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Introduction

La mucoviscidose est la maladie génétique héréditaire la plus fréquente dans la population
caucasienne, la France étant le 2°™ pays européen le plus concerné.

Il s’agit d’'une atteinte chronique, pouvant étre diagnostiquée dans les 1ers jours de vie.
L’espérance de vie des patients a été considérablement augmentée ces derniéres années
avec l'amélioration des prises en charge multidisciplinaires et I'amélioration des
thérapeutiques, marquée par la mise sur le marché des tri-thérapies (kaftrio®).

Cependant, le pronostic vital du patient reste lié a I'atteinte broncho-pulmonaire caractérisée
en grande partie par la colonisation chronique a divers germes bactériens, notamment
Pseudomonas aeruginosa. La prise en charge de ces colonisations bactériennes nécessite en
geénéral une antibiothérapie au long court, propice a l'appartition chez les bactéries de
résistances acquises aux antibiotiques.

L’étude du microbiote et de ses résistances acquises aux antibiotiques parait étre un enjeu
majeur de la prise en charge des patients mucoviscidosiques.
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l. La mucoviscidose

1.1. Généralités

La mucoviscidose, ou fibrose kystique (CF pour Cystic Fibrosis), fut découverte en 1938 par
le docteur Dorothy Hansine Andersen, qui mit en évidence les défauts de fluidité des mucus
obstruant les canaux glandulaires, puis cceliaque, sur des autopsies de nourrissons (1). En
1953 furent mis en évidence les défauts électrolytiques de la sueur par le docteur Di
Sant’Agnese (2). Enfin, en 1989 le géne CFTR a l'origine de la maladie était isolé et séquencé
par les équipes de Tsui, Collins et Riordan (3—5) notamment grace a 'essor de la biologie
moléculaire. Il s’agit d’'une maladie chronique et généralement progressive, apparaissant
souvent a la naissance.

1.2. Epidémiologie

La mucoviscidose touche plus de 85 000 personnes dans le monde, et en France le nombre
de cas est en augmentation depuis 1992 pour atteindre 7376 en 2020 (6) (7) (Figure 1). Elle
montre une disparité importante entre régions et entre ethnies, cependant, elle atteint autant
les hommes que les femmes (Tableau 1). L’espérance de vie est passée de 5 ans dans les
années 60 a plus de 50 ans de nos jours, grace a 'amélioration des prises en charge et des
traitements (7).

7500 -

—_—— nrants
7000 Adultes
6500-

6000+
5500
5000 59.7 %
4500
40001
3500
3000
2500
2000+
15001
1000

500

Nombre de patients

Registre frangais de la mucoviscidose 2020

Figure 1: Evolution du nombre de patients atteints de mucoviscidose depuis 1992
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Tableau 1 : Evolution annuelle des principaux indicateurs
(D’aprés le registre frangais de la mucoviscidose 2020 (7)).

Années d'enquéte

Indicateurs 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Patients recensés* 5715 5969 6138 6252 6428 6630 6788 7078 7183 7290 7376
Patients vus dans I'année*™ 5706 5957 6126 6241 6414 6620 6781 6935 7075 7164 7216
Enfants 3018 3068 3108 3086 3070 3097 3081 3063 3016 2971 2909 (40.3 %)
Adultes 2688 2889 3018 3155 3344 3523 3700 3872 4059 4193 4307 (59.7 %)
+de 40 ans 339 399 452 509 586 668 758 825 910 986 1056 (14.6 %)
Hommes 2940 3085 3166 3223 3314 3442 3548 3618 3683 3739 3747 (51.9%)
Femmes 2766 2872 2960 3018 3100 3178 3233 3317 3392 3425 3469 (48.1 %)
Age moyen (années) 185 191 195 201 207 211 218 223 229 234 23.9
Age médian (années) 169 174 178 182 189 193 199 203 209 213 21.9
Age minimum (années) 0.1 0 0.1 0.1 0 0 0.1 0.1 0.1 0.1 0
Age maximum (années) 80 88 868 825 828 832 841 851 861 846 85.6

Registre francais de la mucoviscidose 2020

*Patients pour lesquels le statut vital est connu, qu'ils aient été vus ou non par un centre.
**Patients de référence pour les statistiques figurant dans ce rapport, hormis les données sur les décés.

1.3. Etiologie (physiopathologie)

1.3.1. Le géne CFTR

Le géne CFTR, pour Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator, est situé sur le
bras long du chromosome 7. Il s’agit d’'un géne de 189 kb (kilobase), réparti en 27 exons, a
'origine d’'un ARMm de 6.5 kb (3). Ce sont des mutations sur ce géne qui engendrent la
mucoviscidose.

1.3.2. La protéine CFTR

La protéine CFTR est un peptide transmembranaire de 170 kDa (kiloDaltons), ayant le rble de
canal anionique dépendant de 'ATP, activé par une Protéine Kinase A (PKA). Elle fait partie
de la superfamille des « ATP Binding Cassette » (ou transporteurs a cassettes liant 'ATP).
Son roOle principal est de réguler la balance électrolytique et hydrique des membranes
plasmiques afin de garantir un maintien des constantes des milieux intra et extra cellulaires

(8).

Schématiquement, la protéine CFTR posséde deux domaines transmembranaires (TDM1 et
TDM2), chacun suivi d'un domaine de liaison aux nucléotides cytosoliques (NBD1 et NBD2)
(Figure 2). Enfin elle posséde un domaine régulateur unique (RD), situé entre TMD et NBD,
contenant de multiples résidus sérine/thréonine permettant la phosphorylation via la PKA,
condition préalable au fonctionnement du canal ionique dépendant de I'ATP (9)(10).
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TMD1 TMD2

EC

IC

Figure 2 : Structure secondaire de la protéine CFTR

TMD = Domaine TransMembranaire avec TM = passage TransMembranaire ; NBD1 = Domaine de
Liaison des nucléotides (ATP); RD = Domaine régulateur ; EC = milieu extracellulaire ; IC = milieu
intracellulaire (d’aprés (10))

La protéine CFTR est ubiquitaire. Elle est retrouvée au niveau des membranes apicales des
cellules épithéliales du pancréas, des glandes salivaires et sudoripares, des poumons, du foie,
des intestins et des appareils génitaux, avec des degrés d’expression variés (11).

La protéine CFTR est un canal chlore permettant le passage des ions CI' de l'espace
intracellulaire de la cellule vers I'espace extracellulaire (10).

1.3.3. Mutations du géne CFTR

Prés de 2000 mutations du géne CFTR ont été rapportées dans la littérature scientifique a ce
jour. Parmi elles, prés de 400 sont responsables d’altération de la protéine CFTR. Ces
mutations sont catégorisées selon leur nature et leurs conséquences fonctionnelles. Ainsi on
distingue 7 classes de mutation (Figure 3) (12) :

- Classe | : mutation « non-sens » (codon stop) entrainant la synthése d’'un ARNm plus
court et sa traduction en une protéine instable qui sera dégradée plus rapidement. Cela
aboutit a une faible production de la protéine CFTR.

- Classe Il : défaut de maturation cellulaire de la protéine CFTR (anomalie de repliement
ou anomalie de circulation intracellulaire) conduisant a sa dégradation par le
protéasome. Il s’agit de la classe de mutations la plus représentée, avec notamment la
mutation Delta F508 qui est la mutation la plus fréquemment retrouvée chez les
patients atteints de mucoviscidose. Elle représente 66% des mutations du gene cftr
dans le monde (13).

- Classe lll : mutations « faux-sens » affectant la liaison de I'ATP aux domaines
intracellulaires NBD1 et 2. Il en résulte une anomalie de [l'ouverture et du
fonctionnement du canal CFTR.

- Classe IV : mutations « faux-sens » qui perturbent la conductance du canal CFTR,
altérant I'efflux des ions CI-.
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- Classe V : ces mutations entrainent la synthése d'un ARNm instable qui sera dégradé
plus rapidement, entrainant une moindre production de la protéine CFTR.

- Classe VI : mutations engendrant une instabilité de la protéine CFTR. Bien qu’elle soit
présente en quantité normale au niveau apical de la cellule, la protéine sera rapidement
internalisée et dégradée dans les lysosomes.

- Classe VIl : délétions ou mutations engendrant un décalage du cadre de lecture
aboutissant a 'absence d’ARNm. Ce septiéme groupe a été défini avec I'essor des
thérapies ciblées. En effet ces mutations ne permettent pas [l'utilisation de ces

thérapies-la.
Non muté Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5 Classe 6 Classe 7
ctg 4 %C < < a
/ \ a m p /_\\\‘ y >
Protéine CFTR y\ ) N Nt N N
4 Ny Y4 4 \./ \(/
A A A A A
Appareil de Golgi “i | iy oy cty ’ i | gy ‘ oy | ety
&
&
od
Réticulum
endoplasmique
ARNm CFTR a e “a LA “\a g O
A
Géene CFTR °
Noyau

Défaut de Défaut de Défaut de Défaut de Diminution de  Diminution de Absence de
production maturation régulation conductance la synthése la stabilité production

Figure 3 : Classification des mutations du géne CFTR
(d’aprés Boyle and De Boeck, 2013 (14))

Cette classification présente cependant des limites car la plupart des mutations ne peuvent
appartenir a une seule classe. Par exemple la mutation de classe Il F508del posséde des
caractéristiques des classes lll et VI.
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1.4. Mode de transmission

La mucoviscidose est une maladie génétique héréditaire se transmettant via un mode
autosomique récessif. Cela signifie que le patient est porteur de deux alleles mutés transmis
en un exemplaire par chaque parent. (Figure 4).

CHROMOSOMES

Parent Parent . .

porteur porteur Gene fibrose
kystique
normal

Géne fibrose
kystique
muté

NI R R !

Non-porteur Porteur Porteur _Atteint de
la fibrose kystique

Figure 4 : Mode de transmission
Les deux parents représentés en haut du schéma sont porteurs sains, c'est-a-dire porteur d’une
mutation sur un seul alléle. Un descendant recgoit un alléle de la mére et un alléle du pére. Les quatre
possibilités de combinaison allélique sont représentées en bas du schéma. (D’apres
AboutKidsHealth.ca)

I.5. Phénotype

La corrélation entre le génotype et le phénotype est faible (15). De plus il existe une grande
hétérogénéité phénotypique, tant sur la clinique, que sur 'age d’apparition de la maladie. Il a
été mis en évidence que ces différences d’expression sont di a I'environnement du patient,
mais également a des « génes modificateurs » capables de moduler l'expression
phénotypique de la mucoviscidose (16).

1.6. Manifestations cliniques

Les mutations décrites ci-dessus engendrent des perturbations de tous les organes exocrines
comme le pancréas, les poumons, les glandes salivaires et sudoripares, I'intestin, le foie, les
appareils génitaux, etc (17).

1.6.1. Atteinte pulmonaire

L’atteinte du canal chlore engendre une diminution des efflux d’ion CI, qui va conduire a une
déshydratation du mucus recouvrant la surface bronchique. Ce mucus épais et muqueux va
entraver la clairance muco-ciliaire et entrainer une obstruction pulmonaire a l'origine des
symptdmes bronchiques (quintes de toux persistantes, sifflements respiratoires).
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Cela favorise également l'installation d’agents infectieux, notamment Staphylococcus aureus
et Pseudomonas aeruginosa responsables de l'aggravation de laffection, de par leurs
nombreux facteurs de virulence, leur chronicité et par la réaction inflammatoire qu’ils
entrainent. D’autres germes sont également fréquemment retrouvés, a savoir Haemophilus
influenzae, Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia et Achromobacter
xylosoxidans a différents ages de la vie du patient (18).

La primo infection a P. aeruginosa survient vers I'age de 10 ans et 95% des patients en phase
terminale sont contaminés (18). P. aeruginosa aura notamment comme caractéristique de
former un biofilm d’alginate (slime) créant un milieu de croissance privilégié, ou les agents
phagocytaires et les antibiotiques auront du mal a pénétrer. Chez les patients
mucoviscidosiques, la production d’alginate est telle que les colonies sont dites « mucoides »,
contribuant a la viscosité des sécrétons bronchiques. L'incidence de ces souches mucoides
augmente avec I'age et avec I'évolutivité de la maladie (19).

La séverité de I'atteinte respiratoire conditionne le pronostic vital dans la majorité des cas. Ces
atteintes peuvent aboutir & la greffe pulmonaire. Des traitements d’aérosolisation, de
kinésithérapie et d’antibiothérapie sont nécessaires tout au long de la vie du patient afin de
préserver son état pulmonaire.

1.6.2. Atteintes extra-pulmonaires

Les troubles extra-pulmonaires sont caractérisés par des atteintes gastro-intestinales, dues a
des troubles de la motilité gastrique, avec dés les premiers jours de vie 'absence d’émission
du méconium, puis une obstruction partielle ou compléte de l'intestin gréle, mais aussi des
troubles de 'absorption.

On retrouve également des atteintes pancréatiques. Les fonctions exocrines sont détériorées
par 'accumulation du mucus au niveau des canaux biliaires pancréatiques, aboutissant a une
fibrose pancréatique et une destruction des ilots de Langerhans engendrant des troubles
endocrines de type diabéte. Les atteintes pancréatiques signent un phénotype sévére de
mucoviscidose.

De la méme maniére, des atteintes hépatiques sont récurrentes par 'accumulation du mucus
au niveau des canaux biliaires intra-hépatique aboutissant a une cholestase, voir a une
cirrhose.

Enfin, les patients mucoviscidosiques peuvent présenter une hypofertilité, des atteintes
rénales, une sensibilité plus importante a la déshydratation, des atteintes ORL plus
récurrentes, et des troubles staturo-pondéraux importants (20).

I.7. Dépistage et diagnostic biologique de la mucoviscidose

Il existe depuis 2002 un dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose via le test de
Guthrie (20). Il est organisé en plusieurs étapes (Figure 5) ; le test de dépistage est le dosage
sanguin de la Trypsine ImmunoRéactive (TIR). L’étude du géne CFTR, associé ou non au test
a la sueur permet de confirmer le diagnostic (22).

Le dosage sanguin de la TIR (recueilli sur papier buvard) est réalisé au 3°™ jour de vie. La
concentration sanguine en TIR sera augmentée en cas d’anomalie pancréatiques pendant la
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vie foetale. La TIR est considérée augmentée lorsqu’elle est supérieure a 65 ug/L de sang. Ce
test permet de repérer plus de 95% des nouveau-nés atteints, mais posséde une faible
spécificité, d’ou son couplage avec les tests moléculaires afin d’éliminer les faux positifs. Un
second dosage au 21° jour de vie peut également étre réalisé.

L’étude génétique est réalisée en cas de TIR supérieure au seuil, avec accord des parents, et
permet de confirmer le diagnostic. Il s’agit d’un screening des 29 mutations du géne CFTR les
plus fréquentes. Le diagnostic de mucoviscidose est posé par l'identification de 2 mutations
pathogénes du géne CFTR recensées dans I'une des 3 bases de données suivantes : CFTR1,
CFTR2 ou CFTR-France.

Enfin, le test a la sueur peut également étre pratiqué dans le cadre du diagnostic néonatal, ou
en cas de suspicion clinique chez un patient. Le recueil de la sueur s’effectue par iontophorése
apres stimulation par la pilocarpine. Un taux élevé d’ion chlorure CI” dans la sueur permet de
confirmer le diagnostic. En effet, les mutations du géne CFTR entraine au niveau des glandes
sudoripares un déficit d’absorption des ions CI. L’interprétation des résultats de la
chlorurométrie dépend de la technique de dosage et de I'age du patient (23).

Dosage TIR-J3 | TIR_J3 < seuil
TIR_J3 = seuil STOP
(0,5 %)
l Absence T
consentement
Etude de géne CFTR TIR-J21 < seuil
2 mutations 1 mutation 0 mutation * > Contréle TIR-J21
CRCM - Test de la sueur |« TIR_J21 = seuil
Anormal Normal |—— | Conseil génétique si 1 mutation
Prise en charge * Période 3 : et si TIR-J3 = 100pg/L
de la maladie

Figure 5 : algorithme du dépistage néonatal de la mucoviscidose en France

(d’aprés le rapport HAS — 2009 (24))

Il existe également un dépistage pré-natal en cas de grossesse a risque, a savoir si les deux
parents sont hétérozygotes pour le géne CFTR. Ce test est réalisé sur des échantillons de
villosités choriales, aprés la huiti€me semaine de gestation (25).
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Ill. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ou bacille pyocyanique est une espéce bactérienne appartenant a la classe des
Gamma-proteobacteria, et a la famille des Pseudomonadaceae. Son génome estimé a environ
6 millions de pb Iui confére une grande complexité génétique lui permettant de croitre dans
des environnements divers (26)(27).

I.1. Caractéres microbiologiques

Il s’agit d’'un bacille & Gram négatif fin et droit Figure 6, aérobie strict, non fermentaire, oxydase
+, possédant a I'état frais une mobilité caractéristique par ciliature polaire monotriche. On
compte aujourd’hui 20 sérotypes différents, caractérisés par lantiggne O du
lipopolysaccharide (LPS) de la membrane externe.

K

Figure 6 : Photo de P. aeruginosa au microscope optique (x500)
(d’aprés Public Health Image Library)

Le bacille pyocyanique est un organisme non fastidieux cultivable sur gélose ordinaire a une
température optimale de 37°C. Certains milieux comme les géloses cétrimide, contenant des
ammoniums quaternaires, permettent son isolement a partir de prélévements polymicrobiens.
Il peut présenter des aspects différents sur gélose allant de la colonie dite « large », plate, a
bord irréguliers, avec des reflets métalliques, a la colonie « muqueuse » bombée, produisant
un slime, rencontrée dans les colonisations chroniques, sur matériel ou chez le patient
mucoviscidosique par exemple (Figure 7). De plus il présente une [3-hémolyse sur gélose au
sang.
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Figure 7 : Culture de P. aeruginosa
A : colonies de type non mucoide a gauche, et mucoide a droite, sur gélose cétrimide ; B : colonies
présentant des reflets métalliques et une hémolyse sur gélose au sang.

P. aeruginosa a la particularité d’exprimer deux pigments en culture sur milieux de King A et
B, la pyoverdine (jaune-vert et fluorescent) et la pyocyacine (bleu-vert). Enfin les colonies
dégagent une odeur caractéristique proche du seringa, due a 'O-amino-acétophénone (27).

11.2. Habitat et pouvoir pathogéne.

P. aeruginosa est un germe ubiquitaire, retrouvé majoritairement aux seins des milieux
aquatiques, principalement d’eau douce (eaux usées, piscines, canalisations) mais également
dans les sols, sur des plantes ou chez certains animaux. Il s’agit d’'un pathogéne opportuniste,
profitant d’une baisse de limmunité systémique (neutropénie, VIH, ...) ou locale
(bronchiectasie), d’une rupture des barrieéres physiques (brulures, cicatrices, blessures, ...) ou
de la présence de matériel (intubation-ventilation, cathéter, sonde vésicale, lentilles oculaires,
...)(26).

Il est en grande partie responsable d’infections nosocomiales, posant un probléme de santé
publique. Il est a l'origine de 10% des infections nosocomiales derriere S. aureus et
Escherichia coli (Institut de veille sanitaire, RAISIN), et représente la premiére cause de
mortalité et de morbidité des patients mucoviscidosiques. La contamination se fait de maniére
directe, via l'inhalation de gouttelettes contaminées, ou indirecte par manu portage ou via du
matériel médical souillé (cathéter, sonde, etc). Les atteintes qu’il engendre sont multiples :
infections superficielles (abcés de cornée, infections de plaie) ; infections urinaires sur sonde ;
bactériémies ; infections bronchopulmonaires (acquises sous ventilation mécanique ou non,
patient mucoviscidosique, surinfections) (28).

Les difféerentes formes cliniques et leurs sévérités sont dues a la diversité des facteurs de
virulence qu’il produit (29).
Certains facteurs de virulence sont présents a la surface de la bactérie :
- le flagelle : unique et polaire, il est impliqué dans la mobilité de la bactérie en milieu
liquide (« swimming »). Il est également impliqué dans I'adhérence aux cellules

épithéliales. Il s’agit d’'un des composants majeurs de I'immunogénicité de la bactérie
(30)(31);
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les pili de type IV : principale adhésine du germe, permettant une forte liaison aux
épithéliums, notamment respiratoire, et des déplacements de type « twitching » sur
milieu solide et « swarming » sur support semi-solide (32);

les pili de type fimbriae (Cup A, B et C) : participent a 'adhésion aux épithéliums et sur
les matériaux ;

le lipopolysaccharide (LPS) : fait partie de la membrane externe des bactéries a Gram
négatif. Il permet d’'une part au germe de se protéger de la lyse, et d’autre part il joue
un réle d’endotoxine, via I'endotoxine A, puissant stimulant du systéme immunitaire,
pouvant conduire au choc septique. En outre le LPS contient I'antigéne O, dont la
variabilité polysaccharidique définit les différents sérotypes de P. aeruginosa (33) ;

les exopolysaccharides, comme l'alginate : principal constituant du biofilm. Ce systéme
immuno-évasif permet d’échapper au systéme immunitaire de I'h6te, et diminue 'action
des antibiothérapies (34). Il est caractéristique des infections chroniques, notamment
chez les patients mucoviscidosiques ;

les lectines LecA et LecB : protéines cytoplasmiques et membranaires impliquées dans
'adhésion de la bactérie aux cellules hétes. Elles ont également un réle cytotoxique
dans l'induction des Iésions pulmonaires (35) ;

les chromophores (pyocyanine et pyoverdine) : La pyocyanine réprime la réponse
immunitaire de I'héte en dégradant les polynucléaires neutrophiles. De plus elle
posséde une activité oxydo-réductrice participant a la nécrose tissulaire. La pyoverdine
est un chélateur du fer, nécessaire au métabolisme de P. aeruginosa qui joue
également un réle dans la régulation de certains facteurs de virulence (36).

D’autres facteurs de virulence sont eux secrétés dans le milieu extracellulaire, voire dans les
cellules cibles, par la bactérie (29) :

I'exotoxine A : composé le plus toxique produit par P. aeruginosa. Il entraine la mort
cellulaire par inhibition de la synthése protéique (37) ;

I'élastase : permet la dégradation de I'élastine, de la fibrine et du collagéne tissulaire
par I'action de deux protéases complémentaires LasA et LasB. Elle est également
capable d’inactiver certaines cytokines et immunoglobulines du systéme immunitaire
de I'hobte ;

les phospolipases C : enzymes extracellulaires a un effet cytolytique local ;

les rhamnolipides: lipides extracellulaires contribuant a [invasion tissulaire,
notamment au niveau pulmonaire. Il perturbe le transport mucociliaire pulmonaire et
dégrade le surfactant pulmonaire. De plus il inhibe la phagocytose ;

la protéase alcaline et la protéase IV : permettent la dégradation de la fibrine. Elles
sont fortement impliquées dans les atteintes oculaires. Elles permettent aussi la
dégradation du surfactant pulmonaire ;

les exo-enzymes S, T, U et Y : toxines induisant 'apoptose des cellules cibles. Elles
ont la particularité d’étre secrétées par le systéme de sécrétion de type Il qui permet
au germe d’injecter directement 'enzyme dans la cellule de I'héte.
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Une partie des facteurs de virulence sont régulés par le « quorum sensing ». Il s’agit du
principal mécanisme de régulation de la pathogénicité de P. aeruginosa, fondé sur la capacité
des bactéries a communiquer entre elles via la production de N-acyl-homosérine lactones
(AHL). Cela permet aux bactéries d’agir comme un organisme multicellulaire et de coordonner
la synthése des facteurs de virulence (36).

I1.3. Résistances aux antibiotiques

P. aeruginosa est caractérisé par un grand nombre de résistances naturelles aux antibiotiques
du fait de son bagage enzymatique et de certaines particularités anatomiques. Ainsi comme
tous les BGN, il est naturellement résistant aux glycopeptides, au linézolide et a la
daptomycine. De plus, il exprime plusieurs génes lui conférant d’autres résistances naturelles.
Enfin certaines mutations ponctuelles ou des gains de génes peuvent lui permettre d’exprimer
des résistances acquises (38).

11.3.1.1. Résistances aux B -lactamines

- ampC est un géne chromosomique codant la production d’une céphalosporinase large
spectre inductible. A I'état naturel celle-ci est partiellement inhibée par AmpR et AmpD
entrainant tout de méme des résistances a I'amoxicilline, aux C1G, aux C2G, au Céfotaxime,
a la Céftriaxone et a 'Ertapenéme.

P. aeruginosa peut acquérir des mutations modifiant I'inhibition du géne ampC et accentuant
les résistances qu’il confére (hyperproduction de la céphalosporinase), la souche devient alors
résistante a toutes les pénicillines, les céphalosporines ainsi qu’a I’Aztreonam, ne laissant
activent que les carbapénémes. Il s’agit du mécanisme de résistances acquis aux 3 —
lactamines le plus fréquent.

- OXA-50 code pour une oxacillinase a spectre étroit qui diminue la sensibilité a 'ampicilline
et a la ticarcilline.

- B lactamases acquises, souvent codées par des plasmides. Il s’agit le plus souvent de
simples pénicillinases a spectre étroit, rarement de B-lactamases a spectre élargi (BLSE). De
rares carbapénémases ont été décrites chez P. aeruginosa.

L’'imperméabilité aux carbapénémes est le principal mécanisme de résistance aux
carbapénémes chez P. aeruginosa. Elle est due a des mutations du géne oprD, entrainant la
perte d’activité de la porine Do, et conférant une résistance de haut niveau a I'imipénéme et
une diminution de la sensibilité du méropénéme.

- MexAB-OprM est un systéme d’efflux actif. MexA est une lipoprotéine de liaison a la
membrane, MexB une pompe, et OprM est la porine par laquelle I'antibiotique est expulsé de
la cellule. De méme, MexAB-OprM peut étre surexprimé, conférant une résistance a la
ticarcilline associée ou non a I'acide clavulanique, un phénotype intermédiaire a I'aztréonam
voire méme une augmentation des CMI du méropénéme.

- MexXY/OprM est également un systéme d’efflux actif pouvant étre surexprimé et conférer
des résistances au céfépime (ainsi que des phénotypes intermédiaires a la gentamicine et a
'amikacine).
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11.3.1.2. Résistances aux autres antibiotiques

Concernant les fluoroquinolones, l'acide nalidixique et l'ofloxacine sont inactifs sur P.
aeruginosa. La ciprofloxacine est la fluoroquinolone la plus active. La résistance a cette
molécule vient principalement de mutations sur les génes cibles de la topoisomérase Il (gyrA)
et IV (parC).

P. aeruginosa présente une résistance naturelle a la kanamycine. Les résistances aux
aminosides sont dues en grande majorité a [lacquisition d’enzymes inactivatrices,
'aminoacétyltransférases AAC(6’)-I, I'aminophosphotransférases APH(3)-11 et
'aminonucléotydiltransférase ANT. Elles peuvent également étre dues a une imperméabilité
via la pompe d’efflux MexXY-OprM. Les phénotypes sont généralement complexes, associant

plusieurs degrés d’activités et plusieurs mécanismes.

Devant I'apparition de souches multirésistantes aux antibiotiques communément utilisés, la
colistine, voire la fosfomycine et la rifampicine peuvent étre utilisés.
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lll. Les intégrons de résistances

Les intégrons de résistances (IRs) ont été découverts par Stokes et Hall en 1989, et définis
comme des systémes génétiques capables de capturer et d’exprimer des génes sous forme
de cassettes (39). lls contiennent en moyenne 2 a 3 cassettes qui hébergent des génes de
résistance aux antibiotiques, de rares IRs ont été décrits avec 10 cassettes (40). Plus de 130
cassettes ont été décrites, concernant quasiment toutes les familles d’antibiotiques (beta-
lactamines, aminosides, macrolides, quinolones, triméthoprime, chloramphénicol,
fosfomycine, rifampicine) (41)(42).

Bien que les IR soient des entités immobiles, ils sont majoritairement portés par des éléments
geneétiques mobiles (EGM) tels que les plasmides ou les transposons (Figure 8), pouvant ainsi
engendrer un transfert de géne de résistances entre bactéries. Les IRs sont ainsi fortement
impliqués dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques, surtout chez les bactéries
a Gram négatif. Les IRs sont considérés comme responsables de 80% de la multi-résistance
aux antibiotiques en milieu clinique (43). De plus, des études récentes ont montré de trés
bonnes valeurs prédictives négatives des IRs concernant la résistance aux céphalosporines
de 3°™ génération, au thriméthoprime-sulfaméthxazole ainsi qu'aux aminosides, faisant des
IRs de bons marqueurs de résistance, élément important dans la prise en charge du patient

(44) (45).
\ “.Casset}
Cassett%

Intégron

Plasmide
ou
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intégratif
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d’'insertion

Figure 8 : Relation possible entre les Eléments Génétiques Mobiles bactériens

Plasmide : élément mobile réplicatif ; Transposon : élément mobile non réplicatif ; Intégron : élément
non mobile non réplicatif ; Cassette : élément mobile non réplicatif (D’aprés E. Couvé-Deacon, 2017(45))

lIl.1. Structure des intégrons de résistance

Un IR est composé en général de 3 régions distinctes, la région 5’ conservée (5°CS), la région
3’ conservée (3'CS) et la région variable (réseau de cassettes) (Figure 9).
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Figure 9 : Schéma d’un intégron de résistance de classe 1

intl1 = géne de lintégrase ; PIntl1 = promoteur du géne de l'intégrase ; Pc = promoteur de cassette ;
attl, attC = sites de recombinaison spécifique ; C1 et C2 = cassette de géne 1 et 2 ; qacEA = géne
gacEA ; sul1 = géne sult.

lll.1.1. Région 5’ conservée

La région conservée en 5, ou 5-CS pour « 5 conserved segment », est aussi appelée
plateforme fonctionnelle. Elle comprend les 3 éléments définissant I'intégron et permettant son
action, a savoir le géne int/ et son promoteur Pintl, le site de recombinaison (d’intégration)
spécifique attl, et le promoteur Pc (Figure 9).

lll.1.1.1. L’intégrase Intl1

Le géne intl1 code pour l'intégrase Intl1. Il est orienté en sens inverse des autres géenes de
lintegron. L’expression de ce géne est sous le contréle de son promoteur Pintl1. L'intégrase
Intl1 est une recombinase qui permet I'excision et/ou I'intégration de cassettes de géne grace
a la reconnaissance des sites de recombinaison spécifiques attl et attC. La séquence en acide
aminé de la protéine Intl1 permet de définir 5 classes d’IR avec 40 a 60% d’homologie entre
les intégrases des différentes classes d’IR (47). La classe 1 est la premiére découverte, la plus
retrouvée en clinique humaine et par conséquent la plus étudiée. C’est celle-ci qui va nous
intéresser tout au long de ce travail. Elle présente la variabilité la plus importante en réseau
de cassette (48).

Chez les intégrons de classe 1, I'expression de l'intégrase est sous la dépendance de la
réponse SOS bactérienne. A I'état basal, I'expression de lintégrase est réprimée par la
protéine LexA fixée sur le promoteur de lintégrase Pintl1, bloquant ainsi son activité. La
réponse SOS estinduite par la présence d’ADN simple brin pouvant étre due a différents stress
environnementaux physiques (UV, radicaux libres, ...) ou a certains antibiotiques (j3
lactamines, quinolones, métronidazole, triméthoprime) (49) (50) (51). La protéine RecA se fixe
sur ’ADN simple brin, formant un nucléofilament protéique qui va entrainer 'autoprotéolyse de
LexA permettant ainsi I'expression de l'intégrase (Figure 10).
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Figure 10 : Mécanisme de régulation de I’expression de I'intégrase via la réponse SOS

intl1 = géne de l'intégrase ; PIntl1 = promoteur du géne de l'intégrase ; Pc = promoteur de cassette ;
ADNdb = ADN double brin ; ADNsb = ADN simple brin ; RecA = protéine RecA ; LexA = protéine LexA

111.1.1.2. Le site de recombinaison att/

afttl est le site de recombinaison servant de point d’insertion pour les cassettes. |l est spécifique
de la classe d’IR, c'est-a-dire qu’a chaque classe d’intégron correspond un site aftl. Il est situé
en aval de la plateforme fonctionnelle.

111.1.1.3. Promoteur de cassettes, Pc

Le promoteur de cassette Pc des intégrons de classe 1 est localisé dans la séquence codante
du géne intl1 et est responsable de l'expression des cassettes qui sont généralement
dépourvues de promoteur. Plusieurs variants du promoteur Pc chez les IRs de classe 1 ont
été décrits en fonction de la séquence nucléotidique de leurs boites -10 et -35. Les 5 variants
de Pc les plus fréquents sont présentés dans le Tableau 2. Il est a noter que la force du
promoteur varie d’un variant a 'autre (52).
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Variants de Pc Force relative Bof::?::nce nucléotidi:::te e
PcW 1 TGGACA TCNTAAGCT
PcH1 6 TGGACA TCNTAAACT

PcWren-10 18 TGGACA TGNTAAGCT
PcH2 20 TTGACA TCNTAAGCT
PcS 25 TTGACA TCNTAAACT

Tableau 2 : Principaux variants du promoteur Pc des intégrons de classe 1

Ce tableau indique les séquences des boites -10 et -35 du promoteur ainsi que la force relative des
variants de Pc en se référant au variant le plus faible PcW dont la force relative est arbitrairement
donnée a 1. PcW : Pc faible; PcH1 : Pc Hybride 1 ; PcWne-10 : PcW avec motif TNG en amont de la
boite -10 : PcH2 : Pc hybride 2 ; PcS : Pc fort.

1ll.1.2. Région variable

La région variable des intégrons de résistance se situe en aval de la région 5’-CS. Elle est
constituée par une ou plusieurs cassettes contenant chacune un géne. Elle est aussi appelée
réseau de cassettes Figure 9.

111.1.2.1. Les cassettes de géne

Une cassette de géne est constituée d’'un cadre de lecture ouvert (orf) (= séquence codant la
protéine) en général sans promoteur, et d’un site de recombinaison attC lequel est spécifique
de la cassette chez les IR de classe 1.

Les cassettes étant transcrites a partir du promoteur de cassette Pc (Figure 9) leur niveau
d’expression dépend de la force du Pc (l11.1.1.3) mais aussi de leur position par rapport a Pc
avec un gradient d’expression : plus la cassette est proche du Pc, plus elle est exprimée (39).

111.1.2.2. Site de recombinaison attC

Le site attC est le site de recombinaison spécifique de la cassette, qui sera reconnu par
lintégrase et servira de substrat a la réaction de recombinaison. La reconnaissance de attC
par aftl permet a toutes les cassettes d’un réseau d’étre orientées dans le méme sens,
permettant leur expression a partir de Pc.

111.1.3. Région conservée 3’ (3’-CS)

La région 3'-CS se situe en aval de la région variable. Pour les intégrons de classe 1, elle
contient deux génes (41) :

- gacEA1, code une pompe a efflux qui confére a la bactérie une résistance de bas
niveau aux antiseptiques et aux désinfectants type ammonium quaternaire et agents
intercalants ;
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- sul1 code une dihydroptéroate synthétase intervenant dans la synthése de l'acide
folique chez les bactéries, leur conférant une résistance aux sulfamides ;

Bien que cette région ait été nommée région 3’ conservée, il est maintenant admis qu’elle peut
présenter des modifications de séquence par rapport a la structure canonique ou méme étre
totalement absente pouvant rendre des PCR de screening d’intégron faussement négatives.

111.2. Mouvements des cassettes

Le mouvement des cassettes au sein de lintégron est possible grace a lactivité de
recombinaison de l'intégrase Intl1. Il existe deux types principaux de recombinaison (39)(53) :

- L’intégration qui résulte d’'une recombinaison spécifique entre le site aft/ et un site attC ;
elle permet l'intégration d’'une nouvelle cassette au sein de l'intégron, juste en aval du
Pc (54) (Figure 11 A);

- L’excision qui résulte d’une recombinaison spécifique entre deux sites attC. La cassette
excisée se retrouvera alors sous forme libre circulaire (Figure 11 B). Ne possédant pas
d’origine de réplication, ces cassettes circulaires seront perdues en cas de division
cellulaire si elles ne sont pas intégrées a nouveau au site attl.

A Integration

Pc ‘1’
m&# C1_ B C2 P qacEAl sult ) orf
intl1 O

! Pinti1 & & &
Pc
m& cx B c1 OB o2 i qacEA] sut N o5
intt ot & & & J &
B Excision
Pc
m—(}d cx I C1 B qgace] sut Y orf5
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e

Décroissance du gradient d’expression

Figure 11 : Modéle de capture et d’excision des cassettes

A : Intégration d’'une cassette schématisée en rose, au niveau du site att/ par recombinaisons entre le
site attl et le site attC de la cassette ; B : excision de cassette en vert par recombinaison entre les 2
sites attC; intl1 = géne de intégrase ; PIntl1 = promoteur du géne de l'intégrase ; Pc = promoteur de
cassette ; attl = site spécifique de recombinaison; C1, C2 et Cx = cassette de géne 1,2 et x ; aftC =

sites de recombinaison des cassettes ; gacEA = géne qacEA ; sul1 = géne sul1
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Ces événements de recombinaison peuvent permettre un réarrangement de l'ordre des
cassettes de géne au sein de l'intégron en réponse a un stress (antibiotique par exemple).
Ainsi I'excision d’'une cassette va permettre le rapprochement de la cassette en aval au
promoteur Pc ce qui permettra d’augmenter son niveau d’expression (Figure 11). Cet
événement peut conduire a 'expression d’une résistance auparavant silencieuse (sensible ou
intermédiaire), comme décrit et in vivo par Hocquet et al. En 2012 (49) et par Barraud et Ploy
en 2015 (55).
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IV. Objectifs

Une étude collaborative entre TUMR1092 et le Centre de Ressource et de Compétence de la
Mucoviscidose (CRCM) de Limoges, sur l'incidence des intégrons chez des souches de BGNs
isolées d’expectorations de patients atteints de mucoviscidose (CF) entre Octobre 2008 et
Décembre 2015 a été réalisée.

Huit cent soixante-treize souches provenant de 42 patients ont été screenées ; 80 (9,2%)
souches hébergeaient un IR1 (isolées de 14 patients). Dix-huit réseaux de cassettes ont été
identifiés. Certains étaient retrouvés chez un méme patient dans des espéces ou des clones
différents, tandis que d’autres étaient retrouvés chez des patients différents dans des souches
de méme espéce ou d’espéeces différentes. Les différents résultats obtenus ont permis de
montrer que (i) des BGNs de patients CF peuvent acquérir un intégron au cours du temps, (ii)
des échanges d’intégrons pourraient exister entre souches chez un méme patient et (iii) des
échanges de souches intl1+ pourraient exister entre patients différents.

Le but de mon étude était d’analyser plus finement les souches isolées d’un patient, le patient
LL, en y associant en plus les souches isolées depuis janvier 2016 jusqu’en 2020, soit un total
de 56 souches (Tableau 3). L'étude précédente réalisée sur les 27 premiéres souches a
montré que 10 souches hébergeaient un IR1 (9 souches de P. aeruginosa et 1 souche de
Pseudomonas putida) et que le réseau de cassette pour chacune des souches était le méme.
De plus toutes les souches de P. aeruginosa, Intl+ et Intl-, étaient clonales. La souche LL21
avait été complétement séquencée et a servi de témoin lors de mon étude (56).
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V. Matériels et méthodes

V.1. Souches, isolements et conservation

L’étude a été réalisée sur 56 souches de Pseudomonas, 54 Pseudomonas aeruginosa, 1
Pseudomonas putida et 1 Pseudomonas spp, isolées d’expectoration du patient LL entre 2008
et 2020 (27 entre 2008 et 2015 ; 29 entre 2016 et 2020) (Tableau 3).

Un antibiogramme a été réalisé selon les techniques de routine du laboratoire, a savoir sur
gélose Mueller-Hington (MH), par technique de diffusion, avec une incubation en étuve a 35°C
de 16 a 24h. Cet antibiogramme est lu par technique semi-automatisée SIR-Scan® et
interprété selon les recommandations du CASFM-EUCAST 2019 en fonction du diamétre
d’inhibition de pousse de la bactérie autour du disque d’antibiotique.

Une souche est différenciée d’'une autre si elle présente dans un premier temps un aspect
différent sur gélose, puis un antibiogramme différent dans un second temps. Deux colonies
ayant un aspect différent sur gélose mais un antibiogramme identique sont considérées
comme une seule et méme souche. Seules les souches différentes de chacun des
prélevements ont été conservées en tube cryobille a -80°C.

V.2. Screening des souches pour la recherche de la présence d’intégrons de classes 1

Le screening est réalisé a partir des souches conservées a -80°C, remises en culture sur
geélose au sang, a 35°C pendant 24h. La technique de gPCR multiplex en temps réel décrite
par Barraud et al. a été utilisée directement sur les colonies isolées sur la gélose (57).

V.3. Extraction de ’ADN génomique

L’ADN des souches a été extrait a partir d’'un bouillon de culture over-night en milieu LB (milieu
de culture nutritif, non sélectif) grace a I'appareil SaMag12® de chez Sacacce Biotechnologies
selon le protocole du fournisseur. L’ADN extrait a été dosé a l'aide du spectrophotométre
SKANIT® de chez Thermo Scientific puis tous les échantillons ont été calibrés a 20 ng/ul et
conservés a -20°C.
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V.4. PCR de cassette

La PCR de cassette consiste a amplifier la région variable a l'aide d’oligonucléotides situés
dans les régions conservées 5-CS et 3’-CS comme décrit dans la Figure 12 ci-dessous.

H
Cal1-L Cal1-R

—QA c1 M c2 D qacEs| sur >—
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intl1 O O
& &

Pinti1

Figure 12 : Position des amorces Cal1-L et Cal1-R dans I'intégron de classe 1

intl1= géne codant l'intégrase de classe 1; Pintl1 = promoteur d’intl1; Pc= promoteur de cassette ;
attl, attC = sites de recombinaison spécifique ; C1 et C2= cassette 1 et 2; gacEA = géne qacEA ; sul1
= géne sul.

La réaction de PCR contenait : 20 ng d’ADN, 7,5 pl de One taq® Quick-Load 2X Master Mix,
0,5 ul de primers Cal1-L et Cal1-R a 10 yM (Annexe 1.1) dans un volume final de 15 pl.

Le programme d’amplification utilisé était le suivant :
- 30 secondes a 94°C (dénaturation initiale de la matrice)
o 30 secondes a 94°C (dénaturation)
o 30 secondes a 55°C (hybridation) x 30
o 5 minutes a 68°C (élongation)
- 7 minutes a 68°C (élongation finale)

- ©a10-12°C

Les produits de PCR ont été purifiés a I'aide du kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up system
(Promega®) selon le protocole du fournisseur. L’ADN purifié a été dosé (cf V.3) et conservé a
-20°C.

L’analyse des produits d’amplification a été réalisée par électrophorése sur gel d’agarose a
0,8% contenant 'agent intercalant Midori-Green® visible sous UV (dépét de 5ul de produit de
PCR). Aprés migration sous champ constant, les bandes d’ADN amplifi€ées ont été visualisées
sur le gel éclairé aux UV a l'aide de I'appareil gel-doc EZ® de chez bioRad.
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V.5. Etude de I’environnement génétique des intégrons

Afin de comparer I'environnement de l'intégron des différentes souches, des PCR ont été
réalisées du cbté 5’ et 3’ de I'intégron avec respectivement les couples d’amorces LL21-P1-L
/ Intl1-ARB2, et Sul1-ARB2 / LL21-P1-R (Figure 13). Les séquences des amorces sont
disponibles en annexe (Annexe 1.2).

LL21-ARB2 Intl1-ARB2 sul1-ARB2 LL21-P1-R
Pc
oK K mmr — Oz e 61 (o] s >0
inti1 Y o Nelg & &
Pintl1 o 2 2 ? 2 N-acetyl

transferase

Figure 13 : Position des amorces LL21-P1-L / Intl1-ARB2 et Sul1-ARB2 / LL21-P1-R

intl1 = géne de lintégrase ; PIntl1 = promoteur du géne de l'intégrase ; Pc = promoteur de cassette ;
attl, attC = sites de recombinaison spécifique ; C1, C2, C3 et C4 = cassette de géne 1, 2, 3 et 4 ; qacEA
= géne qacEA ; sul1 = géne sul1 ; aph(6)-1d et aph(3”)-Ib : Aminoglycosides phosphotransferases ; thpR
et tn67100 : gene de transposase respectivement d’un transposon de la famille Tn3 et d’'une 1S6100.

Le protocole de PCR est identique a celui détaillé dans la partie V.4, a la différence du temps
d’élongation qui est de 1 minute. L’analyse post PCR est similaire a celle décrite dans la partie
V4.

V.6. Multiple Loci VNTR Analysis (MLVA)

Une réaction de PCR contenait : 20 ng d’ADN, 10 ul de One taq Quick-Load 2X Master Mix,
de 0.4 ul de 'un des 15 couples de primers a 10 yM (Annexe 1.3) dans un volume final de 20
M.

Le programme d’amplification était le suivant :
- 3 minutes a 94°C (dénaturation initiale de la matrice)
o 30 secondes a 94°C (dénaturation)
o 30 secondes a 60°C (hybridation) x 30
o 1 minute a 68°C (élongation)
- 5 minutes a 68°C (élongation finale)

- ©a10-12°C

La réaction avec le méme couple de primers était réalisée en méme temps pour toutes les
souches a comparer. Les produits de PCR de MLVA ont été analysés sur un gel d’agarose a
2% comme décrit préecédemment (V.4).
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V.7. Séquencgage Sanger

V.7.1. Ampilification et purification du fragment a séquencer

Réaction de PCR : 20 ng d’ADN, 25 pl de Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (2X), 2,5 ul de
primers Cal1-L et Cal1-R (Annexe 1.1) a 10 yM dans un volume final de 50 pl permettant
'amplification d’un fragment d’ADN de 4030 pb.

Programme d’amplification :
- 30 secondes a 98°C (dénaturation initiale de la matrice)
o 10 secondes a 98°C (dénaturation)
o 30 secondes a 66°C (hybridation) x 30
o 1 minute 30 sec a 72°C (élongation)
- 2 minutes a 72°C (élongation finale)

. wa4°C

Le produit de PCR est ensuite purifié a I'aide du kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up system
(Promega®) selon le protocole du fournisseur.

V.7.2. Réaction de séquence

Dans un volume final de 20 ul, les PCR de séquence ont été réalisées en utilisant 4 ul de BIG
DYE®, 2 pl de tampon BIG DYE®, 0,32 ul de chaque amorce a une concentration de 1uM
(Annexe 1.4), 8,44 ul d’eau et 3 ul de produit de PCR dosé a 46,5 ng/ul. Les réactions de
séquences sont réalisées sur le thermocycler 2720 Thermal cycler® selon les conditions
d’amplification suivante : 1 minute de dénaturation a 96°C suivi de 25 cycles de 10 secondes
a 96°C, 5 secondes a 50°C et 4 minutes a 60°C.

V.7.3. Purification des réactions de Séquence

La réaction de séquence a ensuite été purifiée sur une microplaque filtrante 96 puits avec une
résine Sephadex G® Superfine de chez Millipore.

V.7.4. Séquengage

Le séquencage est réalisé a l'unité de séquencage, Génolim, a laide d’'un appareil
d’électrophorése capillaire 3130XL® de chez Thermo Fischer. Les logiciels Geneious® et
Snapgene® ont ensuite été utilisés pour analyser les séquences obtenues.
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VI. Résultats

VI.1. Screening des souches pour la recherche de la présence d’intégrons de classe 1

Au total 56 souches de Pseudomonas (54 P. aeruginosa, 1 P. putida et 1 P. spp) ont été
screenées pour rechercher la présence d’'IR. Les résultats du screening sont présentés dans
le Tableau 3 ci-dessous, sachant qu’au cours de mon étude jai moi-méme screené les
souches LL30 a LL58. Parmi celles-ci, 6 étaient positives pour un intégron de classe 1. Au
total nous avions donc 16 souches de Pseudomonas intl1+ soit 29%, 15 P. aeruginosa et 1 P.
putida (Tableau 3). (Les souches LL 1 et 2 n’étant pas des Pseudomonas, elles ne faisaient
pas partie de I'étude).

Tableau 3: Description des souches isolées du patient LL

Date du prélevement | N° de souche | Screening Intl1 Germe
16/07/2008 LL 1 Bacille Gram négatif non identifié
16/07/2008 LL2 Klebsiella oxytoca

LL3 Pseudomonas aeruginosa
LL4 Pseudomonas aeruginosa
LL5 Pseudomonas aeruginosa
LL6 Pseudomonas aeruginosa
LL7 Pseudomonas aeruginosa
29/10/2008 LL 8 Pseudomonas aeruginosa
LL9 Pseudomonas aeruginosa
LL 10 Pseudomonas aeruginosa
LL 11 Intl 1+ Pseudomonas putida
LL 12 Pseudomonas spp
LL 13 Pseudomonas aeruginosa
06/04/2011 LL 14 Pseudomonas aeruginosa
27/06/2011 LL 15 Pseudomonas aeruginosa
LL 16 Pseudomonas aeruginosa
12/12/2012 LL 17 Pseudomonas aeruginosa
LL 18 Pseudomonas aeruginosa
LL 19 Pseudomonas aeruginosa
25/09/2013 LL 20 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
LL 21 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
17/12/2014 LL 22 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
25/03/2015 LL23 Pseudomonas aeruginosa
16/06/2015 LL 24 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
LL 25 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
23/09/2015 LL 26 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
LL 27 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
LL 28 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
16/12/2015 LL 29 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
LL30 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
LL31 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
22/02/2016 LL32 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
LL33 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
LL34 Pseudomonas aeruginosa
17/01/2018 LL35 Pseudomonas aeruginosa
LL36 Pseudomonas aeruginosa
25/04/2018 LL37 Pseudomonas aeruginosa
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LL38 Pseudomonas aeruginosa
LL39 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
24/07/2018 LL40 Intl 1+ Pseudomonas aeruginosa
LL41 Pseudomonas aeruginosa
24/10/2018 LL42 Pseudomonas aeruginosa
LL43 Pseudomonas aeruginosa
23/0172019 LL44 Pseudomonas aeruginosa
LL45 Pseudomonas aeruginosa
10/04/2019 LL46 Pseudomonas aeruginosa
LL47 Pseudomonas aeruginosa
18/07/2019 LL48 Pseudomonas aeruginosa
LL49 Pseudomonas aeruginosa
1171072019 LL50 Pseudomonas aeruginosa
LL51 Pseudomonas aeruginosa
17/0172020 LL52 Pseudomonas aeruginosa
LL53 Pseudomonas aeruginosa
20/07/2020 LL54 Pseudomonas aeruginosa
LL55 Pseudomonas aeruginosa
LL56 Pseudomonas aeruginosa
09/10/2020 LL57 Pseudomonas aeruginosa
LL58 Pseudomonas aeruginosa

VI1.2. PCR de cassette

La souche LL21 dont le génome a été séquencé au cours de I'étude précédente nous a servi
de souche de référence tout au long de ce travail. Cette souche posséde un réseau de 4
cassettes de géne dont la taille est de 4029 pb.

Sur chacune des souches intl1+, une PCR pour estimer la taille du réseau de cassette a été
réalisée. Les résultats de la PCR sont montrés sur la Figure 14. Les fragments obtenus étaient
tous de taille identique, d’environ 4000pb. Toutes les souches hébergeaient donc un réseau
de cassettes de méme taille. A noter que les souches LL11, 24 et 30 ne montraient pas
d’amplification sur la Figure 14, mais la répétition de I'expérience a permis de mettre en
évidence la méme bande d’environ 4000 pb pour ces trois échantillons.

EPM 11 20 21 22 24 25 26 27 eem 28 29 30 31 32 33 39 40 T- T+ EPM

Poids moléculaire
(en pb)

Poids moléculaire
(en pb)

6000 o ¥ o — 5000
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3000 — s 3 Sl — 2000
?ggg - s 1500

Figure 14 : Estimation de la taille de la région variable de I'intégron des souches LL

EPM : échelle de poids moléculaire (NEB, 1kb) ; T- : Témoin négatif (H20) ; pb : paire de base
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VI1.3. Génotypage des souches, détermination de la clonalité par MLVA

L’analyse MLVA (MultiLocus VNTR Analysis ou analyse multilocus du nombre d’éléments
répétés en tandem) est une technique de typage moléculaire centrée sur I'étude du
polymorphisme du génome dans sa totalité. Son objectif est de comparer le génome de
différentes souches de P. aeruginosa isolées afin de déterminer leur clonalité. Il s’agit pour
chacune des souches d’amplifier par PCR avec des amorces spécifiques, des locus répétés
en tandem (VNTR pour Variable Number of Tandem Repeats), de mesurer la taille des
amplicons sur gel, et de les comparer. La taille de 'amplicon est proportionnelle au nombre de
répétitions du locus (58). Si un seul des VNTR testé différe entre deux souches, elles sont non
clonales (Figure 15). En revanche, elles sont clonales si tous les VNTR sont identiques.

A)
Souche A (R,=3) Souche B (Rg=4) Souche C (R=5)
e o o
Amplification PCR Amplification PCR Amplification PCR
B)
PM A B C
SR - |« X., on déduit
S— — b X, on déduit ¢
—_— < X, on déduit |

Figure 15 : Principe du MLVA

A : Amplification spécifique par PCR d’'un VNTR pour trois souches bactériennes ; Avec A, B et C =
nom des trois souches bactériennes ; Ra, Rs et Rc = nombre de répétition du locus ; les fleches
horizontales représentent les amorces d’amplification. B : Migration électrophorétique des produits PCR
des échantillons A, B et C ; Avec PM = échelle de poids moléculaire ; Xa, Xs, et Xc = produits de PCR ;
Le poids moléculaire X sera proportionnel au nombre de répétition du locus R, ainsi plus la souche aura
de répétition du locus, plus X aura un poids moléculaire important, moins il migrera (ex : Xc). Des
souches de P. aeruginosa sont clonales si elles présentent pour le 15 VNTRs testés des longueurs
d’amplifications similaires.

Pour comparer des souches de P. aeruginosa il faut tester 15 VNTRs (59). Toutes les souches
LL Intl1+ ainsi que 3 souches LL Intl-, ont été comparées. Les souches Intl- choisies sont les
plus proches en date de l'apparition de I'IR dans notre étude. Elles permettent de représenter
un échantillon des souches Intl-.

Pour les couples d’amorces ms77, 127, 142,172, 211, 212, 213, 214, 215, 217, 222, 223, 207
et 209, une seule bande d’amplification de méme taille a été obtenue pour toutes les souches
(Figure 16 A). Le couple d’amorce ms216 a lui amplifié une bande de méme taille pour toutes
les souches sauf pour la souche LL32 qui était de taille inférieure (Figure 16 B).

Microsoft Office User | Thése d’exercice | Université de Limoges | 20222022 42
Licence CC BY-NC-ND 3.0



A

= =
5 202122242526272829303132 333940131416 T-5

Poids moléculaire Poids moléculaire

(en pb) (en pb)
1500 — — 1500
1000 — — 1000

500_ SR e TR S S SR SR R S S —— _500

B = =
£ 2021222425262728 29303132 3339401314 16‘T—%

Poids moléculaire Poids moléculaire

(en pb) (en pb)
1500 — — 1500
1000 — — 1000

500 — — 500

Figure 16 : Résultats MLVA

A : Exemple d’'un MLVA identique pour toutes les souches (ici avec le couple d’amorce msv77) ; B :
MLVA MS 216 ; avec EPM : échelle de poids moléculaire ; T- : Témoin négatif (H20) ; pb : paire de
base ; Toutes les souches LL de P. aeruginosa intl1+ (20 a 40) et 3 souches LL intl- (13, 14 et 16) ont
été analysées.

Toutes les souches de P. aeruginosa isolées du patient LL au long de son suivi au CRCM du
CHU de Limoges, qu’elles possédent un intégron de résistance ou non, étaient clonales, a
I'exception de la souche LL32.

VI1.4. Exploration de I’environnement génétique de I'IR des souches LL

Afin d’évaluer si I'IR de classe 1 des souches LL Intl1+ était situé au méme endroit sur le
génome que chez la souche de référence LL21, des PCR spécifiques permettant d’amplifier
des régions comprenant une partie de I'IR et son environnement en amont et en aval ont été
réalisées (Figure 13).
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Pour le « c6té 5’ » de l'intégron, une bande unique de taille identique (~ 1000 pb) a la souche
LL21 a été obtenue pour les souches intl1+ LL20, 22, 24, 29, 30, 33, 39, et 40 (Figure 17). En
revanche, deux bandes aspécifiques de taille différente a la précédente ont été amplifiées pour
la souche intl1- controle LL13, et les souches intl1+ LL25, LL26, LL27, LL28, LL31 et LL32
(Figure 17).

EPM 20 21 22 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 39 4013 T- EPM

Poids moléculaire
(en pb)

Poids moléculaire
(en pb)

3000 — — 3000
2000 — — 2000
1500 — — 1500
1000 — — 1000
500 — — 500

Figure 17 : Analyse PCR de I’environnement génétique de I'IR1 des souches LL c6té 5’
Résultat de la PCR permettant d’amplifier la région amont a I'lR1 (amorces LL21-P1-L et IntI1-ARB2).
La souche LL21 est la souche de référence ; LL13 : témoin souche intl1-; T-: témoin négatif (H20) ;
bp : paire de base

Pour le « cété 3'» de I'intégron, seuls les échantillons LL20, 22, 24, 28, 29, 32, 33 et 40
présentaient une bande unique de taille correspondant a I'environnement de référence de
LL21 (= 1000 pb; Figure 18). Deux fragments d’amplification ont été obtenus avec
'échantillon LL39, une a la taille du fragment référence LL21 et une autre de 2000 pb,
spécifique a cette souche. Les échantillons LL25, 26, 27, 30 et 31 montraient le méme profil
que la souche LL13 Intl-, soit des bandes non spécifiques.

EPM 20 21 22 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 39 40 13 T- EPM poide moléculaire

Poids moléculaire

(enpb) (en pb)
3000 — 300
2000 —
1500 — 1500
1000 — 1000
500 — 500

Figure 18 : Analyse PCR de I'’environnement génétique de I'IR1 des souches LL c6té 3’
Résultat de la PCR permettant d’amplifier la région avale a I'lR1 (amorces Sul1-ARB2 et LL21-P1-R).
La souche LL21 est la souche de référence ; LL13 : témoin souche intl1-; T-: témoin négatif (H20) ;
bp : paire de base. (* pour LL 20, la répétition de I'expérience a permis de mettre en évidence la méme
bande que I'échantillon LL 21)
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L’ensemble de ces résultats est résumé dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4 : Exploration de I’environnement de I'IR des souches LL

Amorce cO6té 5’ : Amorce coté 3’ :

# Souches LL21-P1-L/intl1-ARB2 | PCR sul1-ARB2 / LL21-P1-R

LL21 (référence)
LL20
LL22
LL24
LL25
LL26
LL27

LL28
LL29
LL30
LL31 X
LL32 X
LL33
LL39 +X
LL40

X | X [X | X

= bande d’amplification identique a celle de I'IR1 de la référence LL21 ; x = amplification de taille
différente de I'IR de référence ou absence d’amplification spécifique.

VI.5. Détermination du réseau de cassettes de la souche LL 32

Les travaux précédents ont permis de définir le réseau de cassettes de la souche LL21 qui
contient 4 cassettes comme suit: gacH (code pour une pompe d’efflux conférant une
résistance aux ammoniums quaternaires, composants présents dans les désinfectants), aadB
(code une aminoside-nucléotidyltransférase conférant une résistance a la kanamycine, la
tobramycine et la gentamicine), cm/A (code une pompe d’efflux conférant une résistance au
chloramphénicol) et aadA2 (code une aminoside-nucléotidyltransférase conférant une
résistance a la streptomycine et a la spectinomycine). La souche LL32 étant non clonale aux
autres souches, mais semblant avoir un IR de méme taille que celui de LL21, nous avons
séquence la région variable de LL32 afin de comparer plus précisément I'R de LL32 a celui
de LL21. Pour cela 8 amorces permettant de recouvrir les 4000 pb du réseau de cassette de
I'IR1 ont été utilisées (Figure 19).
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Figure 19 : Localisation sur I'IR1 des amorces pour le séquengage Sanger

intl1 = géne de l'intégrase ; PIntl1 = promoteur du géne de l'intégrase ; Pc = promoteur de cassette ;
attl, attC = sites de recombinaison spécifique ; gacH, aadB, cmIA10, aadA2 = nom des cassettes de
géne 1 et 2 ; qacEA = gene qacEA ; sul1 = géne sul1.

Le séquencage Sanger de la région variable de LL 32 n’a montré que quelques mutations
ponctuelles par rapport a la séquence de référence de LL21. Le réseau de cassette de LL32
était donc le méme que celui de LL21, bien que ces souches ne soient pas clonales.
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VII. Discussion

Ce travail a permis de poursuivre la recherche et la caractérisation du ou des IRs des souches
isolées chez le patient LL atteint de mucoviscidose, durant ses 12 années (2008-2020) de suivi
au CRCM du CHU de Limoges.

La quasi-totalité (56 sur 58) des souches isolées étaient des bactéries du genre Pseudomonas
(54 P. aeruginosa, 1 Pseudomonas ssp et 1 P. putida) dont presque un tiers (29%) contenaient
un IR de classe 1 (15 P. aeruginosa et 1 P. putida) (Tableau 3).

La région variable de tous les IRs semblait avoir la méme taille que celle de la souche LL21
de référence, estimée a 4000 pb.

L’analyse MLVA des souches de P. aeruginosa intl- et intl1+ isolées du patient LL nous a
permis de dire que toutes ces souches étaient clonales, sauf la souche LL32. L’ensemble de
ces résultats indiquaient que sur cette période de 12 ans, un clone majoritaire colonisait les
poumons de notre patient de maniére chronique et un autre clone (LL 32), isolé plus
tardivement et non retrouvé sur d’autres prélévement, était certainement transitoire. En tout
cas, I'IR1 présent chez les souches isolées était le méme. |l semblerait donc qu’une ou des
souches clonales aient acquis un IR1 au sein des poumons du patient LL, et que cet IR se soit
transmis de maniére verticale lors de la division cellulaire pour les souches clonales.

Le séquengage Sanger de la région variable de I'IR1 de la souche LL32, bien que non clonale
avec les autres souches, nous confirmait qu’elle était identique au réseau de cassette de la
souche LL21. Il en était de méme pour la souche de P. putida (LL11), séquencée par méthode
Sanger dans un travail précédent (56). Le génome de la souche LL 21 avait été séquencé
dans un travail précédent, et montrait que 'R contenait les 4 cassettes suivantes : gacH,
aadB, cmlA, aadA2, et qu’il se trouvait sur le chromosome entre 2 EGM, un transposon de la
famille Tn3 et une séquence d’insertion IS6700 (Figure 13), et mesurait 4029 pb (56).
L’hypothése d’un transfert horizontal d’IR dans le microbiote de notre patient entre une souche
intl1+ et LL32 d’une part puis LL11 d’autre part, semblait donc envisageable.

Méme si les souches étaient clonales, il était intéressant de caractériser I'environnement de
l'intégron au sein du génome afin de vérifier s’il était inséré au méme endroit du génome dans
chacune des souches. Cette exploration a été réalisée par simple PCR, par comparaison a
'environnement génétique de I'IR de notre souche de référence LL21, en utilisant 2 couples
d’amorces spécifiques des régions 5’ et 3’ encadrant I'IR. Si les amplicons étaient de taille
identique a ceux de LL21 alors I'environnement génétique était le méme. C’était le cas pour
les souches LL20, 22, 24, 29, 33 et 40, isolées entre septembre 2013 et juillet 2018.

Au contraire, si 'une ou/et 'autre des PCR n’avait pas fonctionné ou avait donné des tailles
d’amplicon différentes, l'interprétation était plus difficile. Certaines souches ne présentaient
gu’une seule PCR positive sur les deux : LL30 et 39 pour la région 5 et LL28 et 32 pour la
région 3'. Cela pouvait signifier qu’'un EGM (par exemple une séquence d’insertion ou un
transposon) s’était inséré dans la région entre I'extrémité de I'IR et 'amorce (60). Une autre
hypothése était que le transposon et/ou I''S6700 qui se trouvaient de part et d’autre de I'IR
dans la souche LL21 (Figure 13) avaient transposé et n’étaient donc plus présents dans
'environnement de I'IR. De plus, on avait observé de fagon intéressante que les souches LL28
et 32, non clonales entre elles, avait le méme profil pour I'environnement génétique de I'lR.
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D’autres souches présentaient les deux PCR négatives, LL25, 26, 27 et 31, ce qui pouvait
indiquer que I'IR se soit intégré ailleurs dans le génome bactérien, ou qu’il ait changé de place
au cours du temps.

Enfin la souche LL39 avait la particularité de présenter deux bandes du c6té 3’ de lintégron,
une correspondant a la taille attendue pour une position de I'IR identique a celle trouvée dans
LL21, et 'autre au double de la taille attendue (~2000 pb) (Figure 18). La présence de cette
derniére pouvait nous faire penser a une duplication de I'IR ou de la région complémentaire
de I'amorce.

Cependant, pour interpréter ces résultats, il faut avoir a I'esprit que la mutation d’une seule
base dans la région 3’ de notre amorce peut rendre une PCR négative. La seule fagon d’étre
certain que I'environnement génomique est différent, serait de procéder a un séquencage
Sanger des différentes jonctions afin d’affiner les résultats ou alors de séquencer le génome
entier.
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Conclusion

Ce travail avait pour but de déterminer si les IRs présents dans les souches de P. aeruginosa
isolées chez le patient LL au cours d’une période de 12 ans pouvaient évoluer au sein d’'une
méme souche, ou étre transférés entre bactéries au sein du microbiote pulmonaire du patient.

Cette étude a montré que (i) les souches de P. aeruginosa isolées étaient essentiellement
clonales (toutes sauf une), (ii) I'IR retrouvé chez les souches de Pseudomonas isolées chez
le patient LL ne semblait pas avoir évolué au cours du temps en termes de composition de
cassettes de géne et (iii) que I'environnement génétique de I'IR chez les différentes souches
intl1+, qu’elles soient clonales ou non, avait évolué. Ces résultats suggéraient que plusieurs
souches pouvaient avoir acquis le méme IR a des moments différents, ou que celui-ci ait
changé de place au sein du génome. Enfin, nos résultats pouvaient aussi faire penser a un
transfert potentiel d’IR d’une souche vers une autre mais cela reste encore a confirmer.

Il pourrait étre intéressant de séquencer le génome entier de certaines souches, notamment
celles semblant avoir un environnement génétique de I'IR différent, alors qu’elles sont clonales
(LL 25, 28, 30, 39), ainsi que celle qui n’est pas clonale (LL32). Cela permettrait d’'une part de
caractériser les environnements génétiques des IRs dans les différentes souches et d’identifier
les événements de réarrangement génétique bactérien qui auraient pu se produire dans les
poumons du patient. D’autre part, cela permettrait de conforter ou non I'hypothése d’un
transfert de I'intégron a LL 32 et LL 11. Il faudrait aussi séquencer une souche intl- clonale afin
d’avoir un état du génome de la souche « mere », et ce a différents temps pour analyser
I'évolution du génome indépendamment de I'acquisition d’un IR.
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Annexe 1. Séquences d’amorces

Annexe 1.1. PCR de cassette

Amorces Séquences d’amorces
Cal 1-L CGTGGGTCGATGTTTGATGTTA
Cal 1-R GAAGGAGTCCTCGGTGAGA

Annexe 1.2. Etude de I’environnement génétique des intégrons

Amorces Séquences d’amorces
PI-L CAGTTTTCTGATGAAGCGCGG
P1-R GGTCGCGATAGCTGATCGG
IntI1-ARB2 CCATTCCGACGTCTCTACGACG
Sull-ARB2 AGTCGCGACGCCAGAGACCG

Annexe 1.3. MLVA

Amorces Séquences d’amorces

ms77L GCGTCATGGTCTGCATGTC

ms77R TATACCCTCTTCGCCCAGTC
ms127L CTCGGAGTCTCTGCCAACTC
ms127R GGCAGGACAGGATCTCGAC
ms142L AGCAGTGCCAGTTGATGTTG
ms142R GTGGGGCGAAGGAGTGAG
ms172L GGATTCTCTCGCACGAGGT
ms172R TACGTGACCTGACGTTGGTG
ms211L ACAAGCGCCAGCCGAACCTGT
ms211R CTTCGAACAGGTGCTGACCGC
ms212L TGCTGGTCGACTACTTCGGCAA
ms212R ACTACGAGAACGACCCGGTGTT
ms213L CTGGGCAAGTGTTGGTGGATC
ms213R TGGCGTACTCCGAGCTGATG
ms214L AAACGCTGTTCGCCAACCTCTA
ms214R CCATCATCCTCCTACTGGGTT
ms215L GACGAAACCCGTCGCGAACA
ms215R CTGTACAACGCCGAGCCGTA
ms216L ACTACTACGTCGAACACGCCA
ms216R GATCGAAGACAAGAACCTCG
ms217L TTCTGGCTGTCGCGACTGAT
ms217R GAACAGCGTCTTTTCCTCGC
ms222L AGAGGTGCTTAACGACGGAT
ms222R TGCAGTTCTGCGAGGAAGGCG
ms223L TTGGCAATATGCCGGTTCGC
ms223R TGAGCTGATCGCCTACTGG
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ms207L ACGGCGAACAGCACCAGCA
ms207R CTCTTGAGCCTCGGTCACT

ms209L CAGCCAGGAACTGCGGAGT
ms209R CTTCTCGCAACTGAGCTGGT

Annexe 1.4. Séquengage Sanger

Amorces Séquences d’amorces
CallL CGTGGGTCGATGTTTGATGTTA
aadBL2 CTGGGAGGCGATCATCTGG
Cml10R TTGCGTTTCTAGGTTTGGGC
Cml10L GCGTAACACAACGTACAACC
aadA2L GGAGCCGTACAAATGCACG
36855 AAGCAGACTTGACCTGATAGTTTG
aadA2R TATTCGCTTTGTGAAAGGCG
aadBR TGGCTGCGGCAGATGAGC
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Etude au cours du temps des intégrons de résistances chez un patient atteint de
mucoviscidose

La mucoviscidose est la maladie héréditaire la plus répandue dans la population caucasienne.
Les mutations du géne CFTR aboutissent au niveau pulmonaire a la formation d’'un mucus
plus épais, propice a la colonisation bactérienne chronique, malgré les différents traitements
antibiotiques. Cette colonisation chronique permet la formation d’un biofilm par certain germe,
milieu propice a I'échange de matériel génétique entre bactéries souvent multirésistantes.
Chez les bacilles gram négatif, notamment le Pseudomonas aeruginosa, la multirésistance est
souvent associée a la présence d’intégrons de résistance (IR) (élément génétique pouvant
capture et exprimer des génes intégrés dans des cassettes, codant pour des génes de
résistance aux antibiotiques). Ces IRs peuvent étre porté par des éléments génétiques mobiles
(EGM) et pourraient étre transmis horizontalement entre espéces. Cette étude a chercher a
caractériser les IRs de classe 1 au sein des souches de P. aeruginosa isolées du microbiote
d’un patient atteint de mucoviscidose et suivi pendant 12 ans au CRCM de Limoges, dans le
but d’évaluer leur évolution. Les différentes analyse par PCR et séquencage Sanger nous
permettent de suspecter des mouvements d’'IR au sein du génome d’'un méme clone de P.
aeruginosa, entre deux souches de P. aeruginosa, et entre une souche de P. aeruginosa et
de P. putida.

Mots-clés : [Intégrons, Mucoviscidose, Pseudomonas aeruginosa. Résistance antibiotique]

Study over time of resistance integrons in a patient with cystic fibrosis

Cystic fibrosis is the most common inherited disease in the Caucasian population. Mutations
in the CFTR gene lead to the formation of thick mucus in the lungs, which is conducive to
chronic bacterial colonization, despite various antibiotic treatments. This chronic colonization
allows the formation, by some germs, of a biofilm, an environment favorable to the exchange
of genetic material between often multi-resistant bacteria. In Gram-negative bacilli, particularly
Pseudomonas aeruginosa, multidrug resistance is often associated with the presence of
resistance integrons (RIs) (genetic elements that carry and express genes encoding antibiotic
resistance integrated into cassettes). This study aimed to characterize the class 1 IRs found
in P. aeruginosa strains isolated from the microbiota of a cystic fibrosis patient followed for 12
years at the CRCM in Limoges, with the aim of evaluating the Rl evolution over time. The PCR
and Sanger sequencing analyses indicate that the IR does not seem to have evolved over time
in terms of resistance gene cassettes. However, they do suggest movement of the RI within
the genome of the same P. aeruginosa clone, but also between strains in the patient's lung
microbiota.

Keywords : [Integrons, Cystic fibrosis, Pseudomonas aeruginosa. antibiotic resistance]



