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Résumé

Les entérobactéries sont a [’origine de nombreuses infections nosocomiales et
communautaires, chez ’homme. Le pouvoir pathogénicité des entérobactéries est parfois

associé a la résistance aux antibiotiques et a une structure génétique particuliere.

Nous avons entrepris d’étudier I’impact de la production de B-lactamases a spectre
¢largi (BLSE) sur D’expression des geénes de virulence de 24 souches cliniques
d’entérobactéries. Nous avons choisi comme modéle la formation de biofilm. Dans un premier
temps, nous avons caractérisés le profil BLSE sur le plan phénotypique. Ensuite nous avons
réalisé des expériences de curage plasmidiques. Enfin, nous avons comparé 1’intensité du

biofilm, formé in vitro, entre souches sauvages et souches curees.

Les résultats ont confirmé le caractére BLSE suite a I’apparition d’une image de
synergie entre le disque AMP et CTX pour les 24 souches. Les expériences de curage ont été
fructueuses pour 11 souches parmi les 24. Les souches curées ne poussaient plus dans un
milieu de culture supplémenté de CTX. Les résultats indiquaient aussi que toutes les souches
(sauvages et curées) formaient un biofilm in vitro. La comparaison de I’intensité du biofilm
formé entre souches sauvages et curées a révélé qu’il n’y a aucune différence significative,
entre la moyenne des densités optique pour le groupe BLSE (1.8180 + 0.0808) et leurs curés
par la température (1.8564 + 0.0570). Cependant, une différence significative entre le groupe
BLSE (1.7493 £ 0.1056) et ses curés par le SDS (1.9898 + 0.0165). Il semblerait que la perte
plasmidique ait eu un effet positif sur la formation de biofilm ce qui pourrait étre fortement

préjudiciable pour I’hote en cas d’infection par des bactéries ayant ce profil génétique.

Mots clés : Entérobactéries, BLSE, plasmides, curage, virulence, biofilm



Abstract

Enterobacteriaceae are the cause of many nosocomial and community-acquired
infections in humans. The pathogenicity of Enterobacteriaceae is sometimes associated with

antibiotic resistance and a particular genetic structure.

We undertook to study the impact of production of B-lactamases with extended
spectrum (BLSE) on virulence gene expression in 24 clinical strains of enterobacteria. We
chose as a model the formation of biofilm. First, we characterized the BLSE profile
phenotypically. Then we carried out experiments on plasma cures. Finally, we compared the

intensity of the biofilm, formed in vitro, between wild and cured strains.

The results confirmed the BLSE character following the appearance of an image of
synergy between the AMP disk and CTX for the 24 strains. The cleaning experiments were
successful for 11 of the 24 strains. The curated strains no longer grew in a culture medium
supplemented with CTX. The results also indicated that all strains (wild and cured) formed an
in vitro biofilm. A comparison of the biofilm intensity between wild strains and cures
revealed that there is no significant difference between the mean optical densities for the
BLSE group (1.8180 0.0808) and their cures by temperature (1.8564 0.0570). However, a
significant difference between the BLSE group (1.7493 0.1056) and its parish priests by the
SDS (1.9898 0.0165). It appears that plasma loss has had a positive effect on biofilm
formation, which could be highly detrimental to the host if infected with bacteria with this

genetic profile.

Key words : Enterobacteriaceae, BLSE, plasmids, curage, virulence, biofilm
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Introduction

L'évolution rapide de la résistance bactérienne aux antibiotiques est aujourd’hui une
préoccupation majeure de nombreux pays dans le monde. Cette résistance est marquee par
"'apparition et la dissémination de nouveaux génes, souvent portés par des éléments génétiques
mobiles tels que les plasmides. La résistance aux antibiotiques est encore plus marquée chez
les diverses especes d'entérobactéries dont E. coli, K. pneumoniae, Salmonella, Pseudomonas

aeruginosa et Acinetobacter baumannii (Ahmed et al., 2014).

Les entérobactéries font partie des bactéries les plus souvent isolées chez les malades
hospitalisés. Elles sont souvent a l'origine d'infections urinaires, pulmonaires, septicémiques ou
intra-abdominales. Sur le plan génétique ces bactéries sont tres hétérogenes. Elles exhibent un
profil de résistance varié dont I'un des plus répandu et des plus inquiétant est la production de
B-lactamases a spectre élargi, conférant la résistance aux [-lactamines étendu aux
céphalosporines de 3¢™ génération (Lagha, 2015). Cette résistance, longtemps opposée a la
virulence au sein d’une méme souche, dans certains cas elle semble s’associer a des profils de
pathogénicité trés dangereux, donnant a la bactérie la capacité de s’échapper aux différents
mécanismes de défense de 1’hote. Cette association fut rapporter par certains écris qui suggere
que les génes de résistance aux antibiotiques pourraient potentialiser 1’expression des génes de

virulence pour une meilleur adaptation dans 1’hote (Hannequin et al., 2015).

Dans le cadre de I’obtention du diplome de Master en Sciences biologique option
Génétique, nous avons réalisé un mémoire de fin d’étude portant sur 1’étude de I’impact de la
production de B-lactamases a spectre élargi sur I’expression des génes de virulence de souches
cliniques d’entérobactéries. Les principaux objectifs que nous nous sommes posés sont les

suivants :

» Caractérisation phénotypique des BLSE parmi des souches d’entérobactéries isolées des
milieux hospitaliers et communautaires.

» Détermination du support génétique de la résistance aux C3G par des essais de curage
plasmidique.

» Evaluation de I’impact du plasmide BLSE sur I’intensité du biofilm formé parmi les

souches sauvages et curées.
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I. Généralités sur les entérobactéries

Les membres de la famille des entérobactéries sont des bactéries a Gram négatif
présents dans le sol, I’eau et, surtout, dans I’intestin de ’homme et des animaux. Il existe une
grande variété d’espéces et de genres au sein de cette famille. En effet, il existe plus de 130
especes dont les plus isolées sont celles des genres : Citrobacter, Enterobacter, Proteus,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Providencia, Salmonella Serratia, Shigella,
Yersinia (Khayar, 2011).

Les entérobactéries sont des aéro-anaérobies, mobiles ou immobiles, facilement
cultivable, glucose fermentant, transformant les nitrates en nitrites, dépourvut d'oxydase
(Khayar, 2011). Elle constitue une famille trés hétérogene sur le plan pathogénique et
écologique. Elle inclut des espéces pathogénes (Shigella, Yersinia pastis), commensales
(Escherichia coli, Klebsiella sp.) ou saprophytes (Serratia sp. Enterobacter sp.) (Soumaila,
2012).

I. 1. Caractéres morphologiques culturaux et biochimiques

Les bactéries de la famille des entérobactéries ont une forme en batonnet (Bacille). Elles
mesurent entre 2 et 3 micrométres de longueur et 0,6 de largeur. Les espéces mobiles sont
souvent causées par une ciliature péritriche. Certains sont immobiles (Klebsiella, Shigella,
Yersinia pestis) (Figure 1) (Khayar, 2011).

Les entérobactéries croissent facilement dans des milieux ordinaires en 24 heures a
37°C dans des conditions aérobies et anaérobies. Leurs exigences nutritionnelles sont
généralement réduites et la plupart se multiplient en milieu synthétique avec une simple
source de carbone telle que le glucose. Ce sont des germes mésophiles et neutrophiles (pH 5,5

- 8) et ils sont assez tolérants aux variations de la pression osmotique (Konare, 2016).

Il faut mettre en évidence les propriétes de la famille pour affirmer que la souche est
une entérobactérie. Nous utilisons des tests d'étude du métabolisme des protéines (présence
d'uréase, production d'indole, degradation du tryptophane) ou de fermentation des sucres
(glucose, lactose, saccharose, etc.), la possibilité d'utiliser le citrate, la présence d'enzymes
(décarboxylases, désaminases), la production de sulfure d'hydrogéne ou la formation de gaz
(Konare, 2016). Classiquement, 1‘identification se déroule dans des tubes, assurant a la fois la

croissance et la réaction biochimique. De nouvelles approches a cette méthode notamment par



Rappels Bibliographigues

1‘élaboration des galeries API 20E, premiéres galeries misent au point pour les entérobactéries

et aussi la création d‘automate comme le MINI API (Khayar, 2011).
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Figure 1 : Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae (Denis et al. 2007).

I. 2. Propriétés infectieuses des entérobacteries

Les entérobactéries peuvent causer des maladies de gravité trés variable dues a des
mécanismes pathogeénes distincts. Les étapes de I’infection sont réalisées grace a une panoplie
de facteurs de virulence, codés par des genes aux structures parfois complexes. Escherichia
coli peut causer des infections intestinales. En effet, les souches d’E. coli Entéropathogénes
ou « ECEP » causent des une diarrhée liquide aigué abondante, qui est rarement persistante.
Les selles ne sont généralement ni sanglantes, ni mucoides, ni dysentériques. Une faible
fievre, des nausées et des vomissements sont possibles. L’infection par ECEP se caractérise
par la formation de lésions d’attachement/effacement dans les régions touchées de I’intestin.
Hormis les infections intestinales, Escherichia coli, peut causer des infections extra-
intestinales. En effet, les souches uropathogénes ou UPEC qui cause des infections du tractus
urinaire (UTIS), peuvent atteindre la vessie et provoquer une cystite aigué ou infecter les reins
et provoquer une pyélonéphrite aigué. Dans certains cas les UTIs peuvent mener a une
septicémie. La figure 2 illustre les principaux facteurs de virulence qui sont impliqués dans
les UTls.
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Figure 2 : Facteurs de virulence et de fitness exprimés par E. coli
uropathogenes.

E. coli emploie différentes stratégies pour infecter les voies urinaires,
résister aux défenses immunitaires de I'h6te et persister.

I1. Plasmides chez les entérobactéries

Un plasmide est une molécule d'ADN surnuméraire distincte de [I'ADN
chromosomique, capable de réplication autonome (c'est-a-dire indépendante du génome
bactérien), et non indispensable a la survie des cellules (Madi, 2013). Il est généralement de

forme circulaire mais peut aussi se présenter sous forme linéaire chez certaines especes.

La taille des plasmides peut considérablement varier de 1 a 10kb pour les petits
plasmides, (10-50kb) pour les plasmides de taille moyenne, 50-100kb pour les gros plasmides et
enfin il y a les méga plasmides tels que le plasmide pRQ7 de la bactérie thermophile
Thermotoga maritima (Harriot et al., 1994). Ces derniers sont considérés comme des «
mini-chromosomes » additionnels au chromosome principal, en particulier chez les bactéries

du genre Rhizobium (Hogrefe et al., 1984 ; Margolin et al., 1993).

La présence de certains genes situés sur leurs plasmides peut leur conférer un avantage
sélectif et des fonctions permettant une meilleure adaptation de la bactérie hote a son
environnement, comme la résistance aux antibiotiques, toxines, adhesines, chaines
métaboliques supplémentaires. Les plasmides se distinguent par leur mobilisation, leur

nombre copie, leur particularité d’héte (Mhaya, 2019). La mobilité plasmidique (par
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conjugaison) dans les populations bactériennes augmente le spectre hote des genes impliqués

dans la virulence (plasmides conjugatifs) (Madi, 2013).
I1. 2. Types de plasmides
I1. 2.1. Les plasmides conjugatifs

Ce sont des plasmides qui peuvent s’auto-transférer d’une bactérie (Donneuse) a une
autre (Réceptrice). Ces plasmides se caractérisent par des structures modulaires, qui consistent
en un module de conjugaison codant les genes Tra. Ce module comporte une origine de
transfert reconnue par une relaxase et permet la synthese d'un systeme de sécrétion de type 1V
(ou pilus sexuel). La relaxase réalise une coupure simple brin et reste fixée de maniére
covalente a I'extrémité 5' d'un brin de formation d’ADN qui sera transféré via le pilus sexuel
de conjugaison (Mhaya, 2019).

11.2.2. Les plasmides mobilisables

Les plasmides mobilisables (MOB) sont petits et ont un nombre de copies élevé. lls
contiennent habituellement juste un oriT, un géne de relaxase et une ou plusieurs protéines de
coupure. Ces plasmides contiennent un ensemble génétiqgue minimal (donc incomplet) qui
leur permet d’étre transmis conjugalement juste en présence d’un plasmide conjugal
auxiliaire. 1ls codent seulement une machinerie MOB minimale qui leur permet d’étre

transportés par d’autres plasmides (Garcillan et al., 2009).
11.2.3. Les plasmides non conjugatifs

De plus petite taille (0,5 a 50Md), ces plasmides ne sont pas autotransmissibles par
conjugaison. lls sont souvent cryptiques et ne codent pour aucune fonction décelable hormis
I’autoréplication. Leur nombre de copies par cellule est cependant plus élevé (de 10 a 15 pour
pColE1l d’E. coli). Leur transfert ne peut se réaliser que par mobilisation par un autre

plasmide présent dans la méme cellule ou par transformation (Khallef, 2016)
Il. 3. Transfert des plasmides par conjugaison

La conjugaison des plasmides est un mécanisme de premier plan pour 1’échange
génétique dans les bactéries et donc une composante importante de I’évolution bactérienne
(Garcillan et al., 2009). L’opéron Tra code pour la relaxase, une protéine commune

nécessaire a tous les plasmides pour leur transfert. La relaxase reconnait une origine de
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transfert (oriT) et procéde a la coupure simple brin du plasmide. L’association avec d’autres
protéines forme un complexe dénommé relaxosome. Cette structure est par la suite reconnue
par la protéine de couplage (T4CP) permettant de la diriger vers la paroi cellulaire. Le
plasmide est parallelement dupliqué par un mécanisme de réplication en cercle roulant tres
représenté chez les plasmides des bactéries a Gram positif, mais également decrit pour des
plasmides de bactéries a Gram négatif (Ruiz-Maso et al., 2015). Chez les bactéries a Gram
négatif, les plasmides sont transférés a travers un pilus assemblé par un systéme de sécrétion
de type IV (T4SS). Une fois dans la cellule réceptrice, la relaxase catalyse une derniére étape
de ligature permettant la re-circularisation du plasmide et son maintien dans le cytoplasme
(Figure 3) (Byrd & Matson, 1997 ; de la Cruz et al., 2010; Furste et al., 1989; Gomis-
Ruth et al., 2004).

Plasmide
conjugatif

Plasmide
mobilisable
Figure 3 : Mécanisme de conjugaison chez les plasmides conjugatifs et les
plasmides mobilisables (Smillie et al., 2010).

La relaxase (Rouge, R) coupe I’ADN au niveau du site spécifique situé au niveau de
I’origine de transfert oriT (violet) et reste liée de maniére covalente a 1’extrémité 5’
du brin d’ADN. La relaxase interagit ensuite avec la protéine de couplage T4CP
(vert) puis avec les autres composantes du systeme de sécrétion de type 1V (SST4,
bleu), ce qui permet le transfert de ’ADN vers le SST4 puis vers la cellule

réceptrice.
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I11. Plasmides et résistance aux antibiotiques

I11. 1. Généralités sur les antibiotiques

Le terme « antibiotique » a été proposé en 1991 par Waksman pour désigner toute
substance chimique produite par un micro-organisme qui est en mesure d'inhiber le
développement ou de détruire d'autres micro-organismes (Ayad, 2016).

Les antibiotiques sont des substances d'origine naturelle, qu'elles soient de synthese ou
semi-de synthése. Agir en faibles concentrations sur les bactéries en bloquant certaines étapes
métaboliques essentielles pour leur survie (bactéricide) ou leur croissance (bactériostatique)
(Chaouch, et al, 2020), est un antibactérien d'origine biologique, fabriqué par des micro-
organismes (champignons microscopiques et bactéries).ou de synthése chimique et qui est en
mesure d'empécher la multiplication ou de détruire dautres microorganisme. (Yala et al,
2001).

Les antibiotiques sont classés selon leur structure chimique qui définit leurs principales
propriétés bactériologiques (Mode d’action, mécanisme de résistance, spectre),
pharmacologique (mode d’admission, diffusion, élimination) et toxicologiques (effets
indésirables et contre-indications). Ceux-ci sont également classés en fonction de leurs sites

d'action (Ayad, 2016). On peut classer les antibiotiques en fonction de :
> Origine : biologique (naturelle), semi-synthétique ou synthétique.

» Spectre d’activité : les antibiotiques sont actifs sur des bactéries Gram positives ou

Gram négatives (spectre étroit) ou les deux (large spectre).

> Structure chimique : trés variable, elle repose souvent sur une structure de base (par

exemple, le cycle B lactame) sur laquelle il y a hémi synthése.

» Mode d’action : tres courant. (Chaouch et al., 2020)

Les B-lactamines sont les meilleurs antibiotiques dans le traitement des infections dues
aux entérobactéries. Ils se distinguent par la présence constante du cycle B-lactame associé
aux cycles et aux chaines latérales variables qui expliquent les propriétés pharmacocinétiques

et leur spectre d'activité (Cavallo et al, 2004) (Figure 4).
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Figure 4 : Structure générale des B-lactamines [en rouge noyau B-lactame] (Ruppé, 2010)

Les 3-lactamines agissent sur la paroi bactérienne en inhibant (bloquent) I'étape finale

dans la synthese du peptidoglycane provoquant une lyse bactérienne (Yalaet al., 2001).

Ce blocage se produit en inhibant certaines enzymes responsables de la transpeptidation.
Ces enzymes, communément appelées PLP, sont insérées dans la partie externe de la
membrane cytoplasmique bactérienne. Pour étre actifs, les f-lactamines devront atteindre leur
cible en pénétrant la paroi bactérienne et en sattachant aux PLP. La connaissance de la
structure de la paroi bactérienne permet une meilleure compréhension du mécanisme d‘action
des béta lactamines et les mécanismes qui font en sorte que les bactéries résistent a ces
antibiotiques (Cavallo et al., 2004).

I11. 2. Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est di a de multiples événements génétiques relatifs aux
mutations chromosomiques et a 1’acquisition d'éléments composites mobiles : plasmides,
transposons, intégrons). Les entérobactéries sont un bel exemple pour illustrer des
phénomenes adaptatifs puisqu’elles peuvent exprimer un large spectre de résistance, en usant
de différents mécanismes. Par exemple, les entérobactéries peuvent produire une enzyme, « f3-
lactamase » qui leur confére la résistance aux B-lactamines (Jarlier, 2019). Il existe 2 types de

résistance ; naturelle et acquise.

La résistance naturelle a un effet immediat sur toutes les souches de la méme espéce. Il
est stable, transmis a la descendance mais pas ou peu transmissible par transfert horizontal. La
résistance intrinséque a un antibiotique ou a une famille d'antibiotiques de différentes souches
et espéces bactériennes n'est pas liée a une exposition aux antibiotiques. Les entérobactéries
peuvent aussi résister de facon naturelle a certains antibiotiques en raison de I'imperméabilité

de leur membrane externe. Les pompes a efflux bactériens qui transportent activement
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beaucoup dantibiotiques hors de la cellule peuvent contribuer de fagon importante a la
résistance intrinseque des bactéries a Gram négatif a de nombreux antibiotiques. Lorsqu'elles
sont surexprimées, les pompes d'efflux peuvent aussi conférer une plus grande résistance aux
antibiotiques. Cette résistance peut s'expliquer aussi par l'inaccessibilité de la cible pour
l'antibiotique, une faible affinité de la cible pour I'antibiotique ou lI'absence de la cible. La
résistance bactérienne naturelle est permanente et a des origines chromosomiques (Carle,
2009).

La résistance acquise résulte de la capacité des bactéries de s’adapter a la pression
exercee par les antibiotiques en modifiant leur génome par :

» mutation chromosomique (dont elle présente les caractéristiques : spécificité, spontanéite,
rareté, indépendance, et transmissibilité) (Carle, 2009).

» Acquisition de génes « étrangers » provenant d'autres bactéries (transfert horizontal de
génes résistants) par 1’intermédiaire de plasmides, de transposons, ou d’intégrons
(résistance extra chromosomique) grace a des processus aussi divers que la conjugaison, la
transformation et la transduction (Jarlier, 2019)

De facon générale, l'acquisition d'une résistance aux antibiotiques comprend trois
grandes catégories de mécanismes :
» inactivation de l'antibiotique associé avec la production enzymatique
» modification d'une cible antibiotique
» absence daccumulation de lantibiotique a cause dun manque de pénétration
intracellulaire. (diminution de I’influx membranaire) ou quand l'antibiotique est

expulsé de la bactérie (efflux membraneux) (Pantel, 2015).

II1. 3. Résistance aux p-lactamines chez les entérobactéries

Les mécanismes de résistance des entérobactéries aux B-lactamines sont illustrés dans la
figure 5. Comme nous pouvons le voir sur cette figure, nous avons des mécanismes
enzymatiques et des mécanismes non enzymatiques. Le premier est le principal mécanisme de
résistance aux B-lactamines chez les entérobacteries. Ce sont des enzymes capables d'ouvrir le
cycle B-lactame en creant un intermédiaire acyl-enzyme instable, menant finalement a la perte

d'un groupe carboxylique (Ruppé, 2010).
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Figure 5 : Mécanismes primaires de la résistance aux B-lactamines chez les
Enterobacteriaceae (Nordmann et al., 2012)

IIL. 3. 1. p-lactamases a spectre élargi

Les B-lactamases a spectre étendu ou « BLSE » sont un groupe d'enzymes qui ont la
propriété commune de conférer une résistance aux penicillines, aux céphalosporines de 1ére,
2éme et 3éme génération, a I'aztréonam (a I'exception des céphamycines et des carbapenemes)
par hydrolyse de ces antibiotiques qui sont inhibés par des inhibiteurs de des [3-lactamases tels
que l'acide clavulanique (Bush et al., 1995). Ces enzymes étaient appelées cefotaximase et
ceftazidimase parce qu'elles conféraient aux bactéries qui leur fournissaient une résistance
préferentielle au cefotaxime ou a la ceftazidime. Ils ont aussi inactivé d'autres oxyimino-b-

lactamines comme la ceftriaxone et I'aztreonam (Gangoue, 2007)

Les B-lactamases a spectre élargi (BLSE) sont une grande famille trés hétérogene.
Elles sont codées soit pas des génes plasmidiques, soit par des genes chrromosomiques
préexistant mais qui ont subit des mutations (Ex : mutation du génome naturel chez Klebsiella

spp, codant pour une B-lactamase SHV). Ceci confére aux bactéries concernées la capacité
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d’hydrolyser une grande variété de pénicillines et de céphalosporines. La majorit¢ des BLSE
sont le résultat de mutations génétiques de B-lactamases naturelles, en particulier de TEM-1,
TEM-2 et SHV-1. Ces derniéres sont trés actives contre les pénicillines et moyennement

actives contre les céphalosporines.
II1. 3. 2. p-lactamases de type CTX-M

Les CTX-M sont des B-lactamases de classe A qui tiennent leur nom de par leur
hydrolyse préférentielle du céfotaxime par rapport a la ceftazidime. Elles n’hydrolysent ni les
céphamycines ni les carbapénémes. On compte aujourd’hui plus de 90 CTX-M
(www.lahey.org/studies, réparties en cinq familles. A I’intérieur de ces groupes les génes ont
entre eux plus de 94 % d’homologie, alors que les familles entre elles ont moins de 90 %
d’homologie. Le groupe CTX-M-1 compte notamment les CTX-M-1, CTXM-3, CTX-M-10
et CTX-M-15. Le groupe CTX-M-2 les CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-
M-7 et TOHO-1. Le groupe CTX-M-8 comporte CTX-M-8 et CTX-M-40. Le groupe CTX-
M9 comporte CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-17, CTXM-19, CTX-M-21, CTX-
M-27 et TOHO-2. Enfin le groupe 25 comporte CTX-M-25, CTX-M-26, CTX-M-41 et CTX-
M-55 (Ruppé, 2010).

La mobilisation des CTX-M est due a plusieurs éléments. Des séquences d’insertion
comme ISEcpl et ISEcpl-like ont été trouvées de fagon répétée en amont de plusieurs génes
codant pour les CTX-M et en amont de certains genes ampC en position plasmidiques
(D’Andrea et al., 2006 ; Haldorsen et al., 2008). Ces sequences codent pour une transposase
et joueraient également un role dans 1’expression de ces enzymes (Poirel et al., 2003). En
effet, en séquencant CTX-M-17, on a trouve des seéquences 35 et 10 jouant un role de
promoteur a la fin de la séquence 3’ de ISEcpl (Cao et al., 2002). En plus de jouer un réle
dans la transposition, ces séquences seraient donc impliquées dans le degré d’expression de
blactx-m. D’autres séquences d’insertion ont été décrites, dont certaines en aval des CTX-M
(1S903-like en aval de CTX-M-14 et CTX-M-17) (Cao et al., 2002 ; Mendonca et al., 2007).
On a également trouvé des CTX-M au sein d’intégrons, comme CTX-M-9 et CTX-M-2 qui ont
été trouvees sur des intégrons de classe 1 (Sabate et al., 2002 ; Arduino et al., 2002). Les
génes blactx-w ont été fréquemment isolés sur des plasmides de groupe d’incompatibilité F,
dont la bonne diffusion au sein de 1’espéce E. coli pourrait en partie expliquer le succes de ces

B-lactamases au sein de cette espéce (Marcade et al., 2009) (Figure 6).
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Figure 6 : Structures génétiques hébergeant des génes codant pour les BLSE
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(Castanheiraet al., 2021).

Les structures génétiques les plus souvent signalées comme hébergeant (a)
blatem, (b) blasny, (¢) blactx-m, (d) blaper ou (€) intégrons de classe 1 pouvant

porter des génes BLSE peu communs.
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I1. Biofilm bactérien

Bien qu’ils aient d’abord identifi¢ des microbes sur une surface fixe, ce sont leurs
formes libres et planctoniques qui ont fait I’objet de plus de recherches et d’études. Ce n’est
que récemment que nous avons commencé a vraiment nous pencher sur les couches de
formation et de composition du biofilm et leurs effets sur I’homme et les industries ainsi que

sur le monde dans son ensemble.

Un biofilm est une communauté de micro-organismes assez complexe, adhérée a une
surface et encapsulée dans une matrice de substances polymériques extracellulaires (EPS)
produite par les membres de cette communauté. Selon Costerton et al. (1995), cette définition
inclut les agrégats et aussi les populations bactériennes adhérant a des surfaces biotiques ou
abiotiques. Les biofilms peuvent étre constitués d’une ou plusieurs espéces de bactéries et se
développer sur des interfaces solides ou liquides variées, que 1’on rencontre par exemple dans
I’environnement : fond de riviéres, cailloux, racines. . . et dans les organismes vivants : tube

digestifs, plague dentaire, plaies . .. (Costerton et al., 1987).
I1. 1. Composition du biofilm

Les microscopes puissants tels que les microscopes confocaux ont révélé une
communauté bien structurée de matiére bactérienne au sein des biofilms. Avec des
organismes agrégés formant des parties de 1’ensemble ainsi que des espaces entre ces
bactéries qui permettent I’écoulement des nutriments et des substances, les biofilms sont une
structure vivante dans laquelle les différents composants travaillent pour la survie et la
croissance de cette entité. Les bactéries formant les biofilms baignent dans un réseau de
substances polymeériques extracellulaires (EPS) essentiellement composes de polysaccharides,

de protéines et d’acide nucléique.

Les EPS sont des biopolymeéres produits par divers microorganismes dont les
bacteries. Ces EPS jouent un r6le important dans le développement du biofilm. Ils sont
caractérisés par leur apparence gélatineuse. lls sont responsables de la morphologie, la
structure, la cohésion et I’intégrité fonctionnelle des biofilms. Leur composition détermine la

plupart de leur propriétés physico-chimiques et biologiques (Wingender et al., 1999).

Les EPS ont plusieurs fonctions dans le biofilm, comme la promulgation de

I’adhérence des bactéries sur la surface et entre elles, la formation et la maintenance de la
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structure du biofilm, ’augmentation de sa résistance contre le stress environnemental et sa

protection contre les prédateurs (Costerton et al., 1995).

Les EPSs comptent entre 50% et 90% de la matiere organique totale des biofilms
(Evans, 2003). Contrairement a la connaissance commune, les EPSs sont certainement plus
que des polysaccharides. Ils comportent une grande variété de protéines, des glycoprotéines,
des glycolipides et, dans certains cas, des quantités surprenantes de I’ADN extracellulaire
(Flemming et al., 2007). Ainsi en ce qui concerne les biofilms environnementaux, les
polysaccharides représentent souvent uniquement un composant mineur du biopolymére.
Cependant, les diverses fonctions de I’ADN des biofilms commencent seulement a émerger
(Das et al., 2013). Enfin, le taux de production des EPSs ne dépend pas seulement du type
d’organisme mais est également fonction des conditions en termes de nutriments, age du

biofilm, et environnement (Leriche et al., 2000).

L’ADN extracellulaire (ADNe) est une partie essentielle de la matrice extracellulaire
des biofilms qui joue un rdle essentiel dans les biofilms. L’ADNe est organis¢ en une
structure en forme de réseau, stabilisée par la famille de protéines DNABII, connue pour avoir

une affinité et une spécificité élevées pour les jonctions Holliday (HJ).
I1. 2. Etapes de formation des biofilms

L’observation directe des biofilms par microscopie, ainsi que les nombreuses études
génétiques réalisées sur les biofilms, ont conduit a un modele de développement en cing
étapes. Apres le conditionnement trés rapide de la surface, les bactéries se déplacent dans le
milieu liquide grace a la force du flux, a la gravitation et/ou aux mouvements de leurs
flagelles. Lorsque les bactéries sont au voisinage d’une surface, des forces d’attraction
physico-chimiques interviennent et conduisent a une interaction réversible avec la surface.
Dans un second temps, & mesure que les cellules se divisent, le nombre de bactéries associées
a la surface augmente et 1’adhésion devient irréversible. Cette transition vers une adhésion
irréversible correspond a la synthése de structures a la surface de la bactérie, qui
s’accompagne d’une profonde modification du profil d’expression des génes (Schembri,

Kjaergaard et Klemm, 2003 ; Beloin et al., 2004 ; Ren et al., 2004).

Les bactéries forment alors des amas a la surface et produisent des polysaccharides
extracellulaires. La troisieme étape est caractérisée par la formation de microcolonies
composées a la fois des bactéries initiales qui se divisent et de bactéries qui s’attachent sur le

biofilm en formation. Enfin le stade de maturation correspond au développement des
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microcolonies et a la structuration du biofilm : les microcolonies se développent en piliers
d’¢épaisseur variable au sein desquels les cellules sont englobées dans la matrice
extracellulaire. Les espaces séparant les microcolonies deviennent les canaux du biofilm a
I’intérieur desquels les fluides nutritifs peuvent circuler. Certaines bactéries peuvent se
détacher du biofilm mature et rentrer dans la phase de dissémination. Cette derniere étape

permet la colonisation de nouvelles surfaces (Roux et Ghigo, 2006).

Bacteries S

planctoniques
Dispersion \\
% passive 20 ﬁ%o \

(agrégats) | &

\
Accreétion |

Adhérence Adhérence

. . Lo o Microcolonie Biofilm mature
réversible irréversible

Figure 7 : Etapes de formation du biofilm bactérien (Le beaux et Chigo, 2012)
11. 3. Génes impliqués dans la formation de biofilm

De nombreux travaux ont montré que la formation d’un biofilm induit une expression
différentielle des génes, comparée a celle des bactéries planctoniques (Whiteley et al., 2001;
Beloin et Ghigo, 2005). Dans la plupart des cas, des genes spécifiques influencent les
différentes étapes conduisant a la formation de biofilm. Parmi ces génes nous retrouvons le

cluster icaADBC, codant la synthése de I’exopolysaccharide PGA.

L’¢étude des geénes impliqués dans le processus de formation du biofilm est nécessaire
pour mieux comprendre la formation du biofilm et comment contréler leurs effets néfastes et

réduire les colts de perte et la propagation des maladies via les produits végétaux et animaux.

L’adoption du mode de vie biofilm s’accompagne de profondes modifications de
I’expression des genes qui induisent de trés nombreuses modifications physiologiques.
Plusieurs mécanismes génétiques spécifiques ont été mis en évidence tels que 1’accumulation
de glucanes inhibant la diffusion des antibiotiques a travers le périplasme de P. aeruginosa ou
I’expression de pompes d’efflux d’antibiotiques spécifiquement exprimées en biofilm chez E.

coli ou P. aeruginosa (Le beaux et Chigo, 2012).
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I1. 4. Facteurs influengant la formation de biofilm

Le processus de formation d’un biofilm et le retour éventuel des cellules a I’état
planctonique impliquent la coordination de grandes quantités d’informations génétiques.
Néanmoins, les preuves dominantes suggérent que la progression globale de ce cycle au sein
d’une espéce ou d’une souche de bactéries donnée répond aux conditions environnementales.
Ces conditions répondent a un ensemble de facteurs régulateurs qui affectent les éléments
enzymatiques et structurels nécessaires a la formation et a la dispersion du biofilm. Parmi les
conditions qui affectent la formation du biofilm figurent la température, le pH, les niveaux
d’O2, I’hydrodynamique, 1’osmolarité, la présence d’ions spécifiques, de nutriments et de
facteurs dérivés de I’environnement biotique. L’intégration de ces influences détermine en fin
de compte le modéle de comportement d’une bactérie donnée par rapport au développement
du biofilm. Avec le QS (quorum sensing) susmentionné, ce mécanisme dépendant de la
densité cellulaire est utilisé par les bactéries a Gram positif et a Gram négatif pour répondre
aux stress environnementaux, y compris la carence en nutriments, les effets de température et

les réponses de défense de I’hote.

Les résultats ont indiqué que des températures plus élevées (25 a 42 °C) et des valeurs
de pH (7,0 et 8,0) ont entrainé une formation de biofilm plus robuste que des températures

plus basses (4 et 10 °C) et des niveaux de pH plus bas (4,0 a 6,0).

En termes généraux, 1I’osmolarité affecte la formation de biofilm mais avec des effets

spécifiques sur peu de souches dans une espece d’étude donnée.

Les cations divalents, tels que Mg?* et Ca?*, peuvent influencer la formation de
biofilm directement par leur effet sur les interactions électrostatiques et indirectement via les
processus d’attachement dépendants de la physiologie en agissant comme des cations
cellulaires importants et des cofacteurs enzymatiques. Malgré le réle potentiellement
important, I’effet des ions Mg?* sur I’adhésion bactérienne et la formation de biofilm a a peine
été étudié. 1l a été démontré que mg 2* influence I’adhérence aux surfaces chez Pseudomonas
spp. Les contraintes hydrodynamiques peuvent provoquer le détachement de parties du

biofilm conduisant a des canaux d’eau étendus dans des structures préformées.

11. 5. Conséquences medicales du développement des biofilms

La contamination des surfaces médicales telles que les cathéters ou les prothéses

articulaires aboutit a la formation de biofilms bactériens qui, outre leur tolérance aux biocides,

16



Rappels Bibliographigues

liberent des bactéries planctoniques a I’origine d’infections systémiques (Figure 8). Méme
chez un individu immunocompétent, la réaction immunitaire ne permet pas de détruire la
communauté bactérienne au sein du biofilm (Costerton et al., 1999 ; Lewis, 2007 ; Le beaux
et Chigo, 2012). Par ailleurs, si 1’administration d’antibiotiques permet la disparition
transitoire des symptomes en éradiquant les bactéries planctoniques, elle n’élimine pas le
biofilm, qui pourra de nouveau constituer une source d’infection. Les biofilms constituent
donc des réservoirs bactériens a 1’origine d’infections chroniques ou récidivantes. Parmi les
complications médicales liées aux biofilms, peuvent étre distinguées les infections liées a un

materiel implanté et les infections chroniques (Figure 8) (Le beaux et Chigo, 2012).
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Figure 8 : Principales infections associéees aux biofilms (Le beaux et Chigo, 2012).

ORL : oto-rhino-laryngologie.
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Notre étude a été réalisée au niveau des laboratoires de pédagogies de la FSNV de I’université

de Blida 1 (Station expérimentale), durant une période d’un mois, de juin a juillet 2022.

Notre travail a concerné I’impact de la production de B-lactamases a spectre élargi
(BLSE) sur I’expression des génes de virulence de souches cliniques d’entérobactéries. Nous
avons choisi comme modele de pathogénicité, la formation de biofilm. Ainsi nous avons
comparé I’intensité de la formation de cette structure entre différentes bactéries avec et sans le

caractere BLSE.
I. 1. Matériel biologique :
» Souches bactériennes sauvages :

Nous avons travaillé sur une collection de 24 souches appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. Ces souches sont d’origine nosocomiale et communautaire. Elles ont été

isolées chez des patients a partir de divers prélevements biologiques.

L’identification de ces souches fut obtenue en utilisant les galeries API20E, suivie d’un
antibiogramme réalisé par la technique de diffusion sur milieu gélosé, selon les normes
préconisées par le comité de 1’antibiogramme de la société francaise de microbiologie (CA-
SFM-2013) (Annexe 1). L’antibiogramme réalisé aprés 1’identification, suggére un éventuel

phénotype BLSE ; les souches produiraient des B-lactamases a spectre élargi.

» Souches curées

Nous avons travaillé sur une collection de souches BLSE ayant été curées de leur plasmide de
résistance (n=11). Le curage a été réalisé en utilisant un agent physique ; la température et un
agent chimique le SDS. Nous n’avons réalisé, expérimentalement, que le curage par la
température. Les souches curées par le SDS ont été obtenues par un autre binbme encadré par
le Dr. AISSANI.

I. 2. Materiel non biologique :
Nous avons utilis¢ de la verrerie, de I’appareillage, des milieux de culture, des réactifs.

Leurs caractéristiques sont résumées dans I’annexe 1.
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Il. Méthodes
I1. 1. Mise en évidence du caractere BLSE chez les souches sauvages

La détermination des phénotypes de la BLSE se fait par la détection des substrats
préférentiels de cette enzyme ; elle se réalise en recherchant les éventuelles images de
synergie en « bouchon de champagne » ou en « entonnoir » qui peuvent apparaitre sur gélose
entre I’amoxicilline-acide clavulanique et une céphalosporine de troisieme génération (Drieux
etal., 2008).

La préparation de la suspension bactérienne ainsi que I’ensemencement d’une gélose
Mueller-Hinton sont réalisés selon la technique de I’antibiogramme en utilisant les disques
d’antibiotiques suivants : 1’amoxicilline-AC-clavulanique (AMC), la ceftazidime (CAZ), la
cefotaxime (CTX), la ceftriaxone (CRO) et ’aztreonam (ATM) sont placés sur la gélose
Mueller-Hinton. La distance entre deux disques est de 30 mm centre a centre. L’incubation des
boites se fait 18 a 24h a 37°C (Nedjai et al., 2012).

Un résultat positif est basé sur l'inhibition des BLSE par l'acide clavulanique, et par
conséquent l'augmentation de l'activité des cephalosporines de troisieme et quatrieme

génération en présence d'acide clavulanique.
Il. 2. Essai de Curage plasmidique

Le curage plasmidique est une étape importante dans I’identification du support
génétique d’un trait phénotypique. Il permet d’éliminer I’ADN plasmidique d’une souche

donnée et d’observer les changements phénotypiques occasionnés par cette perte.

Une multitude des produits d’origine physiques ou chimiques sont capables
d’augmenter de facon significative la fréquence de curage en dehors de sa perte spontanée. De
cette facon il est possible de vérifier la nature de la résistance bactérienne aux antibiotiques,
spécifiquement aux céphalosporines de la 3™ génération et confirmer si elle est portée par le

chromosome ou par le plasmide de la bactérie.

Dans notre étude nous avons utilisé la température comme agent curant de nature
physique. Ce facteur engendre un stress réplicatif. Les bactéries sont obligées donc de se
débarrasser des molécules « facultatives » telles que les plasmides et de garder les composantes

vitales tels les chromosomes.
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» Protocol du curage par élévation de la température d’incubation

Le curage par élévation de la température, consiste a cultiver la bactérie a curer dans un milieu
LB a 45C°, puis effectuer des passages (deux ou plus) toutes les 24h a la méme température

par dilution 1/10 dans le méme milieu.

Aprés ces essais de curage, un isolement sur gélose nutritive est réalisé. Aprés incubation 24h
a 37C °, on procede a une réplique de 100 clones, a ’aide de cure dents stérile sur une gélose

avec et sans antibiotique (céfotaxime, 4 pg/mL).
I1. 3. Recherche de la formation de biofilm

Les biofilms sont recherchés a partir d’une culture bactérienne d’une nuit a 37 °C dans
du LB. Une dilution au 1/100 est réalisée (dans 200uL de LB), puis déposée dans une
microplaque de 96 puits et incubée une nuita 37 °C. Les biofilms sont colores au cristal violet
(1%) ; Le colorant est solubilisé avec de I'éthanol absolu et mesuré par spectrophotométrie a

570-590nm (Maldonado et al., 2006)). L’intensité du biofilm formé est lue comme suit :

- DO > 0.5: Biofilm de forte intensité.
- 0.1 < DO < 0.5: Biofilm de moyenne intensité
- DO <0.1:Biofilm de faible intensité.

I11. Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le logiciel GraphPad Prism v. 6.0 est

utilisé pour analyser les données.

Le test t de student est utilisé pour comparer les différences de moyenne entre les 2
groupes, avec P<0,05 étant considéré comme statistiquement significatif.

20



Résultats et Discussion

I. Résultats de la recherche du phénotype BLSE

Les souches BLSE, au nombre de 24, ont subi un antibiogramme suite a leur
identification. La lecture interprétative évoque un éventuel phénotype BLSE. En effet, de
faibles zones d’inhibition pour les molécules C3G (en I’occurrence le céfotaxime), furent

observées pour 1’ensemble des souches.

Le caractére BLSE a été recherché en réalisant le test de synergie. Une augmentation de
l'activité des céphalosporines de troisieme (céfotaxime) et quatrieme génération (aztréoname)
en présence d'acide clavulanique fut observée pour I’ensemble des souches (Figure 9). Ceci est

fortement indicateur de 1’expression d’une B-lactamase a spectre élargi par ces souches.

Figure 9 : Détection du phénotype BLSE

Observation d’une image de synergie entre le disque d’AMC et de CTX

Le phénotype BLSE est probablement lié, chez nos souches, a la production d’enzymes
de type CTX-M wu les profils de résistance qui ont tous en commun la résistance au céfotaxime.
Le recours a la biologie moléculaire est le meilleur moyen de confirmer ces résultats sur le plan
moléculaire, en amplifiant les génes de la famille blactx.m par PCR. Une étape que nous

n’avons, malheureusement, pas pu réaliser.

Une augmentation dramatique du nombre de B-lactamases a été décrite depuis les années
1980 et est liée presque exclusivement aux B-lactamases de classe A et D (Bush et Jacoby,
2010). Dans la classe A, les BLSE sont les plus répandues et représentent un réel probleme de

santé publique (Coque et al., 2008 ; Pitout et Laupland, 2008). Elles comprennent
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principalement les enzymes TEM, SHV, CTX-M, VEB et GES. Parmi eux, le plus grand
nombre de variantes décrites ces dernieres annees correspond a la famille CTX-M. Cette
diffusion massive des CTX-M a travers le monde a été qualifiée de « pandémie CTX-M ».
Chaque année de nouvelle mise a jour sont publiées concernant la dissémination, la clonalité
des isolats producteurs de CTX-M, 1I’épidémiologie moléculaire, la plasticité protéique ainsi

que I’évolution et I’origine des génes blacTx-m, (Canton et al.,, 2012).

Il. Curage plasmidique par élévation de la température

Dans notre étude, le support plasmidique de la résistance aux C3G, a été recherché par
des essais de curage sur les souches BLSE. En effet, aprés culture bactrienne en plusieurs
passages et incubation a des températures élevées (45°C), nous avons pu obtenir des souches
« curées » devenues sensibles aux C3G, ayant donc perdu le caractére BLSE (Figure 10). Les

résultats de ce curage sont mentionnés dans le tableau I.

Tableau I : Résultat du curage plasmidique par élévation de la température.

Souches BLSE Souches curées (n, %) Souches non cureées (n, %)
K. pneumoniae (n= 16) 7 (43.75) 9 (56.25)
E. coli (n=8) 4 (50) 4 (50)
Total 11 (45.83) 13 (54.16)

L’analyse du tableau | montre que 11 souches sur 16 ont été curées par €lévation de la
température d’incubation. 7 souches de K. pneumoniae soumises au curage par la température,
ont géneéré des curées dépourvues du caractére BLSE. Concernant les isolats d’E. coli, 4 souches

ont été curées.

Les souches curées par le SDS, obtenues dans une précédente étude, ainsi que celles
curées par la température ont été cultivées dans un milieu supplémenté de céfotaxime (4pg/ml),
afin de vérifier la perte de la résistance a ce plasmide. Toutes les souches curées se sont révélées

sensibles au céfotaxime.
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Figure 10 : Curage plasmidique par la température.

A- Boite non sélective ; B- Boite sélective (4pg/ml de CTX)
Encadré rouge : en (A) souche sauvage BLSE ; en (B) la méme souche
curée ayant perdu le plasmide BLSE

Le pourcentage de curage le plus éleve, avec la température, a été obtenu pour 3
souches de K. pneumoniae (tous les clones analysés ont perdu leur plasmide) et une souche E.

coli (94.28% des clones analysés ont perdu leur plasmide) (Tableau II).

Tableau Il : Résultat du curage plasmidique par élévation de la température.

Souches Clones analysés (n) Clones curés (n, %)
K. pneumoniae Kpl 49 49 (100)
(n=7)
Kp2 39 2 (5.12)
Kp3 30 3 (10)
Kp4 37 14 (37.83)
Kp5 38 38 (100)
Kp6 28 26 (92.85)
Kp7 34 34 (100)
E. coli Ecl 35 33(94.28)
(n=4)
Ec2 32 17 (53.12)
Ec3 29 5 (17.24)
Ecd 23 20 (86.9)
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Les souches ayant été curées ont donc un nouveau phénotype dit « sensible aux C3G ».
Ce phénotype est attribué a la perte du plasmide porteur du géne blacrx-m. La température
¢levée, lors de 'incubation, a rendu les plasmides BLSE, instables, ce qui a conduit a des

défauts de réplication et de partition entre les celles filles apres division cellulaire.

L'effet de la température a été étudié par Wouters et al. (1980) sur la souche E. coli PC221
(pBR322). Ils ont montré que l'apparition de cellules dépourvues de plasmide survenait plus tét
lorsque la température de culture était plus élevée (42°C au lieu de 37°C). Coutinho et
Hjortso (1988) ont obtenu des résultats identiques avec E. coli B (pECA306). Ces auteurs ont
de plus démontré que I'augmentation de l'acidité du milieu de culture contribuait a augmenter

la probabilité de perte de plasmide.

Les agents curant tels que la température induisent une instabilité plasmidique. Cette
derniére peut se définir comme la variation du nombre de plasmides dans les cellules ou leur
modification. La distribution du nombre de copies de plasmides lors de la division cellulaire
dépend de la réplication et la partition, deux phénomenes totalement indépendants. L'instabilité
plasmidique peut étre, dans certains cas, directement reliée au phénoméne de partition ; on parle
alors d'instabilité plasmidique ségrégationnelle. Elle peut aussi étre due a des changements

physiques dans la structure de I'ADN plasmidique, s’agissant donc d’une instabilite structurale.

I11. Résultats de la relation du plasmide de résistance sur la formation de biofilm

Dans la littérature, il est fait mention de I’influence du plasmide de résistance sur la
virulence et la pathogénicité de la souche bactérienne qui I’héberge. Cette relation entre les
deux entités est parfois identifiée comme étant de 1’ ordre statistique, alors que parfois, elle est
décrite comme étant physique (les génes de virulence et de résistance étant portés par le méme

support génétique).

Dans notre étude, nous avons comparé ’intensité du biofilm formé par des souches
sauvages BLSE et des souches n’exprimant pas ce caractere du fait d’'une perte plasmidique.
Les résultats indiquent que toutes les souches quel que soit leurs profils de résistance, formaient

un biofilm de forte intensité (les DO étaient supérieurs a 0.5).
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Nos résultats sont en accord avec les résultats d’Aljanaby et Alhasani (2016), El
Ferta-Aissani et al. (2013) et Shon et al. (2012), qui indiquent que les entérobactéries sont de

bons producteurs de biofilm.

De nombreuses études mettent I’accent sur le probleme que constitue le développement
d’une telle structure dans la pathogénése des infections nosocomiales. En effet, ce mode
d’organisation promeut la persistance des bactéries dans un biofilm et donc 1’établissement
d’infections chroniques. Au sein de ce biofilm, les bactéries sont protégées de 1’action des
antibiotiques et des défenses de I'n6te. Elles communiquent plus facilement par le quorum
sensing afin d’induire I'expression des geénes de virulence. Chez les individus hospitalisés ou
atteints de maladies lourdes, le risque lié a la formation de biofilm est plus important. En effet,
ces patients sont souvent sondés, cathétérisés ou portant une prothése ; c’est autant de surface
abiotique adheésive permettant la fixation, la colonisation et la formation de ces tissus
bactériens (Tremblay et al., 2014).

Nous avons comparé I’intensité du biofilm formé par les souches pour lesquelles nous
avons des curés a notre disposition. Les résultats de 1’étude statistique aprés application du test

t de Student, montrent que :

» il n’y a aucune différence significative, entre la moyenne des densités optique pour le
groupe BLSE (1.8180 £ 0.0808) et leurs curés par la température (1.8564 + 0.0570). La
valeur P étant de 0.7001.

» il'y a une différence significative entre le groupe BLSE (1.7493 + 0.1056) et ses curés
par le SDS (1.9898 + 0.0165). La valeur P étant de 0.0320. Il semblerait que la perte
plasmidique ait eu un effet positif sur la formation de biofilm.

La résistance aux antibiotiques chez les bactéries est liée a la présence de mutations
chromosomiques ou a I’acquisition de génes de résistance, souvent portés par des ¢éléments
génétiques mobiles, qui permettent a la bactérie de survivre malgré la pression sélective des
antibiotiques. Ces mutations chromosomiques s’accompagnent souvent d’un cotit biologique
pour la bactérie, ce coft est plus faible avec I’acquisition de plasmides de résistance. Ainsi, la
résistance des bactéries aux antibiotiques est associée dans la plupart des cas, directement ou
indirectement, a une diminution de leur virulence et de leur compétitivité (« fitness »).
Cependant, certaines données montrent également le contraire, et il est de plus en plus évident
que la relation est souvent d'un plus grand bénéfice pour I'agent pathogéne, ce qui complique

davantage la situation et constitue un sérieux probléme de santé publique (Kempfet al.,2012).
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Dans ce qui suit, nous vous rapportons quelques études concernant ce sujet et faites sur des

souches cliniques de K. pneumoniae et E. coli.

Yazgan et al. (2018) ont constaté que des isolats de K. pneumoniae de phénotype BLSE,
formaient des biofilms de plus grande intensité comparé aux souches KPC (productrices de
carbapénémases). lls ont remarqué que cette caractéristique était associée a des génes de

virulence, également portés par les plasmides BLSE.

L’équipe de Sahly a longuement étudié I’effet du plasmide BLSE sur 1’expression des
facteurs de virulence chez I’espéce Klebsiella pneumoniae. En effet, Sahly et al. (2008) ont
rapporté que l'acquisition de plasmides BLSE conduit a des changements dans I’ expression des
génes chromosomiques codant les fimbriae, affectant par la suite la capacité d'invasion des
souches testées (Sahly et al., 2008).

Dans I’étude de Hennequin et al. (2007), il est rapporté que la présence des plasmides
BLSE altére la capacité d'adhésion basale de la souche receveuse (ayant recu ce plasmide par
conjugaison), alors que les souches curées n’ayant plus de plasmide BLSE, adhérent plus que
les souches parentales. Plus tard, Hennequin et al. (2012) ont montré que les plasmides

porteurs des genes CTX-M-15 n’ont aucune influence sur la capacité de formation de biofilms.

La relation entre le plasmide BLSE et D’expression des facteurs de virulence
(particulierement la formation de biofilm) est tout aussi ambigué chez E. coli que chez K.
pneumoiae. En effet, des études ont identifié divers facteurs de virulence dans les isolats d'E.
coli producteurs de CTX-M et ont montré que les isolats d'E. coli ST131 producteurs de NDM-
1 hébergent plus de génes de virulence que les autres clones (Peirano et al., 2011). D'autre part,
une autre étude a suggéré que la production de I'enzyme CTX-M-15 n'était pas associée a la

virulence dans les isolats d'E. coli in vivo (Dobois et al., 2009).

L’étude de Shin et Ko (2015) a réveélé que les isolats d'E. coli ST131 non producteurs de
BLSE, étaient plus compétitifs et virulents que les isolats d'E. coli ST131 producteurs de CTX-
M, en ce qui concerne la formation de biofilm et la résistance au sérum. Cependant, certains
transconjugants n'ont montré aucune réduction de virulence, et la plupart des transconjugants
n'‘etaient pas moins compétitifs que leurs hotes sensibles. Dans le méme sillage, Rehab et al.
(2020) ont constaté que les souches extra-intestinales d’E. coli isolées a partir d'échantillons
d'urine et de sang, possédent toute une batterie de facteurs de virulence et de génes de résistance,

et ont une grande capacité a produire un biofilm.
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Schaufler et al. (2016) ont étudié 1’influence du plasmide BLSE sur I’expression du géne
csgD (curlin subunit geneD ; codant un régulateur transcripitionnel) qui régule les interactions
entre le biofilm et la motilité (Hammar et al., 1995 ; Dudin et al., 2014). Cette étude pilote a
montré que le plasmide BLSE ne conduit pas nécessairement a une perte des aptitudes de
croissance et métabolique. Certains plasmides BLSE dans certaines souches peuvent influencer
I'expression des génes chromosomiques, en particulier ceux qui modulent les modes de vie

sessiles et planctoniques, comme le géne csgD.

Les processus évolutifs qui sous-tendent la persistance des plasmides ne sont pas bien
compris. Les plasmides bactériens peuvent porter des génes codant pour des traits qui sont
parfois bénéfiques pour leurs hotes, comme la résistance aux antibiotiques, la virulence, la
résistance aux metaux lourds, le catabolisme de sources uniques de nutriments (Lili et al., 2007
; Slater et al,. 2008 ; Rankin et al., 2011). Cependant, quand la pression de sélection liée a
un antibiotique a disparu, les modifications du bagage génétique de la bactérie ayant conduit a
une résistance a I’antibiotique peuvent entrainer un colt biologique pour la bactérie, c’est a dire

une réduction de sa compétitivité, et donc de sa « fitness » (Kempfet al., 2012).

Les effets des plasmides sur la compétitivité au sens large ne sont pas toujours clairs. Par
exemple, un plasmide peut étre bénéfique lorsque son héte bactérien est exposé a un nouveau
facteur de stress, mais préjudiciable une fois que le facteur de stress est supprimé (Vogwill et
MacLean 2015). Dans ces conditions, on s'attend a ce que les bactéries dépourvues du plasmide
« colteux » surpassent les souches porteuses de plasmide, en raison du colt biologique que
génere le plasmide (Enne et al., 2004 ; San Millan et MacLean, 2017)...Mais ce n’est pas

toujours le cas, d’ou le « paradoxe du plasmide ».
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Notre étude comparative visait a etudier le role des plasmides BLSE dans la potentialisation de la
virulence des entérobactéries. Nous avons choisi comme facteur, la formation de biofilm. Nous
avons travaillé sur une collection de souches appartenant a la famille des Enterobacteriaceae a

I’origine de diverses infections chez I’homme. Dans notre travail de recherche nous avons :

» Observé une résistance aux céphalosporines de 3éme génération, tout particulierement au
céfotaxime.

» Confirme le phénotype BLSE grace au test de synergie pour les 24 souches analysées.

> Déterminé le support génétique du caractere BLSE par des expériences de curage
plasmidique.

> Obtenu un taux de curage de 45.83% en élevant la température d’incubation

Dans la premiere partie de notre étude nous avons, comme de nombreuses études, mis en
évidence des profils de résistance aux antibiotiques inquiétants, pouvant mettre en péril la vie de
I’individu. La résistance aux C3G constitue un véritable frein a la mise en place d’une thérapie
anti-infectieuse rapide et efficace. Le clinicien pourrait se retrouver devant une impasse
thérapeutique, n’ayant plus de molécules en réserve. Le faire que ce phénotype soit due a
I’expression de génes plasmidiques, complique encore plus la situation. En effet, une diffusion
pandémique des BLSE est observée depuis de nombreuses années, du fait du transfert, par

conjugaison, des plasmides en question.

Dans la deuxiéme partie de notre travail, nous nous sommes intéressés a I’'impact de la présence
d’un plasmide BLSE sur la formation de biofilm étant un important facteur de virulence souvent
incriminés dans les infections récurrente chez ’homme. Les résultats indiquent que la perte

plasmidique :

» n’aeu aucun effet sur la formation de biofilm en comparant son intensité entre sauvages et
curés.
» A eu un effet positif sur la formation de biofilm. L’intensité de ce dernier s’est vue

diminuée chez les souches ayant perdu le plasmide BLSE.

Ces résultats confirment le caractere ambigu de la relation entre le plasmide de résistance et la
virulence d’une souche. Tant6t le plasmide est une lourde charge pour la bactérie qui doit alors

s’en libérer pour espérer s’adapter aux mécanismes de défenses de 1’hoéte ; tantot ce plasmide pour
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contribuer a I’adaptation de ces bactéries en en association les deux caractéres (résistance et
virulence) dans une méme structure génique. Certains scientifiques considerent méme la résistance

aux antibiotiques comme étant un facteur de virulence.

Afin d’améliorer ce travail, il serait intéressant d’¢largir la collection de souches en associant
dessouches non productrices de BLSE et des transconjugants. Nous aurons ainsi une meilleure
vision et une comparaison plus exacte, sur le plan statistique entre les différents groupes. Il serait
aussi tres pertinent de i) caractériser sur le plan genétique les profils de résistance en déterminant
aussi son environnement génétique, ii) caractériser sur plan genétique et phénotypique d’autres
facteur de virulence et iii) d’analyser 1’expression de genes de virulence connus (tels que les
adhésines, sidérophores, toxines...etc.) par RT-PCR et développer un modé¢le murin d’infection

par les différents groupes bactériens.
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l. Appareillages
Autoclave (Pb-INTERNATIONAL), Bain-marie (MEMMERT),
Etuve 37° (MEMMERT) , Spectrophotométre visible (MEDLINE),
Balance de précision (KERN), Agitateur magnétiqgue (RUHRO MAG),
Réfrigérateur (ENIEM), Bec-Bunsen

Il . Verrerie et autres matériels

Micropipettes 100, 1000 et ul (SCI LOGEX), Microplaques 96 puits,
Tubes a essai a vis stériles, Ensemenceurs, Barreau magnétique Boites

de Pétri en plastique, Flacons stérile, Entonnoirs , Béchers
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Spatule, Pipettes graduées stériles a différents volumes, Pipettes Pasteur
Galeries biochimiques API 20E (Biomérieux), B éc hers, Cristallisoirs

111 . Milieux de culture
I11.1. Luria Broth (LB) :

o Extrait de [eVUres........cccovviiivcinrciee, 2.5¢
NaClii e 59

®  TIYPLONE .o 59

o FEaudistillée......cooiiniiiiiiiceees 500 ml

11 . 2. Gélose nutritive (GN):

®  GN (POUAIE) .o 599
o Eaudistillée.....cccoovvieiiiieiiiiercecn 1L

I11. 3. Mueller Hinton (MH) :

o MH (POUAIE) ...ooveieiiieeeeee e 389
o FEaudistillée......coooniiniiiniiicee, 1L

11 . 4. Colorants et réactifs


https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_distill%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_distill%C3%A9e
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Annexe 2 : Matériel

Appareillages

Autoclave (Pb-INTERNATIONAL), Bain-marie (MEMMERT), Bec-Bunsen
Etuve 37°(MEMMERT), Spectrophotomeétre visible (MEDLINE),
Balance de précision (KERN), Agitateur magnétique (RUHRO MAG),
Refrigérateur (ENIEM),

Verrerie et autres mateériels
Micropipettes 100, 1000 et ul (SCI LOGEX), Microplaques 96 puits,
Tubes a essai a vis stériles, Ensemenceurs, Barreau magnétique, Cristallisoirs
Boites de Pétri en plastique ; Flacons stérile, Entonnoirs, Pipettes Pasteur
Spatule, Pipettes graduées stériles a différents volumes, Béchers,

Galeries biochimiques APl 20E (Biomérieux), Béchers,
Milieux de culture

Luria Broth (LB) :

o Extrait de [eVUres.......ccooovviniciniciee, 2.5¢

®  NACl..oiii 59

®  TIYPLONE .o 59

o FEaudistillée......cooiiniiiii, 500 ml

Gélose nutritive (GN) :

o GN (POUIre) ..ocoeveiieiieieeeeeee e 599
Eau distillée.......ccoovvvveieeeeee e 1L

Mueller Hinton (MH) :

MH (POUIE) ..o 38¢
Eau distillée.......ccevvveveiieceec e, 1L

Colorants et réactifs

o Eaudistillée.....ccooonniiiien 10 ML
o Cristal violet (poudre) .........ccccovvivrrerinnnnns 0.2¢9
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