discriminante dans la répartition
des isolats. Nous avons donc essayé de corréler le sérotype au type de génes appartenant au
complexe des toxines sécrétées par le SST3 (Tableau 4). La majorité des souches O11
possedent le géne exoU tandis que toutes nos souches 02, O3, 04, O5, O6 et O7 sont de
génotype exosS.
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Tableau 4 : Sérotypes de I'antigene LPS O et phénotypes des toxines TTS3 dans les isolats cliniques

de P. aeruginosa

Nombre (%) d'isolats avec phénotype :
Type d'antigene O (nombre d'isolats) ExoU + ExoS + ExoY + ExoT +
01 (n=15) 3 (20%) 12 (80%) 15 (100%) | 15 (100%)
02 (n=6) 0 (0%) 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%)
03 (n=7) 0 (0%) 7 (100%) 6 (86%) 7 (100%)
04 (n=4) 0 (0%) 4(100%) | 4(100%) | 4 (100%)
05 (h=12) 0 (0%) 12 (100%) | 12 (100%) | 12 (100%)
06 (h=11) 0 (0%) 11 (100%) | 10(91%) | 11 (100%)
07 (n=1) 0 (0%) 1(100%) | 1(100%) | 1 (100%)
010 (n=2) 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%) | 2 (100%)
011 (n=11) 9 (82%) 2 (18%) 10 (91%) | 11 (100%)

[11.5. Impact de la virulence dans la survenue de PAVM

L’objectif final de ce travail consiste a associer les profils de virulence retrouvés sur
nos différents isolats aux issues cliniques des patients porteurs de ces isolats au hiveau
respiratoire et en particulier, sur la survenue d'une PAVM. A noter que toutes les
trachéobronchites ont été inclues dans le groupe « non PAVM »,

Nous avons premierement analysé la répartition des PAVM en fonction du sérogroupe
bactérien (Tableau 5). Les isolats du sérogroupe O10 sont plus fréiguemment isolés dans le
groupe « PAVM » tandis que les isolats du groupe O1 et O11 sont plus fréquemment isolés
dans le groupe « non PAVM ».

Tableau 5 : Distribution des différents sérogroupes retrouvés dans le groupe PAVM et non PAVM

Sérogroupe PAVM Non PAVM
01 6 (28,6%) 6 (17,6%)
02 0 5(14,7%)
03 2 (9,5%) 3 (8,8%)
04 1(4,8%) 3 (8,8%)
05 1(4,8%) 5(14,7%)
06 3(14,3%) 6 (17,6%)
07 1(4,8%) 0
010 1(4,8%) 1(2,9 %)
011 6 (28,6%) 5 (14,7%)

La séparation des isolats selon le facteur PAVM/non PAVM n’a pas permis de voir de réelle
différence dans le profil global de virulence des isolats (Figure 52). Cela a été confirmé pour
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la quasi-totalité des genes de virulence par analyse individuelle (Figure 53), la majeure partie
des facteurs de virulence étant systématiquement présents ou absents.

La distribution du PCoA de la figure 52 ne montre pas de réelle différence concernant les
souches provoquant une PAVM. En ce qui concerne les souches non PAVM nous avons une
distribution qui tend un peu plus vers le bas du c6té du géne de virulence exosS.

Néanmoins, trois facteurs de virulence ont montré des différences significatives entre nos deux
populations. Sans surprise, les genes exoS et exoU sont significativement associés au groupe
non PAVM et PAVM respectivement (p=0.008). De méme, le géne algP/algR3 est plus
fréquemment présent dans le groupe PAVM (p=0.041). Ainsi, les isolats issus des voies
respiratoires de patients développant une PAVM présentent plus fréquemment les génes exoU
et algP/alR3.
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Figure 52 : Analyse en coordonnées principales (PCoA) des facteurs de virulences de nos souches
provoquant une PAVM ou non
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Figure 53 : Carte de chaleur représentant la présence des facteurs de virulence sur le groupe PAVM et

non PAVM
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Figure 54 : Focus sur la distribution des génes des exotoxines, de pldA et de algP dans les groupes

PAVM et non PAVM
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l1l. Discussion

Le ségquencage haut débit des souches bactériennes (ou Whole genome sequencing)
est une avancée technologique ayant permis d’améliorer la compréhension du génome
bactérien. Au-dela de I'étude des souches bactériennes, cette technologie nous permet de
faciliter I'identification et la différenciation des microorganismes, la découverte de nouveaux
microorganismes émergents, |'élucidation des facteurs de virulence et des marqueurs de
résistance, les caractéristiques de la réponse de I'h6te et de la thérapie administrée, et
également la détection d'une épidémie ou le suivi des souches et la surveillance du controle
des infections hospitaliéres.

Les diagnostics moléculaires actuels des agents pathogenes humains fournissent des
informations limitées qui ne sont souvent pas suffisantes pour les enquétes sur les épidémies
et la transmission clonale. Le séquencage de nouvelle génération (NGS) détermine la
séquence d'ADN d'un génome bactérien complet en une seule séquence, et a partir de ces
données, les informations sur la résistance et la virulence, ainsi que les informations sur le
typage sont obtenues. Les colts dinvestissement et de fonctionnement du NGS ont
considérablement diminué au cours de la derniére décennie. Cela lui permet de prendre de
plus en plus de place dans les laboratoires, notamment sur la technique Sanger qui été
largement utilisée pendant plusieurs années. Ce remplacement est principalement dd aux
nombreuses qualités du NGS qui est un processus rapide, plus précis et plus rentable pouvant
étre exécuté avec un échantillon de petite taille. (148)

La qualité des données génomiques générées est primordiale pour les analyses et les
résultats qui en découlent. Le nombre total de reads de qualité, la profondeur du séquencage
et la qualité de l'assemblage pour reconstruire de maniere la plus identique le génome sont
les principaux parametres a maitriser. Nos analyses ont permis de générer un nombre
important de reads et une profondeur de séquencage suffisamment grande pour affirmer une
bonne qualité de séquencage. En effet la grande majorité de nos isolats avait une profondeur
supérieure a 50X, suffisant pour détecter I'intégralité des génes avec une séquence la plus
fidéle possible a la séquence originelle. Le nombre d'insertions et de suppressions de
nucléotides détectées augmente rapidement jusqu'a une couverture de 20X et on obtient un
plateau aprés une couverture de 50X avec trés peu de nouvelles variations génomiques
détectées, permettant alors une bonne analyse représentative. (149) Les trois souches n’ayant
pas atteint une profondeur de séquencage supérieure a 50X pourrait éventuellement étre re-
séquenceées ultérieurement tout comme celles n‘ayant pas une qualité d’assemblage
satisfaisante pour confirmer les résultats de résistance et de virulence obtenus.

Le WGS est un outil important pour comprendre |'évolution microbienne et identifier
I'émergence de variant au cours des épidémies. Il offre le plus haut niveau de discrimination
des souches bactériennes pour les enquétes sur les épidémies d'origine alimentaire et
I'attribution des sources, ainsi qu'un potentiel d'identification plus précis des dangers, facilitant
ainsi une évaluation et une gestion des risques plus ciblées. Notre étude a effectivement mis
en évidence une proximité phylogénétique de certaines souches issues de mémes patients
mais également de patients différents. L’analyse des SNP a permis de confirmer que plusieurs
micro-épidémies ont eu lieu dans le service de Réanimation polyvalente du CHU de Limoges.
En effet, un faible nombre de SNP a été retrouvé entre ces souches phylogénétiquement
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proches, notamment pour les souches ayant une différence inférieure a 26 SNP (150) bien
gue le cut-off de SNP permettant de différencier deux clones ne fasse actuellement consensus.
En effet, certaines études rapportent un seuil a 5 SNP, d’autres a 20 ou encore a 50. Cela
varie fortement en fonction du temps écoulé entre I'isolement de deux souches ou encore en
fonction de I'espéce bactérienne, de la taille de son génome ou de sa plasticité génomique.
Par analogie avec l'approche de typage de séquences multilocus (MLST), basée sur
I'extraction de sept génes domestiques, des études ont développé grace au WGS le typage
des séquences multilocus du génome central (cgMLST) basées sur la comparaison de milliers
de génes cibles prédéfinis, ayant un pouvoir discriminant encore plus élevé que le MLST mais
moindre que I'analyse des SNP. (6) Néanmoins cette analyse n’a pas été réalisée dans notre
étude, nous avons préféré analyser directement les SNP pour étre encore plus discriminant.

Dans l'idéal, les isolats de P. aeruginosa retrouvés dans I'environnement a I’hopital et
isolées par le laboratoire d’Hygiéne devraient étre séquencées, pour pouvoir les confronter
aux éventuels isolats cliniques et ainsi affirmer la source de transmission. Les analyses
d’Hygiéne ont montré que le robinet de la chambre 53 du service de Réanimation était
contaminé par du P. aeruginosa avec un isolement en Janvier 2019, Mai 2019, Juillet 2019 et
Juin 2021. Cela pourrait étre I'origine de notre souche PA59 isolée chez un patient hospitalisé
dans cette chambre le 30/07/2020 ou encore de notre souche PA25 isolée chez un patient
hospitalisé dans cette chambre du 07/04 au 09/05/2021. De méme, au niveau de la salle de
bain commune du lit/douche du service de Réanimation ou du P. aeruginosa a été isolé le
19/11/2019, le 04/04/2021, le 04/06/2021 et le 08/06/2022. Malheureusement ces isolats
environnementaux n’ont pas pu étre récupérés et séquencés pour comparaison. Cela nous
aurait permis de savoir si les isolats cliniques et environnementaux étaient génétiquement
proches. Une comparaison génomique avec les souches isolées chez des patients ayant
utilisés cette salle de bain lors de leur hospitalisation serait également trés intéressant.

L'utilisation du NGS permet de mieux caractériser les isolats, et nous apporte des
informations sur l'influence de la présence des génes de virulence sur la clinique ou encore
des génes de résistance sur les phénotypes de résistance aux antibiotiques. Bien que son
épidémiologie soit majoritairement considérée comme non clonale,(151) certains clones
internationaux multirésistants a haut risque ont été reconnus tel que le ST235, émergeant en
1984 qui coincide avec le début de I'utilisation des fluoroquinolones anti-pseudomonales. Ce
ST est le plus répandu internationalement et il est responsable d'infections graves aigués. Bien
gu'elle ne soit pas entierement spécifique de ce clone, I'exotoxine codée par le géne exoU a
été identifiée dans tous les isolats ST235.(151) Ce ST235 s'est répandu a travers le monde
potentiellement en raison de la pression sélective des fluoroquinolones et est facilement
devenu résistant aux aminoglycosides, aux 3-lactamines et aux carbapénémes. Trois souches
de notre étude, correspondant a 2 patients, ont été identifiées comme appartenant au ST235
comportant toutes ces caractéristiques de résistance et de virulence. Effectivement nos
souches ST235, comme décrit dans la littérature, présentent une résistance de haut niveau
aux fluoroquinolones, causée par l'association de mutation T83I de gyrA et de la mutation
S87L de parC. Nous avons également observé une résistance de toutes les béta-lactamines
probablement due a I'hyperproduction mutation dépendante de la B-lactamase intrinséque
AmpC.
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Des études ont montré que les isolats appartenant aux sérotypes 01, 06, O11 et 012
représentent plus de 65 % des infections a P. aeruginosa, avec une prédominance de O1, O6
et O11 qui représentent environ 50% des souches circulantes de P. aeruginosa dans le monde
entier. (152) Parmi nos 69 souches 37 sont représentées par O1, O6 et O11 soit 54%. Les
isolats des sérotypes O4 et 012 sont plus frequemment associés a la résistance a diverses
classes d'antibiotiques. (153) Nous avons trouvé qu'une souche O4 sur les 4 était MDR. Les
données de sérotypage indiquent que les isolats des sérotypes O6 et O11 sont les sérotypes
les plus présents dans les pneumonies a P. aeruginosa.(54) Sur nos 22 souches 06 et 011,
10 sont responsables de PAVM (4 O6 et 6 O11). Mais les sérotypes les plus responsables des
PAVM dans notre étude sont les sérotypes Olet Ol1ll responsable de 28,6% des PAVM
chacun contre 14,3 % causée par O6. L'étude menée par Lu et al a montré une relation entre
I'évolution clinique de la pneumonie et les sérotypes de P. aeruginosa. Le sérotype O1 était
associé a une mortalité plus grande, nous avons observé qu'un décés chez un patient ayant
eu une PAVM a une souche O1, mais ces résultats sont a relativiser du fait de la difficulté
d’'imputabilité a associer un déces a une seule étiologie précise. Des études antérieures ont
également montré que certains sérotypes sont plus virulents que d'autres, par exemple, les
isolats cliniques du sérotype O11 se sont avérés sécréter I'exotoxine ExoU signe de forte
virulence, alors que le sérotype O6 était associé a un phénotype ExoU négatif. Effectivement
82% de nos souches 011 étaient porteuses du géne exoU+, et 100% de nos souches O6 ne
présentaient pas le géne exoU mais le géne exoS.

P. aeruginosa concentre toute une armada de mécanisme pour détruire son héte, en
plus des systémes de sécrétions on lui retrouve d'autres facteurs importants tels que la
pyocianyne, I'elastase, la protease IV permettant a la bactérie de détruire les tissus de I'n6te,
de moduler le systéeme immunitaire, de créer des biofilms et d'initier le processus de
colonisation. Tout en ayant une grande capacité de se mouvoir au niveau des voies
respiratoires grace au flagelle et aux pili de type IV. Tous ces facteurs de virulence étaient
dans 'ensemble présents chez toutes nos souches. Peu de facteurs de virulence permettent
de discriminer les isolats entre eux, la quasi-totalité faisant partie intégrante du core-génome.
Il n’y a pas non plus d’association claire entre ST et profil de virulence comme cela a pu étre
démontré pour d’autres bactéries telle que S. aureus.(154) Quelques génes n'ont pas pu étre
isolés chez certaines souches alors que la totalité des autres isolats les possédent. Ces
absences peuvent étre dues a de véritables pertes de geénes ou bien a des erreurs de
couverture de séquencage (géne non séquencé), d’assemblage ou de détection par les
logiciels utilisés. Une confirmation par PCR spécifique peut-étre envisagée pour s’assurer de
'absence du géne.

P. aeruginosa a une emprise sur les cellules hétes eucaryotes a travers des effecteurs
secrétés par les systémes de sécrétion notamment des toxines délivrées par le systeme de
sécrétion de type lll. Le T3SS est I'un des principaux facteurs de virulence et est associée a
une mauvaise évolution clinique et une mortalité accrue. (155)

Nous avons retrouvé, parmi nos 69 souches 20,3% d’isolats porteurs du géne exoU,
79,7% d'exoS, 95,7% d'exoT et 100% d'exoY. Une corrélation inverse a été observée entre la
présence des genes exoU et exoS dans nos souches comme dans la majorité des études qui
retrouvaient également le méme ordre de grandeur en proportion. Notamment I'étude de
Boulan et al (156) qui avait noté une prévalence du géne exoU plus élevée dans les infections
aigués invasives. Ceci conforterait I'idée que nos souches exoU+ étaient les plus virulentes
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étant donné que 71,4% d'entre elles ont provoquées une PAVM, alors que seulement 14,5%
des souches exoS ont provoquées des PAVM. La présence d’'une septicémie était également
plus fréquente en présence de souche exoU+. (157) Parmi nos 10 bactériémies a P.
aeruginosa 40% étaient des souches exoU+.

Une corrélation significative a pu étre mise en évidence entre présence du géne exoU sur nos
isolats et développement de Iésions pulmonaires aigués. D’autant plus que le géne exoU est
un trés bon marqueur discriminant entre isolats tel que nous I'avons démontré avec I'analyse
en coordonnées principales. Le géne exoU a également pu étre significativement associé a la
survenue de PAVM et le géne exoS a la non survenue de PAVM. Néanmoins, cela n’est pas
le seul facteur explicatif puisque plusieurs souches non porteuses du géne exoU étaient
responsables de PAVM. (155)

La combinaison de plusieurs facteurs de virulence est également responsable de profils de
virulence exacerbés. Par exemple Luo et al a étudié la virulence combinatoire du géne pldA
et exoU, en effet lorsque le T6SS secrete une phospholipase D codée par pldA dans une
souche exoU+, une virulence plus importante a été observée. (158) Parmi nos 14 souches
exoU+ seulement deux ne retrouvent pas le géne pldA mais ces dernieres étaient quand
méme responsables de PAVM.

Sullivan et al ont rapporté que les souches résistantes aux fluoroquinolones et MDR étaient
plus susceptibles de provoquer une pneumonie qu'une bronchite ou une
colonisation. L'association de la résistance aux fluoroquinolones et du géne codant pour
l'effecteur TSS ExoU chez P. aeruginosa était le facteur prédictif le plus fort du développement
de la pneumonie. (159)

De plus, 5 de nos souches ne posséde pas le géne exsE, régulateur négatif du T3SS, ainsi
une virulence plus forte pourrait étre attendue au vu de l'incapacité de répression de la
transcription du T3SS. En effet, Rietsch et al (160) ont démontré que 'absence du géne exsE
ne modifie pas la sécrétion de I'exotoxine ExoS, mais que son hyperproduction entraine la
diminution de synthese de T3SS. ExsE se lie a ExsC qui est un anti-anti-activateur de
I'expression de T3SS. En analysant ces 5 souches seulement 2 sont responsables d’'une
bactériémie et d'une PAVM, mais le nombre d’isolat reste faible pour conclure sur ce point.

Bien gu'il n'y ait pas d'explication génétique et une association claire entre la virulence
associée a ExoU et la résistance aux antibiotiques, il ne fait aucun doute que les souches
bactériennes possédant a la fois des caractéristiques virulentes et des multirésistances sont
plus dangereuses. L'amélioration des méthodes de génotypage et de phénotypage pour
I'analyse des toxines T3SS des isolats cliniques permet d’augmenter notre compréhension
dans ce domaine. Une étude Californienne s'est penché sur le sujet (161) en comparant l'effet
des mutations parC sur les souches exoU+ et exoS+. Il a été démontré que les mutations
de parC augmentent ou n'ont pas deffet sur la fitness (lI'aptitude a la survie) des
souches exoU, alors qu'elles diminuent celle des souches exoS. Ces résultats peuvent fournir
une explication de la prédominance observée du génotype exoU virulent dans les sous-
populations cliniques résistantes aux fluoroquinolones. Par ailleurs les isolats exoU + étaient
plus susceptibles d'étre résistants aux fluoroquinolones que les isolats exoS + (92 % contre
61 %, P <0,05). Ces isolats possedent une mutation du géne gyrA et présentent un phénotype
de surexpression de la pompe a efflux. (162) Dans notre étude, parmi nos 14 souches exoU+
nous observons 4 souches résistantes aux fluoroquinolones associées a une résistance aux
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carbapénemes. De plus 66,7% des mutations T183I de gyrA entrainant une résistance de haut
niveau aux fluoroquinolones sont des souches exoU+.

Nous observons une différence significative (p-value = 0,041) avec une présence plus
importante de algP/algR3 dans nos souches causant une PAVM que dans les autres souches.
Ce géne régule positivement la production d’alginate mais également de lipopolysaccharide
et est nécessaire pour la motilité de contractions médié par le pili de type IV. AlgR s'est avéré
essentiel pour la pathogenése de P. aeruginosa. (163)

Le quorum sensing est tres important étant donné qu'il joue un rdle dans la production
de facteurs de virulence, la sensibilité aux antibiotiques et le développement du biofilm. Il existe
deux systémes de régulation du quorum sensing contrdlant de nombreux genes de virulence,
le systeme LasR-Lasl, présent sur la globalité de nos souches et le systeme RhIR-Rhll, absent
uniquement chez une de nos souches. Par supposition qu’il n’y ait pas un défaut de détection
du géne, cette souche devrait avoir une virulence moindre au vu de I'absence du systéme de
régulation majeur du QS, effectivement nous n'avons pas observé de PAVM mais une simple
trachéobronchite avec cette souche. Une des principales limites de I'analyse du NGS est
gu’elle ne tient pas compte des systéemes de régulation génétique. Une analyse du
transcriptome pourrait ainsi étre utile pour mettre en évidence dans notre étude des
modifications de niveaux d’expression des mécanismes de résistance (systémes d’efflux
MexAB-OprM, MexEF-OpRM...) ou de virulence (gradient d’expression des génes) qui n’ont
pas pu étre étudiés ici. De plus, de nhombreux génes présentent des schémas d'induction
temporel par le quorum-sensing ou ils sont non seulement activés en réponse a l'augmentation
de la densité bactérienne, mais également réprimés en phase stationnaire. (164) L'étude de
Wagner et al (165) a identifié 616 génes régulés par le quorum-sensing, avec un nombre de
genes régulés positivement différent entre la phase stationnaire et la phase de multiplication
bactérienne, et également quelques génes réprimés. L’analyse NGS nous permet d’identifier
la présence ou non des différents génes de virulence, mais sans analyse du transcriptome, il
nous est impossible de savoir le réel impact phénotypique du géne. Néanmoins cette analyse
transcriptomigue semble délicate a réaliser car les niveaux d’expression observés in vitro ne
refletent probablement pas ceux observés in vivo.

Par ailleurs, il a été démontré in vitro que des antibiotiques de type macrolides réduisaient
'expression du géne du quorum sensing et ainsi la production de facteurs de virulence
dépendant du QS. De tel antibiotique pourrait étre utilisés pour inhiber la virulence bactérienne
et prévenir la PAVM chez des patients intubés. (81) Cela semble néanmoins peu envisageable
dans un soucis d’épargne des antibiotiques et de maitrise de la diffusion de I'antibiorésistance.

P. aeruginosa affiche une résistance intrinséque a de larges classes d'antimicrobiens
en raison de la faible perméabilité de sa membrane externe, de I'hnyperproduction des pompes
a efflux et des modifications enzymatiques des antibiotiques. Un des objectifs de cette étude
était de présenter les principaux mécanismes de résistance aux antimicrobiens impliqués dans
la PAVM. Mais en raison d'une multitude de mécanismes présents, la simple explication
génomique est difficile & interpréter pour prédire les résistances phénotypiques. Concernant
les fluoroquinolones des mutations typiques tels que T83I de gyrA provoquent toujours une
résistance. Pour les béta-lactamines cela reste plus complexe, en effet aucune mutation sur
un géne précis n'a pu étre identifiée comme responsable d'une résistance. Le systeme de
régulation de la céphalosporinase AmpC reste trés complexe de nos jours étant donnée la
multitude de genes le régulant avec autant de possibilité de mutations.
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La surproduction de céphalosporinase AmpC chromosomique, impliquant un large éventail de
genes régulateurs, est probablement le principal mécanisme de résistance aux B-lactamines
induit par mutation génomique. Il a été détecté dans plus de 20 % des isolats cliniques de P.
aeruginosa. Les inactivations mutationnelles de dacB et ampD sont connues pour étre les
mécanismes les plus courants d'hyperproduction d'AmpC et de résistance aux -lactamines.
Parmi nos souches nous avons retrouvé 90% de souches mutées sur ampC, les 10% non
mutée correspondent a nos 7 souches PDC-1, 72% mutées sur ampDh3, 71% mutées sur
ampD, 42% mutées sur ampR, 38% mutées sur dacB et 9% mutées sur ampDh2.

A ce jour il existe plus de 497 variants de céphalosporinase du Pseudomonas (PDC)
(23) qui possede des niveaux de résistance différents aux béta-lactamines, dont certains
conférent une résistance accrue au ceftolozane-tazobactam (PDC-35) et au ceftazidime-
avibactam, a cela se rajoute la régulation d'ampC par les autres génes. L’étude de Torrens et
al a étudié le changement de CMI de la ceftazidime et de la quantité dARNm d'ampC en
fonction des mutations d'ampD, ampDh2, ampDh3 et dacB sur une souche PAOL. lls ont
observé une augmentation de la CMI par 24 pour une mutation simple de dacB et par 8 pour
une mutation simple de ampD. Il n'y avait pas de changement de CMI lorsqu'il y avait une
mutation simple d'ampDh2 et ampDh3. Par contre lorsqu'elles étaient associées a une
mutation d'ampD, la CMI augmentait de 12 fois pour ampDh2 et de 48 fois pour ampDh3. Et
l'association d'une mutation d'ampD et de dacB retrouvait une CMI de la ceftazidime 96 fois
plus grande. Au vu de nos différentes mutations retrouvées sur ces génes nous n‘avons pu
tirer de conclusion étant donné que des combinaisons de mutations similaires étaient
retrouvées chez des souches sensibles et résistantes a la ceftazidime. Ainsi aucune mutation
n'‘a pu étre identifié comme responsable de l'inactivation d'ampD ou dacB. Le dosage de
I'ARNmM de I'ampC nous aurait éventuellement permis d'incriminer I'hyperproduction d'ampC
comme responsable des résistances.

Dans notre étude, un patient a attiré notre attention. Nous observons entre la souche
PA27, prélevée le 11/05/2021 et la souche PA30 prélevée le 10/06/2021 chez le méme patient,
la présence d'un probable clone avec le méme serogroupe O1, le méme ST 27, trés proche
phylogénétiquement avec 197 de SNP. Les deux souches ont un PDC-15 et exactement les
mémes mutations sur les génes ampC, dacB et ampD3 pourtant la PA27 est résistante a
toutes les béta-lactamines méme a la ceftazidime-avibactam et au ceftolozane-tazobactam.
Apres exploration la seule différence retrouvée, est la présence d'une OXA-50 chez la PA27,
présente de maniére naturelle chez le P. aeruginosa et une OXA-494 chez PA30. Ainsi le
méme clone aurait eu des modifications génétiques en un mois lui faisant perdre ses multiples
résistances. Il pourrait également s’agir d’'une infection par deux isolats issus d’'un méme clone
et ayant une origine environnementale de contamination commune. De plus nous observons
gue la souche multirésistante a provoqué une PAVM alors que la souche totalement sensible
a été considérée comme une simple colonisation pulmonaire par la suite.

Concernant I'imperméabilité des porines D2, I'analyse du géne oprD n'a pas non plus été
concluante avec une multitude de mutations & des positions tres variables chez des souches
sensibles et résistantes aux carbapénemes. Des mutations identiques ont été retrouvées chez
des souches ayant une résistance isolée a l'imipenéme et au meropénéme ainsi que chez des
souches totalement sensibles. Au vu de la complexité génomique les résultats n'ont pas été
rendus dans ce travail, mais pourraient étre explorés dans des travaux futurs.
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Les quatre pompes d'efflux les plus fréquentes sont MexAB-OprM (donnant une résistance a
ticarcilline+/- acide clavulanique, a l'aztréonam et au meropénéme), MexCD-OprJ (donnant
une sensibilité moindre au céfépime), MexEF-OprN et MexXY/OprM (donnant une résistance
au céfépime et une réduction de sensibilité aux aminosides).(12) Apres analyse sur le logiciel
CARD nous nous sommes rendu compte que tous les genes codant pour les pompes a efflux :
mexA, mexB, mexC, mexD, mexE, mexG, mexH, mexl, mexJ, mexK, mexL, mexM, mexN,
mexP, mexQ, mexR, mexS, mexT, mexV, mexW, mexY, mexZ étaient présent chez toutes
nos souches. Etant donnée notre impossibilité de savoir le niveau de surexpression donnant
lieu a des résistances, nous n'avons pas pu étudier ce phénomeéne de résistance, bien qu'il
soit majeur dans les phénotypes observés au laboratoire.

La priorisation de I'étude ne nous a pas permis d’étudier la résistance aux aminosides, par
manque de temps et de par leur faible utilisation lors d'infections a P. aeruginosa qui se limite
plutét a une utilisation d'urgence dans le service de Réanimation notamment lors d'un choc
septigue. Nous nous sommes ainsi cantonner a la recherche de résistance aux aminosides
seulement par la recherche d’intégrons. Un seul intégron de résistance a été retrouvé parmi
tous nos isolats, ce qui reste tres faible en proportion comparé a d’autres études.(166,167)

En plus de la résistance mutationnelle chromosomique, qui est relativement fréquente, la
résistance transférable chez P. aeruginosa est un autre domaine de préoccupation. En effet,
il existe une prévalence croissante dans le monde des B-lactamases transférables, les [3-
lactamases a spectre étendu (BLSE) et les carbapénémases (en particulier les
carbapénémases de classe B, ou métallo-B-lactamases) avec une distribution qui n'est pas
uniforme et qui varie de moins de 1 % a pres de 50 %, selon I'h6pital et la zone géographique.
(168) Nous n'avons observé gu'une souche avec un intégron, un résultat tres faible étant
donné la forte présence habituelle d’'intégron chez les BGN. Ce résultat peut s’expliquer par le
fait que nos souches sont peu résistantes aux aminosides et que cela dépend de
I'épidémiologie locale de chaque réanimation.

La prévalence mondiale de P. aeruginosa MDR a augmenté au cours des derniéres décennies
et se situe maintenant dans la fourchette de 15 a 30 %.(169) Nous avons 29 % de souches
MDR parmi nos isolats, en considérant une souche MDR s'il y a au moins une résistance a
plus de 3 familles d'antibiotiques différentes. A titre de comparaison avec nos voisins
espagnols, ayant réalisé une étude multicentrique récente a grande échelle (51 hépitaux)
sur P. aeruginosa montrant que 26 % des isolats étaient multirésistants.(170)

Le risque majeur de ces souches MDR est, pour le patient, de recevoir un traitement
antimicrobien initial inadéquat. (171) Nous savons également que les retards de mise en place
d'une antibiothérapie efficace sont associés a de moins bons résultats de survie chez les
patients atteints d’infections a P. aeruginosa. (172) De plus, cela nécessite des antibiotiques
de deuxiéme voir de troisieme ligne et sont plus toxique que ceux utilisées pour traiter les
infections de souches sensibles. Quarante-cing pourcents de nos souches MDR ont été
isolées chez des patients décédés en réanimation, dont 20% seraient directement imputables
a linfection a P. aeruginosa. De plus, 60% des souches MDR sont responsables de PAVM
dans notre étude. Par comparaison, sur les 32 souches isolées lors d'une colonisation
pulmonaire chez 28 patients, il n'y avait que 18,7% de profils MDR.
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Notre étude comporte cependant plusieurs limites. La premiere est la difficile interprétation
des données cliniques chez des patients tres souvent poly-pathologiques intubés-ventilés sur
de longues durées et pouvant présenter de multiples lignes d’antibiothérapies. De plus, il reste
toujours difficile de diagnostiquer une PAVM (d’autant plus lorsque d’autres étiologies
respiratoires telle que le Sars-Cov-2 influent sur l'issue clinique) et d'imputer le décés d’'un
patient & une infection par P. aeruginosa. Cela est d’autant plus difficile car les PAVM a P.
aeruginosa surviennent essentiellement chez des patients séjournant longuement en service
de Réanimation ou ayant un statut immunitaire dégradé. La deuxiéme concerne la présence
plurimicrobienne au niveau pulmonaire et quelques fois la présence de plusieurs isolats de P.
aeruginosa. Il est ainsi difficile d’imputer une souche précise responsable de PAVM. La
troisieme repose sur la difficulté d’analyse des résistances, le NGS ne permettant pas de
mettre en évidence les niveaux d’expression des geénes il nous est impossible de conclure sur
les résistances notamment liées a 'efflux ou encore sur les niveaux d’expression des facteurs
de virulence. Enfin, la derniére limite concerne I'analyse bioinformatique des contigs qui
nécessiterait une automatisation sur des serveurs capables d’analyser des fichiers trés
volumineux pour pouvoir faire directement I'analyse a partir des reads.

Par ailleurs, il est difficile de tirer des conclusions définitives étant donné le petit nombre de
souches dans chaque sérogroupe. Une étude clinique plus large combinant un recueil de
données cliniques plus précis permettrait d’analyser plus finement les facteurs responsables
de la survenue d’'une PAVM. Ceci pourrait renforcer les conclusions et I'implication des génes
de virulence sur la pathogénicité du patient.

\

Les patients gravement malades ont tendance a contracter une PAVM sous intubation,
augmentant la morbidité et la mortalité ainsi que le colt des soins de santé avec une durée
d'hospitalisation plus longue et une majoration de soins. La mortalité associée a la PAVM reste
aujourd’hui non négligeable (jusqu’a 50% de mortalité). (173) Le NGS peut nous aider a
améliorer la compréhension de la survenue d’'une PAVM tant au niveau des caractéristiques
de virulence dune souche donnée, que des -caractéristiques phylogénétiques et
épidémiologiques. L'outil est trés intéressant devant I'importance des données descriptive
obtenues, mais est difficilement applicable a la routine devant la rapide évolution clinique. La
métagénomique qui correspond a un séquencage directement sur le prélevement sans culture
préalable de I'échantillon au laboratoire, permet d’obtenir le contenu bactérien, viral et
fongique, semble étre un outil particulierement intéressant dans l'investigation de la PAVM. La
difficulté reste le temps d’analyse mais surtout la trop grande proportion d’ADN humain dans
les prélévements respiratoires, parasitant la détection des éléments microbiens.

L’amélioration des outils mis a la disposition de la recherche et des laboratoires cliniques, tout
comme I'amélioration des données du « big data » permettant de gérer et traiter de grandes
guantités de données, pourra permettre d’améliorer la compréhension de la physiopathologie
de la PAVM dans un futur proche.
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Conclusion

Cette étude monocentrique nous a permis d’utiliser les capacités du NGS pour
analyser le contenu génomique de différentes souches de P. aeruginosa isolées dans les
prélevements respiratoires des patients hospitalisés dans le service de Réanimation
Polyvalente de Mars 2019 a Janvier 2022. Nous avons séquencé soixante-neuf souches qui
ont montré un profil extrémement polyclonal avec 37 ST différents. Néanmoins, plusieurs
microépidémies ont pu étre mises en évidence au sein du service de Réanimation avec un
nombre de SNP inférieur a 30.

Notre étude a inclus un nombre important de patients de maniére exhaustive sur
plusieurs années, retrouvant une vingtaine de PAVM. Une présence majeure des sérogroupes
01, 06 et 011 nous permet d'avoir une population de souches de bonne représentation des
souches circulantes au niveau nationale.

Le travail d’'analyse des résistances et des facteurs de virulence fut important. Une
concordance phénotypique et génotypique a été retrouvée lors de l'analyse du profil de
résistance aux fluoroquinolones, et une analyse plus difficile pour les béta-lactamines ou
plusieurs facteurs interviennent.

Enfin, notre étude nous a permis d’identifier deux facteurs favorisant les infections
graves notamment une mauvaise évolution pulmonaire avec l'apparition de PAVM: la
présence de souches sécrétrices d'exotoxines codées par le géne exoU a travers le T3SS et
la présence de souches multi-résistantes. En effet 71,4% des souches exoU+ et 60% des
souches MDR ont causé des PAVM. Une analyse clinique plus précise et une population plus
large seraient a envisager pour confirmer ces résultats.
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Annexe 1. Résultats bactériologiques des différents prélevements
pulmonaires
Ouantifica- Ouantifica-
H° de Type de Date tion du autr thors H° de Type de Date tion du Autr thoms
souche | rélévement | d'isolat | P.eervginosa Lires pathogenes souche | Prélévement | d'isolat | P.eeruginosa uires pathogenes
{UFC,/ml) {UFC/ml)
1 B 271042020 10%6 Raoutella amithinalytica 1073 36 AET 24072021 105 klebsiella pneurnoniae 10+ 6
Klebsiella pneumonia 10#%3
*
2 AET 25/11/2020 =10%6 Levure = 10%6 37 AET 02/08/2021 10+4 Levure 103
Prote us mirabilis- 10%3;
3 AET 27/11/2020 =10%6 Levure=10%4 38 AET 13/08/2021 10%5 -
4 AET 194122020 =10%4 5. phedmoniae = 10%6 39 AET 261272021 = 10*%6 3. aureus = 106
Klebsiella pneumonias 10%3
5 AET 13/01/2021 10¥6 40 AET 23/07/2021 10%6 Ent | 10%3
oL = staph aureus-10* 4 07 = ntero cloacae
& AET 147012021 =10%6 - 41 AET 13/09/2021 10%4 S aureus10¥4
Strepto agalactize = 10%6
7 Aspi protégé | 15/01/2021 10%6 Enterobacter seruginosa=10% 3 12 AET 101242021 10%5 -
Staph aureus-10%4
Aspi Serrati 10+4
& T E L 5 s A T - 43 AET wjog2ma| = 10%6 BT MATKe sEens
bronchigue S.aureus 10%4
Aspi " Serratia marescens 10%4
9 bronchiqus 22/0%/2021 10*a - 44 AET 27/08/2021 10+4 5 aureus 10%4
10 bm::ﬁi'que 27032021 10%a Staphylococcus aureus s 10%6 a5 EET o/07/2021|  10% -
11 AET 0g/04/2021 10*6 - 46 AET 20/03/2019 10%4 Ente robacte r cloacae 10%5
12 AET 020752020 10%3 - 47 AET 20/03/20149 =106 Ente robacte r cloacae 10%6
Moracella catarrhalis 1046
13 AET 26/0742020 10*G Stre pkococous pre umoniae = g AET 30/03/2019 10+4 S aureus10¥S
10+ a
i
14 U ogosizozo| s 1006 Serratia marce scens 10%4 13 AET | 27/os/2018| 106 .
bronchigue
Serratia marce scens 10%3
15 AET 17/08/2020 10%6 50 AET 24/08/2019 10%4 5. 10%5
/D8 Staphylococcus aureus = 1006 | /08 aureus
Escherichia coli 10%7
16 LB 08/09/2020 10%2 51 AET 24/06/2020 10%5 3 10%5
/05 Staphylococcus aureus 10FG | /08 aureus
Haermophilusinfluenzae 10¢4
17 AET 13/09/2020 10%3 52 AET 047072019 10%4 3 10%3
/o5 Staphylococous aureus = 10#3 fow BureLs
18 AET 13/10/2020 10+4 Stre ptococous constellatus 10+4 53 AET 10/07/2019 10%3 -
Enterobacter aeruginosa 10%3
19 KT protégé | 22/10/2020 10%3 Streptococcus anginosus 10%6 54 LB, 19/08/2019 10%4 -
Levure 10%5
20 SET 10/11/2020] = 106 Klebsiella pre umonize 10°6 55 LB, 17/08/20018|  10%4 Proteus vulzars 10%4
Levure 10+3
21 AET 12/11/2020 10*5 Staphylococous aureuss 106 56 AET 04/09/2019 105 -
> AET 26/10/2020 =106 Lewures 10%3 57 AET 17/09/2019 10*5 S aureus10¥ 4
- Aspi 27/04/2021 10%5 Semratia marcenscens 10%3 . LET 10/10/2019 103 Erterobacter aeruginosa
bronchigue Proteus mirabilis 10¥3 103
e
2 ST |20a2m1|  1ovs Marganella morgan 10%4 59 hmn:ﬁi'que Z7joamo| 1o -
Stenotrophormaonas
25 LB 03/05/2021 10+4 - &0 AET 2770172020 10%5
05/ /ol maltophila 10%&
26 AET 04705/2021 =10%6 - 61 LB 26/02/2020 10%4 -
§. aureus » 10%6 Saureuss 10%6 E.cali
27 LBA 11/05/2021 10+4 Stenotrophomonas maltophilia 62 LB, 23/03/2020 10%5 ’ 104 ’
10*6 Proteus mirsbilis 10 3
H. influgnzae =10%g 3.
28 AET 21/05/2021 =10%7 Levure 10%3 63 AET 2440342020 104 preumanioge =106
S.aureus 10%5
29 AET 25/05/2021 =106 - 64 AET 11/04/2020 =10%6 Levure 1043
30 AET 12/06/2021 10%4 Steno maltophila 10%6 65 AET 12/04/2020 10%5 -
Aspi
1 12/10/2021 10%5 - 13 AET 127042020 10%4 -
bronchigue 210/ /04
Proteusmirabilis 10+ 4
32 AET 20/10/2021 10+3 Levure 103 67 AET 03/06/2020 10%6 Coryhe bacteriurm stratum
106
o
33 U N gram1| 1% Serratia marcenscens 1045 68 LBA O7/06/2020|  10%4 ;
bronchigue
54 AET 25/05/2021 = 10%6 - 69 AET 12/06/2020 10%4 5. aureus= 10%6
32 AET 30122021 10*3 -
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Annexe 2. Présence des génes de résistance apres analyse de CARD

rad aph@Hb ana bash bass b catly oIk opE cpi R emrE e, e mexf mens mexE mexG mexH mexl mexd me Tk MexL mex i mexH mexf mex me iR
maz AP HF)-ID ana bass D oprR s CRiR EmIE Fozd Gyra s, Ml Mers Nexn MexE MexF MmexG mexH mexl mexd me Xk mexl mexm mexH mexp mex mexR
Pa3 AmR ans bcrl cprR prs CprR EmE Fozs Mo Mexd Mexc MexD MexF MexG MexH Mex| (LA ek MexL mexM mexP mex MR
Rad Fi@Hb  ama ana bask baszs b catli oIk ops cpiR emrE Tz, me mexh mexns mexD mexE mexF mexG mexH mexl mexd me k. mexl mexi mexh mexp mex mexR
Ras apkEHD ana bask bass 3] Aty IR [=11] iR EmIE T, e 8, mexf meis mexn meE mexG mexH mexl mexd me mexl mexm me XN mexp mex

BaG Fi@Hb  amR ana bazR bazs berl catly IR = 1] cpiR emrE o, mexd mexd mens mexD mexE mexF mexs mexH mexl mexd me Xk mexl mexMl mexh mexp mexd mexR
pat Fi@HD ana bash bass b catly IR opE opi R emrE e, e mexf meis mexD mexE mexG mexH mexl mexd me Tk mexl mex i mexH mexf mex me iR
nag apkE@HD bask bass catfy IR ops iR EmIE T, me e mexh mexs mexn mexE mexF MmexG mexH mexl mexd me Xk mexl mexm mexH mexp mex mexR
(L] aph@Hb ana bars ber catly IR =] cpiR emrE T, ra e mexd mens mexD mexE mexF mexG mexH mexl mexd me Tk mexl mex M mexH mexP mexd me xR
pain apk@-Hb ana bask baszs b catli oIk opE cpiR emrE Tz, oA, me mexh mexns mexD mexE mexF mexG mexl mexd me k. mexl mexi mexh mexp mex mexR
AR apkEHD ana bask bass 3] Aty IR [=11] iR EmIE T, A e 8, mexf meis mexn meE mexF mexG mexH mexl mexd me mexl mexm me XN mexp mex me iR
Ptz FUFHE  amP ana bars berl catly IR = 1] cpiR emrE T, mexd mexd mexns mexD mexE mexF mexs mexH mexl mexd me Xk mexl mexMl mexh mexp mexd mexR
Ak Fi@HD ana bazR bazs bor catly oIk = 1] cpiR emrE Fosgd e mexd mens mexD mexE mexF mexG mexH mexl mexd me Tk Mexl mex M mexH mexP mexd me xR
LR alkefF  apuF@Hb  amR ana bask bass D catfy IR ops iR EmIE T, me e mexh mexs mexn mexE MmexG mexH mexl mexd me Xk mexl mexm mexH mexp mex mexR
A FyFHb  amR ana ba:R bass ber catly IR =] CpeR emrE T, e mexd mens mexD mexE mexG mexH mexl mexd me Tk mexl mex M mexH mexP mexd me xR
PaiE apk@Hb  amR ana bazR bazs ber catli IR opE cpxR emrE T, me mexns mexD mexE mexG mexH mexl mexd me Xk mexl mexM mexH mexp mexd mexR
AN FUFAHD ana bask bass 3] Aty IR [=11] iR EmIE T, e 8, mexf meis mexn meE mexG mexH mesl me mexl mexm me XN mexp mex me iR
(EAE] aph@-Hb  amR ana bazR bazs berl catly IR = 1] cpiR emrE o, mexd mexd mexns mexD mexE mexs mexH mexl mexd me Xk mexl mexMl mexp mexd mexR
AR eF  FFHb  amR ana bazR bazs bor catly oIk = 1] cpiR emrE T, e mexd mens mexD mexE mexG mexh mexl mexd me Tk mexl mex M mexH mexP mexd me xR
P20 alkeF  apuF@Hb  amR bass D IR ops iR EmIE T, me e mexh mexs mexn mexE mexF MmexG mexH mexl mexd me Xk mexl mexm mexH mexp mex mexR
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Annexe 3 : Genes de virulence analysés dans nos souches de P. aeruginosa a partir de VFDB
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Serment De Galien

Je jure en présence de mes Maitres de la Faculté et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;

- d’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de I'honneur, de la probité et du
désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine,
de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
mceeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres, si j'y manque.
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Analyse prospective par sequencage haut-débit de souches de Pseudomonas aeruginosa d'origine
respiratoire isolées au service de Réanimation polyvalente du CHU de Limoges

Pseudomonas aeruginosa est fréquemment isolé chez les patients hospitalisés dans les services de
Réanimation, et peut étre responsable de la survenue de pneumopathies acquises sous ventilation
mécanique (PAVM). L'utilisation du séquencage haut débit (NGS) dans ce contexte permet d’étudier
les caractéristiques génomiques des isolats bactériens afin de mieux comprendre la pathogénécité, la
virulence et les mécanismes de résistance aux antibiotiques. L'objectif de cette étude monocentrique
a été d’analyser par NGS les populations de P. aeruginosa isolées a partir des prélévements
respiratoires des patients hospitalisés dans le service de Réanimation polyvalente du CHU de Limoges
de Mars 2019 a Janvier 2022.

Soixante-neuf isolats de P. aeruginosa issus de 54 patients ont été séquencés. La caractérisation
génomique a permis d’identifier 37 Sequence Type (ST) différents. Au vu du faible nombre de single
nucleotide polymorphismes (SNP) entre certains isolats retrouvés chez différents patients, nous avons
mis en évidence plusieurs microépidémies au sein du service de Réanimation. L’analyse génomique
des facteurs de résistance a été comparée aux résultats des antibiogrammes tandis que les facteurs de
virulence identifiés ont été comparés aux données phylogénétiques et aux données cliniques. Les
génes exoU et algP/algR3 codant pour une exotoxine du systéme de sécrétion de type lll et la
production d’alginate ont été significativement associés a une plus grande survenue de PAVM.

Mots-clés : Pseudomonas aeruginosa, Réanimation, Séquencage au débit, Pneumopathie acquise sous
ventilation mécanique, Facteur de virulence, Facteur de résistance, Epidémie

Prospective analysis by next generation sequencing of Pseudomonas aeruginosa strains of
respiratory origin isolated in the intensive care unit of the Limoges hospital

Pseudomonas aeruginosa is frequently isolated from patients hospitalized in intensive care units,and
can be responsible of the occurrence of ventilator associated pneumonia (VAP). Next Generation
Sequencing (NGS) use in this context allows bacterial analysis in order to better understand its
pathogenicity and its resistance to antibiotics. The objective of this monocentric study was to analyze
with NGS the populations of P. aeruginosa isolated from respiratory samples of patients hospitalized
in the Intensive Care Unit of the University Hospital of Limoges from March 2019 to January 2022.

Sixty-nine isolates of P. aeruginosa coming from 54 patients were sequenced. Genomic
characterization allowed the identification of 37 different sequence types (ST). Due to low single
nucleotide polymorphisms (SNP) between strains found in different patients, we were able to identify
several microepidemies in the unit. Genomic analysis of resistance were compared to phenotypic
resistance on the antibiogram performed at the laboratory and virulence factors were compared to
phylogenetic and clinical data. The exoU gene encoding an exotoxin of the type Ill secretion system
and the algP/algR3 encoding alginate production were associated with the development of PAVM.
Antibiotic resistance is regulated in very complex way by several genes, in particular in the regulation
of the expression of the ampC gene coding for the cephalosporinase AmpC. Mutations in
fluoroquinolone resistance genes have been associated with phenotypic resistance.

Keywords : Pseudomonas aeruginosa, Intensive Care unit, Next generation sequencing, Ventilator-
associated pneumonia, Virulence factor, Resistance factor, Epidemy



