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Introduction

L’antibiorésistance est la capacité de certaines bactéries a rendre inefficace l’action des
antibiotiques. Cette capacité peut étre naturelle (la bactérie, par sa structure et ses
caractéristiques génétiques intrinseques, n’est pas sensible a ’antibiotique) ou acquise
(la bactérie a obtenu, via des modifications de son génome, des caractéres de résistance

aux antibiotiques).

Mise en évidence pour la premiere fois en 1940, soit 12 ans aprés la découverte de la
pénicilline, le premier antibiotique, par Alexander Fleming, 'antibiorésistance est un
phénoméne étroitement corrélé a Uévolution des antibiotiques, auxquels de

nombreuses bactéries ont désormais la capacité de s’adapter.

Un des principaux problémes de U'antibiorésistance est 'impossibilité de traiter via des
antibiotiques classiques des infections autrefois faciles a prendre en charge, ces

molécules étant devenues inefficaces, ce qui représente un recul en médecine.

Ce phénomeéne est un enjeu majeur mondial de santé publique humaine : 1,27 million
de personnes décedent chaque année a cause d’infections a des bactéries résistantes
(1), et U organisation mondiale de la santé (OMS) considere aujourd’hui
Uantibiorésistance comme étant 'une des dix plus grandes menaces pour la santé

publique auxquelles se trouve confrontée ’humanité (2).

La santé animale n’est pas non plus épargnée : les animaux domestiques ou de rente
sont en effet aussi exposés aux bactéries multirésistantes, d’une part par leur
consommation d’antibiotiques, et d’autre part du fait de contaminations avec des
bactéries humaines, ou de lUenvironnement, ayant développé des caracteres de

résistance.

Ainsi, dans une optique de réduction des antibiotiques en médecine vétérinaire, le
ministére chargé de U'agriculture a établi en 2012 le plan EcoAntibio, promouvant un
usage raisonné de ces molécules. Ce plan national quinquennal a été reconduiten 2017
sous le nom « EcoAntibio 2 ». De plus, 'agence nationale de sécurité sanitaire de

l'alimentation, de l'environnement et du travail (ANSES), via son réseau Résapath, établit
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chaque année depuis 1982 un état des lieux de lUantibiorésistance des bactéries

pathogenes isolées de 'animal.

Parmi les bactéries d’importance critique pour la recherche de nouveaux antibiotiques
établie par TOMS en 2017 figure, aux c6tés des souches résistantes aux carbapénemes
de Pseudomonas aeruginosa et des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae
résistantes aux carbapénemes et céphalosporines de troisieme génération, la bactérie
Acinetobacter baumannii (3). Ce germe est considéré comme résistant a de trés
nombreux antibiotiques, si bien qu’il a été classé, avec cing autres bactéries, parmi les
agents pathogenes ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.),
des agents infectieux ayant un trés fort taux d’antibiorésistance et causant des

infections nosocomiales (4).

Responsable de deux a 10 % des infections nosocomiales en Europe et aux Etats-Unis
(5), cette bactérie est extrémement délicate a éradiquer, car elle présente a la fois une
grande robustesse dans ’environnement et dans Uorganisme. A. baumannii est en effet
caractérisé par une importante capacité a acquérir des résistances via différents
meécanismes, dont le transfert horizontal de génes. Le traitement des surinfections a
Acinetobacter chez les patients hospitalisés en soins critiques est un véritable enjeu, en

particulier en temps de pandémie de maladie a coronavirus 2019.

L’objet de ce travail est de faire un état des lieux des infections par A. baumannii, y
compris en meédecine vétérinaire, dans un premier temps, puis d’étudier les
meécanismes d’acquisition de caracteres d’antibiorésistance par ces micro-organismes
ainsi que leur support génétique. Ainsi, la partie expérimentale de cette these consistera
en une étude de Uinfluence du milieu de développement de la bactérie sur 'expression
d’un geéne responsable de la transformation bactérienne, moteur de 'acquisition de la

résistance aux antibiotiques chez cette bactérie.
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Partie bibliographique : Acinetobacter baumannii,
un agent multirésistant opportuniste

1. Acinetobacter : caractéristiques générales

1.1. Historique

Les bactéries du genre Acinetobacter ont été découvertes en 1911 par le bactériologiste
néerlandais Martinus Willem Beijerinck, qui les a d’abord isolées du sol et appelées
Micrococcus calcoaceticus (6). Au cours des décennies suivantes, cette bactérie a été
isolée a plusieurs reprises et ainsi porté divers noms comme Moraxella lwoffi,

Alcaligenes hemolysans, Mirococcus calcoaceticus, et Herellea vaginicola (7).

Ce n’est qu’en 1954 que le nom d’Acinetobacter (du grec akivnto, «immobile » et
Baktnp « bactérie ») est proposé par Brisou et Prévot, afin de différencier les bactéries
immobiles des bactéries mobiles du genre Achromobacter (7), méme si cette
dénomination n’est réellement reconnue qu’en 1968 a la faveur de travaux plus

complets entrepris par Baumann et al. (8). En 1971, le genre est reconnu officiellement

(9).

Les deux premieres especes officiellement décrites du genre Acinetobacter dans la
« approved list of bacterial names » furent A. calcoaceticus et A. woffi, la premiere ayant

la capacité d’oxyder le glucose, contrairement a la seconde (10).

De nombreuses nouvelles évolutions taxonomiques ont depuis été faites au gré des
avancées des méthodes d’identification, notamment en 1986 par Philippe Bouvet et
Patrick Grimont, qui mettront en évidence, via des techniques d’hybridation de U'acide
désoxyribonucléique (ADN), 12 nouvelles espéeces d’Acinetobacter, dont Acinetobacter

baumannii (11).

Le genre Acinetobacter compte aujourd’hui 74 especes différentes (figure 1) et est
toujours sujet a des évolutions taxonomiques (12). De nouvelles especes sont
régulierement décrites comme Acinetobacter chinensis, mise en évidence en 2018 dans

les eaux usées d’un hopital a Chengdu, en Chine (13).
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La grande majorité des especes pathogenes d’Acinetobacter font partie d’un groupe de
six bactéries distinctes, le complexe Acinetobacter calcoaceticus -A.baumanni (Acb)
qui, a Uinstar du genre, s’est élargi au cours du temps. Ces especes sont génétiqguement
proches entres elles et distinctes d’autres bactéries du genre Acinetobacter (14).
Composé, a sa premiere formulation, en 1991, des bactéries A. calcoaceticus, A.
baumannii et Acinetobacter genomic species 3 et 13 (plus tard renommées
Acinetobacter pittii et Acinetobacter nosocomialis, respectivement) (15), il s’est agrandi
etinclut désormais les germes Acinetobacter seifertii (14) et Acinetobacter dijkshoorniae

(16).
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Figure 1 : arbre phylogénétique du genre Acinetobacter (issu de (17)).

Cet arbre est fondé sur lalignement des familles de protéines du génome coeur. Les triangles
correspondent aux taxons de méme espece. L’échelle correspond au nombre moyen de substitutions par
site. Bootstrap : proportion de phylogénies simulées (sur 100), contenant le noeud en question.

22



1.2. Caractéristiques microbiologiques

Les bactéries du genre Acinetobacter sont des coccobacilles Gram -, non mobiles, a
métabolisme aérobie strict, catalase positives et oxydase négatives (18) (figure 2). Les

especes de ce genre peuvent différer par d’autres caractéristiques microbiologiques

(tableau l).

T H20-1.t4¢ m—
Print Mag: 21500x 9 7.0 in 500 nm
h:41 03/03/16 HV = 80kV
EEEEEEEREER Direct Mag: 30000x

R700 15.0kV 12.4mm x30.0k SE(UV) 3/8/2016 1.00um AMT Camora Systoes

Figure 2 : Images d’A. baumannii American Type Culture Collection (ATCC) 17978
en microscopie électronique en transmission (MET) (gauche) et a balayage (MEB)
(droite) (issu de (19)).
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Tableau | : Caractéristiques métaboliques des principales espéces d'Acinetobacter
((adapté de (20) et (21))).

Croissance
s Espece SIS Catalase Oxydase Mobilité Hémolyse OF du Gélatinase Arginase
d’Acinetobacter 37 44 glucose
Complexe Acb + + + - - - + - +
A. lwoffii + - + - - - - - -
A. junii + - + - - - - - +
A. johnsonii - - + - - - - - \
A.
+ - + - - + V + +

haemolyticus

OF : Oxydation/fermentation du glucose ; V : variable

1.3. Pathogénie
1.3.1. Contexte d’infections

1.3.1.1. En médecine humaine

Si le genre Acinetobacter comprend de nombreuses espéces, c’est la bactérie A.
baumannii qui est responsable de la majorité des infections chez ’'Homme. Cet agent
seul est en effet retrouvé dans 85 a 90% des cas de bactériémie dues a Acinetobacter,
les autres especes pathogenes du complexe Acb ayant une moins grande incidence

clinique (22).

Il est depuis longtemps établi que les especes d’Acinetobacter autres que A. baumannii
comportent de nombreux réservoirs extra-hospitaliers: on les retrouve dans
Uenvironnement, dans les sols ou encore parmi la flore commensale de 'Homme

(tableau Il). Ces espéeces sont considérées comme ubiquitaires (23).
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Tableau I
baumannii (d’apres (23)).

: habitat identifié des principales espéces d’Acinetobacter non-

Espece
Milieu Pays Référence
d’Acinetobacter

Boue Allemagne (24)

Eaux usées Danemark (25)

Eau Danemark (25)

A. lwoffii Produits de la mer Danemark (25)

Animaux Liban (26)

Légumes Royaume-Uni (27)

Peau humaine Hong Kong (28)

Boue Allemagne (24)

Eaux usées Danemark (25)

Eau Croatie (29)

A. junii

Animaux Liban (26)

Sol Chine (30)

Peau humaine Hong Kong (28)

Boue Allemagne (24)

Eaux usées Danemark (25)

A. johnsonii Eau Croatie (29)

Animaux Liban (26)

Peau humaine Hong Kong (28)

A. Eau Croatie (29)

haemolyticus Peau humaine Inde (31)

Concernant A. baumannii, sa principale localisation — et la plus problématique —est le
milieu hospitalier, qu’il s’agisse d’hdpitaux civils ou d’hépitaux militaires provisoires
déployés en zone de guerre. Cette bactérie est en effet responsable de nombreuses
infections nosocomiales de différents types. Elle peut étre la cause de véritables
épidémies dans les hopitaux, entrainant la fermeture de services de soins intensifs pour

en nettoyer lintégralité des équipements (32). Elle présente une grande capacité
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d’adhésion et de survie sur diverses surfaces, telles les muqueuses respiratoires,
urinaires ou gastro-intestinales (33) mais aussi le matériel médical, comme les
cathéters intraveineux, les sondes urinaires (figure 3) ou encore les respirateurs
artificiels (34). Cette résistance dans LUenvironnement lui vient de plusieurs
mécanismes, comme la résistance a la dessication (35) ou encore la capacité a former
des biofilms (36), permettant ainsi une meilleure protection aux agressions du milieu
extérieur ainsi qu’une résistance accrue aux antibiotiques. La transmission manuportée

est également souvent mise en cause dans les infections en milieu hospitalier (37).

WO AL e UMR 818
Phols W'« D618 L

o
ot cud 15.00 %Y Grand = 300K X CZ8s0

Figure 3: image en microscopie électronique a balayage d’un biofilm
d’Acinetobacter baumannii sur une sonde urinaire (x3000) (issu de (38)).

L’existence de réservoirs extra-hospitaliers d’A. baumannii a longtemps été discutée
dans la littérature scientifique. Toutefois, a Uaide de nouvelles méthodes
d’identification, A. baumannii a pu étre identifiée sur la peau humaine (39,40), dans des
selles (41), ou encore sur une tres grande variété d’animaux, montrant ainsi que ces
derniers pouvaient aussi constituer un réservoir de la bactérie (42). Cependant, iln’ya a
ce jour aucune preuve de transmission biologique de ’animal a 'lHomme et Uinfection a

A. baumannii n’est pas considérée comme une zoonose.

On retrouve également A. baumannii dans Uenvironnement : dans le sol (43), sur des
légumes (27) et sur diverses surfaces, comme des tables dans des parcs ou encore des
consoles de jeu (44). Le lien entre cette présence d’A. baumannii dans ’environnement
et lafréquence des infections chez des soldats blessés a la guerre est toutefois discute,
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Uhypothese d’une contamination des hoépitaux militaires déployés en zone de guerre

étant en effet plus vraisemblable (45,46) (figure 4).
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Nature Reviews | Microbiology

Figure 4 : les différentes voies possibles d’infection nosocomiale par Acinetobacter
baumannii (adapté de (47)).

1.3.1.2. En médecine vétérinaire

En médecine vétérinaire, comme en médecine humaine, la plupart des infections a
Acinetobacter sont des infections a A. baumannii (48), méme si des infections a A. pitii
et A. nosocomialis sont aussi décrites (49). S’il ne s’agit pas encore d’une menace aussi
importante qu’en médecine humaine —sans doute parce peu d’attention est portée a
cette bactérie en médecine vétérinaire— tout porte a croire que la prolifération de

souches multirésistantes d’A. baumannii deviendra rapidement un probleme de taille,
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en particulier au sein des structures disposant de chenils d’hospitalisation pouvant

accueillir de nombreux animaux.

En médecine vétérinaire, la plupart des infections répertoriées concernent des animaux
de compagnie : chats, chiens et chevaux. A Uinstar de la médecine humaine, c’est dans
des structures hospitalieres que la plupart des infections ont lieu. Le matériel médical
est une source majeure de contamination (50,51), mais un passage cutané, via des
plaies ouvertes, est aussi fréequemment décrit (50,52). En effet, il existe un portage sain
d’Acinetobacter chez les animaux de compagnie (53). De plus, ces infections touchent
préférentiellement des animaux ayant des comorbidités et un historique

d’hospitalisation (52).

A. baumannii a également été retrouvé dans les selles de diverses especes d’animaux

de rente, comme les vaches (54,55) et les porcs (55).

Enfin, de nombreux autres animaux peuvent également étre porteurs de ce

coccobacille : lapins, furets, rats, mais également canards et serpents (56).

1.3.2. Types d’infections
1.3.2.1. En médecine humaine

A. baumannii est impligué dans de nombreux types d’infections, en particulier
nosocomiales. Des cas de pneumonies acquises chez les patients sous ventilation
assistée (PVA) sont décrits et associés a une longue durée d’hospitalisation et/ou de
ventilation mécanique. Un facteur augmentant significativement le risque d’infection est
la fréquence élevée d’exposition aux antibiotiques, entrainant une résistance accrue de
ce microorganisme (57). La contamination du matériel de ventilation est également mise
en cause (58). Bien que cela soit rare, il est a noter que des cas de pneumonie ont
également été décrits dans un contexte extrahospitalier, caractérisées par une évolution

aigué et associées a une bactériémie et un taux de mortalité variant de 40% a 60% (59).

Si les affections respiratoires nosocomiales a A. baumannii sont les plus significatives
cliniguement, ce germe a aussi été isolé dans d’autres liquides biologiques : urine, sang,

pus, liquide péritonéal (60) et est potentiellement responsable de nombreux autres
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types d’infections nosocomiales, comme des infections urinaires (61) souvent liées a
des sondes urinaires contaminées. Des endocardites (62) et des endophtalmies (63)
sont également décrites, ainsi que des bactériémies. Ces derniéres revétent un taux de
mortalité variant de 34 a 43,4% en structure de soins intensifs (64). Des cas de
méningites post-chirurgicales aprés linstallation d’un drain extraventriculaire ont

également été mis en évidence, avec un taux de mortalité allant jusqu’a 70% (65,66).

Enfin, des surinfections de brdlures (67) ou de plaies lors de blessures de guerre sont

fréguemment observées (68).

1.3.2.2. En médecine vétérinaire

En raison du faible nombre d’études sur le sujet, il est difficile de classer par fréquence
le type d’infections retrouvées chez les animaux. On retrouve toutefois A. baumannii
impliqué dans des infections urinaires (50,69), des pyodermites (70), des fasciites
nécrosantes (71) et autres plaies cutanées (50). Enfin, ce germe est également retrouvé
lors d’infections liées au matériel médical contaminé, comme en médecine humaine :

sondes urinaires, drains pleuraux (50), et sites de cathéters veineux (51).

1.3.3. Traitements
1.3.38.1. En médecine humaine

Le traitement antibiotique est la pierre angulaire de la prise en charge d’infections a A.
baumannii. Selon le type d’infection, un traitement de soutien ou un traitement local

peut-étre nécessaire en plus du traitement antibactérien.

La prise en charge des infections a A. baumannii est extrémement délicate. Cette
bactérie arbore en effet des résistances contre de nombreux antibiotiques, aussi le
nombre de molécules restantes dans la pharmacopée est limité. Le taux de sensibilité
d’A. baumannii a divers antibiotiques est alarmant (tableau lll). Ces faibles taux de

sensibilité rendent impossible le traitement des infections a A. baumannii par ces
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antibiotiques, ou alors impliquent d’augmenter leur dose, de modifier leur voie

d’administration ou de les utiliser en synergie avec d’autres antibiotiques.

Tableau lll : sensibilité de diverses souches d’A. baumanni, multi drug resistant
(MDR) ou non, a certains antibiotiques, entre 2013 et 2014 (d’apres (72)).
Nombre % sensibles
Continent
d'échantillons IMP CRO CIP SAM TZP
Toutes les
souches
Afrique 65 18,5 12,3 27,7 18,5 16,9
Asie 405 26,9 19,5 21,2 22,7 22,0
Europe 201 11,4 55 45 11,4 5,5

A.baumannii MDR

Afrique 53 1,9 0,0 15,1 3,8 0,0
Asie 311 48 1,0 06 29 29
Europe 188 5,3 1,1 0,5 6,4 0,5

IMP: imipenéme; CRO: ceftriaxone; CIP: ciprofloxacine; SAM: ampicilline/sulbactam;

TZP : piperacilline/tazobactam ; MDR : multi-drug resistant

Considérant le caractére multi-résistant de nombreuses bactéries du genre
Acinetobacter, la réalisation d’un antibiogramme est indispensable avant d’entamer un
traitement antibiotique. Selon les résultats de lUantibiogramme, différents profils
d’Acinetobacter peuvent étre obtenus, orientant alors le traitement antibiotique

(tableau 1V).
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Tableau IV : profils de résistance d’Acinetobacter observés classiquement (d’apres
(73)).

Nom de la souche Résistant a Options thérapeutiques
e Pénicillines
Carbapénémes?®
Multi Drug Resistant ® Céphalosporines
Polymyxines (dont
(MDR) * Fluoroquinolones
colistine)
e Aminoglycosides
e Mémes antibiotiques de ci- Polymyxines (dont
Extensively Drug
dessus colistine)
Resistant (XDR)
e Carbapénemes Tigécycline®
e Mémes antibiotiques que ci-
Pan Drug Resistant dessus Associations
(PDR) * Polymyxines d'antibiotiques

¢ Tigécycline

Le traitement de choix aux infections a Acinetobacter a longtemps été les
carbapénémes, mais U'apparition et le développement de souches résistantes a ces
antibiotiques ont poussé les équipes médicales et de recherche a se tourner vers des

alternatives thérapeutiques (49).

1.3.3.1.1. Colistine

La majorité des souches d’Acinetobacter y étant sensible, avec des taux de souches
résistantes inférieurs a 1% (74), les antibiotiques de la famille des polymyxines, dont la
colistine, sont une alternative thérapeutique fréquemment choisie. La colistine présente
une activité bactéricide concentration-dépendante et est administrée par voie
intraveineuse ou par inhalation. Elle présente toutefois une toxicité neurologique et
rénale en cas de surdosage et d’administration conjointe a d’autres molécules, comme

la rifampicine (49).
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Les études concernant la colistine en monothérapie sont peu nombreuses. Certaines
indiquent une plus grande efficacité lorsqu’elle est utilisée en bithérapie avec un autre
antibiotique dans le cas de bactériémies a A. baumannii ultra-résistant aux antibiotiques
(XDR) (72,2% de mortalité a Uhdpital en monothérapie contre 52,3% en association) (75)
et d’autres n’observent aucune différence dans le taux de mortalité a 30 jours chez des
patients atteints de septicémie causée par A. baumannii multi-résistant aux
antibiotiques (MDR) (24,2% pour la bithérapie, 23,5% pour la monothérapie) (76). Une
bithérapie avec de la colistine associée a la fosfomycine semble étre aussi efficace que
la colistine seule en termes d’évolution clinique et de mortalité a 28 jours, mais plus
active dans Uéradication de la bactérie a la fin du traitement dans le cas d’infections

diverses a A. baumannii XDR (77).

1.3.3.1.2. Tigécycline

Les études in vivo concernant la tigécycline sont également limitées, et les quelques
travaux traitant de cet antibiotique n’ont pu aboutir a un consensus. En effet, une étude
montre des résultats satisfaisants concernant le traitement avec de la tigécycline en
monothérapie, notamment en comparaison avec la colistine utilisée seule ou en
combinaison avec la tigécycline, chez des patients souffrant de diverses infections liées

a A. baumannii (78).

Une autre étude n’a pas montré de différence dans la mortalité a 30 jours entre des
patients ayant recu de la tigécycline seule ou en association et ceux ayant recu de
Uimipenéme et du sulbactam dans le traitement d’infections a A .baumannii XDR (79).
La tigécycline semblait légéerement moins efficace que Uimipenéme dans le cas de
pneumonies nosocomiales, en particulier lors de PVA, dans une autre étude (80), et
autant que le sulbactam, associé ou non a "ampicilline chez des patients hospitalisés

pour pneumonie nosocomiale liee a A. baumannii (81).

Ces études sont des études observationnelles, souvent rétrospectives, etil n’existe a ce
jour malheureusement pas de réel consensus quant a Uefficacité de cet antibiotique

(82).
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1.3.3.1.3. Sulbactam

Le sulbactam, uninhibiteur de B-lactamase, constitue, lorsqu’il est utilisé en association
avec de 'ampicilline et en grande concentration (27g/jour contre 12g/jour pour une dose
standard), un traitement qui a su s’avérer aussi efficace que la colistine chez des
individus atteints de pneumonie nosocomiale a A. baumannii XDR. En effet, les taux de
réponse clinique étaient de 76,8% pour la combinaison ampicilline/sulbactam contre
73,3% pour la colistine (83). Une autre étude comparant cette association avec un
traitement aux polymyxines (polymyxine B et colistine) a montré une efficacité
supérieure de Uassociation ampicilline/sulbactam chez des individus atteints

d’affections nosocomiales diverses a A. baumannii XDR (84).

Une étude montre également une efficacité similaire entre le sulbactam associé a
Uampicilline (93% de patients présentant une PVA guéris) et U'imipeneéme (83% de
guérison) (85). Il s’agit du plus efficace parmi tous les antibiotiques inhibiteurs de B-

lactamase (49).

1.3.3.1.4. Fosfomycine

La fosfomycine utilisée en monothérapie n’est pas active contre A. baumannii, mais une
synergie in vitro a été démontrée entre la fosfomycine et le sulbactam (86). Une autre
étude n’a pas prouveé de différence significative entre les taux de mortalité des patients
atteints d’infections diverses a A. baumannii XDR traités a la colistine seule et ceux
traités avec une thérapie a base de colistine et de fosfomycine, toutefois, le taux
d’élimination des bactéries pathogenes était significativement supérieur pour le groupe

colistine et fosfomycine (77).
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1.3.3.1.5. Vers un consensus ?

Pendant longtemps, il a été trés délicat d’établir un consensus quant au traitement des
infections a A. baumannii. En effet, le faible nombre de publications, et le fait qu’elles
portent sur différents types d’infections, différents antibiotiques, administrés a diverses
doses rend difficile 'établissement d’un consensus car ’hétérogénéité entre ces études

est trop importante.

Toutefois, en 2017, une méta-analyse bayésienne en réseaux a été réalisée afin d’établir
un traitement optimal pour les pneumonies a Acinetobacter. Vingt-trois études évaluant
15 antibiotiques ont été analysées, en prenant la colistine en monothérapie (qui est
généralement le traitement mis en place pour ce genre d’infections) comme traitement
standard. Les nombreuses données de ces études ont été prises en compte afin d’établir
une valeur fondée sur laire sous la courbe cumulative (SUCRA, surface under the
cumulative ranking curve) indiquant la probabilité qu’un traitement soit le meilleur parmi

ensemble des traitements testés pour différents parametres (figure 5).
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Figure 5: Graphique de classement groupé fondé sur l’aire sous la courbe
cumulative évaluant 12 thérapies pour trois parameétres différents lors de

pneumonies a A.baumannii (issu de (87)).
Ici, la mortalité est présentée en abscisse, la résolution des symptdmes de la pneumonie a la fin du

traitement en ordonnée et 'éradication microbiologique correspond a la taille du cercle entourant le nom
de Uantibiotique testé. Un traitement situé en haut a droite du graphique est plus efficace a la fois en
termes de diminution de la mortalité et de résolution des symptdmes. Une bulle plus large entourant le
nom du traitement est associée a une meilleure efficacité en termes d’éradication de la bactérie a la fin
du traitement. COL : colistine ; FOS : fosfomycine ; GLY : glycopeptides (vancomycine ou téicoplanine),
HD : haute dose ; IH : par inhalation ; IV : par voie intraveineuse ; RIF : rifampicine ; SUCRA : surface sous

la courbe cumulative ; SUL : sulbactam ; TIG : tigécycline

Ce graphique permet de dégager plusieurs traitements particulierement intéressants
pour la prise en charge de pneumonies a Acinetobacter : en premier lieu, le sulbactam
en monothérapie semble étre la meilleure alternative lorsqu’on prend en compte les
trois facteurs du graphique ci-dessus. Il est suivi par le sulbactam a haute dose en
monothérapie, puis la bithérapie a la fosfomycine et la colistine. Une monothérapie a
base de colistine, a la fois par voie intraveineuse et par inhalation est également

intéressante, tout comme la tigécycline a haute dose, en monothérapie.

1.3.3.2. En médecine vétérinaire

Il n’existe aucun standard de traitement en médecine vétérinaire, contrairement aux

nombreux protocoles proposés en médecine humaine. Un traitement de soutien
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demeure conseillé pour les animaux présentant des affections systémiques ainsi qu’une
p p Y q q

antisepsie adéquate lors d’infections cutanées.

La réalisation d’un antibiogramme des lors que le germe a été identifié est fortement
recommandé afin, si possible, d’éviter d’avoir recours a des antibiotiques critiques (48)
dans le cas ou la bactérie serait sensible a des antibiotiques classiques. Beaucoup
d’antibiotiques utilisés en médecine humaine ne sont pas disponibles dans la
pharmacopée vétérinaire (88), aussi le traitement de souches multi-résistantes est

excessivement complexe chez les animaux.

La prise en charge des infections animales par Acinetobacter doit donc étre d’une part
non spécifique, avec un traitement de soutien, et d’autre part spécifique, via Uutilisation
d’un ou plusieurs antibiotiques, en fonction des résultats de 'antibiogramme. Dans le
cas de souches multi-résistantes, la colistine reste la solution de choix, les autres
antibiotiques efficaces, qu’ils le soient seuls ou en association, étant interdits en

médecine vétérinaire (88).

Cas de la colistine

Parmi les traitements proposés dans la partie « vers un consensus ? », seule la colistine
est disponible chez les animaux. Trente-deux médicaments disposent actuellement
d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) vétérinaire, trés majoritairement pour
les especes de rente (89). Elle peut étre utilisée comme traitement curatif ou préventif,
principalement chez les jeunes animaux. Les principales indications sont les infections
causées par les entérobactéries (90). Son utilisation a toutefois été restreinte en 2015 a
la suite de la découverte d’un gene de résistance plasmidique a la colistine (mcr-7) (91)
mais cet antibiotique n’est pas considéré comme critique en médecine vétérinaire. La
faible proportion de souches résistantes a la colistine chez les animaux (92) pourrait en
faire un candidat au traitement des infections animales a A. baumannii en dépit de sa

toxicité (voir 1.3.3.1.1.).
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1.4. Prévention

Etant donné le caractere quasi-ubiquitaire d’A. baumannii et sa trés grande capacité de
résistance dans le milieu extérieur, sur les surfaces et sur les animaux, la lutte contre
cet agent infectieux dans le milieu hospitalier humain comme vétérinaire est délicate.
Une hygiene rigoureuse, avec désinfections régulieres des chambres (ou des cages, le
cas échéant) a chague changement, stérilisation de tous les instruments réutilisables,
nettoyage minutieux des gamelles, couvertures, et tous les autres matériaux en contact
avec les individus hospitalisés, y compris les casaques du personnel soignant, est de
mise. L’hygiéne des mains du personnel soignant est également de premiere

importance, ce point semblant encore largement négligé dans certaines cliniques (93).

L’usage raisonné des antibiotiques est également primordial. De plus en plus de
vétérinaires semblent prendre conscience de lUimportance de l'usage correct des
antibiotiques afin de combattre U'antibiorésistance (94). Les dernieres données du
Resapath, réseau d’épidémiosurveillance coordonné par UANSES, qui évalue
Uantibiorésistance des bactéries pathogenes animales en France, sont encourageantes,
avec une diminution considérable de nombreuses résistances, en particulier en filieres

aviaire et porcine (figure 6).
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Figure 6 : Evolution des proportions de souches de Escherichia coli ayant un profil
de résistance intermédiaire ou résistant a ’enrofloxacine ou a la marbofloxacine
chez les bovins, porcs, volailles, chiens, chats et chevaux (2008-2020) (issu de
(92)).

On observe ici une diminution de la proportion de souches d’E. coli résistantes a ces antibiotiques pour
toutes les espéces animales, sauf les équidés.

1.5. Perspectives
1.5.1.  Nouveaux antibiotiques

Plusieurs nouvelles molécules sont actuellement a ’étude et certaines sont en phase
trois des essais cliniques, comme le céfiderocol, une céphalosporine qui a montré des
résultats in vitro encourageants concernant les souches d’A. baumannii résistantes a la

colistine et aux carbapénemes (95).

L’eravacycline, un analogue de la tétracycline, montre également des résultats
prometteurs in vitro et, en particulier, présente des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) inférieures a celles de la tigécycline (96). L’association du sulbactam

avec le durlobactam, un autre inhibiteur de B-lactamase, est a U'étude (95)
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1.5.2. Phages

La phagothérapie, découverte au début du 20°™ siécle et longtemps abandonnée pour
laisser place aux antibiotiques, est également a l’étude. En effet, avec 'augmentation de
antibiorésistance chez de nombreuses bactéries, cette méthode a récemment refait
surface. Ainsi, Uidentification de bactériophages ciblant A. baumannii a commencé en
2010. Les essais cliniques sont peu hombreux et il existe de nombreuses contraintes a
la phagothérapie, notamment le développement de résistances et la difficulté d’avoir

des phages spécifiques a chaque souche bactérienne (97).

Parmi les phages mis en évidence, on retrouve pkm18p, de la famille des Corticoviridae,
qui a été isolé des eaux usées d’hopitaux de Taiwan. Ce phage posseéde un génome de
taille moyenne (45 kilobases) codant pour un complexe protéique de 185 kilodaltons
(kDa) permettant la lyse d’A. baumannii XDR. Une exposition de 30 minutes de ces
bactéries avec le phage ¢km18p permet en effet une réduction de la population
bactérienne d’un facteur 10 000 en milieu liquide, et une amélioration du taux de survie

de cellules épithéliales pulmonaires humaines in vitro (98).

Deux autres phages, Acibel004 et Acibel007, respectivement du genre Myovirus et
Podovirus, se sont montrés actifs contre des souches d’importance clinique d’A.
baumannii. lls ont été isolés a partir d’eaux usées d’un hopital de Belgique et leurs
génomes sont de taille moyenne (100 et 43 kilobases, respectivement). Ils présentent
une faible spécificité d’hotes et peu de bactéries ont développé des mutations conférant

des résistances a ces virus (99).

1.5.3. Vaccins

La mise en place d’un vaccin contre A. baumannii a été étudiée, en particulier apres la
pandémie de maladie a coronavirus, qui a entrainé une augmentation considérable du
nombre de patients mis sous ventilation, accroissant donc le risque de PVA a

Acinetobacter.
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Plusieurs dizaines de vaccins sont aujourd’hui a Uétude (100). Ils sont de différents
types : vaccins vivants atténués, fantdmes bactériens, vaccins basés sur les vésicules
de la membrane externe, vaccins a ADN, vaccins a sous-unités recombinants. Certaines
études pré-cliniques concernant ces vaccins sont encourageantes. Les vaccins les plus
efficaces a ce jour semblent étre les vaccins multivalents (composés de plusieurs
éléments de la bactérie) et comprenant des antigenes présents sur la membrane externe
bactérienne (outer membrane protein, OMP) (100). Les vaccins seraient administrés en
priorité aux militaires en opération extérieure, qui représentent sans doute la population
la plus arisque. Lavaccination des malades est délicate car il est difficile de prédire quel
patient développera une infection nosocomiale a A. baumannii. Enfin, la vaccination du
personnel soignant est discutable car la transmission dans les hopitaux est
principalement manuportée, ou via le matériel médical, aussi une prophylaxie
hygiénique semble plus 8 méme de combattre ce phénomene gu’une prophylaxie

médicale.
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2. Acinetobacter et antibiorésistance

Les bactéries du genre Acinetobacter disposent d’un arsenal extrémement varié pour
lutter contre les antibiotiques. De nombreux mécanismes leur permettent de
contrecarrer efficacement ces molécules. Certains d’entre eux sont naturels, c’est-a-
dire partagés par toutes les bactéries du genre. D’autres sont acquis : alors que la
bactérie était initialement sensible a Uantibiotique, elle a développé, par le biais de
mutations génétiques, une résistance lui permettant d’échapper a ’action d’un ou d’une
classe d’antibiotiques. Ces résistances peuvent étre disséminées parmi des bactéries

via le transfert horizontal de genes, un des moteurs de 'antibiorésistance.

2.1. Les principaux mécanismes

Quatre grands mécanismes sont classiquement impliqués dans la résistance aux
antibiotiques (figure 7) (101).
Q » Modifications de »

Pompes a efflux {’ la membrane ‘)

Modification de i(__q

la cible

Iy
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ARNmM

Figure 7 : résumé des principaux mécanismes d’antibiorésistance chez les
bactéries (adapté de (101)).

La pilule rouge et blanche représente 'antibiotique et les autres formes géométriques les composants
bactériens. ADN : acide désoxyribonucléique ; ARNm : acide ribonucléique messager
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2.1.1.

Inactivation enzymatique

L’inactivation enzymatique est un mécanisme consistant en une altération de

Uantibiotique via des enzymes produites par la bactérie. De nombreuses enzymes sont

présentes naturellement ou acquises par A. baumannii et lui permettent, via une

modification structurelle et fonctionnelle des antibiotiques, de diminuer leur sensibilité

aces molécules. Les principales protéines a origine de ce mécanisme sont répertoriées

dans le tableau V.

Tableau V : les principales enzymes présentes chez A.baumannii inactivant des

antibiotiques.

Enzyme Type Exemple Antibiotique ciblé
Classe A spectre
SCO-1 Pénicillines
étroit
Classe AESBL KPC Toutes B-lactamines
B-lactamases Toutes B-lactamines sauf
Classe B NDM
aztréonam
Classe C ADC-30 Toutes B-lactamines
Classe D OXA-23 Toutes B-lactamines
Enzymes modificatrices Aminosides dont
AacA34
d'aminosides gentamicine
Tétracyclines dont
Monooxygénases Tet(X)
tigécycline
Macrolides 2- Macrolides dont
Mph(A)

phosphotransférases

azithromycine

ESBL : extended spectrum beta-lactamase ; SCO-17 : synthesis of cytochrome C oxidase 1 ; KPC : Klebsiella

pneumoniae carbapenemase ; NDM :

New-Delhi B-lactamase ; ADC-30

. Acinetobacter-derived

cephalosporinase 30 ; OXA-23: oxacillinase 23; AacA34: aminoglycoside-(6')-acetyltransferase 34 ;

Tet(X) : flavin-dependant monooxygenase ; Mph(A) : macrolide 2"-phosphotransferase |
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2.1.1.1. B6-lactamases

L’exemple des B-lactamases est le plus connu et le plus ancien. Il a été mis en évidence
dés 1940 (102), avant méme que la pénicilline ne soit utilisée comme antibiotique, et
consiste en la production d’une enzyme capable d’hydrolyser le cycle central a quatre
atomes des antibiotiques de la classe des B-lactamines, les rendant inefficaces. Ce
meécanisme est également présent chez A. baumannii et lui permet d’altérer divers
antibiotigues comme les pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et
monobactams. Quatre classes de [B-lactamases existent, selon la classification

d’Ambler, et sont actives contre différents antibiotiques.

Aujourd’hui, A. baumannii est considérée comme naturellement résistante aux
pénicillines et aux céphalosporines de premiere et deuxieme générations car elle produit
un trés grand nombre de B-lactamases lui permettant de lutter contre ces antibiotiques

(47).

Classe A

Les B-lactamases de classe A peuvent étre a spectre étroit, c’est-a-dire actifs sur la
pénicilline seulement. Cette catégorie de beta-lactamases est assez facile a
contrecarrer par Uutilisation d’acide clavulanique, un inhibiteur de B-lactamase, en
association avec une pénicilline. La B-lactamase a spectre étroit SCO-1 a été mise en

évidence chez A. baumannii en 2007 (103).

Les B-lactamases de classe A a spectre élargi (ESBL, Extended Spectrum Béta-
Lactamase) sont également présentes parmi lattirail d’Acinetobacter (104-106),

permettant d’étendre la résistance aux céphalosporines et a 'aztréonam.

Classe B

Les B-lactamases de classe B, ou métallo-B-lactamases (MBL), utilisent le zinc ou un
autre métal pour catalyser ’hydrolyse des cycles B-lactames (107). Elles résistent a tous

les antibiotiques de la famille des B-lactamines sauf aztréonam. Elles sont également
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insensibles a ’acide clavulanique. Quatre types de ces enzymes ont été découverts chez
A. baumannii (108). Il est intéressant de noter que les MBL de type New-Dehli métallo-
B-lactamase (NDM) sont préférentiellement exprimées chez A. baumannii car,
contrairement aux autres MBL et en particulier VIM-2 (Verona Integron-Encoded MBL 2),
elles produisent peu d’intermédiaires toxiques qui pourraient compromettre la

croissance bactérienne (109).
Classe C

Les B-lactamases de classe C, ou céphalosporinases, codées par le gene ampC, sont
présentes naturellement chez A. baumannii, comme chez la majorité des bacilles gram-
négatifs. Afin de conférer une résistance, ce gene doit étre surexprimé. La surexpression
de cette céphalosporinase est permise, chez A. baumannii, par linsertion d'une
séquence d'insertion, ISAba1, en amont du gene ampC (110).Contrairement a ce que
leur nom indique, leur action ne se limite pas aux céphalosporines et elles présentent
un large spectre d’hydrolyse des noyaux B-lactames (111). De nombreux types de
céphalosporinases ont été identifiés chez A. baumannii (112), dont ADC-30, qui
hydrolyse les noyaux des céphalosporines mais également des carbapénemes et du

sulbactam (113,114).

Classe D

Ce type de B-lactamase, aussi appelé oxacillinase (OXA) est actif contre tous les types
de B-lactamines, et largement distribué chez les bacilles gram-négatifs. Cette classe
résiste a laction des inhibiteurs de B-lactamase classiques comme Lacide
clavulanique, le sulbactam ou le tazobactam (115). Le gene chromosomique blaoxa-ss
présent nativement et les éléments acquis blaoxa-zs et blaoxa-24Vvia la séquence d’insertion
ISAvar semblent étre les principaux impliqués dans la résistance aux carbapénemes

(116).
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2.1.1.2. Enzymes modificatrices des aminosides

Selon Vazquez-Lépez et al, 19% a 31% des especes du complexe Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus sont résistantes aux aminosides (117). Un des mécanismes
de résistance consiste en une inactivation de 'antibiotique de différentes maniéres,
selon le type d’enzyme. En effet, il existe trois types d’enzymes modificatrices des
aminosides (AME, aminoside-modifying enzymes) : les aminoside-acetyltransférases,
les aminoside-phosphotransférases et les aminoside-nucléotidyltransférases,
catalysant chacune une réaction différente. Les genes codant pour ces enzymes sont
présents sur de nombreux éléments génétiques mobiles, comme les plasmides et les

transposons, et peuvent donc étre transférés par transfert horizontal (118).

2.1.1.8. Monooxygénases

Comme décrit dans ce travail, la tigécycline est 'un des derniers antibiotiques
utilisables dans le cadre des infections a Acinetobacter. Toutefois, un variant de gene
conférant de la résistance a la tigécycline (tet(X)) a été découvert sur A. baumannii. Il
code les protéines Tet(X3), Tet(X4) et Tet(X5), des monooxygénases qui peuvent inactiver
les tétracyclines, y compris la tigécycline et Ueravacycline (119,120). Toutefois, un
inhibiteur de ces enzymes, la plumbagine, a tres récemment été découvert et pourrait,
lorsqu’il est utilisé conjointement aux tétracyclines, inactiver les monooxygénases et

améliorer Uefficacité du traitement (121).

2.1.1.4. Macrolide 2-phosphotransferase

Les macrolides sont des antibiotiques assez rarement utilisés dans la cadre des
infections a A. baumannii. L’inhibition de la production de mucine par Uazithromycine

est toutefois parfois mise a profit en plurithérapie lors de PVA (107).

D’une maniere plus rare, les genes mph(A) et mph(E) sont retrouvés chez certaines

souches d’A.baumannii(122). Ces genes codent les phosphotransférases Mph(A) et
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Mph(E), qui inactivent les macrolides (érythromycine, clarithromycine, azithromycine et

oléandomycine) par O-phosphorylation.

2.1.2. Modification de la cible

Les modifications de cible constituent un autre mécanisme fréquent
d’antibiorésistance. La structure de la cible de U'antibiotique est modifiée par divers
composés bactériens, diminuant ainsi leur efficacité. Les principales protéines a

Uorigine de ce mécanisme sont consignées dans le tableau VI.

Tableau VI: principales protéines responsables de modifications de cibles
présentes chez A. baumannii.

Support
Mécanisme Antibiotique ciblé
génétigue
Méthyltransférase de 'ARNr 16S armA Aminosides
Protéines de protection ribosomale tetM Tétracyclines dont minocycline
Mutation de la cible gyrA Quinolones dont ciprofloxacine
Méthyltransférase de 'ARNr 23S erm Macrolides
Altération du lipide A pmrC Polymyxines dont colistine

ARNr 16S : acide ribonucléique ribosomique 16S ; armA : aminoglycoside resistance methylase ; tetM :

tetracycline resistance protein ; gyrA : DNA-gyrase subunit A ; erm : erythromycin resistance methylase.

2.1.2.1. Modification ribosomale par méthyltransférases a
ARNr 16S

Un meécanisme présent chez de nombreuses bactéries, y compris A. baumannii,
consiste en une modification du site de liaison par des méthyltransférases, rendant
impossible la fixation des aminoglycosides sur l’acide ribonucléique ribosomique 16S
(ARN; 16s). Ces enzymes sont naturellement présentes chez certaines familles de
bactéries, comme Actinomyces. Chez A. baumannii, ce mécanisme est acquis, le plus
souvent par plasmide, et deux enzymes, ArmA et RmtB, ont été mises en évidence chez

cette bactérie (123).
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2.1.2.2. Modification ribosomale par protéines de protection
ribosomale

Les protéines de protection ribosomale (RPP, ribosomal protection proteins) sont
présentes sur une grande variété de bactéries et constituent un mécanisme majeur de
résistance aux tétracyclines, avec les pompes a efflux. Elles compromettent Uefficacité
des tétracyclines sur la synthése protéique par une modification non covalente des
ribosomes (124). Plusieurs familles de RPP existent, dont la famille
TetM/TrtW/TetO/TetS, que Uonretrouve chez A. baumannii. Le gene tetM est responsable
de la résistance (rare) d’A. baumannii a la minocycline, en délogeant la tétracycline de

sa cible via un mécanisme guanosine triphosphate (GTP)-dépendant (125).

2.1.2.3. Altération des sites de fixation des quinolones par
mutations ciblées

Les quinolones sont des antibiotiques ciblant U’ADN gyrase et UADN topoisomérase Il et
IV. La résistance d’A. baumannii a ces antibiotiques varie entre 50% et 73% (117). La
coincidence de plusieurs mutations dans des régions déterminant la résistance aux
quinolones (QRDR, quinolone-resistance determining regions), en particulier
concernant les genes gyrA (codant pour la sous-unité A de la gyrase) et parC (codant
pour la sous-unité C de la topoisomérase |V), est associée a une augmentation

significative de la résistance aux quinolones et en particulier a la ciprofloxacine (126).

2.1.2.4. Méthylation ribosomale et macrolides

Le principal mécanisme de résistance aux macrolides est la méthylation ribosomale.
Elle est médiée par les protéines de la famille Erm (erythromycin ribosome methylase),
qui méthylent un résidu adénine dans UARN 23S, qui fait partie la sous-unité ribosomale

50S, cible des macrolides. De tres nombreux organismes, cibles des macrolides,
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expriment ces méthylases (127). Ce mécanisme est similaire a celui impliqué dans la
résistance aux aminosides, évoqué précédemment, et confere une résistance a divers

antibiotiques de la famille des macrolides.

2.1.2.5. Modification du lipide A

Les polymyxines, dont fait partie la colistine, 'un des traitements de choix dans le cadre
des infections a A. baumannii, exercent une activité bactéricide en augmentant la
perméabilité membranaire des bactéries. Le lipide A, a la surface des bactéries, est
hydrophobe et interagit avec les lipopeptides des polymyxines. La modification de cette
structure est 'un des mécanismes permettant aux bactéries d’échapper a 'action de

ces antibiotiques.

Des nombreuses cascades enzymatiques peuvent mener a une modification du lipide A
(107). L’'une d’entre elles consiste en une mutation sur les genes pmrA et pmrB,
induisant Uhyperexpression du gene pmrc codant pour une phosphoéthanolamine
transferase qui, apres interaction avec le lipide A, entraine une suppression des charges
négatives a sa surface et diminue ainsi laffinité du lipo-oligosaccharide (LOS)

d'A. baumannii avec les polymyxines.

2.1.3. Modifications de la membrane
2.1.3.1. Outer Membrane Proteins (OMP)

Les OMP sont des porines permettant la diffusion de petites molécules via le périplasme
des bactéries gram-négatives (128). Elles possedent de multiples réles, mais sont
principalement connues en tant que facteur de virulence et responsable
d’antibiorésistance (129). OmpA, la principale porine non spécifique retrouvée dans A.
baumannii, présente un role encore incertain dans le transport d’antibiotiques hors de
la bactérie ; en effet, Uinactivation du gene ompA a permis de baisser la CMI de plusieurs
antibiotiques comme le chloramphénicol, ’aztréonam et 'acide nalidixique (130). Une
autre porine, AbuO, est impliquée dans de multiples fonctions dont Uefflux de certains
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antibiotiques, comme la ceftriaxone et le méropéneme (131). Le r6le de nombreuses

autres porines est encore discuté, avec parfois des résultats contradictoires (107).

2.1.3.2. Pompes a efflux

Les principales pompes a efflux d’A. baumannii sont présentés dans le tableau VII.

Tableau VIl : principales pompes a efflux présentes chez A. baumannii.
Famille Pompe a efflux Antibiotique cible Références

B-lactamines
Carbapéneémes
Fluoroquinolones
RND AdeABC (132-135)
Tétracyclines
Aminosides

Macrolides

Tétracyclines
MFS Tet(B), abaF (136-138)
Fosfomycine

Fluoroquinolones
SMR AbeS (139,140)
Erythromycine

ABC MacAB-TolC Macrolides (141-143)

Fluoroquinolones
MATE AbeM Gentamicine (144,145)

Erythromycine

RND : resistance-nodulation-division; MFS: major facilitator superfamily ; abaF : Acinetobacter
baumannii fosfomycin efflux ; SMR : small multidrug resistance ; ABC : ATP-binding cassette ; MATE :

multidrug and toxic compound extrusion

Les pompes a efflux sont des protéines transmembranaires ayant le rble de
transporteurs actifs, permettant aux bactéries de rejeter toutes sortes de composés,
dont des antibiotiques. Il existe de tres nombreuses familles de pompes a efflux,
permettant la résistance a divers antibiotiques. Elles agissent frequemment en synergie
avec d’autres mécanismes d’antibiorésistance (146). Contrairement aux mécanismes

sus-cités, les pompes a efflux sont peu spécifiques : elles peuvent utiliser une quantité
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variée de substrats. Il existe 5 types de pompes a efflux : resistance-nodulation-division,
major faciltator superfamily, small multidrug resistance, ATP-binding cassette et

multidrug and toxic compound extrusion.

Pompe a efflux AdeABC

La pompe AdeABC est la principale pompe a efflux chez A. baumannii. Elle fait partie de
la famille RND, a été mise en évidence en 2001 (132) et se retrouve impliquée dans la
résistance a de nombreux antibiotiques. Elle est composée de trois sous-unités : une
protéine de membrane externe (AdeC), un transporteur permettant de relarguer les
antibiotiques en dehors de la cellule (AdeB) et une protéine de fusion membranaire
(AdeA) (133). Les antibiotiques peuvent étre intégrés a la pompe soit lorsqu’ils sont dans
espace périplasmique ou dans le cytoplasme bactérien. Ils sont ensuite relargués dans

le milieu extracellulaire (figure 8).

A

MEC
AU
ME
0
——
Périplasme
Mi

Cytoplasme | ? Antibiotique

Figure 8 : fonctionnement de la pompe a efflux AdeABC (adapté de (133)).

Les antibiotiques présents dans le cytoplasme et/ou le périplasme passent la membrane interne et le
périplasme par le transporteur AdeB avant d’étre relargués dans le milieu extracellulaire. MEC : milieu
extracellulaire ; ME : membrane externe ; M/ : membrane interne
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Les substrats de AdeABC sont variés ; ils peuvent étre hydrophobes, hydrophiles, a
charge positive ou neutre (132). On retrouve parmi eux les B-lactamines, les
fluoroquinolones, les tétracyclines dont la tigecycline, les aminosides (dont la
nétilmicine et la gentamicine pour lesquels la pompe AdeABC semble présenter une
grande affinité), les macrolides et le chloramphénicol (133). Les carbapénémes sont
également affectés par cette pompe a efflux (134). Une inactivation de AdeB permet une
diminution significative de la résistance a divers antibiotiques, aussi cette protéine

pourrait constituer une cible thérapeutique future pour limiter 'antibiorésistance (135).

Ainsi, de nombreux mécanismes co-existent au sein des bactéries pour empécher
Uaction des antibiotiques. Il s’agit maintenant d’étudier le support génétique de ces

meécanismes.

2.2. Acquisition de la résistance par transfert horizontal de
genes

Le transfert horizontal de genes (THG) permet aux bactéries d’acquérir rapidement des
genes de résistance aux antibiotiques. Contrairement au transfert vertical, qui consiste
en lacquisition de matériel génétique par un organisme via son ancétre, le transfert
horizontal correspond a Uintégration de matériel générique par un organisme provenant
d’un autre organisme de la méme génération. Le THG consiste en quatre grands
meécanismes : les vésicules de membrane externe (OMV, outer membrane vesicle), la

conjugaison, la transduction et, enfin, la transformation naturelle.

Aujourd’hui, parmi les 12 agents pathogénes sur la liste d’importance critique de 'OMS,
huit sont avérés naturellement compétents, c’est-a-dire naturellement transformables,
et trois sont supposés Uétre (147), suggérant une importante contribution de ce

meécanisme a la propagation de genes d’antibiorésistance.

A. baumannii possede une plasticité extrémement importante et ainsi une grande
capacité a acquérir de U’ADN exogene. Les modifications génétiques (THG et mutations)

sont si fréquentes chez cette bactérie que Uintégralité des souches prélevées pendant
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un an dans un hopital américain étaient uniques par leur génome (148). La littérature
concernant les THG chez Acinetobacter est relativement limitée et surtout cantonnée a
Uimportance de ce mécanisme dans l'acquisition de résistance aux carbapénemes,
méme si de rares publications font état d’acquisition génétique par THG chez d’autres

antibiotiques. Les quatre types de THG ont été décrits chez cette bactérie (149).

2.2.1. Lesvésicules de membrane externe

Les vésicules de membrane externe sont des bourgeons sphériques de petite taille (de
50 a 250 nm de diametre) issus de la membrane externe des bactéries, qui sont
relarguées dans le milieu extérieur et peuvent intégrer d’autres bactéries pour y

transmettre du matériel génétique (figure 9).

Matériel génétique Camilli A

e

o
A "0 V2 N I 0 2 N G

/

oMV
Q\ Plasmide

- —— Chromosome

O

Bactérie donneuse Bactérie receveuse
Figure 9 : schéma représentant le mécanisme de transfert horizontal médié par des
OMV (Camilli A).
Du matériel génétique est exporté d’une bactérie dans une vésicule qui fusionnera avec la membrane
plasmique d’une autre bactérie, permettant ainsi Uintégration de ce fragment d’ADN dans le génome de

la bactérie receveuse.
OMV : outer membrane vesicle
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Elles sont communes chez les bactéries Gram-négatives et sont constituées de contenu
périplasmique. Elles sont a U'origine de fonctions diverses, permettant le transfert de
facteurs de virulence entre autres, mais aussi associées a la survie de la bactérie en

conditions de stress, et au transfert de genes d’antibiorésistance (150,151) (figure 10).

Figure 10 : image en MET d’une bactérie A. baylyi produisant une OMV (pointée par

la fleche) (issu de (151)).
Les points noirs sont des particules d’or liées a des anticorps anti-ADN double brin, révélant ainsi la

présence d’ADN au sein de la vésicule (technique Immunogold).

Chez Acinetobacter, leur réle dans la dissémination de genes de résistance aux
antibiotigues fait 'objet de peu d’études, mais a quand méme été observé par Rumbo et
al (152). En effet, des OMV contenant le gene blaoxa-24, porté par un plasmide d’une
souche d’A. baumannii multirésistante, ont été découvertes. Celles-ci peuvent
transformer des souches d’A. baumannii sensibles aux carbapénemes qui, apres
intégration dans leur chromosome du plasmide portant ce gene, y deviennent

résistantes (152).

D’une maniere intéressante, il a été observé que Uexposition a de faibles concentrations

d’antibiotiques, comme la gentamicine et le chloramphénicol, entrainait, chez une
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souche d’A. baylyi, des modifications de la membrane externe permettant d’accroitre la
quantité d’OMV relarguées. Ces modifications consistent en une augmentation du
nombre de sites relarguant des OMV mais aussi une production de vésicules plus

grosses (151).

2.2.2. Laconjugaison

La conjugaison bactérienne est un mode de THG qui consiste en la transmission de
matériel génétique (plasmidique ou chromosomique) entre deux bactéries via contact

direct, par Uintermédiaire d’un pilus conjugatif (figures 11 et 12).

Matériel génétique Camilli A

Pilus conjugatif

AN
/ Sa
Q\ Plasmide A\ AN
- —— Chromosome O

Bactérie donneuse Bactérie receveuse

Figure 11: schéma représentant le mécanisme de conjugaison bactérienne
(Camilli A).

Du matériel génétique est transporté d’une bactérie a une autre via un pilus conjugatif. Le matériel
générique de la bactérie donneuse peut alors étre intégré dans celui de la bactérie receveuse.
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Figure 12 : photo en MEB d’un événement de conjugaison chez deux bactéries E.
coli (Issu de (153)).

La conjugaison est, de tous les mécanismes de THG, celui qui présente le plus grand
impact sur la dissémination de la résistance aux antibiotiques (154). Beaucoup de genes
codant pour des B-lactamases (principalement les genes blaox et blanpm) sont portés par
des plasmides, aussi la conjugaison est un bon candidat pour la transmission
horizontale de ces genes, méme si elle n’est pas toujours facile a étudier, car les

plasmides d’A. baumannii sont particulierement difficiles a isoler (155).

Parmi les genes de résistance se transférant par conjugaison, on retrouve le
géne blaoxa-23, codant pour une B-lactamase de classe D d’importance majeure dans
Uacquisition de résistances. Initialement présent naturellement chez Acinetobacter
radioresistens, il a sans doute été transmis par transposition ou par HGT a de

nombreuses autres espéces d’Acinetobacter, dont A. baumannii (156).

Il existe d’autres oxacillinases pour lesquelles on suspecte un transfert de génes de
résistance via un mécanisme de conjugaison. C’est le cas du gene blaoxs-40, qui peut étre
porté soit par le chromosome bactérien, soit par un plasmide (157). Malgré sa
localisation plasmidique avérée, U'existence de THG par conjugaison n’a pas pu étre
démontrée pour cette B-lactamase. Un tel mécanisme est toutefois fortement suspecté
car les plasmides dans lesquels le gene blaow.-40 @ été retrouvé portent également des
genes mob, qui facilitent la mobilisation par des plasmides conjugatifs (158). La

conjugaison n’a pas non plus été démontrée pour le gene blaoxass malgré sa localisation
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plasmidique ainsi que sa tres grande distribution au sein d’A. baumannii, suggérant ainsi

Uimplication d’un autre mécanisme de THG (149).

D’autres classes de p-lactamases sont concernées par ce mécanisme. Les
imipénémases (IMP) sont un type de MBL, des B-lactamases de classe B. Il a été montré
qgue le gene blamp.1, €n particulier, était transférable par conjugaison d’A. baumannii a
E.coli lorsqu’il était intégré dans un plasmide (159). La conjugaison bactérienne n’a
toutefois pas pu étre démontrée chez un autre type de MBL, les Verona integron-
encoded MBL (VIM) (160). En revanche, ce mécanisme a été identifié a haute fréquence
(1,15.102) chez les génes codant pour les NDM plasmidiques d’A. baumannii a E.coli. Un
transfert par conjugaison a également été mis en évidence d’A. baumannii a A. baylyi
(161). La conjugaison semble donc étre un mécanisme important dans la dissémination

des MBL.

Enfin, la conjugaison semble concerner un dernier type de B-lactamases : les Guyana
extended-spectrum B-lactamases (GES), qui sont des ESBL. Les genes portant ces
enzymes peuvent étre de localisation chromosomique ou plasmidique. Dans ce dernier
cas de figure, ils se situent principalement sur des intégrons, qui sont des éléments
génétiques mobiles susceptibles d’acquérir ou de perdre des genes de résistance aux
antibiotiques par mécanisme d’excision-insertion. Il a ainsi été démontré que le gene
blaces-11 , porté par des plasmides, peut étre transféré par conjugaison entre des

bactéries A. baumannii (162).

2.2.3. Latransduction

La transduction est un mécanisme de THG qui se caractérise par le transfert d’ADN
bactérien par lintermédiaire de bactériophages, des virus spécifiques des bactéries.
Ces virus infectent une bactérie en y injectant leur ADN, lequel peut étre intégré au
chromosome bactérien (on parle alors de prophage) et répliqué puis transmis aux
générations suivantes par transfert vertical (phase lysogénique) ou directement former
de nouveaux phages contenant alors de UADN viral et de UADN de la bactérie hbte en

détournant la machinerie cellulaire. Ces phages quittent alors la bactérie en la lysant
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(phase lytique) et infectent d’autres bactéries, injectant ainsi de UADN de la bactérie
d’origine pouvant s’insérer par recombinaison dans le génome de la cellule infectée
(figure 13). Le matériel génétique alors transféré peut coder différentes protéines : des
facteurs de virulence, des toxines, ou encore, plus rarement, des genes de résistance

aux antibiotiques (163).

s Bactériophage
Infection

ADN phagique Camilli A

Chromosome de la bactérie
donneuse

Chromosome de la bactérie
receveuse

l Assemblage /

Lyse \J\/\/
s _, g~
Infection

Bactérie donneuse .
Bactérie receveuse

Figure 13 : schéma représentant la transduction bactérienne (Camilli A).

Du matériel génétique est exporté d’une bactérie a une autre par Uintermédiaire d’un bactériophage, un
virus servant ici de vecteur. L’ADN de la bactérie donneuse, transporté par le bactériophage, est intégré
dans le génome de la bactérie receveuse apres infection de cette derniere par le virus.

ADN : acide désoxyribonucléique

Un transfert de genes par transduction chez A. baumannii a été suspecté pour le gene
blanpm-1. En effet, un THG a été mis en évidence entre deux différentes souches d’A.
baumannii (R2090 et D1279779) concernant le transposon Tn725. La souche R2090 ne
possédant ni plasmide, ni gene codant pour un systeme de sécrétion de type IV, la
conjugaison est donc improbable. Etant donné que cette souche arbore trois prophages
dont deux sont supposés fonctionnels, la transduction pourrait étre le mode de THG qui

a permis le transfert de Tn725 entre ces deux souches bactériennes (164).

La transduction a été trés peu étudiée chez A. baumannii, mais elle semble toutefois étre

un mécanisme mineur de THG. En effet, la présence de genes d’antibiorésistance dans
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le génome des phages est rare (165). Il faut néanmoins noter que de nombreux
prophages ont été identifiés chez différentes familles de bactéries et la transduction a

joué un réle important dans Uévolution des bactéries pathogénes (166), ayant méme co-

évolué avec ces dernieres (163).

2.2.4. Latransformation
2.2.4.1. Définition, notion de compétence

La transformation est un mécanisme de THG qui consiste en ’acquisition de matériel
génétique exogene par une bactérie et son intégration dans son génome par

recombinaison homologue ou sous forme plasmidique (figure 14).

ADN exogene
Pilus de type 4 ’5(/
Chromosome

bactérien | g ﬁ
O D
Intégration Recombinaison

Plasmide

Camilli A
Bactérie transformante

Figure 14 : schéma représentant la transformation bactérienne (Camilli A).

Du matériel génétique est recombiné par le génome d’une bactérie transformante aprés intégration d’ADN
exogene via un appendice bactérien, le pilus de type 4.

ADN : acide désoxyribonucléique



Pour effectuer la transformation, la bactérie receveuse doit étre dans un état dit de
compétence. La compétence peut étre naturellement présente chez une bactérie
lorsqu’elle dispose de U'attirail génétique approprié, a savoir des protéines spécialisées
qui s’assemblent pour former un complexe de capture d’ADN (on parle de
transformation naturelle), ou étre obtenue artificiellement en laboratoire par diverses

méthodes, la plus courante étant Uélectroporation (167).

La compétence est un phénomeéne tres fréquent qui a été mis en évidence chez des
familles de bactéries variées : elle est ainsi présente chez des Gram positives comme
Streptococcus pneumoniae ou Bacillus subtilis et des Gram négatives comme Neisseria
gonorrhoeae et Haemophilus influenzae. Elle est minutieusement régulée par
signalisation cellulaire et peut étre dépendante de facteurs environnementaux, de la
composition du milieu dans lequel vit la bactérie mais également de la phase de
croissance bactérienne (168,169). D’une maniére générale, la compétence est souvent

induite en réponse a un stress pouvant étre de nature variée (figure 15).

Compétence
naturelle

!

a)jauuonINU asuaied

Figure 15 : les principaux sighaux d’induction de la compétence chez les bactéries
(issu de (170)).

Les conditions d’acquisition de l'état de compétence et de réalisation de la
transformation naturelle sont tres variables selon les espéeces (171) ; certaines d’entre

elles sont résumées dans le tableau VIII.
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Tableau VIII : quelques bactéries et les sighaux activateurs de compétence qui leur
sont associés

Genre ou espéce _ _
‘ Signaux inducteurs de compétence Réféerence
bactérienne

Haemophilus influenzae  Carence en sucres et précurseurs des purines (172)

Détection du quorum, carence en précurseurs

Vibrio sp. des pyrimidines, présence de résidus de (173)
chitine
Helicobacter pylori Dommages a l'ADN (174)

Phase de croissance, carence en nutriments
Pseudomonas stutzeri (175)
(azote, carbone, phosphore)

Phase de croissance, signaux nutritionnels,
Bacillus subtilis (168)
quorum sensing

ADN : acide désoxyribonucléique

Ainsi, il a été récemment découvert que la bactérie trés préoccupante Pseudomonas
aeruginosa était capable de transformer de UADN a la fois chromosomique et
plasmidique sous certaines conditions permettant 'expression du pilus de type 4 (T4P),

comme dans des milieux enrichis ou au sein de biofilms (176).

De méme, la bactérie Staphylococcus aureus, et en particulier les S. aureus résistants a
la méticilline (SARM), disposent de la capacité d’acquérir des ilots génomiques de

résistance aux B-lactamines par transformation naturelle (177).

2.2.4.2. Etat des lieux chez Acinetobacter

Dans le genre Acinetobacter, 'espece la plus étudiée est A. baylyi, qui est méme un
modele d’étude en laboratoire pour le genre. Cette bactérie présente en effet de
nombreux avantages : elle est naturellement compétente durant toutes les phases de
croissance (178), exécutant a la fois une transformation chromosomique et

plasmidique, et est tres facile a manipuler génétiquement. Elle est capable d’intégrer et

60



d’exprimer une grande variété de genes concernant la résistance aux antibiotiques, des

opérons d’autres bactéries ou encore des genes métaboliques (179).

Si de nombreuses études ont été faites sur A. baylyi, la transformation reste un
phénoméne moins étudié chez les souches d’importance cliniqgue du genre
Acinetobacter. La premiére souche clinique de ce genre a avoir été identifiée comme
transformable naturellement est A. baumannii A118, isolée du sang d’un individu en
Argentine en 2010 (180). D’autres souches compétentes ont également été identifiées
sur des animaux, dans un contexte clinique (181), ou non-clinique (182). D’une maniére
générale, la transformation semble étre un mécanisme de THG particulierement
fréquent au sein du genre Acinetobacter (183), et parfois dépendant de la phase de
croissance de la bactérie. En effet, concernant A. baumannii, les niveaux de
transformation les plus élevés sont retrouvés en phase exponentielle et chutent
drastiquement dés lors que la bactérie entre en phase stationnaire (184) (figure 16),

contrairement a A. baylyi qui est transformable durant toute la croissance (185).
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Figure 16 : fréquence de transformation (graphique du haut) et densité optique

(graphique du bas) d’A. baumannii en fonction du temps (issu de (184)).
On observe une corrélation entre la phase exponentielle de croissance et les fréquences de

transformation maximales. ODsoo : densité optique a 600 nm ; <, en dessous de la limite de détection.

Quelques études montrent que les bactéries du genre Acinetobacter sont capables

d’acquérir des génes d’antibiorésistance via transformation bactérienne. Ainsi, le géne
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blampe-s, porteur d’intégrons de classe 1, d’une souche d’A. baumannii 65FFC a pu étre
expérimentalement transformé par une souche d’A. baylyi SD2 et intégré dans le génome

de cette derniere par recombinaison homologue (186).

Chez A. baumannii, les analyses génomiques indiquent que la transformation naturelle
permettrait d'acquérir de nombreux genes de résistance chromosomique présents sur
des transposons, des ilots de multirésistance ou des mutations ponctuelles comme par
exemple par l'acquisition d'alleles de genes gyrA et parC conférant une résistance aux
quinolones (187-190). Cette forte présomption a été confirmée expérimentalement par
une étude récente mettant en évidence, en conditions de biofilm mixte, l'acquisition de
genes de résistance par transformation naturelle entre souches d'A. baumannii. Cette
étude décrit l'acquisition médiée par transformation naturelle de transposons porteurs
de genes de résistances aux carbapénémes (oxa-23) mais également d'ilots génomiques
pouvant porter plus de 20 génes de résistance (aux tétracyclines, B-lactamines,

aminosides) (191).

2.2.4.3. Un mécanisme complexe

Le mécanisme derriere la transformation bactérienne est particulierement complexe et
se fait en plusieurs temps. Une fois la bactérie compétente, 'étape suivante de la
transformation consiste en lUinternalisation d’ADN exogene dans le périplasme. La
principale structure derriére cette phase implique un assemblage protéique, le pilus de

type 4.

2.2.4.3.1. Initiation de la transformation : le pilus de type 4,
couteau suisse de la bactérie

Description et biogénese

Le T4P est un appendice filamenteux constitué entre autres de polymeéres de deux types
de protéines qui composent l’hélice transmembranaire, la piline majeure et des pilines
mineures. Sa particularité vis-a-vis d’autres structures bactériennes similaires, comme

le systeme de sécrétion de type lll, réside en sa dynamique: les filaments se
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polymérisent et se dépolymérisent, permettant des cycles rapides d’extension et de

rétraction (192) (figure 17).

La longueur des filaments varie mais est généralement de quelques micrometres, avec
une longueur de persistance (longueur maximale pour laquelle les conformations du
premier et du dernier monomeres sont liées entre elles) de cing um alors que leur

diametre est de cing a huit nm (193).

07-0e5

200 nm

Figure 17 : photographie en MET d’un pilus de type 4 de la bactérie naturellement
compétente A. baumannii 07-095 (issu de (182)).

La biogénese du T4P implique une machinerie complexe, composée de plusieurs
éléments centraux: une prépiline peptidase, deux ATPases cytoplasmiques qui
fournissent ’énergie en hydrolysant ’adénosine triphosphate (ATP), une protéine de la
membrane interne qui convertit U'énergie chimique de U’hydrolyse de UATP en énergie
mécanique pour le mouvement du filament, une sécrétine transmembranaire et, enfin,

le filament en lui-méme (194).

Lorsque les genes de compétence tardifs sont exprimés, la prépiline, protéine
précurseur de la piline majeure (PilA) constitutive des filaments, est clivée par la
prépiline peptidase (PilD). Les polymeres de piline majeure sont ensuite chargés sur la

protéine de membrane interne PilG, puis polymérisés et incorporés au pilus via U’ATPase
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d’assemblage PilB, entrainant alors la formation et Uextension du filament du pilus de
type 4. La protéine transmembranaire de type sécrétine PilQ permet le passage du
filament a travers la membrane externe dans le milieu extérieur. Enfin, UATPase de
rétraction PilT permet la dépolymérisation et la rétraction du filament (194,195) (figure

18).

Piline majeure

Sécrétine PilA
PilQ
MEC
ME 5
Protéine de
Périplasme membrane
interne \ O
Prépili
e ’\ \ répiline
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N
ATPase /C,
d’assemblage
Cytoplasme . Prépiline
PilB peptidase
ATPase de PilD
rétraction
PilT

Figure 18 : architecture générale du pilus de type 4 (adapté de (194,195)).

MEC : milieu extracellulaire ; ME : membrane externe ; Ml : membrane interne ;

ATPase : adénosinetriphosphatase

Initiation de la transformation bactérienne

Chez les bactéries Gram négatives comme Acinetobacter, la fixation de ADN par le
filament du T4P n’est que la premiere étape de Uintégration de UADN exogene au génome

bactérien. Son mécanisme exact a longtemps été sujet a débats parmi la communauté
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scientifique (194). Le modele communément accepté suggere que UADN exogene se lie
a la pointe du filament du T4P, avant d’étre internalisé dans le périplasme, dans le cas
des bactéries a Gram-négatif. Le mécanisme précis permettant cette liaison ADN-pilus
varie selon les bactéries et n’est pas connu pour toutes les especes. Chez la famille des
Neisseriaceae, il s’agit d’une piline mineure ComP qui reconnait U’ADN (196), alors que
dans le cas de la bactérie extrémophile, Thermus thermophilus, un complexe formé par
la protéine associée a la compétence ComZ et la piline majeure PilA2 endosse ce role

(197).

Toutefois, il a été observé que la vitesse de rétractation du filament du T4P était tres
supérieure a la vitesse d’internalisation d’ADN dans le périplasme, impliquant
Uexistence d’un phénomene prenant la relais du T4P (198). En effet, une fois 'ADN
partiellement internalisé par le T4P, la protéine ComEA se lie au double brin d’acide
nucléique (199), achevant ainsi sa translocation dans le périplasme et ouvrant la voie au
passage du matériel génétique dans le cytoplasme bactérien, par un mécanisme
différent (figure 19).

PilA ADN exogene

MEC Camilli A
ME ME
Périplasme Périplasme PilA
Mi Mi
Cytoplasme Cytoplasme
o R
i
@ ComEA

Figure 19 : Internalisation en deux temps d’ADN exogéne dans le périplasme
bactérien (Camilli A, adapté de (194)).

L’ADN est d’abord fixé par le filament du T4P, avant que U'action de PilT n’implique la dépolymérisation de
celui-ci, permettant ainsi 'entrée du matériel génétique extérieur dans le périplasme. L’ADN est ensuite
pris en charge par la protéine chaperone ComEA, qui permet son intégration complete dans U'espace

périplasmique. MEC, milieu extra-cellulaire ; ME, membrane externe ; Ml, membrane interne
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Transformation naturelle et motilité : deux mécanismes liés

Chez A. baumannii, il a été montré que le phénomeéne de compétence semble corrélé a
la motilité sur surfaces humides. En effet, quand bien méme les bactéries du genre
Acinetobacter n’arborent pas de flagelle et ne sont donc, a ce titre, pas mobiles —d’ou
le nom du genre— il est depuis longtemps connu qu’elles présentent tout de méme deux
formes de motilité. La premiére est la motilité liée aux surfaces, indépendante de tout
appendice bactérien (pilus ou fimbriae), et médiée par Uextrusion de substances
extrapolymériques, comme le LOS (200) ou le 1,3-diaminopropane (201). La seconde est
la motilité de type «twitching », due a des mouvements de translocation de surface
(202). Ce phénomeéne est médié par le T4P et consiste en un mouvement de la bactérie
par extension puis rétraction de cette structure (figure 20). Ces deux types de motilité
se retrouvent au sein de 'espéce A. baumannii et sont dépendantes de chaque souche.
Ainsi, certaines souches présentent simultanément ces deux types de motilité (comme
A. baumannii MAR002), d’autres n’en présentent qu’un (AYE n’effectue que la motilité
twitching, ATCC 17978 que la motilité liée aux surfaces), et certaines sont non-motiles

(a Vinstar ’ATCC 19606) (203).

Deux études récentes ont en effet prouvé cette corrélation entre transformation et
motilité « twitching » chez A. baumannii. L’inactivation de certains genes codant pour
diverses protéines composant le T4P (pilA, pilD et pilT) s’est avérée délétere a la fois pour
la motilité de la bactérie mais aussi pour la transformation (182,204), suggérant
’existence de mécanismes communs a ces deux phénomenes, médiés par le T4P. Ce
lien entre motilité «twitching» et transformation naturelle n’est pas propre a A.
baumannii et des expériences de délétions similaires ont été menées chez d’autres
types de bactéries comme Neisseria gonorrhoeae (205), Myxococcus xanthus (206), ou
encore Pseudomonas aeruginosa (207), avec des résultats analogues. Le mécanisme
permettant aux bactéries de se mouvoir via le T4P est similaire a celui par lequel elles
internalisent de ADN exogene : apres Uextension du filament, ce dernier s’attache sur
des surfaces humides. L’action de UATPase PilT entraine ensuite une rétraction du
filament, a Uimage d’un grappin, permettant 'avancée de la bactérie a une vitesse

d’environ un pm/s (192) (figure 20).
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Figure 20 : mécanisme de mobilité « twitching », médiée par un T4P (Camilli A)
Le filament du pilus de type 4 de la bactérie s’étend et s’attache sur certains types de surfaces. Sa
rétraction permet ensuite a la bactérie de se mouvoir a la maniéere d’un grappin.

T4P : pilus de type 4

Un réle sensoriel et de transporteur

En dehors de son activité dans la transformation bactérienne et dans la motilité
twitching, le T4P joue aussi un réle dans la formation de microcolonies et de biofilms. En
effet, sous U'effet d’un stress externe, des forces attractives peuvent avoir lieu entre des
pili de bactéries en solution. La rétraction des pili, médiée par ATPase, permet alors un
rapprochement entre les bactéries, influant alors sur diverses propriétés comme la
viscosité et la tension de surface, permettant finalement la mise en place de

microcolonies, potentiellement précurseurs de biofilms (208).

Cet appendice peut aussi revétir le réle de systeme de sécrétion bactérien. Il a en effet
été montré que le T4P présente une grande homologie, structurelle comme
fonctionnelle, avec les systemes de sécrétion de type Il chez les bactéries Gram-
négatives (209). Ainsi, les T4P de certaines bactéries peuvent transporter des
exoprotéines du périplasme vers le milieu extra-cellulaire. Ce mécanisme a été retrouvé
dans le cas du pilus corégulé par les toxines de V. cholerae (210) ou encore chez une des
deux bactéries responsables du piétin chez les petits ruminants, Dichelobacter nodosus

(211).
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2.2.4.3.2. Fin de la transformation : internalisation dans le
cytoplasme et recombinaison

Une fois UADN lié a8 ComEA dans le périplasme, ce dernier doit traverser la membrane
interne afin d’accéder au cytoplasme et étre intégré au génome bactérien. Avant cela,
UADN alors bicaténaire est dégradé en ADN monocaténaire par une enzyme. Le
mécanisme exact de cette digestion n’est pas encore connu, mais elle est
vraisemblablement orchestrée par une nucléase encore non identifiée ou par une

extension périplasmique de la protéine ComEC (184).

La susnommée protéine ComEC est en effet un canal transmembranaire présent a
Uinterface de U'espace périplasmique et du cytoplasme bactérien, permettant, avec
laide de la protéine ComF, la translocation de '’ADN monocaténaire dans le cytoplasme

par la membrane interne, Uautre brin étant dégradé dans le périplasme (194).

Une fois internalisé, UADN est pris en charge par diverses protéines cytoplasmiques. La
protéine Ssb permet la protection du matériel génétique et favorise la recombinaison au
sein du chromosome bactérien (212). La protéine DprA permet de charger la
recombinase RecA qui se polymérise sur le brin d’ADN. Cette derniéere joue alors un réle
central dans la fin du processus de transformation : via la formation de complexes
filamenteux, elle explore le chromosome bactérien pour y rechercher des régions
homologues dans lequel 'ADN exogene pourra s’intégrer (213). Une fois qu’une région
compatible a été trouvée, une boucle de déplacement (D-loop, displacement loop) se
forme. Les jonctions de cette boucle peuvent étre modulées selon la taille du fragment
d’ADN a intégrer via un processus appelée migration de branches, facilité par ’hélicase
hexamérique ComM, qui permet également la facilitation de déroulement de la D-loop
(214) (figure 21). Une fois ce processus achevé, lintégration d’ADN monocaténaire
forme alors un hétéroduplex stabilisé par réplication et ségrégation chromosomique,
impliquant alors la coexistence d’un chromosome portant un génotype « sauvage » et
d’un autre chromosome portant un génotype contenant UADN transformé. L’ADN
nouvellement intégré est exprimé trés rapidement une fois 'ensemble du processus
terminé, avant la division cellulaire. Ainsi, une fois celle-ci effectuée, une cellule

contiendra du matériel génétique transformé et 'autre pas (215).
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Figure 21 : intégration de UADN exogéne dans le chromosome bactérien (Camilli A,
adapté de (195)).
L’ADN bicaténaire, alors dans le périplasme, est clivé en ADN monocaténaire, passant par le canal

transmembranaire ComEC pour atteindre le cytoplasme. Il est alors lié par diverses protéines
cytosoliques comme Ssb et DprA, puis ultimement RecA qui permet la recherche d’une séquence
nucléotidique homologue au sein du chromosome bactérien. Une fois cette séquence trouvée, ’hélicase
ComM facilite la formation d’une D-loop pour finaliser Uintégration du matériel génétique exogene,
marquant la derniere étape de la transformation bactérienne. ME : membrane externe ; M/ : membrane

interne ; ADN : acide désoxyribonucléique
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2.2.4.4. Objectif de l’étude

A. baumannii est un agent pathogene humain et animal dont la prise en charge clinique
est compliquée par sa grande capacité a acquérir des genes de résistance aux
antibiotiques. Cette habilité est rendue possible par les mécanismes de THG,
notamment la transformation naturelle qui est apparue récemment comme un moteur

essentiel de 'acquisition de résistance multiple.

L’objectif de la partie expérimentale de ce travail est de comprendre comment cette
bactérie déclenche ce mécanisme de THG. La composition du milieu ayant été décrite
comme pouvant déclencher l'expression de gene de transformation chez d'autres genres
transformables, nous avons entrepris de suivre Uexpression de génes de la
transformation chez A. baumannii dans différents contextes afin de mettre en évidence

des conditions inductrices de la transformation.
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Partie expérimentale : Etude des conditions de
régulation de genes de transformation chez
Acinetobacter baumannii

1. Matériel et méthodes

1.1. Souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées lors de ce travail sont présentées dans 'annexe 1.

Sauf exceptions précisées, la croissance des bactéries a été réalisée en milieu lysogeny

broth (LB).

1.2. Composition des milieux

Les milieux utilisés lors des diverses expériences sont détaillés dans ’lannexe 2.

1.3. Construction des souches bactériennes

Les oligonucléotides utilisés dans cette étude sont listés en annexe 3.

Les modifications génétiques ont été réalisées a l'aide de la méthode de réaction en
chaine par polymérase (PCR, polymerase chain reaction) d'assemblage et celle de
sélection/contre-sélection permettant de réaliser des modifications génétiques sans
marques, issue de Godeux et al. (181). Dans un premier temps, une cassette de
sélection/contre-sélection a été créée (sacB-aac4), permettant de conférer aux
bactéries qui la portent une sensibilité au saccharose et une résistance a ’apramycine.
Une PCR d'assemblage a permis d'obtenir un fragment d'ADN chimérique présentant la

cassette sacB-aac4 et un gene rapporteur (gfp ou lacZ) en aval d’un promoteur (Pst). Ce
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fragment a été inséré dans un plasmide de clonage en utilisant le kit de clonage pJET1.2
(ClonelJET PCR cloning Kit, Thermofisher scientific) générant le plasmide pAC-1. Les
genes rapporteurs gfp et lacZ ont été amplifiés, respectivement, du plasmide pASG-1
issu de Uétude de Godeux et al. (181) et Escherichia coli MG1655. Enfin, des
terminateurs de transcription forts (Tss et Trin ) ONt été intégrés pour obtenir le plasmide

pAC-2 portant la cassette Tss-sacB-aac4-Pst-gfp/lacZ-Tiia.

Cette cassette de contre-sélection a ensuite été insérée dans le site attTn7, qui a été
sélectionné car situé dans un locus neutre du chromosome d'A. baumannii. Dans ce but,
une PCR d’assemblage a été effectuée pour flanquer la cassette Tss-sacB-aac4-Pst-
gfp/lacZ-Tsxa entre deux fragments d’ADN de deux kilobases (kb) chacun, homologues au
site d’insertion attTn7. Les fragments de deux kb ont été obtenus par PCR sur de CADN
génomique de la souche AB5075. Les PCR ont été réalisées avec la polymérase
PrimeStarMax. Aprés vérification de la bonne taille des produits par électrophorése sur
gel d’agarose, purification a base de billes (AMPure XP) et contrble de la concentration
d’acides nucléiques (NanoDrop), une premiere transformation a été réalisée avec ce
fragment d’ADN chimére portant la cassette et AB5075, afin d’obtenir des bactéries
portant cette cassette de sélection/contre-sélection par recombinaison homologue. Les

transformants ont alors été sélectionnés du fait de leur résistance a 'apramycine.

Enfin, les bactéries portant la cassette Tss-sacB-aac4-Pst-gfp/lacZ-Tsa ainsi obtenues
ont été transformées avec un fragment d’ADN chimérique portant un promoteur associé
a un des genes d’intérét (voir tableau IX) étudiés permettant de remplacer par
recombinaison homologue le fragment sacB-aac4-Pst par une région promotrice
d'intérét. Les transformants ont alors été sélectionnés du fait de leur résistance au

saccharose. Chaque construction génétique a été contrélée par séquengage.

L'ensemble de ces constructions ont été réalisées au laboratoire par le doctorant
Alexandre Chassard, a l'exception des souches porteuses des fragments Tss-Ppia-pilA-

gfp/lacZ-Tia.
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1.4. Expériences de transformation

Apres ensemencement d’une souche bactérienne d’intérét sur boite de Petri et mise a
incuber pendant 24h a 37°C sur du milieu LB, une unité formant colonie (UFC) a été
repiquée et diluée dans 10 pL d’eau ultra-pure. Un pL de cette suspension a été mélangé
avec 10 uL d’ADN substrat, et 2,5 UL de ce mélange ont ensuite été déposés sur un milieu
de motilité gélosé contenant du tryptone et 1 % d’agarose dans des tubes Eppendorf de
deux mL et mis a incuber pendant 24h a 37°C. Trois cents yL de PBS ont ensuite été
ajoutés a la surface du tube et les bactéries ont été resuspendues par agitation au
Vortex. Cent pL du mélange ont été prélevés et ensemencés sur boite de Petri contenant
du milieu sélectif gélosé a l’aide de billes d’inoculation (LB supplémenté en 'aparmycine
(30 pg/ul) ou milieu minimum M63 additionné de 10% de saccharose, voir annexe 2).
Aprés incubation 18 a 24h a 37°C, les phénotypes des clones candidats ont été vérifiés

sur milieux et le génotype confirmé par PCR puis séquencage.

1.5. Mesures de la cinétique de la fluorescence relative de
la green fluorescent protein (GFP)

Les souches testées ont été striées a partir d’un stock glycérolé sur boites de Petri et
mises a étuver 18h a 37°C. Une UFC a ensuite été reprise dans deux mL de milieu LB et
cette suspension a été mise a incuber avec agitation a 37°C jusqu’a U'obtention d’une
densité optique a 600nm (DOegoonm) de un, avant d’étre diluée dans le milieu d’intérét de
sorte a obtenir une DOgoonm de 0,01. Divers milieux ont été testés et leur composition est
présentée dans ’annexe 2. Deux cents pL de ces suspensions bactériennes ont ensuite
été déposés en triplicat dans une plaque 96 puits, alors mise a incuber pendant 18
heures dans un lecteur de microplaques (TECAN Infinite 200 Pro) avec une mesure de la
DOsoonm €t de la fluorescence (excitation: 480 nm, émission: 520 nm) toutes les 10

minutes.

Pour la mesure de la fluorescence lors de modification du milieu, une suspension

bactérienne ayant une DO de 0.01 en milieu liquide tryptone (5 g/L) a été obtenue et 200
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pL de cette suspension ont été ajoutés et mélangés dans les puits d'une plaque Biolog
Genlll (BioAlliance Expertise), avant d’étre transférés dans une plaque 96 puits standard

gui a été mise a incuber comme précédemment.

La valeur de fluorescence donnée par le lecteur de plaque a un temps donné de la
souche sauvage (wild-type, WT) a été retranchée de la valeur d’intérét (fluorescence
corrigée). La fluorescence corrigée a ensuite été divisée par la valeur de ’absorbance
dont on a soustrait absorbance du milieu, permettant ainsi Uobtention de la

fluorescence relative corrigée.

1.6. Mise en évidence de l’activité B-galactosidase

L'observation de Uactivité B-galactosidase, révélant le niveau d'expression du gene lacZ,
s’est effectuée apres U'inoculation de cing pL de suspension bactérienne a une DOgoonm
de 0,01 dans un milieu gélosé contenant 1 % d’agarose D3 (Euromedex) et cing g/L de
tryptone auquel a été ajouté du X-Gal a la concentration de 40 ug/mL. Les colonies ont

été photographiées aprés 18h d’incubation a 37°C.

1.7. Analyses statistiques

Un test de Mann-Whitney-Wilcoxon a été réalisé afin de déterminer Uinfluence de la
délétion de comEC sur Uexpression de pilA dans deux milieux différents. Une valeur p

inférieure a 0,05 correspond a la significativité statistique.
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2. Résultats

2.1. Création d'une plateforme d'expression
chromosomique chez A. baumannii

Afin de suivre Uexpression des genes responsables de la transformation bactérienne
chez A. baumannii, une plate-forme d’expression chromosomique (CEP, chromosomal
expression platform) (figure 22) a été construite. Celle-ci a permis Uinsertion dans un
locus du chromosome de genes rapporteurs avec une expression sous contrble de la
région promotrice de gene de transformation. L’activité de ces genes rapporteurs a alors

été corrélée a Uexpression des génes d’intérét auxquels ils sont fusionnés

gimS terminator RBS
’58 terminator ‘ filA ter|minator

— [ ams T >fPI_sene R > ABUW RS00435 |-

transcriptionnellement.

attTn7 site

>

I 1
Chromosomal expressicn plateform

Figure 22: représentation schématique de la plate-forme d’expression
chromosomique au site attTn7.

La plate-forme d’expression chromosomique permet de mesurer Uactivité de chaque gene d’intérét,
fusionné transcriptionnellement a un gene rapporteur dans un locus neutre de la bactérie.

Terminator : terminateur ; chromosomal expression platform : plateforme d’expression chromosomique ;
RBS : ribosome binding site

2.2. Analyse de l'expression des genes de la transformation
chez A. baumannii grace a la CEP

Huit genes impliqués dans la transformation ont été sélectionnés dans le but d’étudier,
en utilisant la plate-forme d’expression chromosomique créée a cet effet, leur

expression dans divers environnements (tableau IX).
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Tableau IX :

liste de génes impliqués dans la transformation bactérienne étudiés

Nom du Protéine Locus tag dans
Role chez A. baumannii
gene codée AB5075
Structure du T4P
pilA PilA Composant majeur du T4P ABUW_0304
Capture et intégration de 'ADN
Liaison et transport de 'ADN
comEA ComEA ABUW_RS16025
bicaténaire dans le périplasme
Internalisation de 'ADN
comEC ComEC ABUW_RS04785
monocaténaire dans le cytoplasme
Internalisation de 'ADN
comF ComF ABUW_0391
monocaténaire dans le cytoplasme
Intégration de 'ADN au génome
Protection de 'ADN monocaténaire
ssb SSB Favorise la recombinaison au seindu | ABUW_RS00975
chromosome
Recherche de sites de recombinaison
recA RecA ABUW_RS08515
homologue
dprA DprA Chargement de RecA sur 'ADN ABUW_RS18120
comM ComM Déroulement de la D-loop ABUW_RS17810

T4P : pilus de type 4 ; ADN : acide désoxyribonucléique

2.2.1.

Fusions lacZ

Tout d’abord, nous avons étudié 'expression des huit genes fusionnés a lacZ grace a la

mesure de l'activité B-galactosidase sur un milieu solide (figure 23).
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Figure 23 : Détection des niveaux d'expression pour huit genes de transformation
fusionnés au gene lacZ sur un milieu de transformation solide supplémenté en X-
Gal.

La souche de type sauvage AB5075 (WT, sans activité B-galactosidase) et un contrdle avec un promoteur
fort constitutif dans la CEP en amont du géne lacZ (Pst) ont été utilisés comme contréles négatifs et

positifs respectivement. Une expérience représentative est présentée.

Lors de cette expérience, la souche sauvage (WT) a été utilisée comme contrble négatif
car elle ne portait pas le géne lacZ et donc ne présentait pas d’activité B-galactosidase.
La souche Pst, portant le gene lacZ sous le contréle d’un promoteur fort (Pst), a été

utilisée comme controéle positif.

Nous avons observé une intensité marquée de la couleur bleue dans le cas des fusions
pilA-lacZ et ssb-lacZ, témoignant d’une expression élevée de ces genes. L’'intensité fut
plus faible concernant les fusions dprA-lacZ et comEA-lacZ et quasi-nulle dans le cas
des fusions recA-lacZ, comF-lacZ, comEC-lacZ et comM-lacZ, indiquant une expression

peu élevée de ces genes.

2.2.2. Fusions gfp

Afin de pouvoir quantifier leur expression, les huit genes de transformation ont ensuite
été fusionnés au gene gfp (codant la GFP superfolder), permettant un suivi cinétique

fluorométrique de leur expression en milieu liquide (figure 24).
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Figure 24 : évolution de la fluorescence relative de huit génes de la transformation

fusionnés au gene gfp en milieu tryptone, en fonction du temps.

L’absorbance de la souche WT est représentée en axe secondaire (ligne pointillée). UA : unité arbitraire ;
h : heures. Une expérience représentative est présentée.

Une expression élevée et transitoire de la construction pilA-gfp en début de phase

exponentielle de croissance a été mise en évidence (figure 24).

Concernant la cinétique de 'expression du gene pilA, Uaspect de la courbe a montré une
augmentation de la fluorescence pour atteindre un maximum apres 3,2h, atteignant
alors une fluorescence relative de 6992 unités arbitraires (UA). Cette derniere a diminué
alors avant de se stabiliser a un niveau constant en fin d’expérience, oscillant entre 1700

et 1800 UA.

L’expression des autres genes étudiés est demeurée basale, a 'exception de ssb qui
présentait une discrete fluorescence. Sa cinétique était tres différente de celle observée

pour pilA : son expression semblait linéaire, atteignant un maximum en fin d’expérience.

Les niveaux d'expression observés grace aux fusions lacZ en milieu solide et gfp en
milieu liquide concordaient, en particulier concernant le gene pilA qui était fortement

exprimé dans chacune des expériences.
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2.3. Variation de l'expression de pilA selon le milieu

Le gene pilA était le seul a avoir une activité plus élevée que les autres genes étudiés au
cours de ce travail. Il a donc été étudié plus en détail. Nous avons alors étudié U'influence
de la composition du milieu sur Uexpression de la fusion pilA-gfp en milieu liquide, en

utilisant a nouveau la plate-forme d’expression chromosomique construite a cet effet.

2.3.1. Variation de la composition nutritionnelle du milieu

La déplétion en nutriments a été décrite comme inductrice de la compétence chez
certaines bactéries (216-220), aussi nous avons entrepris de faire varier la richesse
nutritionnelle des milieux de culture (annexe 2) afin d’observer si elle présentait une

influence sur Uexpression de pilA.

Deux milieux riches (tryptone et LB) et deux milieux minimums, pauvres en substrats

(milieu minimum acétate (MMA) et MMA + glucose) ont été testés (figure 25).
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Figure 25 : évolution de la fluorescence relative de la construction pilA-gfp dans

divers milieux en fonction du temps.

L’absorbance de la souche sauvage est représentée en axe secondaire pour chacun des milieux de
croissance (lignes pointillées). MMA: Milieu Minimum Acétate, MMA + Glc : MMA supplémenté en glucose.
UA : unité arbitraire ; h : heures. Une expérience représentative est présentée.

Cette expérience a mis en lumiere a la fois des différences de maximum de fluorescence
et des différences de cinétique selon les milieux testés. En effet, le pic de fluorescence
de pilA-gfp concernant les milieux les plus riches (LB et Tryptone) semblait a la fois moins
intense et plus retardé que celui des milieux minimums (MMA, MMA + Glucose),

apportant moins de nutriments aux bactéries (tableau X).

Tableau X : maximums d’absorbance de la souche pilA-gfp dans quatre milieux
différents.

Milieu Maximum d'absorbance (UA) Temps (h)
Tryptone 4992 3,2
LB 5523 3,7
MMA 6097 2
MMA+Glc 6681 2,3
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La courbe de cinétique d’expression de pilA revétait un aspect similaire a celle observée
précédemment (figure 24), arborant une expression maximale en début de phase

exponentielle de croissance, et ce, quel que soit le milieu d’expression.

2.3.2. Variation de la nature du milieu

Le résultat précédent montrant une influence de la composition du milieu sur
Uexpression de pilA, il a été entrepris de tester d’autres milieux pouvant Uinfluencer
également. Pour cela, une plague issue du commerce, dans laquelle 96 milieux
différents sont lyophilisés, a été utilisée (figure 26). Les composés que comportait cette
plaque étaient de nature variée : sources de carbone (sucres, acides, acides aminés),

antibiotiques, sels. Ils sont détaillés dans 'annexe 4.
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Figure 26 : Changement de facteur de la fluorescence relative de pilA-gfp au pic
d'expression dans un milieu tryptone complété par des composés d'un microarray

phénotypique par rapport a la condition de contréle.
La condition de contrdle est composée de milieu tryptone seul (contréle A). Les composés sont classés

par catégories chimiques (AA : acides aminés). Cette florescence relative est normalisée en utilisant les
changements de facteur de la souche portant la fusion transcriptionnelle ssb-gfp dans les mémes

conditions. L'expérience a été réalisée trois fois ; les valeurs moyennes sont représentées.

Le controle B semblait avoir un effet inhibiteur sur Uexpression de pilA. L’effet de ce
contrdle, qui était composé d’un milieu riche apparenté au milieu LB, a confirmé Ueffet
inhibiteur de la richesse en nutriments du milieu sur Uexpression de pilA observé lors de

ce travail.
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La présence de chlorure de sodium dans le milieu, méme a des concentrations
relativement faibles, a présenté un effet inhibiteur sur Uexpression de pilA, qui diminuait

lorsque la concentration en sels est augmentée.

La plupart des milieux testés ont exercé une influence tres limitée sur 'expression de
pilA. Les sucres semblaient avoir un effet discrétement activateur (changement de
facteur compris entre 1 et 1,2), a l'exception de la dextrine et du glucose (facteur de 0,90

et 0,94, respectivement).

Les acides aminés testés ne présentaient également pas d’effet remarquable, sauf

l'acide L-glutamique (facteur de 1,24).

Enfin, le Tween 40, un polyol, a révélé un effet activateur marqué du gene pilA (facteur

de 1,34).

2.4. Effetde la délétion du gene comEC

Il a été démontré gu’une délétion de comEC entrainait une abolition de la motilité en
plus de sonrdle connu et conservé dans l'import d'ADN exogene (182). Nous avons donc
entrepris d’étudier Ueffet de la délétion de ce gene sur ’expression de la construction
pilA-gfp. Un suivi de fluorescence a donc été réalisé pour les souches porteuses de la
construction pilA-gfp dans un fond génétique sauvage (CT) ou présentant une délétion

pour le gene comEC (AcomEC), en milieu tryptone (figure 27).
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Figure 27 : évolution de la fluorescence relative des fusions pilA-gfp et pilA-gfp

AcomEC en milieu tryptone en fonction du temps.
A titre indicatif, 'absorbance de la souche sauvage est représentée en axe secondaire (ligne pointillée).
UA : unité arbitraire ; h : heure. Une expérience représentative est présentée.

La délétion du géne comEC semble avoir un effet mineur sur Uexpression de pilA puisque

la souche arborant cette modification présentait un maximum de fluorescence inférieur

d’un facteur 1,17 a celle de pilA. En outre, la cinétique de U'expression ne semblait pas

impactée par une délétion de comEC (tableau Xl).

Tableau Xl : maximums de fluorescence relative en milieu tryptone de souches
porteuses de la fusion pilA-gfp dans un fond génétique sauvage et délété pour le

géne comEC.

Souche Maximum d'absorbance (UA) Temps (h)
pilA-gfp 6692 3,2
pilA-gfp AcomEC 5698 3

UA : unité arbitraire ; h : heure

Nous avons entrepris d’approfondir ’étude de Uinfluence d’une délétion de comEC sur

Uexpression de pilA, aussi 'expérience a été renouvelée a trois reprises et avec des

triplicats, dans deux milieux différents : tryptone et MMA, afin d’obtenir un nombre

satisfaisant de valeurs pour une comparaison statistique (tableau XlIlI).
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Tableau XIl : maximums de fluorescence relative des fusions pilA-gfp dans un fond
génétique sauvage ou un mutant AcomEC en milieu tryptone et MMA.

Construction Moyenne (UA) Valeur p
. 3154
Milieu tryptone 0,00399
1980
- 3652
Milieu MMA 0,00399
1974

En bleu, les valeurs de fluorescence de pilA-gfp ; en marron, les valeurs de fluorescence de pilA-gfp chez
un mutant AcomEC. Pour savoir si la différence de fluorescence relative était significative, un test de

Mann-Whitney-Wilcoxon a été réalisé (valeur p).

Le test statistique a mis en évidence une différence statistiquement significative entre
les deux fusions dans chacun des milieux (p<0,05). On a alors pu supposer que le gene
comEC conditionnait partiellement U'expression du gene pilA. Toutefois, la délétion de

comEC n’était pas rédhibitoire a U'expression de pilA.

3. Discussion

Le gene pilA est principalement exprimé en début de phase exponentielle

Lors de ce travail, nous avons observé que 'expression de pilA augmentait rapidement
des le début de Uexpérience, avant d’atteindre un maximum au bout de trois heures et
de diminuer progressivement jusqu’a la fin de Uexpérience. Cette dynamique observée
est en concordance avec les travaux de Vesel et Blokesch (184). En effet, leur étude
montrait également un maximum d’expression du gene pilA de la souche A. baumannii
A118 atteint en début de phase exponentielle de croissance bactérienne. Celui-ci était
toutefois atteint plus t6t au cours de leurs conditions expérimentales (90 minutes) que
la nbétre (190 minutes), et coincidait avec le pic de transformation de la bactérie.
Concernant notre étude, des tests de transformation de AB5075 seraient intéressants
afin de vérifier s’il y a effectivement une corrélation temporelle entre U'expression du

gene pilA et la capacité de AB5075 a effectuer la transformation.

D’une maniere intéressante, ces résultats ont contrasté avec une autre espece du genre

Acinetobacter. En effet, il a été montré que dans le cas de A. baylyi, U'expression de
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comP, homologue de pilA, diminuait des la dilution de la bactérie dans un milieu de
culture, avant d’atteindre une expression minimale au milieu de la phase de croissance
exponentielle, puis d’augmenter en fin d’expérience (221), soit une dynamique opposée

a celle de pilA.

La richesse en nutriments du milieu conditionne ’expression de pilA

Un autre point important de cette étude était Uinfluence du milieu sur Uexpression du
gene pilA. En effet, nous avons observé que la culture dans un milieu pauvre était

associée a une plus grande expression de pilA.

Cette influence du milieu a été précédemment décrite et se retrouve également chez
d’autres bactéries. Dans le cas d’Haemophilus influenzae, la déplétion de certains
sucres dans le milieu active une voie métabolique médiée par la protéine réceptrice de
UAMPc (CRP, cAMP receptor protein) et Sxy, activant alors la transcription de genes de
compétence (216,217). Ces auteurs ont observé que le transfert de bactéries H.
influenzae dans un milieu pauvre entrainait en outre une surexpression de genes (comF,
rec-2, dprA) impliqués dans la transformation (217). Nous pouvons supposer que la
carence en nutriments a déclenché la compétence par le biais, entre autres, d’une

surexpression de pilA chez A. baumannii.

Concernant la bactérie Vibrio cholerae, la présence de chitine dans le milieu permet des
interactions entre le répresseur CytR et la CRP, ayant pour conséquence Uinactivation

de facteurs inhibant la transformation (218).

De maniere similaire, Bossé et al. ont mis en évidence que la fréquence de
transformation de la souche d'Actinobacillus pleuropneumoniae HS143 était

drastiquement augmentée apres transfert sur un milieu carencé (219).

Enfin, il est intéressant de noter que, chez Pseudomonas stutzeri, il a été observé que
lorsqu’un substrat parmi lammonium, le phosphate et le pyruvate était ajouté en
guantité limitante, la fréquence de transformation était tres augmentée, alors qu’une
limitation de deux ou trois de ces substrats inhibait la transformation (220). Il serait

intéressant d’effectuer un test similaire chez A. baumannii AB5075 afin d’établir un seuil

85



de carence nutritionnelle en-dessous duquel la fréquence de transformation ne serait

plus augmentée par une déplétion en substrats.

Influence de Papport de sucres au milieu

Nous avons remarqué, au cours de ce travail, que la présence de sucres (d’abord du
glucose en milieu MMA, puis divers glucides dans les tests sur les plaques
commerciales) dans le milieu avait un effet neutre sur Uexpression de pilA. Ces résultats
corroborent ceux de Hu et al. (222) qui, dans une étude menée en 2019 sur A. baumannii
HN85, n’avaient pas observé d’influence de la concentration en saccharose (de zéro a

320 millimolaires) sur la transformabilité de la souche.

Le chlorure de sodium inhibe ’expression de pilA d’une maniére concentration-

dépendante

Nous avons observé que les gradients de chlorure de sodium (NaCl) présents sur la
plague avaient un net effet inhibiteur sur Uexpression de pilA. Ces derniers variaient de
0,5 a 4 % et entrainaient une diminution de U'expression de pilA jusqu’a un facteur deux.
De maniere intéressante, une autre étude (222) a testé lUinfluence d’une différente
gamme de concentration de NaCl (de 0,2 a 0,6%) a conclu a une inhibition
concentration-dépendante de la transformation de A. baumannii HN85 par le chlorure
de sodium. Cette inhibition pourrait ainsi étre due a l'inhibition de l'expression du géne
pilA que nous observons dans notre étude. Il serait intéressant de tester Uexpression de
pilA, ainsi que la transformation et la motilité d’A. baumannii AB5075 dans d’autres

milieux salins.

Le polyol présente un effet activateur inattendu sur Uexpression de pilA

Un des milieux, le monolaurate de polyoxyéthyléene sorbitane a 40 unités de polyéthylene
glycol (Tween 40), a retenu notre attention car Uexpression de pilA y était
particulierement importante. Il s’agit d’'un composé utilisé comme détergent non

ionique pour la lyse et le fractionnement cellulaire. Une autre étude a mis en évidence
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une augmentation discrete de la croissance de certaines souches d’A. calcoaceticus en
présence de Tween 40 (223), sans pour autant étudier la fréquence de transformation.
Chez Bacillus cereus, il a été montré que U'ajout de Tween 20 augmentait grandement la
synthése de protéines du corps du flagelle, permettant une motilité accrue de cette
bactérie. De plus, Uexpression de protéines transmembranaires était également
augmentée en présence de ce polyol (224). Des tests de motilité et de transformation
dans un milieu contenant du Tween seraient donc intéressants a effectuer chez A.
baumannii. Bien que cette bactérie ne possede pas de flagelle, 'expression accrue de

pilA en présence de polyol pourrait influencer sa motilité twitching.

La délétion de comEC réprime partiellement U’expression de pilA

Wilharm et al. ont montré qu’une délétion du gene comEC, géne essentiel a la
transformation naturelle, réduisait fortement la mobilité a la surface et suggérant que ce
gene soit, de maniére inattendue, impliqué dans l'autre fonction associée au pili de type
IV a savoir la motilité twitching a Uinterphase (182). Nous nous sommes demandé si la
délétion de comEC interférait avec 'expression de pilA, codant pour la piline majeure du
T4P, qui joue un rble clé a la fois dans la transformation et la motilité twitching. Nous
avons observé dans divers milieux que Uexpression du gene pilA était significativement
diminuée lorsque le gene comEC était délété. Nos résultats complétent ceux obtenus
par Wilharm et al., en suggérant que l'inactivation de comEC entraine une diminution de
l'expression du gene pilA se traduisant par une altération de la formation du T4P, et donc

une limitation de la motilité twitching.
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Conclusion

CONCLUSION

En 'espace de 40 ans, la bactérie Acinetobacter baumannii est passée d’agent
infectieux de faible ampleur a probléme majeur de santé publique. Ce pathogéne,
responsable notamment de pneumonies, bactériémies, infections urinaires ou encore
méningites est devenu particulierement difficile a éradiquer.

En cause, sa capacité a mettre en échec Iimmense majorité des traitements
antibiotiques couramment utilisés. En effet, de nombreuses souches d’A. baumannii
sont aujourd’hui résistantes a une grande variété d'antibiotiques, y compris ceux
utilisés en dernier recours.

Si la liste — de plus en plus restreinte — d’antibiotiques efficaces contre cette bactérie
inquiete, la vitesse de propagation de génes de résistance parmi les souches,

humaines comme animales, est également remarquable.

Une des clés de cette transmission rapide est le transfert horizontal de génes,
et en particulier la transformation naturelle, trés répandue au sein cette espéce. Si ce
mécanisme est connu depuis presque un siecle, il n'a été mis en évidence qu'en 2013
chez A. baumannii.

Les mécanismes moléculaires de la transformation naturelle sont trés conservés au
sein du monde bactérien, toutefois la régulation de ce phénoméne demeure obscure
chez A. baumannii, pour qui la fréquence de transformation varie beaucoup parmi les
souches. Plusieurs génes sont impliqués dans ce mécanisme, et I'étude de leur
expression dans différents contextes est I'objet de ce travail, qui vise a étudier les

conditions inductrices de la transformation.

Grace au développement d'une plateforme d'expression chromosomique,
nous avons exploré des conditions de régulation de genes impliqués dans la
transformation. Ce développement méthodologique a permis de mettre en évidence
I'expression singuliere d'un géne de transformation, pilA, dont le produit est un
constituant majeur de I'appendice de captation de I'ADN exogene.

Nos expériences confirment une expression transitoire de ce géne et révélent une
expression dépendante de la richesse nutritionnelle du milieu. La composition du
milieu a alors été criblée afin d'identifier des composés inducteurs ou répresseurs de
I'expression de ce geéne. Ce criblage a mis en évidence que le chlorure de sodium avait

un effet répresseur de I'expression de pilA.
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Cependant, la seule expression de ce géne est insuffisante pour conclure au
role régulateur de la composition du milieu sur I'efficacité de transformation. Ainsi, ces
travaux doivent maintenant étre complétés par des expériences de transformation
bactérienne dans ces différents milieux afin de conclure au réle de leur composition

dans la capacité de cette bactérie a acquérir des génes exogénes.

Au-dela de la composition de milieu de culture de laboratoire, nos résultats
interrogent sur les environnements naturels plus propices a déclencher le mécanisme
de transfert horizontal et dans notre capacité a interférer avec ce processus

d'acquisition de la résistance.
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Annexes

Annexe 1 : liste des souches bactériennes utilisées.

Nom de la souche

Génotype/commentaire

Référence/ source

AB5075 WT A. baumannii MDR sauvage (225)
attTn7::sacB aac4 Pst-gfp attTn7::sacB aac4 Pst-gfp A. Chassard
A. Chassard
attTn7::sacB aac4 Pst-lacZ attTn7::sacB aac4 Pst-lacZ
dprA-gfp attTn7::dprA-gfp A. Chassard
dprA-lacZ attTn7::dprA-lacZ A. Chassard
recA-gfp attTn7::recA-gfo A. Chassard
recA-lacZ attTn7::recA-lacZ A. Chassard
A. Chassard
comEA-gfp attTn7::mazG-comEA-gfp
A. Chassard
comkEA-lacZ attTn7::mazG-comEA-lacZ
comM-gfp attTn7::comM-gfp A. Chassard
comM-lacZ attTn7::comM-lacZ A. Chassard
A. Chassard
comF-gfp attTn7::recG-comF-gfp
comF-lacZ attTn7::recG-comF-lacZ A. Chassard
comEC-gfp attTn7::comEC-gfp A. Chassard
comEC-lacZ attTn7::comEC-lacZ A. Chassard
ssb-gfp attTn7::ssb-gfp A. Chassard
ssb-lacZ attTn7::ssb-lacZ A. Chassard
pilA-lacZ attTn7::pilA-lacZ A. Camilli
pilA-gfp attTn7::pilA-gfp A. Camilli
. . A. Camilli
pilA-gfp AcomEC::aac4 attTn7::pilA-gfp AcomEC::aac4
A. Camilli

pilA-gfp ApilA

attTn7::pilA-gfp ApilA
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Annexe 2 : composition des milieux utilisés

Nom du milieu

Composition exacte

Commentaire

Lysogeny Broth (LB)

NaCl 5g/L
Tryptone 10 g/L
Extrait de levure 5 g/L

Milieu non-sélectif riche contenant des
peptides, des acides aminés, des
hydrates de carbone et une faible

concentration en sel

Tryptone

Tryptone 5 g/L

Milieu non-sélectif plus pauvre que le

LB, contenant des peptides et acides

aminés issus de la dégradation de la
caséine

Minimal Medium
Acetate (MMA)

KH,PO, 10 g/L
NazH PO4 5 g/L
(NH4).SO, 2 g/L
MgS0,.7H.0 0,2 g/L
CaCl,.2H,0 0,001 g/L
FeS0,.7H,0 0,001 g/L
Acétate de sodium ou
acétate de potassium,
0,1%

Milieu non sélectif minimal, augquel on
ajoute du glucose dans certaines
expériences

M63

(NH4).SO, 1 g/L
KH.PO, 6,8 g/L
FeS0O,.7H,0 0,00025 g/L

Milieu non sélectif minimal

Milieu de sélection

LB + apramycine 30 pg/ul

Sélection des recombinants

Milieu de contre-
sélection

M63 + 10% saccharose

Contre-sélection des recombinants des
expériences de transformation
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Annexe 3 : oligonucléotides utilisés lors de cette étude

Construction
génétique

Nom

Séquencede 5 a3’

ADN matrice ; site d’hybridation

Modifications chromosomiques par PCR d’extensions chevauchantes

attTn7::sacB_aac_Pst-

gfp

oac-6

tggtaatggagcaacagtcg

ADN génomique d’AB5075 ; 2kb en
amont du site attTn7 a la fin du gene
glmU d’AB5075

oac-7B

ggaacttcgaagcagctccagectacacaatcctgacttcggetacacatctagaattg

ADN génomique d’AB5075 ; site 5S-
terminateur proche d’attTn7, en aval
du terminateur du géne glmS
d’AB5075, et adaptateur

oac-8B

gaactaaggaggatattcatatggaccatggcgtgatcttagggggtgataattctg

ADN génomique d’AB5075, site
terminateur de filA proche d’attTn7,
et adaptateur

oac-9

aaacgctagaacgagacggg

ADN génomique d’AB5075 ; 2kb en
aval du site attTn7 dans UADN
génomique d’AB5075

oac-4B

gattgtgtaggctggagetgettcgaagttcctattctaaacaccccaatctcaaaagag

Hybridation a pAC-2, partage une
séguence commune avec oac-4
(terminateur partiel et adaptateur)

oac-5B

gccatggtccatatgaatatcctecttagttcaagtatttataaagagcegegtttatacg

Hybridation a pAC-2, partage une
séquence commune avec oac-5
(terminateur partiel et adaptateur)

oac-13

atagtgaacggcaggtatatgtgatgggtg

ADN génomique d’AB5075
attTn7::sacB-aac-Pst-gfp,
hybridation sur le géne sacB en aval
du terminateur 5S.

oac-14

cacaggaaacagaattcgagctcggtaccc

ADN génomique d’AB5075
attTn7::sacB-aac-Pst-gfp,
hybridation sur le site de fixation du
ribosome (RBS) de gfp

attTn7::sacB_aac_Pst-
lacZ

oac-4B

gattgtgtaggctggagetgettcgaagttcctattctaaacaccccaatctcaaaagag

Hybridation a pAC-2, partage une
séguence commune avec oac-4
(terminateur partiel et adaptateur),
en amont du gene sacB

oac-10

aagtatttataaagagcgcgtttatacgcgctctttatttatcttttatttttgacaccagaccaactggtaatggtageg

ADN génomique d’E.coli MG1655 ;
amorce antisens pour amplification
du gene lacZ, avec terminateur filA
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oac-11

cccggggatcctctagatttaagaaggagatatacatatgaccatgattacggattcactggec

ADN génomique d’E.coli MG1655 ;
amorce sens pour amplification du
géne lacZ

oac-12

atgtatatctccttcttaaatctagaggatccceggg

Hybridation a pAC2, en aval du
promoteur Pst

oac-6

tggtaatggagcaacagtcg

ADN génomique d’AB5075 ; 2kb en
amont du site attTn7 a la fin du gene
glmU d’AB5075

oac-7B

ggaacttcgaagcagctccagectacacaatcctgacttcggetacacatctagaattg

ADN génomique d’AB5075, site 5S-
terminateur proche d’attTn7, en aval
du terminateur glmS d’AB5075, et
adaptateur

oac-8B

gaactaaggaggatattcatatggaccatggcgtgatcttagggggtgataattctg

AND génomique d’AB5075, site
terminateur de filA proche d’attTn7,
et adaptateur

oac-9

aaacgctagaacgagacggg

ADN génomique d’AB5075 ; 2kb en
aval du site attTn7

Géne ssb et sa région
promotrice

oac-15

cacccatcacatatacctgccgttcactataatccagtcgaaagccaccgctatg

ADN génomique d’AB5075 ; 436
nucléotides (nt) en amont du cadre
de lecture ouvert (ORF) du géne ssb

oac-16

gggtaccgagctcgaattetgtttcctgtgttagaacggtaaatcgtegte

ADN génomique d’AB5075 ; en aval
de ssb avant son terminateur de
transcription

Geéne dprA et sa région
promotrice

oac-21

cacccatcacatatacctgccgttcactattgacgataagctgaatatgacgatc

ADN génomique d’AB5075 ; 1478nt
en amont de UORF de dprA

oac-22

gggtaccgagctcgaattetgtttcctgtgcaaacagaatcgetattgtgegete

ADN génomique d’AB5075; en aval
de dprA avant son terminateur de
transcription

Géne comEA et sa
région promotrice

oac-17

cacccatcacatatacctgccgttcactattgcgccactaatcagaatgctatgtttcatc

ADN génomique d’AB5075 ; 924nt
en amont de U’ORF de comEA (150
nucléotides en amont de mazG)

oac-18

gggtaccgagctcgaattetgtttcctgtggecgcaggaaatgataatigacgaatagaact

ADN génomique d’AB5075 ; en aval
de comEA avant son terminateur
transcriptionnel

Géne comEC et sa
région promotrice

oac-19

cacccatcacatatacctgccgttcactattgcatatggaagatgggetgtgggtaaacggt

ADN génomique d’AB5075 ; 124 nt
en amont de U'ORF de comEC

oac-20

gggtaccgagctcgaattetgtttcctgtgtccgacagaageacttaaaattgtggataggctcaaage

ADN génomique d’AB5075 ; en aval
de comEC avant son terminateur
transcriptionnel
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cacccatcacatatacctgccgttcactatccttcaacagtactatcgtctggag

ADN génomique d’AB5075 ; 238 nt

R oac-27 en amont de UORF de recG
Géne comF et sa ” - "
N . gggtaccgagctcgaattctgtttcctgtgtgtaattcegtggtgtgagecagaacttate ADN génomique d’AB5075; en aval
région promotrice .
oac-28 de comF avant son terminateur de
transcription
0ac-25 cacccatcacatatacctgccgttcactatccttcggcettcttttcaccagtaag ADN génomique d’AB5075 ; 272 nt
R en amont de ’ORF de ABUW_3656
Géne comM et sa , - S
o . gggtaccgagctcgaattctgtitcctgtgttaagagtgattacctcgataagagagtge ADN génomique d’AB5075 ; en aval
région promotrice .
oac-26 de comM avant son terminateur
transcriptionnel
cacccatcacatatacctgccgttcactataacgtcgagttgtgtcgcactcaca ADN génomique d’AB5075 ; 144 nt
oac-23 R
N - en amont de UORF de recA
Gene recA et sarégion , - S
romotrice gggtaccgagctcgaattctgtitcctgtgccgaagggegtittatgactcatgtataattacg ADN génomique d’AB5075 ; en aval
P oac-24 de recA avant son terminateur de
transcription
ADN génomique d’AB5075 ; 450nt
lo-142 t tat t tt tat tagtt tt .
Géne filA et sa région mlo cacccatcacatatacctgccgttcactataagcggtagttacaggagttcage en amont de pilA
tri . - ; - 3
promotrice mlo-143 gggtaccgagctcgaattctgtttcctgtgettatgectgcagggcaagecagaac ADN génomigue d AB.5075 ; codon
stop de pilA
Amorces pour la construction de pAC-1
mlo-86 attgtgtaggctggagetgeticgaagttcctcacccatcacatatacctgecgttcac
sacB_aac gatigtelagectegagets gaag gcce Hybridation sur pMHL2 (181)
oac-1 ccgegggattacaggtiggatgataagtc
oac-2 tatcatccaacctgtaatcccgce cgaaaatcctgttigatggt
Pst-gfp § £c8888ce glttgateetes Hybridation sur pASG1 (181)
oac-3 gccatggtccatatgaatatcctccttagttcttatttgtagagctcatccatgecgtge
Amorces pour la construction de pAC-2
Ajout des terminateurs oac-4 tattctaaacaccccaatctcaaaagaggttggggtgtttttttatatcacccatcacatatacctgeccgttcac Hybr|<'jat|on sur pAC1‘, ajout du
N terminateur 5S au géne sacB
ala cassette sach- Hybridation sur pAC1, ajout du
apraR-gfp oac-5 aagtatttataaagagcgcgtttatacgecgctctttatttatcttttatttgtagagctcatccatgecgtge v P 8

terminateur filA sur le gene gfp
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Annexe 4 : composition de la plaque Biolog Gen IlI

Controles Suclsr.es’ et Acides aminés Acides Sels Antibiotiques Autres
dérivés
Controle . L. Acide D- 1% . .
négatif Dextrine D-Sérine galacturonique NaCl Acide fusidique pHG6
Contréle Acide D- Acide lactone L- 4% . .
positif D-Maltose Aspartique galactonique NaCl Troléandomycine pHS
. . Acide D- 8% . - Lactate de
D-Tréhalose Glycyl-L-Proline gluconique NaCl Rifampicine SV sodium 1%
D-Cellobiose L-Alanine Acide D- Minocycline Glycérol
glucuronique
Gentiobiose L-Arginine Glucuronoamide Lincomycine Gélatine
Saccharose ACIde. L- Acide mucique Vancomycine Guanidine HCL
aspartique
D-Turanose ACIde. L- Acide quinique Aztréonam Niaproof 4
glutamique
Stachyose L-histidine Acide D- Acide nalidixique Pectine
saccharique
D-Raffinose Acide L-. AC|c,Je p-hy’d.roxy- Tetrgzollum
pyroglutamique phénylacétique violet
a-D-Lactose L-Sérine AC|d<,a D-lactique Tetrazolium
méthyl ester Bleu
D-Mélibiose Acide L-lactique Chlorure de
lithium
B-méthyl-D- . . Tellurite de
Glucoside Acide citrique potassium
N-acetyl-D- Acide a- Tween 40

glucosamine

N-acetyl-B-D-
mannosamine

N-acetyl-D-
galactosamine

N-acetyl
Neuraminic acid

a-D-Glucose

D-Mannose

D-Fructose

D-Galactose
3-
Methylglucose
D-Fucose
L-Fucose
L-Rhamnose

Inosine

cétoglutarique

Acide D-malique

Acide L-malique

Acide bromo-
succinique

Acide y-
aminobutyrique

Acide a-
hydroxybutyrique
Acide B-hydroxy-

D,L butyrique
Acide a-
cétobutyrique
Acide
acétoacétique

Acide propionique
Acide acétique

Acide formique
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Butyrate de
sodium

Bromate de
sodium

Méthylpryruvate




D-Sorbitol
D-Mannitol
D-Arabitol

myo-Inositol

D-Glucose-6-
PO4
D-Fructose-6-
PO4

D-Salicine
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