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Introduction

L'un des incidents les plus redoutés en Agro-Alimentaire est la contamination des
aliments par des micro-organismes entériques pathogénes (bactéries, virus, parasites).
Longtemps, il a été pensé que les bactéries entériques pathogenes, émises dans
I’'Environnement via les rejets fécaux (stations d’épuration, fosses septiques, épandage de
lisier, paturages, ...), n’avaient qu’une durée de vie trés limitée. Par conséquent, les
productions végétales susceptibles d’étre contaminées par des bactéries pathogenes
circulantes, apparaissaient malgré tout comme des matrices alimentaires peu vulnérables vis-
a-vis de ces bactéries. Cependant, des bactéries entériques pathogénes, comme Salmonella
et certains sérotypes entérohémorragiques de Escherichia coli, sont incriminées dans un
nombre croissant de Toxi-Infections Alimentaires Collectives (Deering et al. 2012; Van der
Linden et al. 2013; van Overbeek et al. 2014; Martinez-Vaz et al. 2014; Jang and Matthews
2018). En Europe, I'une des TIAC les plus importantes s’est produite en 2011, avec des salades
composées comportant des graines germées de fénugrec (condiment) contaminées par un
sérotype entérohémorragique d’E. coli, 0104 :H4. Cette TIAC a particulierement touché
I’Allemagne et la France, faisant presque 4000 malades et provoquant plus de 50 déces

(Radosavljevi¢ et al. 2016).

En plus du danger constitué par la présence de tels pathogénes dans les produits
alimentaires d’origine végétale, il est important de rappeler que les bactéries entériques,
pathogenes ou non, véhiculent un nombre important de génes de résistance aux antibiotiques
(Casals-Pascual et al. 2018). En effet, depuis la découverte par Alexander Fleming de la
pénicilline en 1928, I'utilisation des antibiotiques s’est généralisée en médicine humaine et
vétérinaire. Depuis 70 ans, cette utilisation, massive et inappropriée, a conduit a I'adaptation
des bactéries via le développement de mécanismes de résistance (Morehead and Scarbrough
2018). Les supports génétiques de ces résistances sont souvent plasmidiques et donc
transférables au sein des populations bactériennes (Poirel et al. 2016; Millan et al. 2016;
Lopatkin et al. 2017). Le compartiment environnemental semble de plus largement impliqué
dans la dissémination et I’évolution de I'antibiorésistance bactérienne (Manaia 2017; Larsson
et al. 2018). La survie, voire I'adaptation, des bactéries entériques sur les végétaux de
consommation humaine peut donc alimenter la circulation de bactéries antibiorésistantes

vers le consommateur et participer a I'érosion croissante de I'efficacité des antibiotiques.
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Afin d’illustrer les différents dangers potentiels impliquant les bactéries entériques
antibiorésistantes, mon mémoire de thése commencera par une étude bibliographige. Elle
portera tout d’abord sur les bactéries entériques pathogénes et les Toxi-Infection Alimentaires
Collectives avant d’aborder la résistance bactérienne aux antibiotiques, les mécanismes
d’adaptations des bactéries entériques a I'’environnement et de finir sur les sources et voies
de contamination des plantes par ces bactéries.

Apreés cette étude viendra le contexte et les objectifs de la thése avant de passer aux résultats
organisés en trois parties.
Enfin ce mémoire ce terminera par une discussion des résultats obtenus ouvrant sur des

conclusions et des perspectives.
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Figure 1: Répartition des TIAC en France de 1990 a 2016 (n= 14690) (d’apres les rapports de I'Institut de Veille Sanitaire)
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Figure 2: Agents pathogénes les plus fréquemment impliqués dans les TIACS entre 1996 et 2016
(d’apres les rapports de I'Institut de Veille sanitaire)
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A. Bactéries entériques pathogéenes et Toxi-Infections Alimentaires

Collectives (TIAC)

I. Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives

Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives ou TIAC correspondent a I'apparition d’au
minimum 2 cas similaires de maladies, généralement gastro-intestinales, dont la cause a une
méme origine alimentaire. En France, les TIAC sont a déclaration obligatoire aupres de
I’Agence Régionale de Santé! et/ou de la Direction Départementale de la Cohésion Sociale et
de la Protection des Populations? par les médecins, biologistes, responsables d’établissement
de restauration collective ou a caractere social ou encore par des consommateurs ou d’autres
personnes ayant connaissance d’un épisode pouvant étre une TIAC. Cette déclaration est
transmise a d’autres agences (Santé publique France, Direction Générale de I’Alimentation) et
entraine des investigations pour confirmer la TIAC, identifier son origine et mettre en place
des mesures préventives et/ou correctives si besoin. Chaque année une base de données est
constituée par Santé publique France afin de réaliser I'analyse des caractéristiques
épidémiologiques des TIAC et déterminer les facteurs ayant pu contribuer a leur survenue. Un
rapport est rendu publique chaque année par I'Institut de Veille Sanitaire (InVS) (Institut de
Veille Sanitaire 2019a).

Il existe 12 Centres Nationaux de Référence (CNR) qui contribuent a la surveillance
épidémiologique des bactéries pathogenes a transmission alimentaire que sont Salmonella
spp, Clostridium botulinum, Campylobacter et Helicobacter, Escherichia coli et Shigella, Listeria

spp, Trichinella, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Brucella et Franscisella tularensis.

1. Etat des lieux en France et en Normandie

a. En France

Comme le montre la Figure 1, depuis 1990, on constate une augmentation constante
des foyers de TIAC détectés en France (326 en 1990 et 1455 en 2016). Ceci s’explique

notamment par 'amélioration des méthodes de recherche et de surveillance des pathogénes,

! Agence Régionale de Santé : ARS : chargée du pilotage régional du systéme national de santé

2 Direction Départementale de la Cohésion Sociale et de la Protection des Populations : DDCSPP : garantit
la sécurité sanitaire et économique des concitoyens et contribue a la cohésion sociale de la société.
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ainsi que par une meilleure communication entre les différents services de santé. Sur une
période de 20 ans (de 1996 a 2016) (Figure 2), parmi les agents pathogénes confirmés ou
suspectés d’étre a I'origine de TIAC, 25,7% sont des Salmonella (dont 33% de S. Enteridis et
17,7% de S. Thyphimurium), 28,4% Staphyloccocus aureus et 14% Bacillus cereus. La plupart
de ces TIAC ont eu lieu dans le cadre familial (33,7%) et commercial (28,1%). La Figure 3
montre la répartition des aliments contaminés par Salmonella spp, les ceufs étant les denrées
les plus contaminées (44.7%), suivis de la viande (16.1%). La catégorie « Autre » dans laquelle
se retrouvent les salades composées et les végétaux (légumes, fruits) représente 10,2% des
aliments contaminés ce qui la place devant les volailles (6.7%), les produits laitiers (4%) et de

la mer (4.4%) (Institut de Veille Sanitaire 2019a).

b. En Normandie

Si I'on regarde les données épidémiologiques pour la région Normandie (Haute et
Basse Normandie confondues) sur la période de 2006 a 2015, les TIAC normandes
représentent 36,34% des TIAC nationales. L'agent pathogene le plus incriminé est Salmonella
a 69,3%, avec une répartition de 45,6% pour S. Typhimurium, 11,4% pour S. Enteridis et 43%
pour les autres sérotypes. L’aliment le plus contaminé par Salmonella est la viande a 58,8%
(Institut de Veille Sanitaire 2019a).

On retrouve a I'échelle régionale approximativement la méme répartition des lieux de
survenue des TIAC (cadre familial et commercial) et les mémes agents pathogenes incriminés

gu’a I'échelle nationale (Figure 2), mais pas dans des proportions identiques.

2. TIAC dues aux E.coli productrices de shigatoxines

En France, la détection d’infections dues a des E. coli productrices de shigatoxines
(STEC3), dont la DMI est <100 UF,C est basée sur le recensement des cas de syndrome
hémolytique et urémique (SHU) et permet de suivre les tendances spatio-temporelles des SHU
chez les enfants agés de moins de 15 ans, de connaitre les caractéristiques épidémiologiques

des cas et de détecter des phénomenes épidémiques. Cette surveillance a été mise en place

3 STEC : Shiga toxin-producing Escherichia coli
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en 1996, par Santé publiqgue France en collaboration avec la Société de néphrologie
pédiatrique, a la suite d’une étude sur les années 1995-1996 montrant que 86 % des SHU
pédiatriques en France survenaient a la suite d’une infection par des souches STEC. Le suivi
porte sur les SHU apparaissant chez les enfants de moins de 15 ans (population la plus
susceptible d’étre touchée) et repose sur un réseau constant de 32 services de pédiatrie et de
néphrologie pédiatrique de centres hospitaliers répartis sur tout le territoire métropolitain.
En complément de ce réseau, d’autres services notifient ponctuellement les cas de SHU
hospitalisés dans leurs services.

Linfection par des souches STEC est ensuite confirmée par le Centre National de
Référence (CNR) des E. coli et Shigella et ses laboratoires associés, par isolement des souches
STEC a partir des selles, ou détection par PCR des génes codant les shigatoxines (stx, eae). Pour
chaque cas, une fiche de renseignements, comportant des informations
sociodémographiques (age, sexe...), cliniques, biologiques (hématologie, biochimie,
coproculture et sérologie) et épidémiologiques est adressée a Santé publique France (Institut
de Veille Sanitaire 2019b).

Ainsi, depuis 1996, 2342 cas de SHU, en France, ont été détectés avec une augmentation
depuis 2005 (81 cas en 1996 et 164 cas en 2017). Au niveau des sérotypes retrouvés, entre
2004 et 2017, les plus présents étaient 0157 (41%) et 026 (14%), puis 080 (5%), 0145 (3%),
0111 et 0103 (2%).

Sur la période 1996 — 2013, la Basse-Normandie était la 3¢ région la plus touchée par les SHU
pendant que la Haute-Normandie était la 10° région. Depuis 2016, la région Normandie (Haute
et Basse réunifiées) a I'incidence nationale la plus élevée (comprise entre 1 et 2 / 100 000

enfants de moins de 15 ans) (Institut de Veille Sanitaire 2019b)..

Ainsi, les TIAC sont généralement dues aux bactéries entériques pathogenes Salmonella et

STEC, que ce soit au niveau national ou au niveau de la région Normandie. Mais que sont

vraiment ces agents pathogenes entériques ?
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Genre Salmonella

S. bongori S. enterica

Sous- enterica salomae arizonae diarizonae houtenae indica
espece | Il 1IE] b v VI

Typhi et Typhimurium,
Parathyphi Enteritidis, Dublin,

Figure 4: Hiérarchisation de Salmonella (d’aprés Hurley et al., 2014). L’espéce Salmonella enterica comprend 6 sous-espéces. Salmonella
enterica subsp enterica comprend de nombreux sérotypes pouvant étre classé en deux catégories : I'une avec les sérotypes responsables des maladies
thyphiques et I'autre avec les sérotypes responsables des maladies non thyphique.
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[I. Les bactéries pathogénes entériqgues

Notre microbiote intestinal est composé de 100 000 milliards (10'%) de micro-
organismes (bactéries, virus), soit 10 fois plus que le nombre de cellules qui nous composent.
Ainsi, 1g de selles héberge 100 milliards (10'?) de bactéries. Au final, le poids total de toutes
nos bactéries intestinales atteint le chiffre de 1,5kg chez un individu adulte. Ces micro-
organismes contribuent au bon fonctionnement de I'organisme et sont associés a diverses
fonctions clés comme la fonction digestive et immunitaire.

Cependant, parfois, des micro-organismes pathogénes, comme Salmonella ou les
STEC, peuvent venir coloniser ce systeme pourtant trés sélectif (beaucoup de flores
endogenes en plus du pH acide de I'estomac qu’il faut passer). L’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) estime qu’approximativement 1,9 billions de personnes sont victimes de
maladies, dans le monde, chagque année et environ 1/3 de ces infections sont transmises par
la nourriture. Cependant, les pays en développement sont plus touchés que les pays
développés, ou les conditions d’hygiene sont moins propices au développement bactérien.
Parmi les micro-organismes impliqués dans ces maladies, on retrouve les norovirus dans 685
millions de cas, E.coli entérotoxigénique (ETEC?) avec 241 millions de cas, Shigella spp pour
190 millions, Giardia spp dans 183 millions des cas et Salmonella spp avec 180 millions de cas.
Cependant, un nombre important de déces (41% de toutes les morts associées a une maladie
diarrhéique dans le monde) peut étre attribué a Salmonella spp (Besser 2018).

Bien que les norovirus soient les principaux micro-organismes incriminés dans les TIAC, il est
difficile, lorsqu’ils sont détectés (par PCR), de prouver qu’ils sont infectieux et donc, bien
pathogenes.

Nous allons nous intéresser de plus prés aux E. coli STEC entérohémorragiques (EHEC?),

2¢ micro-organisme le plus impliqué les TIAC, ainsi qu’a Salmonella.

4 ETEC : Enterotoxigenic E. coli
5 EHEC : Enterohaemorrhagic E. coli

31



Etude Bibliographique

32



Etude Bibliographique

1. Salmonella
a. Généralités

Les organismes appartenant au genre Salmonella sont des bacilles flagellés a Gram négatif
aérobies-anaérobies facultatifs. lls appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Le genre
Salmonella comprend 2 espéces : S. bongori et S. enterica (Figure 4). Cette derniére est
subdivisée en 6 sous-especes, elles-mémes différenciées en sérotypes. Le genre Salmonella
est ainsi composé d’environ 2600 sérotypes différents pouvant étre désignés par une formule
antigénique se basant sur les antigenes capsulaires (Vi), somatiques (O) et flagellaires (H)
(Brenner et al. 2000; Hurley et al. 2014; Ibrahim and Morin 2018).

Approximativement 99% des Salmonella causant des infections humaines appartiennent a
I'espece Salmonella enterica subsp enterica (Kurtz et al. 2017). Parmi les Salmonella enterica
subsp enterica se trouvent différents sérotypes (Figure 4), dont 2 deux, Typhi et Paratyphi,
sont responsables des salmonelloses typhoides, les autres étant plutdt associées a des

salmonelloses dites non typhoides

b. Pathologies associées

Les trois principales maladies causées par Salmonella chez 'homme sont les
salmonelloses non typhoides, invasives ou non, et les salmonelloses typhoides (Kurtz et al.

2017).

Les salmonelloses non typhoides (NTS®) référent a toutes les maladies causées aux
hommes par tous les sérotypes de Salmonella enterica subsp enterica sauf Typhi et Paratyphi.
Elles ont lieu aprés ingestion de plus de 5000 bactéries présentes dans de la nourriture
contaminée, avec des symptomes apparaissant 6 a 72h apres consommation. Le début des
symptoémes est marqué par une forte fievre, des douleurs abdominales et diarrhées avec ou

non du sang, quelques nausées et vomissements. Généralement, ces gastro-entérites se

6 NTS : Non-typhoidal salmonellosis
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Figure 5 : Image de Microcopie électronique a balayage avec des couleurs améliorées montrant des cellules humaines
cultivées envahies par Salmonella Typhimurium (rouge) (Winter et al, 2010).
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Figure 6: Mécanismes d’infection de Salmonella dans I’épithélium intestinal (llyas et al. 2017).
A gauche du schéma, Salmonella arrive a pénétrer dans les cellules épithéliales et passer dans la lamina propria. Elle est alors
phagocytée par un macrophage ou elle va pouvoir survivre et se multiplier. Les SP sont les différents ilots de pathogénicité
que la souche utilise pour survivre). A droite du schéma, la présence de cellules épithéliales inflammées par la présence des
Salmonella met en place les mécanismes de défense recrutant des neutrophiles.
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résolvent d’elless-mémes en 5 — 7 jours sans besoin de traitements (Coburn et al. 2007). En
moyenne, les sérotypes non typhoides persistent dans le tractus intestinal de 6 semaines a 3
mois (selon le sérotype) et 1 personne sur 1000 peut continuer a excréter Salmonella dans ses

féces sur des périodes excédant 1 an (Kurtz et al. 2017).

Les NTS peuvent avoir un caractéere invasif, notamment chez des sujets plus faibles, comme
les personnes immuno-déprimées, les jeunes enfants ou les personnes agées. On parle alors
de iNTS’ qui sont généralement causées par les sérotypes S. Thyphimurium et S. Enteridis.
Cependant, d’autres sérotypes comme Choleraesuis et Dublin peuvent également étre mis en
cause (Fangand Fierer 1991; Jean et al. 2006; Aubry and Galizere 2018).

Les fievres thyphoides sont provoquées par l'infection de S. Typhi et les fievres
parathyphoides par S. Paratyphi. 21 millions de nouveaux cas chaque année de fiévres
typhoides sont rescensés dans le monde, conduisant a une estimation de 150 000 décés. Elles
sont endémiques dans les pays en développement, la majorité des cas se produisant en Asie
du Sud et en Afrique subsaharienne. Aprés une incubation de 1 — 2 semaines, une forte fiévre
survient, accompagnée de diarrhée ou constipation, et d’'une torpeur. La fréquence des signes
cliniques est variable et rend le diagnostic clinique difficile. 1 a 4% des malades sont porteurs
asymptomatiques, continuant d’héberger S. Typhi pendant des mois ou des années dans
I'intestin ou la vésicule biliaire (Aubry and Galizere 2018). Les fiévres typhoides sont
immédiatement traitées avec des antibiotiques a cause de la nature systémique de l'infection.
Mais des les années 1990, les médecins ont abandonné les antibiotiques de 1° génération
(comme le chloramphénicol, I'ampicilline) du fait de I'’émergence d’une résistance généralisée
parmi plusieurs sérotypes de S. enterica subsp enterica (Qamar et al. 2014). Les
fluoroquinolones (comme la ciprofloxacine) sont ensuite devenues les traitements usuels.
Cependant, les résistances a cette classe d’antibiotiques augmentent et la 3¢ génération de
céphalosporines devient aujourd’hui I'un des traitements préconisé pour les fievres
typhoides. Actuellement, il existe également 3 vaccins homologués contre S. Typhi. Le premier
vaccin, visant a tuer les bactéries, n’a pas longtemps été fabriqué du fait d’'un haut taux de

réactogénicité. Le deuxiéme est un vaccin vivant atténué (Ty21a) qui, aprés plusieurs années

7iNTS : Invasive non-typhoidal salmonellosis
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d’utilisation, a été reconnu pour étre bien toléré et non pathogeéne pour ’lhomme, mais avec
une efficacité modérée (autour de 50%). Il est de plus non autorisé pour les enfants de moins
de 6 ans (population qui est la plus susceptible de développer I'infection). Enfin, le troisieme
vaccin visant les polysaccharides capsulaires (Vi) bien que bien toléré et efficace a 60%,
présente plusieurs limitations. La premiére est que la vaccination se fait par voie parentérale,
ce qui nécessite une formation spécialisée qui le rend moins utile dans les pays en
développement. Deuxiemement, ce vaccin ne génére pas de mémoire immunologique
puissante ce qui le rend peu efficace chez les enfants de moins de 18 mois dont le systeme

immunitaire est encore immature (Anwar et al. 2014; Kurtz et al. 2017).

c. Mécanisme de colonisation

Une fois ingérée, Salmonella colonise I'iléon terminal et le colon (Figure 5). Sa mobilité
et ses systémes de sécrétion de type Il (T3SS8) travaillent ensemble pour permettre a une
fraction de la population d’envabhir les cellules épithéliales intestinales. Agissant comme une
seringue moléculaire, le premier systéeme de sécrétion T3SS-1 injecte des protéines effecteurs
(Thiennimitr et al. 2012) qui sont codées par des flots de pathogénicité (SPI°-1 et SPI-2) (Figure
6). Ces flots, dont il est question plus loin, acquis historiquement par des événements de
transferts horizontaux, incluent des clusters de génes codant des mécanismes par lesquels
Salmonella agit comme un pathogéne virulent. Ces flots sont localisés sur le chromosome
bactérien ou sur un plasmide. Cependant, tous les sérotypes ne les possédent pas.
Aujourd’hui, chez Salmonella, 23 SPI ont été décrits bien que les fonctions des génes contenus
dans ces ilots n’aient pas encore été completement élucidées (Hurley et al. 2014). Les
protéines effectrices codées par les ilots de pathogénicité et injectées via le T3SS-1 vont
induire des altérations dans le cytosquelette d’actine permettant d’internaliser Salmonella.
Aprés leur entrée dans les cellules de la paroi intestinale, les bactéries survivent a
I’acidification dans des vacuoles appelées SCV! en acidifiant a leur tour leur cytoplasme
(Chakraborty et al. 2015; llyas et al. 2017) (Figure 6). Les bactéries arrivent ensuite a accéder

alalumina propia (tissu conjonctif — Figure 6) ou elles sont internalisées dans les macrophages

8T3SS : Type 3 secretion system
9 SPI : Salmonella pathogenicity island
10SCV : Salmonella containing vacuole
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Figure 7 : Acquisition et perte de genes menant aux différentes pathotypes de E. coli (Croxen et al, 2013)
ETEC: E. coli entérotoxigénique, EAEC : E. coli entéroaggrégative, STEC : E. coli productrice de shiga-Toxine, EIEC : E. coli
entéroinvasive, DAEC : E. coli a adhérence diffuse, EPEC : E. coli entéropathogénique.
Bfp : « bundle-forming pilus gene », LEE : « locus of enterocyte effacement », Afa/Dr : fimbriae, stx : génes des shiga-toxines,
PAA et pINV : plasmides, CF : facteurs de colonisation, LT/ST : entérotoxines
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dans lesquels elles vont pouvoir se multiplier, voire méme rejoindre les ganglions
mésentériques (Thiennimitr et al. 2012; Kurtz et al. 2017) (Figure 6). Dans les macrophages,
Salmonella utilise ensuite le second systeme de sécrétion T3SS-2, en association avec SPI-2,
codant approximativement 30 molécules effectrices, pour interférer avec la maturation
endosomale et échapper a la mort lysosomale. Ces effecteurs manipulent le recrutement
membranaire, le trafic, ainsi que la récolte des nutriments. Ceci apparait essentiel pour
prévenir |'élimination et établir une niche intracellulaire réplicative de Salmonella (Zhang et
al. 2018a). Certains bacilles sont capables de gagner le systéme sanguin ou ils seront éliminés
par les ganglions lymphatiques. Cependant, cette lyse entraine la libération d’'une endotoxine
qui va se fixer sur les terminaisons nerveuses du systeme neurovégétatif abdominal, créant

des lésions intestinales qui vont ensuite étre envahie par d’autres Salmonella.

2. Les pathotypes de Escherichia coli

E. coli est un bacille a Gram négatif aérobie-anaérobie facultatif (AAF) faisant partie de
la famille des Enterobacteriaceae. Son habitat principal est le tractus intestinal inférieur des
animaux a sang chaud ou elle fait partie des AAF dominantes, méme si les bactéries anaérobies
strictes sont 100 a 1000 fois plus nombreuses (Berg 1996).

Bien que la plupart des E.coli soient des souches commensales non pathogénes, et méme
bénéfiques pour leur héte, il existe certains pathotypes responsables de maladies humaines

provoquant plus de 2 millions de morts chague année dans le monde (Kaper et al. 2004)

a. Généralités et pathologies associées

Il existe 6 pathotypes intestinaux bien décrits : (1) les E. coli entérohémorragiques
(EHEC), (2) E. coli entéropathogéniques (EPEC), (3) E. coli entérotoxigéniques (ETEC), (4) E. coli
entéroaggrégatives (EAEC), (5) les E. coli entéroinvasives (EIEC) et (6) les E. coli a adhérence
diffuse (DAEC). Ces pathotypes de E.coli sont caractérisés par des antigénes O (chaine latérale
O des lipopolysaccharides) et H (flagellaires) communs qui vont définir des « sérogroupes »
(antigenes O seulement) ou « sérotypes » (antigenes O et H) (Nataro and Kaper 1998). E. coli
est devenu pathogéne par I'acquisition de certains génes portés par des éléments génétiques

mobiles ou transférables, tels que des transposons, plasmides ou phages (qui seront décrits
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Figure 8: Schéma de pathogénése des E.coli pathogénes selon leur pathotypes (Kaper et al. 2004).
a) Les EPEC adhérent aux entérocytes de I'intestin gréle, détruisent les microvillosités, induisant la lésion A/E (1. Adhésion
initiale, 2. Translocation de protéines par une sécrétion de type Ill, 3. Formation de piédestal).
b) Les EHEC induisent la Iésion A/E dans le cblon et libére les shiga-toxines.
c) Les ETEC adhérent aux entérocytes de l'intestin gréle sécrétent des entérotoxines thermolabiles (LT) et / ou thermostables
(ST).
d) Les EAEC adherent aux épithéliums intestinaux en formant un épais biofilm séctetent des entérotoxines et des cytotoxines.
e) les EIEC envahissent la cellule épithéliale du célon, lysent les phagosomes et se déplacent a travers la cellule en formant
des microfilaments d'actine. Les bactéries peuvent se déplacer latéralement dans I'épithélium en se propageant directement
d'une cellule a I'autre.
f) Les DAEC induisent un effet de transduction de signal caractéristique dans les entérocytes de l'intestin gréle qui se manifeste
par la croissance de longues projections cellulaires ressemblant a des doigts, qui enveloppent la bactérie.
AAF : aggregative adherence fimbriae; BFP: bundle-forming pilus; CFA : colonization factor antigen; DAF : decay-
accelerating factor; EAST1 : enteroaggregative E. coli ST1; LT : heat-labile enterotoxin; ShET1 : Shigella enterotoxin 1; ST :
heat-stable enterotoxin..
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plus loin). Par exemple, les E. coli productrices de Shiga-toxine (STEC) seraient apparues par
I’acquisition de genes codant les shiga-toxines via un bactériophage (Figure 7) (Croxen et al,

2013).

Trois syndromes cliniques généraux peuvent résulter d’une infection par I'un des
pathotypes de E. coli: les maladies entériques / diarrhéiques, les infections du tractus
urinaires (UTI) et les septicémies / méningites.

Les EHEC (sérotypes STEC pathogenes) sont généralement associées a des colites
hémorragiques et/ou SHU. Le premier symptdme est une diarrhée accompagnée de fiévre,
de crampes abdominales et de nausées. Apres 5 jours, les diarrhées deviennent sanglantes

dans la majorité des cas.

b. Mécanismes de colonisation

Les pathotypes de E. coli utilisent un schéma de pathogénese en plusieurs étapes qui
consistent en une colonisation d’un site muqueux, une évasion des défenses de I’hGte, une
multiplication et des lésions de I'hote (Kaper et al. 2004).

Pour infecter leur cible cellulaire, les E .coli pathogenes possedent des facteurs d’adhérence
spécifiques (adhésines) qui leur permettent de coloniser des sites inhabités habituellement
par E. coli. Le plus souvent, ces adhésines sont des fimbriae (structure en forme de tubes creux
de 5—-10 nm de diametre) ou des curli (structures de 2 a 4 nm longues et raides, ou bouclées
et flexibles) (Cassels and Wolf 1995), mais elles peuvent inclure des protéines de la membrane
externe telle que l'intimine. Certaines de ces structures de surface déclenchent, dans les
cellules intestinales, des voies de transduction du signal ou des réarrangements
cytosquelettiques pouvant mener a la maladie. De plus, certains pathotypes, comme les EHEC
et ETEC, produisent des entérotoxines qui vont entrainer des modifications dans les
transmissions de signaux et la synthése des protéines des cellules infectées (Sears and Kaper
1996). Selon le pathotype, les méthodes de colonisation de la cellule intestinale ne seront pas

les mémes (Kaper et al. 2004) (Figure 8).

11 SHU : syndrome hémolytique et urémique
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c. Les E.coli productrices de Shiga-toxines (STEC)

Les sérotypes STEC sont des souches de E. coli qui produisent au moins un membre
d’une classe des puissantes cytotoxines que sont les shiga-toxines, appelées ainsi pour leur
ressemblance avec les toxines produites par Shigella dysenteriae. Si toutes les STEC ne sont
pas pathogenes pour I'homme, un sous-groupe de souches dénommées E. coli
entérohémorragiques (EHEC) sont responsables des infections humaines les plus graves

comme les SHU.

i. Les réservoirs

Les ruminants, en particulier les bovins, constituent un vaste réservoir a STEC et notamment
a EHEC, leurs feces en hébergeant plus que les autres animaux a sang chaud. Une proportion
d’animaux portant des EHEC, appelés « super-excréteurs », excréetent plus de EHEC que les
autres. Bien que ces animaux représentent un faible ratio du bétail, il a été estimé qu’ils
pouvaient étre responsables d’au moins 95% de toutes les EHEC excrétées (Omisakin et al.
2003; Chase-Topping et al. 2007). Les STEC libérés dans I'environnement via les féces des
animaux, peuvent contaminer des produits alimentaires issus des bovins comme la viande ou
encore le lait. lls peuvent aussi contaminer I'eau, susceptible d’entrer ensuite dans la recette
de boissons non pasteurisées ou servir pour arroser les légumes (Armstrong et al. 1996). Le
fumier peut contenir des STEC viables durant plus de 7 semaines (Wang et al. 1996) ce qui
augmente le risque de dissémination a travers le lessivage des sols prés des fermes.

Plus de 435 sérotypes de STEC ont été collectés chez les bovins. Chez I'Homme, plus
de 470 sérotypes ont été isolés d’individus malades. La plupart de ces sérotypes existent
également chez les bovins (Beutin et al. 1993; Blanco et al. 2004). Malgré ce nombre, moins
de 10 groupes O sont responsables de la majorité des cas. Dans beaucoup de pays (comme
aux Etats-Unis ou en Chine), 0157:H7 est le sérotype associé au plus grand nombre de
maladies et de TIAC. En raison de I'occurrence de ce sérotype, il est courant de considérer les
sérotypes de STEC dans 2 catégories principales : les 0157 et les non-0157 (Gyles 2007). Le
sérotype O157:H7 est responsable de 26% des 132 infections a STEC au Danemark (chiffre
proche des résultats obtenus en Allemagne selon Beutin et al., 2004) et 68% des STEC isolées
appartenaient a 8 groupes O (0157, 0103, 0146, 026, 0117, 0145, 0128 et 0111 par ordre

d’occurrence) (Nielsen et al. 2006).
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Figure 9: Image au microscope électronique a balayage du piedestal formé par une E. coli entérohémorragique dans le gros
intestin humain. (Photo Ken Campellone / UConn)

AJ/E lesions =

Host cytoplasm

Figure 10: Schéma de la formation de Iésions d’attachement et effacement (A/E) (Sperandio and Nguyen, 2012)

EHEC injecte des protéines effectrices telles que Tir et EspFu dans le cytoplasme de I'héte par le biais du T3SS (1). Tir se
localise au niveau de la membrane de I'héte et se lie a I'intimine (2) pour modifier le cytosquelette et la polymérisation de
I'actine (3).
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ii.  Pathologies associées

L’homme est infecté par les EHEC lors d’ingestions d’aliments ou d’eaux contaminés,
mais aussi par contact direct avec les animaux, ce qui peut entrainer des cas sporadiques de
maladies ou des TIAC pouvant toucher plusieurs milliers de personnes. Le fait que les EHEC
peuvent, encore plus que Salmonella, toucher rapidement un grand nombre de personnes est
liée a sa DM faible (< 100 UFC) et a une contamination inter-humaine possible (les EHEC font
d’ailleurs partie des pathogénes de classe 3).

L'infection peut n’entrainer aucune maladie, ou des diarrhées aqueuses ou sanglantes,
ou encore des SHU caractérisés par une insuffisance rénale aigiie, une anémie hémolytique,
une microangiopathie!? et une thrombocytopénie!3. Les SHU se développent chez 5 a 10% des
personnes infectées par 0157:H7 et peuvent étre accompagnées de séquelles a long terme

(Griffin and Tauxe 1991; Institut de Veille Sanitaire 2019b)

iii.  Meécanismes de colonisation

L'infection implique une colonisation de I'intestin et des dommages dus aux toxines.
La colonisation est le processus par lequel les EHEC surmontent les mécanismes de défense
de I'hbte, s'imposent et s’établissent dans l'intestin. L’adhésion aux cellules épithéliales
intestinales est une caractéristique précoce de linfection. Elle est associée a lilot de
pathogénicité LEE'* décrit plus loin, qui posséde de nombreux génes notamment le géne eae,
codant pour l'intimine, facteur d’adhésion. Les EHEC dits « positifs a eae » peuvent former
une lésion d’attachement et d’effacement (A/E). La lésion A/E est caractérisée par la
destruction des microvillosités, une adhésion intime de la bactérie a la surface de la cellule-
hote et une accumulation d’actine polymérisée sous le site d’attachement bactérien formant
un piédestal pour une bactérie individuelle (Nataro and Kaper 1998; Kaper et al. 2004;
Sperandio and Nguyen 2012) (Figures 9 et 10 ). Les genes requis pour la formation de la Iésion
appartiennent a I'flot de pathogénicité LEE.

Cet ilot est organisé en 5 principaux opérons, nommés de LEE1 a 5. Les produits du LEE

2 Toute maladie atteignant les vaisseaux sanguins de petits calibres (Larousse médical)

13 Affection caractérisée par un nombre de plaquettes sanguines au-dessous de la normale (Larousse
médical)

14 LEE : Locus of enterocyte effacement
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sont, notamment, un systeme de sécrétion de type Il (LEE1 a 3), un systeme de translocation
de protéines (LEE4), un systéme d’adhérence constitué d’une protéine de la membrane
externe appelée intimine (ou Eae) et de son récepteur Tir!® (LEES), et de protéines effectrices
transloquées par le systeme de sécrétion (Gyles 2007). Une fois injectée dans le cytoplasme
de cellule-cible, la protéine Tir est dirigée vers la membrane cytoplasmique et est insérée
comme une structure en épingle a cheveux, avec les extrémités N-terminale et C-terminale
dans le cytoplasme, et le domaine central exposé a la surface (Kenny et al. 1997). Ce domaine
interagit avec I'intimine pour former un attachement serré de la bactérie a la cellule eucaryote
(Figure 10).

Le récepteur Tir, la protéine intimine, ainsi que d’autres protéines sécrétées activent
un certain nombre de cascades de signalisation qui entrainent un réarrangement de
I'architecture des cellules épithéliales intestinales et des modifications de la physiologie

cellulaire (Gyles 2007) ce qui permet aux EHEC de coloniser la paroi intestinal.

Parallelement a cette installation, les E. coli entérohémorragiques vont sécréter des
shiga-toxines (Stx) dans la lumiere de lintestin. Ces toxines se lient alors aux cellules
endothéliales exprimant le récepteur au GB3 (globotriaosylceramide-3), présent au niveau du
tube digestif, des reins et du systeme nerveux central, puis pénétrent dans le cytoplasme et
tuent la cellule. La lyse des cellules endothéliales intestinales permet alors la libération des
toxines dans le sang, leur dissémination dans |'organisme et I'accés aux autres organes. Les
bovins, qui sont les réservoirs des EHEC, n’ont les récepteurs au GB3 qu’au niveau du cerveau
et des reins, ce qui fait que les shiga-toxines ne sont pas capables de se lier aux vaisseaux
sanguins du tractus gastro-intestinal et de rendre I'animal malade (Pruimboom-Brees et al.
2000)

Initialement, deux types de Stx ont été décrits : Tout d’abord, Stx1 qui est une structure
hautement conservée, identique a celle de la toxine shiga de Shigella dysenteriae et qui est
plutdt associée a une maladie légere chez ’homme, voire sans aucun effet. Puis, Stx2 qui
possede plusieurs variants nommés Stx2c, Stx2d, activables par Stx2d, Stx2e et Stx2f, qui
different par leur activité biologique et leur association avec la maladie (Friedrich et al. 2002).

Les Stx sont des protéines d’environ 70 kDa. Elles sont composées de 2 sous-unités majeures

15 Tir : Translocated intimin receptor
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Mechanism of action of Shiga Toxin

SHIGA
TOXIN

1)

DEATH

EUKARYOTIC CELLS

Figure 11: Mécanisme d’action cytotoxique des shiga-toxines lors de la colonisation des cellules épithéliales par une
EHEC (Patcheco and Sperandio, 2012).
Les shiga-toxines sont constituées d’un pentamére de sous-unités B lié a une sous-unité A catalytique.
1) Les sous-unités B se lient au récepteur du globotriaosylcéramide (GB3) exprimé par certaines cellules eucaryotes.
2) Stx est intériorisée par endocytose.
3) Stx subit un transport rétrograde vers le réseau trans-golgien (TGN), puis vers le réticulum endoplasmique (RE) ot la
sous-unité A est divisée en deux ous-unités : Al et A2.
4) La sous-unité A1 est transloquée dans le cytoplasme ol elle rencontre le ribosome et I'inactive. La synthése protéique
ne se fait plus et la cellule épithéliale meurt par apoptose.
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appelées A et B (Sperandio and Nguyen 2012). La sous-unité A possede une activité N-
glycosylase sur une adénosine de I’ARN ribosomique 28S (Endo et al. 1988) ce qui inhibe la
synthése des protéines de la cellule-cible et induit I'apoptose des cellules. Elle est composée
d’un fragment Al (27.5kDa) contenant le site enzymatique et un fragment A2 de 7.5kDa
(Paton and Paton 1998). La sous-unité B forme un pentamere qui se lie au récepteur GB3 et
sa spécificité détermine ou la shiga-toxine dirige sa physiopathologie. Apres leur liaison a leur
récepteur, les shiga-toxines semblent induire leur transport dans la cellule a I'aide de vésicules
recouvertes de clathrine. Dans les cellules sensibles, ces vésicules sont transportées de
maniére rétrograde vers |'appareil de Golgi et le reticulum endoplasmique, aprés quoi le
fragment A entre dans le cytosol (Sandvig and van Deurs 1996). Une enzyme protéolytique de
la cellule-cible attaque alors la sous-unité A et aboutit a une molécule dans laquelle les sous
unités Al et A2 sont liées par une liaison disulfure, qui est ensuite réduite pour libérer les 2
fragments. La partie Al est transloquée dans le cytoplasme jusqu’a la sous-unité 60S du
ribosome ou elle bloque la synthése protéique, conduisant a la mort de la cellule (Patcheco

and Sperandio, 2012) (Figure 11).

Nous avons vu les cas particuliers de deux pathogénes transmissibles par les aliments,
Salmonella et les souches entérohémorragiques de E. coli (EHEC), mais de nombreuses autres
bactéries pathogenes sont responsables de graves maladies pouvant entrainer la mort. Afin
de lutter contre ces pathogenes et améliorer les conditions de santé et de vie, les molécules
antibiotiques ont été développées et utilisées en masse. Elles ont également été introduites
dans les élevages afin de favoriser la croissance des animaux et de prévenir I'apparition et la
propagation de maladies. Cette utilisation non raisonnée depuis 70 ans a eu d’'importantes
répercussions sur la communauté bactérienne et aura certainement de graves conséquences

sur le fonctionnement de notre systeme de santé, comme nous allons le voir.

B. La résistance bactérienne aux antibiotiques et ses supports génétiques

Les antibiotiques sont des molécules produites par les micro-organismes pour notamment
conquérir des niches écologiques. C'est en 1928 qu’Alexander Fleming découvre le premier
antibiotique : la pénicilline. A partir de ce moment, un grand nombre de molécules ont été
découvertes et synthétisées, diminuant ainsi la mortalité humaine due aux infections
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Tableau 1: Récapitulatif des classes d'antibiotiques et de leurs actions chez les bactéries (d’apres Brotz-Oesterhelt and Brunner, 2008)

Classe Exemple Cible Action Activité in vivo Spectre
Synthése du peptidoglycane
B-lactamines Penicillines DD-transpeptidase aussi appelée protéines de Inhibe I'action des transpeptidases par analogie de structure avec le Bactéricide Large (Gram+, certains -)
Carbapénemes liaison aux pénicillines (PLP) dipeptide D-Ala-D-Ala, leur substrat naturel Large (Gram+, nombreux -)

Large (Gram+, certains -)

Glycopeptides

Fosfomycine

Céphalosporines
Vancomycine
Téicoplanine

Lipide intermédiaire I

UDP-N-acétylglucosamine
enolopyruvytransférase (MUR A)

Inhibe I'action des DD-transglycolases par liaison sur le motif D-Ala-D-
Ala de leur substrat
Inhibe la conversion de I'UDP-N-acétylglucosamine en acide UDP-N-
acétylmuramique

Bactéricide

Bactéricide

Etroit (Gram+)

Large (Gram+, Gram-)

Synthése protéique

Macrolides

Lincosamides
Streptogramines
Phénicolés
Tétracyclines

Aminosides

Acide Fusarique

Erythromycine
Azithromycine
Clindamycine
Pristinamycine
Chloramphénicol
Tétracycline
Doxycycline
Gentamycine
Kanamycine
Streptomycine

ARNr 23S

ARNr 23S
ARNr 23S
ARNr 23S

ARNr 16S

ARNr 16S

Facteur d'élongation EF-G

Inhibe I'activité peptidyl-transferase de la sous unité 50S du ribosome

Inhibe I'activité peptidyl-transferase de la sous unité 50S du ribosome

Inhibe I'activité peptidyl-transferase de la sous unité 50S du ribosome

Inhibe I'activité peptidyl-transferase de la sous unité 50S du ribosome

Inhibe la liaison de I'aminoacyl ARNt au site A de la sous-unité 30S du
ribosome

Inhibe la liaison de I'aminoacyl ARNt au site A de la sous-unité 30S du
ribosome
Inhibe la sortie de I'ARNt du site E en empéchant la libération de I'EF-
G-GDP du ribosome

Bactériostatique

Bactériostatique

Bactériostatique
Bactériostatique
Bactériostatique

Bactéricide

Bactériostatique

Etroit (Gram+)

Etroit (Gram+)

Etroit (Gram+)
Large (Gram+, Gram-)

Large (Gram+, Gram-)

Large (Gram+, Gram- et

mycobactéries

Etroit (Gram+)

Réplication de 'ADN

Quinolones
Fluoroquinolones

Acide Nalidixique
Ciprofloxacine

ADN gyrase et/ou Topoisomérase 1B

Inhibe la progression de I'ADN polymérase Il par la formation d'un
complexe irréversible ADN-topoisomérase-antibiotique

Bactéricide

Large (Gram+, Gram-)

Transcription de I'ADN

Ansamycines

Rifampicine

ARN polymérase ADN dépendante

Inhibe la synthése de la chaine ribonucléique par fixation sur la sous-
unité B de I'ARN polymérase dans le canal ARN/ADN

Bactéricide

Large (Gram+, Gram-)

Métabolisme des folates

Sulfamides

Benzyl-
diaminopyrimidines

Sulfaméthoxazole

Triméthoprime

Dihydroptéroate synthétase (DHPS)

Dihydrofolate réductase (DHFR)

Inhibe I'action de la synthétase par analogie structurale avec 'acide
para-aminobenzoique (PAB)
Inhibe I'action de la réductase par analogie structurale avec I'acide
tétrahydrofolique (THF)

Bactériostatique

Bactériostatique

Large (Gram+, Gram-)

Large (Gram+, Gram-)
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bactériennes. Leur introduction et usage en médicine vétérinaire a également permis
d’améliorer la santé et la productivité animale. Hélas, des dérives ont commencé lors de
I'utilisation des antibiotiques comme promoteurs de croissance (interdit dans I'Union
Européenne depuis 2006) et I'application du principe de précaution qui fait utiliser des
antibiotiques sur tout un élevage lorsqu’un animal semble malade.

Les antibiotiques peuvent avoir deux effets différents : bactériostatique, ce qui va ralentir

ou stopper la croissance bactérienne, et bactéricide, ce qui entraine une diminution de la
population bactérienne. Selon les molécules actives utilisées, les antibiotiques vont cibler
différentes fonctions physiologiques de la cellule.
Cing modes d’action principaux peuvent étre cités : inhibition de la synthese de la paroi
bactérienne, de la synthése des folates (impliqués dans la synthése des acides nucléiques), de
la réplication , de la transcription de I’ADN et de la synthese protéique (Tableau 1) (Kohanski
et al. 2010).

Une majorité des antibiotiques consommés sont peu absorbés par I'organisme. C'est
ainsi que 30 a 90% du composé originel est rejeté dans I’environnement. En effet, les
antibiotiques étant solubles dans I'eau, jusqu’a 90% d’une dose peut étre excrétée via les
urines et jusqu’a 75% dans les féces d’animaux (Sarmah et al. 2006). Il faut cependant noter
gue les concentrations en antibiotiques relevées dans I'environnement sont généralement
trés faibles, de I'ordre du pg.mL?* au ng.mL?, du fait de leur inactivation rapide notamment
par les UV, alors que les concentrations sélectives sont de 'ordre du pg.mL?. Cependant il
n’est pas a exclure que, dans certains microenvironnements, il puisse y avoir une accumulation
d’antibiotiques, comme les boues de STEP ou les sols argileux, ou encore au sein de biofilms

bactériens (Sarmah et al. 2006; Gothwal and Shashidhar 2015).

L'usage généralisé des antibiotiques a créé une pression de sélection sur la
communauté bactérienne chez qui des mécanismes de défense extrémement efficaces face
aux molécules toxiques sont apparus. C’est ainsi que les phénomeénes d’antibiorésistance ont
émergé. L'antibiorésistance est définie comme la capacité de croissance d’'un micro-
organisme a une concentration en antibiotique supérieure a la concentration sérique toxique
pour le patient. Cette résistance est dite « naturelle » lorsqu’elle est présente chez tous les

individus d’'un méme groupe phylogénétique (espece, genre, ...). Cependant, de nombreuses
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Figure 12 : les différents mécanismes de résistance associés a la modification de la porine
(Pagés et al 2008).

Les molécules de 8-lactame et les trimeres de porine sont représentés par des cercles bleus
et des cylindres roses, respectivement. L'épaisseur des fléches droites reflete le niveau de
pénétration du B-lactame a travers les canaux poriques. Les fleches incurvées illustrent
I'échec de I'absorption qui se produit avec: un changement (une diminution) du niveau
d'expression de la porine; un échange dans le type de porine exprimé (porine a canal
restreint); et mutation ou modification qui altére les propriétés fonctionnelles d'un canal
de porine (porine mutée). L’effet des molécules bloquant les pores (cercles noirs) est
présenté au bas de la figure.
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résistances aux antibiotiques ne touchent qu’une partie du groupe et I'on parle alors de

résistance « acquise », soit par mutation, soit par transfert horizontal des génes de résistance.

I. Les mécanismes bactériens de résistance aux antibiotiques

Divers mécanismes, dont la nature et |'efficacité varient en fonction de la bactérie et de
I'antibiotique, vont permettre aux cellules de se protéger de I'action toxique de ces molécules
(jusqu’a une certaine concentration). Quatre stratégies majeures sont mises en place, la
diminution de la concentration intracellulaire en antibiotiques, la modification ou protection

de leur cible et I'inactivation des molécules d’antibiotique (Walsh 2000)

1. Diminution de la concentration intracellulaire des

antibiotiques

a. Perméabilité membranaire diminuée

La cible des antibiotiques est située a l'intérieur de la bactérie ou au niveau de
I’enveloppe. Il est donc nécessaire que ces molécules traversent I'enveloppe pour agir.
Cependant, cette pénétration peut étre empéchée ou diminuée par modification de la
perméabilité membranaire. Ceci affecte particulierement les molécules hydrophiles comme
les B-lactamines, tétracyclines ou certaines fluoroquinolones qui utilisent notamment les
canaux de diffusion que sont les porines, pour franchir la membrane externe (Pageés et al.
2008).

Les porines OmpF, OmpC et PhoE chez E.coli sont impliquées dans ce mode de
résistance. La chute de perméabilité peut étre obtenue par trois processus principaux : (1) un
changement du type de porine exprimé (régulation), (2) un changement du niveau
d’expression (régulation) et (3) une altération de la fonction des porines (mutations
spontanées) (Figure 12) (Pageés et al. 2008; Fernandez and Hancock 2012; Kapoor et al. 2017).
Toutefois, cette résistance est souvent faible et est généralement associée a d’autres

mécanismes tels que les pompes a efflux (Nikaido 2003).
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Figure 13: Les cing grandes familles de pompes a efflux (Yilmaz and Ozcengiz 2017)
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b. Les pompes a efflux

Les pompes a efflux sont des protéines transmembranaires qui permettent le rejet a
I’extérieur de la cellule de composés toxiques tels que les métaux lourds ou les antibiotiques.
L'une des premiéres pompes décrites, dans les années 1980, était capable de rejeter la
tétracycline du cytoplasme de E.coli (McMurry et al. 1980). Depuis lors, de nombreuses classes
de pompes a efflux ont été caractérisées a la fois chez les Gram positifs et négatifs. Elles
peuvent n’avoir qu’un seul substrat ou, au contraire, avoir une large spécificité (Poole 2005).
Elles affectent I'efficacité d’un large éventail d’antibactériens comme les fluoroquinolones, les
B-lactamines, les carbapénémes ou les polymyxines

Comme présenté Figure 13, il existe 5 grandes familles de pompes a efflux qui sont les
(1) MFS (Major Facilitator Superfamily), (2) SMR (Small Multidrug Resistance family), (3) RND
(Resistance-Nodulation-cell-Division family), (4) ABC (ATP-Binding Cassette family) et (5)
MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion family). Ces familles different en termes de
conformations structurelles, de localisation, de zone de relargage, de source d’énergie, de
gamme de substrats qu’elles peuvent expulser et de type d’organismes bactériens chez
lesquels elles sont présentes (Piddock 2006; Yilmaz and Ozcengiz 2017).

La famille MFS est I'un des exemples les mieux caractérisés et permet notamment la
résistance aux tétracyclines, par expulsion des molécules en dehors de la cellule, grace a
I’énergie produite par I'échange de protons (force proto-motrice) (Figure 13). Les pompes
SMR fonctionnent, elles aussi, avec la force proto-motrice, mais elles expulsent les molécules
d’antibiotique dans le périplasme. Les pompes ABC utilisent I'énergie de I’ATP pour expulser
une large gamme de molécules d’antibiotique dans le périplasme (Figure 13). Les pompes
MATE utilisent des canaux a protons couplés a des canaux a sodium pour expulser notamment
des fluoroquinolones, des phénicolés et des aminosides dans le périplasme. Enfin, les pompes
RND fonctionnent avec des protons et peuvent transporter une large gamme de substrats en
dehors de la cellule, permettant une résistance aux tétracyclines, chloramphénicol,

fluoroquinolones, novobiocines et a certaines B-lactamines (Figure 13).
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Antibiotic

a Susceptible host

b Target site mutation

Mutant allele

¢ Target site protection

Figure 14 : Modifications des sites cibles des antibiotiques (Blair et al. 2015).

a) Interaction de I'antibiotique avec sa cible

b) Mutation du site cible
¢) Modification par addition d’un groupement chimique
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2. Modifications de la cible de I’antibiotique

a. Modification du site cible

Les modifications au niveau de la cible de I'antibiotique sont un mécanisme largement
utilisé chez les bactéries pathogénes, car il touche a presque tous les composés antibactériens.
Ces modifications peuvent consister en (1) des mutations ponctuelles dans les génes codant
les sites cibles, (2) des altérations enzymatiques du site de liaison et/ou (3) un remplacement
ou contournement de la cible d’origine. Le but final est une diminution de l'affinité de
I’antibiotique avec son site cible, mais sans altérer la fonction initiale de la cible qui intervient

toujours dans les processus fondamentaux pour la bactérie.

i.  Mutation du site cible

Parmi les résistances induites par une mutation du site cible se trouve la résistance a
la rifampicine. La rifampicine bloque la transcription en inhibant I’ARN polymérase. En effet,
son site de liaison est situé au niveau de la sous-unité B de I’ARN polymérase (codée par rpoB)
bloquant ainsi la sortie de I’ARN (Campbell et al. 2001). Certaines mutations ponctuelles dans
le géne rpoB, conduisant a la substitution d’acides aminés, empéche la rifampicine de se lier
a sa cible sans pour autant modifier I'activité catalytique de la polymérase (Floss and Yu 2005).
Un autre exemple peut étre donné avec la résistance aux fluoroquinolones, conférée par des
modifications chromosomiques dans les genes codant ’ADN gyrase ou la topoisomérase IV

(cibles des molécules antibactériennes) (Hooper 2002) (Figure 14).

ii. Altération enzymatique du site cible

La résistance aux macrolides peut étre obtenue par méthylation du ribosome effectuée
par une enzyme codée par les genes erm. Ces enzymes sont capables de mono- ou diméthyler
un résidu d’adénine sur le domaine V de I’ARNr 23S de la sous-unité ribosomale 50S. Ce
changement entraine une altération de la liaison de I'antibiotique a sa cible. De plus, cela
permet également une résistance aux lincosamides et streptogramines B qui ont aussi leur

site de liaison au niveau de 'ARNr 23S (Leclercq 2002).
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iii. Remplacement complet ou contournement du site

cible

Ces stratégies consistent, pour les bactéries, a développer des « copies » remplissant
des fonctions biochimiques similaires a celles de la cible d’origine, mais qui ne sont pas inhibés
par la molécule antibactérienne.

Un exemple de cette stratégie est la résistance a la vancomycine, qui inhibe la synthése
du peptidoglycane. Pour ce faire, la molécule se lie a la D-Alanine-D-Alanine de la fonction
pentapeptidique des précurseurs du peptidoglycane. La résistance va impliquer un groupe de
génes van qui codent un mécanisme biochimique permettant le remodelage de la synthése
peptidique grace a (1) la modification du dernier D-Ala en D-lactate ou D-serine et (2) la
destruction des précurseurs des extrémités « normales » D-Ala-D-Ala (Reynolds 1989; Miller
et al. 2014).

Une autre stratégie bien décrite de contournement de cible consiste a sur-exprimer la
cible dans le but de neutraliser I'antibiotique en augmentant le nombre de cibles disponibles.
L'un des meilleurs exemples de ce mécanisme est le développement de la résistance au
Triméthoprime-Sulfaméthoxazole (appartenant respectivement aux familles
diaminopyrimidines et sulfamides). Ce médicament altére la synthése bactérienne des purines
et de certains acides aminés importants en perturbant le métabolisme des folates. La plupart
des bactéries sont incapables d’incorporer du folate provenant de sources externes. La voie
de synthése du folate implique deux enzymes principales, a savoir I'acide dihydroptéroique
synthase (DHPS), qui forme du dihydrofolate a partir d’acide para-aminobenzoique, et qui est
inhibée par le sulfaméthoxazole, et la dihydrofolate reductase (DHFR), qui catalyse la
formation de tétrahydrofolate dihydrofolate et qui est inhibée par le triméthoprime (Tableau
1).

Bien que la résistance aux sulfamides puisse étre obtenue par plusieurs stratégies
autres incluant des mutations dans les enzymes et I'acquisition de genes externes codant pour
des DHPS et DHFR moins sensibles, une stratégie de contournement « intelligente » est la
surproduction de DHFR ou DHPS par le biais de mutations dans la région promotrice de ’ADN
codant ces enzymes. Ces mutations entrainent un augmentation de I'expression de ces génes

et de la production d’enzymes, « écrasant » la capacité du médicament a inhiber la production
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b Inactivation by hydrolysis

Antibiotic
a Susceptible host

o Target

protein

-
gene

Figure 14: Inactivation des molécules antibiotiques.
a) Interaction d’une molécule d’antibiotique avec son site cible.
b) Destruction de I'antibiotique a I'aide d’enzymes.
c) Altération chimiques de I’antibiotique (c) (Blair et al. 2015)
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du folate et permettant la survie des bactéries (Flensburg and Skold 1987; Eliopoulos and

Huovinen 2001).

b. Protection de la cible

Le mécanisme de protection de la cible a été largement étudié dans le cadre de la résistance
aux tétracyclines grace, notamment, aux protéines Tet(M) et Tet(O) qui vont interagir et
déloger la tétracycline de son site sur I’ARNr 16S. Tet(M) va venir interagir entre le domaine
IV de ’ARNr 16S et le site de liaison de la tétracycline, expulsant cette derniére au passage.
Cette interaction entre Tet(M) et le domaine IV modifie la conformation ribosomale,
empéchant la tétracycline de venir se refixer sur son site de liaison (Donhofer et al. 2012).
Tet(O), elle, entre en compétition avec la tétracycline pour le méme espace ribosomal et
modifie la géométrie du site de liaison de I'antibiotique déplagant la toxine du ribosome et
permettant a la synthése protéique de reprendre (Li et al. 2013).

Un autre exemple de protection de la cible est la protéine de résistance aux quinolones
QnR. Les quinolones agissent en se fixant sur ’ADN gyrase ou les topoisomérase ce qui inhibe
la réplication. La protéine QnR agit comme un homologue de la toxine et entre en concurrence
pour son site au niveau de I’ADN gyrase ou de la topoisomérase V. Cette interaction diminue
fortement les chances de la molécule antibiotique de former un complexe stable avec ’ADN

gyrase (Rodriguez-Martinez et al. 2011).

3. Inactivation des molécules antibiotiques

L'une des stratégies bactériennes les plus efficaces pour faire face a la présence
d’antibiotiques consiste a produire des enzymes qui vont inactiver I'antibiotique en le

dégradant ou en le modifiant (Figure 15).

a. Altérations chimiques de I’antibiotique

De nombreuses enzymes capables de modifier un antibiotique ont été décrites et les
réactions qu’elles catalysent sont le plus souvent (1) I'acétylation (pour lutter contre les
aminoglycosides, le chloramphénicol et les streptogramines), (2) la phosphorylation (dirigée

contre les aminoglycosides et le chloramphénicol) et (3) I'adénylation (pour les
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aminoglycosides et les lincosamides). Dans tous les cas, I'altération de la molécule est liée a
un encombrement stérique qui va diminuer I'affinité de la molécule pour sa cible (Blair et al.
2015).

Les aminoglycosides sont particulierement vulnérables et de nombreuses enzymes
modificatrices d’aminoglycosides (AME) ont été décrites. Une nomenclature a été mise en
place pour les classer selon: (1) leur activité biochimique (acétyltransférase [ACC],
adényltransférase [ANT] ou phosphotransférase [APH]), (2) le site de modification (nombre
entre 1 et 6 correspondant a la place du carbone sur le cycle du sucre) et une apostrophe
simple ou double pour préciser si la réaction se produit sur la premiére ou deuxieme fraction
du sucre (Munita and Arias 2016).

Toutes les AME n’affectent pas les mémes molécules. Par exemple, les APH(3’), chez les
bactéries a Gram positif et négatif, modifient la kanamycine et la streptomycine. La ACC(6’)-I,
principalement présente chez les Gram négatifs, affectent d’autres aminoglycosides

(gentamycine, amikacine). De méme, au sein d’'une méme classe, différentes espéces
bactériennes peuvent étre concernées. Ainsi, les genes codant ANT(4’), ANT(6’) et ANT(9’)
sont hébergés chez les bactéries a Gram positif tandis que ANT(2”’) et ANT (3”’) sont prévalents

chez les bactéries a Gram négatif (Ramirez and Tolmasky 2010).

b. Dégradation de la molécule antibiotique

Cette destruction des molécules antibiotiques est trés bien illustrée par la résistance aux B-
lactamines. En effet, cette résistance repose sur l'action des B-lactamases qui sont des
enzymes clivant la liaison amide du cycle B-lactame. Les génes codant ces enzymes sont
appelés bla, suivi du nom de I'enzyme spécifique. Plus de 1000 B-lactamases ont été décrites
et deux schémas de classification ont été proposés pour tenter de les regrouper: la
classification d’Ambler (celle utilisée pour la suite) (Hall and Barlow 2005) et la classification
de Bush-Jacoby (Bush and Jacoby 2010; Bush 2013).

Les B-lactamases de classe A (classification d’Ambler) ont un résidu de sérine dans le site

catalytique. Ces enzymes comprennent un large éventail de protéines ayant des activités
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Figure 16 : Tableau non exhaustif des principaux mécanismes de résistance mis en place par les bactéries selon les

différentes classes d’antibiotiques (Kapoor et al. 2017)
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catalytiques différentes, allant des penicillinases (TEM-1 et SHV-1), aux ESBL'® (CTX-M) et
carbapénémases (KPC) (Munita and Arias 2016).

Les enzymes de classe B sont appelées métallo-B-lactamases, car elles utilisent un ion
métallique (généralement le zinc) comme cofacteur pour I'attaque nucléophile du cycle B-
lactame. Il y a environ dix types de métallo-carbapénémases, mais la plupart d’entre elles
appartiennent seulement a quatre familles (Munita and Arias 2016).

Enfin, les B-lactamases de classe C conferent une résistance a toutes les pénicillines et
céphalosporines. L'enzyme la plus connue est AmpC, qui est une céphalosporinase (Jacoby
2009).

Enfin les B-lactamase de classe D incluent un large éventail d’enzymes qui ont la capacité
d’hydrolyser les antibiotiques et montrent une faible inhibition par I'acide clavulanique. Le
premier antibiotiqgue dont la dégradation par ces enzymes a été mise en évidence était
I’oxacilline (classe des pénicillines) qui a donné son nom aux enzymes (OXA). De nombreux
variants d’OXA ont été décrits, y compris des enzymes capables de dégrader des

céphalosporines (OXA-11) et des carbapénémes (OXA-23) (Munita and Arias 2016).

La Figure 16 rassemble les divers mécanismes de résistance développés par les bactéries pour

lutter contre les différentes classes d’antibiotiques.

[I.  L’acquisition des genes de résistances par transfert horizontal

1. Les transferts horizontaux

La circulation des génes par transfert horizontal a un réle primordial dans le
développement et la propagation des antibiorésistances parmi les bactéries pathogenes et
environnementales (Alonso et al. 2001; von Wintersdorff et al. 2016).

Les transferts horizontaux sont tres fréquents et essentiels chez les procaryotes, plut6t
courants chez les eucaryotes unicellulaires et rarissimes chez les organismes supérieurs
(plantes). Chez les procaryotes, ils permettent I'échange de matériel génétique (plasmides ou

fragments chromosomiques) entre deux bactéries d’'une méme génération, 'une donatrice et

16 ESBL : Extended-Spectrum Beta-Lactamase

65



Etude Bibliographique

Extracellular plasmid ——» @

Competent donor cell —b(

Bacterial chromosome = ’&?

o . -
Recipient cell with —#

foreign plasmid k @
4

Figure 17 : Plasmide extracellulaire transféré a une cellule compétente par le processus de transformation
(Banu and Prasad, 2017)
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Figure 18: Transfert de genes par transduction entre des bactériophages et une bactérie (Banu and Prasad, 2017)
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I'autre réceptrice. Il existe trois mécanismes permettant ces transferts: Ia

transformation, la transduction et la conjugaison

a. La transformation

La transformation fut le premier mécanisme mis en évidence par Frederick Griffith en
1928. Il a été montré que ce mécanisme jouait un role important dans la résistance aux B-
lactamines de Streptococcus pneumoniae.

La transformation (Figure 17) permet I'acquisition d’ADN extracellulaire nu provenant
de la lyse de cellules bactériennes, par une bactérie en état de compétence. Cet état de
compétence est un état physiologique particulier dans lequel la bactérie va développer une
perméabilité aux macromolécules d’ADN grace a un systéme de sécrétion de type IV (T4SS'7)
(Banu and Prasad 2017). Ce systéeme permet la sécrétion de complexes, notamment de
complexes protéiques, mais aussi d’ADN, a travers I'enveloppe des bactéries a Gram négatif.
La compétence d’une bactérie est généralement un état transitoire, induit en réponse a des
conditions environnementales particuliéres, sauf pour Neisseria gonorrhoeae chez qui cet état

est constitutif (Davison 1999; Heuer and Smalla 2007).

b. La transduction

La transduction (Figure 18) est un transfert de génes bactériens par l'intermédiaire de
bactériophages transducteurs entre une bactérie infectée (donatrice) et une bactérie
réceptrice. Au cours du cycle lytique, lors de I'encapsidation du génome viral, des génes
bactériens peuvent étre insérés dans les capsides virales par erreur. On parle alors de
transduction généralisée. Ce mode de transfert peut concerner des fragments
chromosomiques ou des plasmides, a condition que leur taille soit proche de celle du génome
phagique.

Il existe aussi une transduction dite spécialisée, réalisée par des phages tempérés dont
le génome est capable de s’intégrer au chromosome bactérien lors de la lysogénie. En cas de
stress génotoxique, le prophage s’excise et peut emporter, par erreur, des génes bactériens

adjacents au site d’intégration. Lors d’une nouvelle infection, le bactériophage va injecter dans

17T4SS : Type 4 secretion system
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Figure 19: Transfert de plasmide entre bactéries par conjugaison (Banu and Prasad, 2017).
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la bactérie réceptrice les genes bactériens encapsidés, qui, par homologie de séquences et
recombinaison homologue, peuvent s’introduire dans le génome de la nouvelle bactérie hote

(Davison 1999; Heuer and Smalla 2007; Banu and Prasad 2017).

c. La conjugaison

La conjugaison (Figure 19) est un processus par lequel de I'information génétique (plasmide
autotransférable ou ICE', abordés dans le paragraphe suivant) est transférée uni-
directionnellement, par l'intermédiaire d’un contact cellulaire étroit entre la bactérie
donatrice et la bactérie réceptrice. Ce transfert résulte de la mise en place d’une machinerie
protéique complexe, codée par de nombreux genes tra (géne de transfert) et mettant en jeu
un T4SS (chez les Gram négatifs), des pili et des adhésines (Thomas and Nielsen 2005; Wozniak
and Waldor 2010; Banu and Prasad 2017).

Chez les Gram négatifs, la premiére étape est initiée par un contact étroit entre la cellule
donatrice et réceptrice grace a la rétraction d’un pilus de conjugaison (dépolymérisation)
accroché a un récepteur de la bactérie réceptrice. Ce contact engendre la formation d’un pont
de conjugaison (T4SS), appelé complexe Mpfl®. Ceci provoque I'envoi d’un signal a un
ensemble protéique, le relaxosome, qui permet l'initiation du transfert d’'un brin d’ADN a
partir de l'origine de transfert OriT. La réplication des brins d’ADN est réalisée durant |'étape
de transfert, par un mécanisme de cercle roulant chez la bactérie donatrice et par réplication
discontinue chez la bactérie réceptrice. A la fin du transfert, chaque bactérie posséde une
copie de I'élément conjugatif (Frost et al. 2005; Thomas and Nielsen 2005). Il est a remarquer
gu’il s’agit du seul mécanisme de transfert ou la bactérie donatrice reste en vie.

La conjugaison est considérée comme le mode de transfert le plus important dans la
dissémination de I'antibiorésistance (von Wintersdorff et al. 2016). C’'est aussi celui qui a été

le plus étudié.

18 |CE : Elément intégratif conjugatif
19 Mpf : Mating pair formation
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insertion sequence

gene X

(a) Inactivation of gene product by IS insertion within a target host gene

(b) Inactivation of gene expression by IS insertion that disrupts or deletes
a target host gene promoter

(c) Activation of gene expression by IS insertion that creates an alternative tar-
get host gene promoter or results in read-through transcription

| | | | - Host gene promoter

IRR/L Pout
Piyb
-35 -10 +1

Figure 11: Effets possibles de la transposition d'IS dans la fonction et I'expression d'un gene cible.

Les IS sont représenté par un rectangle bleu délimité par de courtes répétitions inversées (IR, triangles

bleus) et flanqué de répétitions dirigées (DR; rectangles jaunes) et le géne cible par un rectangle vert.

Les transcrits d'’ARNm sont représentés par des fleches droites, la séquence du promoteur du géne cible
est représentée par une fleche incurvée et détaillée parles composants -35 et -10 et par le site d'initiation
de la transcription (+1). Pour les éléments IS portant un promoteur complet dirigé vers l'extérieur (Pout), le

début de la transcription du géne cible est modifié et désigné par < +1>.
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2. Les éléments génétiques mobiles impliqués dans

I’antibiorésistance

Les transferts horizontaux que nous venons de voir mettent en jeu des éléments génétiques
capables d’étre transférés et de se maintenir au sein de la cellule hote. Ces éléments
contribuent a I’évolution rapide des génomes bactériens. Dans le cadre de la dissémination de
I’antibiorésistance, ces éléments transférables sont souvent porteurs d’éléments génétiques
dits « mobiles ».

Dans la suite de ce travail, nous appellerons élément génétique transférable tout élément
capable de se transférer d’'une cellule a une autre. Un élément génétique mobile sera défini
comme étant un élément capable de se déplacer d’un réplicon?® a un autre, ou d’un point a
I'autre d’un méme réplicon, au sein de la méme cellule. Le chromosome, les plasmides ou les
ADN de phage peuvent donc, au sein d’'une méme bactérie, acquérir ou échanger des
éléments génétiques mobiles. Ceci contribue grandement a la dynamique de circulation des

informations génétiques chez les procaryotes.

a. Les séquences d’insertions

Les séquences d’insertion (1S%!) (Figure 20) sont des éléments génétiques mobiles et la plus
petite forme des éléments dits « transposables » (possédant un gene codant la transposase).
Elles ont une taille comprise entre 0,7 et 2,5 kb et ne codent aucune autre fonction que celle
nécessaire a leur mobilité par transposition (recombinaison site-spécifique). Les IS sont
capables de s’insérer a différents endroits dans le génome bactérien ou sur un plasmide, par
transposition non réplicative. (Siguier et al. 2006; Siguier et al. 2014; Vandecraen et al. 2017).
Elles sont bordées par des séquences IR?? de 2 a 40 pb. Ces séquences IR sont spécifiques de
chaque IS et sont indispensables a la transposition. La plupart des IS contiennent un seul cadre
de lecture qui code une transposase. Certaines, cependant, a partir du méme cadre de lecture,
codent une protéine de régulation de la transposition.

Les séquences d’insertion sont regroupées dans différentes famille en fonction de

différents criteres tels que la taille et la séquence des IR, I'organisation de leur cadre ouvert

20 Réplicon : molécule support de I'information génétique capable de se répliquer
21|S : Insertion sequence
22 |R: Inverted repeat
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de lecture ou encore les sites d’insertion ciblés (Siguier et al. 2014). En 2017, environ 4500 IS
ont été recensées, appartenant a 29 familles différentes (Vandecraen et al. 2017). Ces IS
représenteraient généralement moins de 3% du génome bactérien, et de 5% a 20% des
plasmides de plus de 20 kb (Siguier et al. 2006).

Les IS ne possédent pas de genes de résistance aux antibiotiques, mais peuvent
intervenir dans leur expression, soit en les inactivant par interruption, soit, de fagon
exceptionnelle, en les activant par insertion (Figure 19). En effet, certaines IS contiennent une
séquence promotrice compléte ou partielle a leur extrémité dont l'orientation permet
I'expression des génes situés en aval grace a la formation d’un promoteur hybride ou a
I"'utilisation du promoteur complet. L’insertion d’une IS peut également interrompre un géne
répresseur rendant constitutive I’'expression du ou des génes contrélés, ou un géne activateur
inhibant I'expression du ou des génes controlés (Depardieu et al. 2007; Vandecraen et al.
2017).

Une classe atypique d’IS impliquée dans la dissémination de génes de résistance aux
antibiotiques est appelée ISCR?3. Ces ISCR sont trés proches de la famille atypique des 1591
(Toleman et al. 2006). Les IS91 et I1S91-like différent des IS classiques par leur structure et leur
mécanisme de transposition. En effet, elles ne présentent pas de séquences IR a leurs
extrémités et possédent un seul cadre de lecture dont la séquence protéique putative est
similaire a celle des protéines de la famille Rep?* (Chandler and Mahillon 2002). Ainsi, elles se
transposeraient par un mécanisme de transposition par cercle roulant permettant parfois de

transposer également I’ADN adjacent.

b. Les transposons

Les transposons sont, eux aussi, des éléments transposables (mobiles par transposition
puisque codent une transposase). Il existe différents types de transposon : les composites et

les non-composites.

23 |SCR : IS with common region
24 Rep : Replication initiator protein
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Figure 21: Structure d’un transposon composite.
IS : Insertion Sequence ; IR : Inverted Repeat sequence

Figure 22: Structure d'un transposon non composite
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i. Les transposons composites

Les transposons composites (Figure 21), d’une taille comprise entre 3 et 11 kb, sont
constitués de deux copies d’une méme IS, en orientation directe ou inverse, qui encadrent un
segment d’ADN. Le plus souvent, seule I'une des deux IS du transposon code une transposase
fonctionnelle permettant sa transposition non réplicative. Le segment d’ADN encadré par les
IS n’intervient pas dans la transposition et correspond le plus souvent a des genes de
résistance aux antibiotiques ou aux métaux lourds (Merlin and Toussaint 1999; Haniford and
Ellis 2015). Les célébres transposons composites Tn5, Tn9 et Tn10, largement répandus chez
les bactéries a Gram négatif, portent respectivement les résistances a la
kanamycine/bléomycine/streptomycine, au chloramphénicol et a la tétracycline (Chandler

and Mabhillon 2002; Reznikoff 2008; Haniford and Ellis 2015).

ii. Les transposons non composites

Les transposons non composites (Figure 22) se caractérisent par I'absence d’IS a leurs
extrémités, mais par la présence de séquences IR. Ces transposons sont de taille variable
(jusgu’a 70 kb pour Tn4651) et la plupart codent une transposase (TnpA) et une résolvase
(TnpR) qui catalysent leur transposition réplicative. lls codent également des fonctions
auxiliaires, dont des résistances aux antibiotiques (Merlin and Toussaint 1999). Le plus connu
de ces transposons est le Tn3 (4,9 kb) qui confére la résistance a I'ampicilline. Ce transposon
est largement distribué chez les bactéries a Gram négatif (Chandler and Mahillon 2002).
D’autres exemples sont le Tn1546 qui joue un réle important dans la dissémination du cluster
de genes van au sein des isolats cliniques d’Enterococcus faecium ou le Tn21 et ses variants
qui conferent la résistance au mercure et a différents antibiotiques grace notamment a la
présence d’un intégron de classe 1 qui piége des casettes de résistance (Arthur et al. 1993;

Liebert et al. 1999).
c. LesICE

Les « éléments intégratifs conjugatifs », appelés ICE, sont des éléments génétiques de

taille variable (18 a 600 kb), mobiles et transférables par conjugaison. Ils peuvent s’exciser du
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Figure 23: Modéle conceptuel généralisé de transfert des ICE (Delavat et al, 2017)

Le ICE est intégré dans le chromosome de ['hGte (barres marrons) mais peut étre excisé par
recombinaison spécifique au site (croix rouge) entre les extrémités d'attachement (attl et attR),
un processus induit par une intégrase spécifique de I'ICE.

1) Le ICE est excisé.

2) Il subit un clivage simple brin a I'origine du transfert (oriT), se déroule et se reconstitue par
réplication en cercle tournant résultant de I'activité de la relaxe Tral.
3) Une copie simple brin couverte par la protéine de liaison a I'ADN simple brin (Ssb) passe a
travers un canal de conjugaison de type IV (structure membranaire rose et grise) ou autre dans

une cellule receveuse.

4) L'ADN double brin est reconstitué et le site se recombine spécifiquement avec le site

d'attachement du receveur pour se réintégrer.
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chromosome de la bactérie donatrice, se recirculariser et se répliquer au cours de leur
transfert vers une bactérie réceptrice (Burrus et al. 2006; Burrus 2017).

Cette famille d’éléments, définie pour la premiere fois en 2002, rassemble une classe
particuliere de transposons (les transposons conjugatifs) et les flots génomiques
autotransférables. Les ICE s’excisent du chromosome par un mécanisme de recombinaison
site-spécifique, au niveau des sites bordants attL et attR, grace a une intégrase et, parfois avec
I’aide d’un facteur directionnel de recombinaison (Xis). L'intermédiaire circulaire résultant, qui
n’est pas un réplicon, est transféré par conjugaison et inséré dans le chromosome de la
bactérie réceptrice par lintégrase, qui catalyse une recombinaison entre le site
chromosomique attB et la séquence attP (out attl) de I'ICE reconstituée a partir de attL et attR
(Figure 23) (Burrus et al. 2006; Wozniak and Waldor 2010; Bellanger et al. 2014; Delavat et al.
2017).

Certains ICE peuvent s’intégrer au niveau de nombreux sites chez des hotes d’espéces
différentes, alors que d’autres sont spécifiques d’un seul site et d’'une espéce (Bellanger et al.
2009; Roberts and Mullany 2009). Le premier transposon conjugatif de résistance aux
antibiotiques, le Tn916, a été identifié chez une souche d’Enterococcus faecalis lui conférant
la résistance a la tétracycline grace a un géne tet(M). Depuis, il a été mis en évidence chez de
nombreuses autres bactéries a Gram positif (Roberts and Mullany 2009). Chez les bactéries a
Gram négatif, I'ICE le plus caractérisé est I’élément STX impliqué dans les résistances aux
sulfamides, triméthoprime, chloramphénicol et a la streptomycine (Cheng et al. 2000; Beaber

et al. 2002; Boltner et al. 2002; Wozniak and Waldor 2010).

d. Les ilots génomiques

Les ilots génétiques mobiles sont des grandes régions chromosomiques (10 a 200 kb)
dont les caractéristiques nucléotidiques difféerent du reste du chromosome (pourcentage en
G+C, fréquence tétra-nucléotidique, usage de codons). Ces flots conférent généralement de
nouvelles fonctions a la cellule hote telles que la résistance aux antibiotiques et métaux lourds

ou l'utilisation de nouvelles voies métaboliques (Dobrindt et al. 2004; Bellanger et al. 2014).1ls
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sont flanqués a leurs extrémités de séquences DR?> qui codent les protéines nécessaires a leur
mobilité telles que les intégrases. Leurs insertion et excision sont catalysées par deux
recombinases site-spécifiques. Leur mécanisme de transfert entre bactéries, s’il existe, n’a pas
encore été mis en évidence (Hanssen and Ericson Sollid 2006). En fonction des génes qu’ils
portent, ils sont appelés flots de pathogénicité, de symbiose, métabolique, de fitness ou de
résistance (Juhas et al. 2009). Les flots de résistance sont impliqués dans la multirésistance
aux antibiotiques et I'un des mieux caractérisés est le SCCmec de Staphylococcus aureus
(Deurenberg et al. 2007). Nous avons également vu le role essentiel des Tlots de pathogénicité

dans la virulence de la plupart des sérotypes de Salmonella (paragraphe A-11-1-c).

e. Les intégrons

Les intégrons (Figure 24) sont des systémes génétiques de capture et d’expression de

cassettes codant des résistances aux antibiotiques. Ces éléments ne sont, par eux-mémes, ni
mobiles, ni transférables, mais sont souvent associés a des éléments génétiques mobiles et/ou
transférables tels que les transposons, ISCR, ICE, flots génomiques ou plasmides (Toleman et
al. 2006; Mazel 2006; Schliter et al. 2007).
Les intégrons sont l'un des supports génétiques importants de la multirésistance aux
antibiotiques chez les Enterobactéries, ainsi que chez d’autres genres bactériens a Gram
négatif comme Aeromonas, Burkholderia, Campylobacter ou Vibrio, et quelques genres a
Gram positif comme Enteroccocus, Corynebacterium ou Staphylococcus (Rowe-Magnus and
Mazel 2002; Fluit and Schmitz 2004; Boucher et al. 2007; Kaushik et al. 2018).

Les cassettes sont de petites unités circulaires non réplicatives composées d’ADN
bicaténaire, qui portent des séquences d’antibiorésistance, mais sans promoteur pour les
exprimer. Elles possédent également une séquence palindromique de recombinaison, le site
attC, qui leur permet de s’intégrer dans l'intégron. Plusieurs cassettes de résistance peuvent
exister en tandem dans un méme intégron formant ainsi un opéron, et entrainer une
résistance multiple aux antibiotiques. Elles peuvent également s’exciser et circuler d’un

intégron a un autre. Elles pourraient, en cela, étre considérées comme mobiles.

%5 DR: Direct repeat
79



i .
Gene casselies - 3 Conserved 5
sequence

sequence

E..;‘_ 5 Conserved xi,

@ wcklf sl offS, & Togez

(d)

I 1
I 1
e [ S
I resistance genes | sequence

Shortened 3° Conserved
sequUence

qackAl sull, > > >@:ﬂ;nﬂ@@-

Non-cassetie —_e 3 Conserved

(e)

Figure 24: Caractéristiques générales de différentes classes d'intégrons (Kaushik et al, 2018).
La structure de base d'un intégron consiste en un gene intl codant une intégrase, un promoteur Pc, et un site de recombinaison primaire associé a l'intégron, attl, suivi de cassettes de résistance (des
cassettes de genes représentatives sont montrées; des variations sont généralement trouvées.)
a) Les intégrons de classe 1 associés au transposon Tn402 sont caractérisés par la présence de deux séquences conservées, le 5'CS étant constitué du géne intl1, du promoteur Pc et du site attl1, tandis
que les 3’ CS consiste en un gene qacEA1, un géne sull et orf5 suivi d’une région de transposition tni. Des cassettes de génes sont incorporées dans ces séquences conservées, formant la région variable
codant principalement pour la résistance au triméthoprime (dfrA) et aux antibiotiques aminoglycosides (aadA). Des génes supplémentaires de résistance aux antibiotiques peuvent également étre intégrés.
b) Les intégrons de classe 2 associés au transposon Tn7 sont caractérisés par la présence d'un 5°CS avec le géne intl2, le promoteur Pc et le site attl2. Des cassettes de génes typiques dfrAl — satl/2 —
aadA1 se trouvent dans l'intégron de classe 2, suivies d'une région de transposition tns.
¢) Les intégrons de classe 3, associés a une région de transposition tni dirigée de maniére opposée au sein du transposon Tn402, sont caractérisés par la présence d'un 5’CS avec le géne intl3, le promoteur
Pc et le site attl3. Les cassettes de génes formant la région variable sont blages et une cassette de génes fusionnés de blaoxa et aac (6 ')- Ib codant pour la résistance aux 8-lactames et aux aminoglycosides.
d) Les intégrons atypiques de classe 1 sont caractérisés par la présence d'un gene 5'CS avec le géne intl1, suivi par les cassettes de genes formant la région variable de I'intégron. Un intégron atypique de
classe 1 est caractérisé par le remplacement des génes qacEA1 et sull par les génes qacH et sul3, respectivement, dans le 3°CS, ou par la perte complete de 3°CS.
e) Les intégrons complexes de classe 1 sont caractérisés par la présence d'un 5'CS et d'un 3°CS raccourci encadrant les cassettes de génes. La 3'CS est suivie par ISCR1, les génes de résistance « non-
cassette » (non associés aux sites attC), une 3'CS dupliquée et une région de transposition tni.
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De leur c6té, les intégrons sont formés d’une région conservée 5’ qui assure les fonctions
d’intégration, d’excision et d’expression des cassettes, et d’une partie variable contenant
I’'ensemble dynamique de cassettes. Tous les intégrons caractérisés sont composés de trois
éléments clés nécessaires a la capture et a I'expression des cassettes de résistance : un géne
(intl) qui code une intégrase, un site primaire de recombinaison (att/), et un promoteur (Pc).
L'intégrase catalyse l'insertion des cassettes au niveau du site att/ par recombinaison site-
spécifique entre att/ et attC, juste en aval du promoteur Pc qui permet la transcription et
I’expression des cassettes capturées (Figure 24) (Mazel 2006; Stalder et al. 2012; Kaushik et
al. 2018).

Cing classes d’intégrons sont connues pour posséder des cassettes de résistance aux
antibiotiques, de la classe 1 a la classe 5. Parmi celles-ci, les intégrons de classe 1, 2 et 3 sont
les mieux caractérisés (Mazel 2006; Stalder et al. 2012; Kaushik et al. 2018). Les classes 4 et 5

ont été identifiées chez le genre Vibrio ou ils augmentent la résistance au triméthoprime.

i. Les intégrons de classe 1

Les intégrons de classe 1 sont les intégrons les plus fréquemment retrouvés et sont les plus
ubiquitaires (Mazel 2006). IIs sont généralement constitués de trois régions (Figure 24) : une
région 5’ conservée, une région de taille variable contenant les cassettes de résistance et une
région 3’ conservée. La région 5’ conservée est composée du gene d’intégrase (int/1) qui code
une protéine de 337 acides aminés, de la région promotrice et du site spécifique de
recombinaison attl. La région promotrice présente un promoteur Pc, situé dans le gene intl1
qui permet la transcription des cassettes insérées (Fluit and Schmitz 2004). Chez la majorité
des intégrons de classe 1, la région 3’ conservée est un segment de 2 kb qui commence en
aval de la derniére cassette et contient trois cadres de lecture : un géne tronqué de résistance
aux ammoniums quaternaires (gacEA1), un gene de résistance aux sulfamides (sull) et un
cadre de lecture de fonction inconnue (ORF5) (Hall et al. 1994). Ces génes sont transcrits a
partir de leur propre promoteur, P4 pour gacEA1-sull et P5 pour ORF5. Cependant, certains
intégrons de classe 1 ne possedent pas, ou seulement partiellement, cette région 3’ (Rosser

and Young 1999; Laroche et al. 2009).
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Les intégrons de classe 1 sont souvent retrouvés sur des plasmides et des transposons de la
famille du Tn3 (Tn21, Tn1696) ou du Tn402 (Mazel 2006; Labbate et al. 2008) et moins sur les
chromosomes bactériens (Kaushik et al. 2018). lls sont tres répandus dans le secteur médical
ou leur fréquence est estimée entre 10 et 50% des Enterobactéries commensales portées par
des individus sains, y compris chez les nouveau-nés (Gillings 2014). Les intégrons de classe 1
sont aussi présents dans I’'environnement, ou ils sont portés par 1 a 5% des bactéries du sol et
leur prévalence peut atteindre 40% dans I'eau (Laroche et al. 2009; Stalder et al. 2012; Stalder
et al. 2014; Gillings 2017).

ii. Les intégrons de classe 2

Les intégrons de classe 2 possedent, comme les intégrons de classe 1, une structure

tripartite (Figure 24). Ils sont le plus souvent localisés sur le transposon Tn7 et ses dérivés :
Tn1825, Tn1826, Tn4132 (Sundstrom et al. 1991; Young et al. 1994). Chez ces intégrons, le
géne qui code 'intégrase (intl2) est non fonctionnel, interrompu par un codon stop (TAA) qui
entraine I'arrét précoce de la traduction de 'ARNm et la perte de la fonction d’intégrase
(Hansson et al. 2002). Cependant, il a été montré, d’une part, que la mutation d’un codon était
suffisante pour rétablir sa fonction, et d’autre part, que le géne d’intégrase de classe 1 pouvait
mobiliser les cassettes au sein des intégrons de classe 2 (Mazel 2006).
L'intégron du Tn7 contient classiqguement quatre cassettes: dfrAl, satl et aadAl qui
conferent respectivement les résistances au triméthoprime, a la streptothricine, et a la
streptomycine/spectinomycine, suivies de orfX de fonction inconnue. Les intégrons portés par
les transposons dérivés du Tn7 possedent la méme structure avec I'absence d’une cassette ou
la substitution d’une cassette par une autre (Young et al. 1994; Biskri and Mazel 2003). Il n’est
pas rare d’identifier chez une méme souche bactérienne, voire sur le méme plasmide, des
intégrons de classe 2 avec des intégrons de classe 1 (Roe et al. 2003; Rodriguez et al. 2006;
Laroche et al. 2009; Flores Ribeiro et al. 2012; Laroche-Ajzenberg et al. 2014).

Les intégrons de classe 2 sont retrouvés en milieu médical, mais aussi dans
I’environnement (Laroche et al. 2009; Flores Ribeiro et al. 2012; Laroche-Ajzenberg et al. 2014;

Stange et al. 2016; Sidhu et al. 2017).
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iii.  Les intégrons de classe 3

La structure des intégrons de classe 3 est moins bien décrite que celle des précédents,
probablement car ils sont peu fréquemment rencontrés. Le premier intégron de classe 3 a été
identifié chez une souche de Serratia marcescens et contenait deux cassettes de résistance,
blame et acc’6-Ib conférant respectivement les résistances a l'imipenéme et aux
aminoglycosides (Arakawa et al. 1995). Plus tard, Collis et al. (2002) ont montré que cet
intégron était suivi d’'une courte région du transposon Tn402. Un deuxiéme intégron de classe
3 a été identifié chez Klebsiella pneumoniae (Correia et al. 2003). Ces deux intégrons

possédent dans leur région 5’ un géne d’intégrase (int/3) et un site att/3 (Figure 24).

f. Les plasmides

Les plasmides sont des molécules d’ADN extra-chromosomiques, capables de se

répliquer de fagon autonome (réplicon). Ce sont des éléments génétiques transférables et ils
peuvent circuler d’'une bactérie a une autre grace aux modes de transfert horizontaux décrits
précédemment (transformation, transduction, voire conjugaison). lls sont généralement
circulaires, parfois linéaires et la majorité d’entre eux font entre 4 et 250 kb (Norman Anders
et al. 2009). lls sont retrouvés au sein des 3 domaines phylogénétiques : Archae, Bacteria et
Eucarya. En fonction de sa taille, un plasmide aura une capacité codante plus ou moins élevée,
mais I'information génétique portée n’est généralement pas nécessaire a I’h6te en conditions
normales. Néanmoins, de nombreux plasmides portent des génes qui donnent a la bactérie
un avantage sélectif fort dans certains milieux.
Une bactérie peut porter plusieurs plasmides différents, chaque plasmide présentant un
nombre de copies donné, plus ou moins important en fonction du plasmide. Ainsi, un plasmide
peut étre multicopies ou a faible nombre de copies, voire mono-copie. Ceci est souvent en
relation avec sa taille (un petit plasmide sera plus probablement multicopies) et peut
également dépendre de la bactérie hoéte.

Les plasmides présentent une structure modulaire ou les génes sont souvent
clustérisés : les génes codant une méme fonction sont, en effet, majoritairement rassemblés
dans une méme zone du plasmide (Osborn et al. 2000; Norman Anders et al. 2009). Deux

régions principales sont pratiquement toujours observées : le « core génome » et le « génome
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cargo » (Thomas 2000; Norman Anders et al. 2009; Garcillan-Barcia et al. 2011). Le « core
génome » rassemble au minimum les fonctions permettant au plasmide de réaliser sa
réplication comme l'origine de réplication oriV et des protéines ou ARN impliqués dans la
régulation de la réplication. Le « génome cargo », quant a lui, rassemble des génes apportant
un phénotype qui peut se révéler avantageux pour la cellule héte, comme des genes de
résistance ou de virulence (Norman Anders et al. 2009; Garcillan-Barcia et al. 2011; Harrison

and Brockhurst 2012).

i.  Réplication et contréle

Pour se maintenir dans une population bactérienne, les plasmides doivent se répliquer
dans la cellule hote et, en cas de division, étre distribués dans les cellules filles. Trois modes
principaux de réplication végétative sont connus pour les plasmides circulaires chez les
bactéries : la réplication en théta, uni ou bi-directionnelle et, de facon exceptionnelle, la
réplication en cercle roulant (Solar et al. 1998; Garcillan-Barcia et al. 2011). Pour ces trois
mécanismes, la réplication est initiée au niveau de I'origine de réplication oriV et se termine
au niveau de la séquence ter. Cette réplication nécessite, de fagon plus ou moins importante,
I'utilisation du systéme de réplication de la bactérie hote (appelé éléments trans, comme les
ADN polymérases | et lll). Des molécules régulatrices plasmidiques (ARN, ARN anti-sens ou
protéines) vont cependant contréler l'initiation de la réplication du plasmide. Différentes
stratégies sont employées par les plasmides pour contréler I'initiation de leur réplication, mais
elles sont toujours basées sur une répression de linitiation. De fagon générale, cette
régulation met en jeu un initiateur, dont le réle est d’ouvrir I'oriV et de la rendre accessible au
réplisome et aux ADN polymérases, et au moins un répresseur, dont le réle est de s’opposer
a cette ouverture. La répression dépend de la concentration en répresseur dans la cellule, et
donc, du nombre de copies du plasmide. Ces molécules interagissent entre elles ou avec des
sites spécifiques sur le plasmide. L'un des modeles le plus répandu repose sur I'action d’'une
protéine qui se fixe sur des sites plasmidiques appelé itérons, et qui, en fonction de sa
concentration (et donc du nombre de copies du plasmide), sera initiatrice ou répresseur de la

réplication du plasmide (Solar et al. 1998; Solar et al. 2002).
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ii. Les groupes d’incompatibilités Inc

Il existe une grande diversité de ces systemes génétiques contrblant la réplication
plasmidique. Il est possible de classer les plasmides en fonction de leur systeme de régulation
au sein de groupes d’incompatibilité, appelés Inc (Novick 1987; Carattoli et al. 2005). En effet,
un groupe d’incompatibilité rassemble des plasmides proches, qui ne peuvent cohabiter de
facon stable dans une bactérie et sa descendance, car ils utilisent le méme systéme de
régulation et produisent le méme répresseur. Ceci entrave leur réplication respective et
entraine la disparition de I'un des plasmides au fil des générations. A contrario, deux plasmides
dont la réplication est régulée par des répresseurs différents, et donc appartenant a deux
groupes Inc différents, pourront se maintenir sans difficulté au sein des cellules d’une
population bactérienne en croissance. |l existe 28 groupes d’'incompatibilité connus chez les
Enterobacteriaceae, distingués depuis 2005, en utilisant une méthode de typage moléculaire
nommée PBRT?®,

Chaque groupe d’incompatibilité possede un spectre d’hétes donné. Ainsi, il existe les
groupes IncA/C, IncP, IncQ, IncH, IncN et IncL/M, entre autres, qui sont a large spectres
d’hotes, pouvant se maintenir de maniére stable chez de nombreuses especes bactériennes,
voire différents genres. D’autres, comme les groupes IncF ou Incl sont a spectre d’ho6tes étroit
(Rozwandowicz et al. 2018). Certaines résistances aux antibiotiques peuvent étre associées a
des groupes d’incompatibilité. Ainsi les IncF sont souvent associé a la résistance aux
aminoglycosides et les IncP sont corrélés avec les résistances aux sulfamides, aminoglycosides

et tétracycline (Rozwandowicz et al. 2018).

i. Autres méthodes de classification des plasmides

Les plasmides peuvent étre différenciés selon leur mode de transfert. Il existe ainsi des
plasmides auto-transférables, appelés conjugatifs, généralement de grande taille (> 30 kb) et
a faible nombre de copies. lIs possédent toute la machinerie cellulaire indispensable pour leur
transfert : les génes tra nécessaires a la conjugaison, et I'origine de transfert (oriT) a partir de

laguelle débute le transfert d’un brin vers la bactérie réceptrice.

26 PBRT :PCR-based replicon typing
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Figure 25 : Schéma d'un plasmide de résistance (image.slidesharecdn.com/bacterialplasmid)
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Il 'y a aussi des plasmides mobilisables. lls ne possédent pas de genes tra fonctionnels, mais
contiennent une séquence oriT et une région mob de mobilisation qui leur permet d’étre
transférés dans une autre bactérie en présence d’un plasmide conjugatif.

Enfin, les plasmides non transférables par conjugaison (ni conjugatifs, ni mobilisables) sont le
plus souvent de petite taille et multi-copies. lls peuvent cependant étre transférés entre
bactéries par transformation ou encore transduction (Francia et al. 2004; Garcilldn-Barcia et
al. 2011).

Les plasmides peuvent aussi étre distingués selon les fonctions supplémentaires qu’ils
apportent aux bactéries hoétes. Il y a ainsi les plasmides de résistance, conférant, comme leur
nom l'indique, des résistances aux antibiotiques et/ou aux métaux lourds (Figure 25). lls font
parti des plasmides les plus répandus et les plus disséminés entre les bactéries.

Les plasmides de virulence vont, eux, rendre les bactéries pathogénes, comme cela est le cas
pour les pathotypes d’Escherichia coli EPEC et EHEC (Burland et al. 1998; Tobe et al. 1999;
Johnson and Nolan 2009; Banu and Prasad 2017). lls peuvent aussi augmenter la pathogénicité
de souches déja pathogeénes, comme c’est le cas pour le plasmide SpV de Salmonella (Gulig
and Doyle 1993; Zhu et al. 2007; Haneda et al. 2012).

Il existe aussi des plasmides métaboliques (ou cataboliques) qui codent des enzymes
particuliéres permettant I'utilisation de I'urée et du soufre notamment, et la dégradation de
certains hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et pesticides (Chakrabarty 1976;
Hada and Sizemore 1981; Foght and Westlake 1996; Nogales et al. 2017).

i.  Maintien du plasmide

Plusieurs stratégies de maintien du plasmide peuvent exister (Figure 25).
Un plasmide présent en faible nombre de copies (généralement les plasmides de grande taille)
devra étre parfaitement distribué dans chaque cellule fille lors de la division cellulaire pour ne
pas étre perdu au fil des générations. Ainsi, des systémes sont présents sur certains plasmides,
notamment le systéme de résolution de multiméres mer (éléments transitoires dds a la
recombinaison de plusieurs copies du plasmide) et le systeme de partition par (Norman
Anders et al. 2009; Sengupta and Austin 2011; Garcillan-Barcia et al. 2011). Les petits

plasmides multicopies se répartissent de fagon aléatoire entre les cellules filles. Si I'une de ces
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Figure 26: Les systemes de maintien des plasmides dans les cellules bactériennes (Sengupta and Austin, 2011).

Le cycle cellulaire de cellules bactériennes (cellules bleues) contenant un plasmide a faible nombre de copies est représenté a
gauche. La réplication plasmidique double le nombre de plasmides dans chaque cellule. Certaines cellules contiennent des diméres
plasmidiques formés par recombinaison homologue. Ceux-ci sont réduits en monoméres par le systéme de résolution de
multimeres. Les plasmides répliqués sont soumis a une partition active garantissant que la division cellulaire produit deux cellules,
chacune contenant au moins une copie de plasmide.

Les cellules grises représentent les rares cellules ol le systeme de réplication, de résolution de multiméres ou de partition du
plasmide n'a pas fonctionné correctement. La destruction post-ségrégation (PSK) est déclenchée dans ces cellules qui n’ont pas de
copie du plasmide, ce qui les supprime et garantit ainsi que toutes les cellules viables de la population conservent le plasmide.
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dernieres est mal servie, le plasmide se réplique apres la division pour atteindre le bon nombre
de copies.

Un autre mécanisme, le systéme toxine / antitoxine, assure également une grande
stabilité aux plasmides qui les portent. La toxine et I'antitoxine sont exprimées en quantité
équivalente par le plasmide, mais la toxine est plus stable que I'antitoxine. Ainsi, si une cellule
fille ne regoit pas le plasmide, I'antitoxine se dégrade et la toxine va tuer la cellule qui a perdu
le plasmide (Van Melderen 2010). Ainsi, la population ne peut pas (ou difficilement) s’enrichir
de bactéries sans plasmides.

Malgré la présence de ces systemes développés par les plasmides pour se maintenir dans
la population bactérienne, le colt métabolique d’un plasmide pour la cellule hote reste un
point critique. En présence d’une pression de sélection, le plasmide confére un avantage
indéniable, mais si la pression disparait, le plasmide peut devenir un fardeau métabolique
pour la bactérie hote et sa perte devenir un avantage pour la cellule. Il semble évident que,
pour les plasmides de grande taille ou multicopies, I'expression des protéines plasmidiques
et, éventuellement, de la machinerie de conjugaison soient un réel co(t pour la bactérie héte
(Norman Anders et al. 2009). Il semblerait d’ailleurs, que, pour limiter ce co(t, les bactéries et
les plasmides évoluent ensemble (Harrison and Brockhurst 2012). L'un des principaux

processus de co-évolution serait la perte des fonctions de conjugaison plasmidique.

C. Les mécanismes d’adaptation des bactéries entériques a

I’environnement

Afin de pouvoir survivre dans des écosystemes qui ne leur sont pas favorables, les
bactéries, et notamment les entériques, ont développé divers systemes, comme la formation
de biofilm ou, de facon beaucoup plus précaire, I’entrée en état viable non cultivable (VNC).

Mais la premiére étape de toute colonisation est I'adhésion a une surface.

I. L’adhésion : étape clé de la colonisation ?

La colonisation d’une surface par des bactéries implique pour ces derniéres la
transition d’'un mode de vie planctonique autonome dans un liquide a un état sessile. Et la

premiere étape pour cela est d’atteindre la surface.
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Figure 27 : Les différents types de mobilité bactérienne (Kearns 2010)
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1. Premiere étape : le rapprochement de la surface

Pour initier la fixation a une surface, les bactéries doivent s’en rapprocher. Pour ce
faire, elles peuvent utiliser les transports passifs, aléatoires et peu efficaces, tels que les forces
de gravitation, les mouvements brownien ou encore I'’écoulement du liquide (Donlan 2002).

En présence de stimuli (attractifs ou répulsifs), les bactéries peuvent utiliser la mobilité active.

a. Les différents types de mobilités

En 1972, Jorgen Henrichsen a étudié la mobilité de surface de centaines de souches de
40 espéces bactériennes appartenant a 18 genres différents. Il a ainsi pu identifier six
catégories différentes de motilité: « swimming », « swarming », « gliding », « twitching »,
« sliding », et « darting ». Si les 5 premiers ont été bien étudiés et décrit depuis, aucune
nouvelle donnée ne semble disponible dans la littérature sur le « darting » défini comme « une
sorte de translocation de surface produite par les forces d’expansions développées dans un
agrégat de cellules a I'intérieur d’'une capsule commune et entrainant I'éjection de cellules de
I'agrégat » (Henrichsen 1972)

Le « twitching » (Figure 27) a été défini a I'origine comme un mouvement intermittent
et saccadé principalement affiché par des cellules individuelles. Cette forme de mobilité,
apparaissant chez une grande variété de bactéries, nécessite une surface humide et permet
aux cellules de se déplacer a la fois en avant et en arriere a une vitesse de quelques dixiemes
de micromeétre par seconde. Il est maintenant clair que I'extension et la rétraction active des
pili de type IV (décrits plus loin) sont impliquées dans la mobilité de contraction (Merz et al.
2000; Harshey 2003; Craig et al. 2006; Kearns 2010).

Le « Gliding » (Figure 27) est défini comme un mouvement régulier des cellules,
généralement le long du grand axe de la cellule, et est particulierement visible dans trois
grands groupes bactériens, les myxobactéries (vitesse de 0,025 a 0,1 um/s), les cyanobactéries

(a des vitesses approchant les 10 um/s) et I'espéce Cytophaga flavobacterium (2 a 4 um/s).
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Figure 28 : Structure d’un flagelle bactérien (Chaban et al. 2015).
La figure est basée sur les bactéries modéles Gram négatif Escherichia coli et Salmonella enterica. Au cours de
I'assemblage, les composants T3SS du corps basal se déploient et exportent des sous-unités de la tige, du
crochet et du filament en vue de leur incorporation a l'extrémité distale des cellules de la structure en
croissance. Les complexes de stator dans le corps basal interagissent avec I'anneau en C pour provoquer la
rotation du filament extracellulaire pour la motilité.
OM: membrane externe; PG: couche de peptidoglycane; IM: membrane interne
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De nombreux modeles différents ont été proposés pour expliquer cette mobilité, cependant,
il n’existe aucune preuve claire a I'appui d’'un modele spécifique et il est possible que plusieurs
mécanismes différents soient impliqués (Harshey 2003; Kearns 2010).

Le « Sliding » (Figure 27) est produit par les forces expansives d'une colonie en
croissance, associées a une tension superficielle réduite, et a été observé chez de nombreuses
bactéries. Il existe une forte corrélation entre la production de tensioactifs tels que les
lipopeptides, les lipopolysaccharides (LPS) et les glycolipides, et le phénomeéne de glissement
/ propagation. Bien que passif, ce mode de translocation joue probablement un réle important
dans la colonisation de la surface bactérienne.

Le « Swimming » comme le « Swarming » sont corrélés a la présence d’un flagelle
(Figure 26). Le « Swimming » est le type de mobilité le plus répandu en milieu liquide et semi-
solide (Harshey 2003; Kearns 2010). La rotation flagellaire va générer une force de propulsion
qui va jouer un role dans I'attachement bactérien initial (Pratt and Kolter 1998).

Le « Swarming » est le mouvement d'un groupe de bactéries. C'est une alternative au
« Swimming » qui est observée lorsque les bactéries flagellées se retrouvent sur un milieu

solide (Harshey 2003).

b. Flagelles et autres appendices protéigues

Le flagelle (Figure 28) est considéré comme le « moteur » de la mobilité active. Il s’agit d’un
appendice long et fin qui possede une structure hélicoidale. Ce complexe supramoléculaire
est composé de 3 grandes parties : le corps basal (moteur réversible), le crochet (joint entre
les deux parties) et le filament (hélice hélicoidale composé de flagelline) (Zhao et al. 2014;
Minamino and Imada 2015; Chaban et al. 2015). |l permet aux bactéries de se déplacer en
réponse a un stimulus qui peut étre attractif ou répulsif, comme nous le verrons ci-dessous.

D’autres appendices protéiques permettent le contact entre les bactéries et des surfaces
biotiques et abiotiques. Il s’agit de structures comme les pili, les curli ou encore des systémes

de sécrétion (Figure 29).
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Figure 29: Les différentes adhésines de surface et leurs machines d'assemblage au sein des bactéries a Gram négatif

(Fronzes et al, 2008).

Les Chaperone-usher pili (CU) et curli sont des fibres attachées a la surface de la cellule. Pour les pili de CU, les sous-unités de
pilus P et de type 1 et les protéines d'assemblage sont illustrées. * indique (1) qu'il existe 5 a 10 sous-unités de PapE dans
I'extrémité fibrillaire du pilier P, alors que la sous-unité équivalente du systéeme de pilus de type 1, FimF, n'est présente que
dans un seul exemplaire; (2) que I'adaptateur PapK entre les polyméres PapE et PapA n'a pas d'équivalent dans les pili de type
1. Les pili et curli en CU sont assemblés au moyen de systemes simples situés au niveau de la membrane externe. Les systémes
de sécrétion de type IV, type Il et de type IV sont assemblés par de grands complexes multi-sous-unités traversant toute

I’enveloppe de la cellule bactérienne.
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Les pili sont des organites adhésifs localisés a la surface des bactéries. lls peuvent étre
utilisés comme appendices pour le transfert de matériel génétique lors de la conjugaison
bactérienne (pili de conjugaison), mais jouent aussi des réles dans la fixation aux surfaces
biotiques et abiotiques, la mobilité et la formation de biofilm. Identifiées initialement
uniquement chez des organismes a Gram négatif tels que E. coli, ces structures filamenteuses
comprennent une tige ancrée a la membrane bactérienne externe avec un facteur
d'adhérence bactérienne ou une adhésine située a son extrémité, qui confére la spécificité de
liaison (Pizarro-Cerda and Cossart 2006; Fronzes et al. 2008; Hori and Matsumoto 20103;
Berne et al. 2015).

Il existe plusieurs types de pili. Par exemple, les pili de type | et les pili P, bien connu
chez E. coli et Salmonella, interviennent dans la virulence des bactéries en leur permettant
d’adhérer a leur cible. Ces pili sont plutét péritriches, a I'inverse des pili de type IV qui sont
polaires. Au contraire des pili de type | et P, assemblés dans I'espace extracellulaire bactérien,
les pili de type IV sont formés au niveau de la membrane cytoplasmique, puis ils sont expulsés
au travers la membrane externe. lls peuvent faire jusqu’a 30 microns (10 fois la taille d’'une
bactérie) et sont produits en quelques microns secondes (Craig et al. 2006). La caractéristique
la plus frappante des pili de type IV est leur capacité a se rétracter a travers
I’enveloppe bactérienne, tandis que la pointe du pilus reste fermement adhérée a la surface
de la cible. Cette rétraction est nécessaire pour la mobilité active des bactéries notamment
sur des surfaces semi-solides (telles que I'épithélium des muqueuses). Les pili de type IV sont
aussi impligués dans la formation des biofilms, par liaisons non spécifiques aux surfaces ou
par liaisons spécifiques permettant I'adhésion bactérienne aux cellules hotes des pathotypes
de E. coli EPEC, EHEC et Salmonella Typhi (Pizarro-Cerda and Cossart 2006; Fronzes et al. 2008;
Hori and Matsumoto 2010a; Berne et al. 2015).

Les curli, eux, sont de fines fibres, structurées en boucles souples, qui appartiennent a
la classe des fibres amyloides. Elles vont permettre aux bactéries de s’agréger entre elles et
d’adhérer aux surfaces biotiques et abiotiques. Les curli sont donc importants dans le
développement d’un biofilm en développant les interactions bactéries-bactéries (Oh et al.

2016; DeBenedictis et al. 2016).
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Figure 30 : Le chimiotactisme chez E. coli (Bi and Sourjik, 2018).

a) Stratégie de chimiotactisme : en I'absence d'un gradient d'effet chimio-effecteur, le mouvement des cellules d'E. coli consiste
en lignes droites (=1 s) interrompues par des culbutes transitoires (=0,1 s). Dans un gradient attractif, les bactéries effectuent
une marche aléatoire biaisée, allongeant les périodes de ligne droite dans la direction du gradient.

b) Voie de signalisation : les attractifs (Att; indiqués par des losanges / ovales colorés) favorisent un état inactif (kinase-off)
des complexes sensoriels, ce qui conduit a une rotation dans le sens inverse des aiguilles d'une montre de moteurs flagellaires
et a des cycles droits. Les répulsifs (Rep) favorisent un état kinase-on, conduisant a une rotation du moteur dans le sens des
aiguilles d'une montre et a des culbutes. CheR et CheB réglent la méthylation du récepteur en fonction de I'état d'activité du

récepteur.

(c) Structure de I'hnomodimere du récepteur, représentée par le diagramme en ruban avec indication des domaines et des

caractéristiques spécifiques.
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Un autre exemple d’appendices protéiques sont les systemes de sécrétion. Le systeme
de sécrétion de type 1 (T1SS) sécréte une famille de protéines Bap?’ qui semble impliquée
dans I'adhésion des cellules aux surfaces abiotiques et dans la formation de biofilms chez les
bactéries a Gram positif et négatif. La premiére Bap a été identifiée chez Staphylococcus
aureus et, depuis, de nombreux autres membres de la famille Bap ont été mises en évidence.
D’autres systémes de sécrétion entrent en jeu comme les T3SS (impliqués dans la virulence)
et les T4SS (impliqués dans les mécanismes de transformation et de conjugaison, et la

sécrétion de complexes protéiques de la bactérie aux cellules eucaryotes) (Berne et al. 2015).

c. Le chimiotactisme : guide de la mobilité

Le chimiotactisme est le processus par lequel les bactéries détectent leur environnement et
dirigent leur mouvement. Les bactéries décelent et suivent des gradients chimiques dans leur
environnement au moyen de chimiorécepteurs transmembranaires appelés « protéines
chimioréceptrices acceptant le méthyle ». Ces récepteurs forment de grands complexes de
signalisation qui s’organisent en grappes dans la membrane cytoplasmique et vont controler
le comportement de la nage de la bactérie en générant des signaux de moteurs faisant tourner
les flagelles dans le sens horaire. Cela provoque un changement de direction suivant si les
gradients chimiques sont attractifs ou répulsifs (Parkinson et al. 2015). E.coli va nager
préférentiellement vers les sucres (glucose, galactose et maltose), les acides aminés
(aspartate et sérine), les accepteurs d’électrons (oxygeéne, nitrate, fumarate), les pyrimidines,
les dipeptides, et va s’éloigner des composés potentiellement nocifs tels les acides gras et les
alcools (Parkinson et al. 2015). Cependant, cette nage n’est jamais en ligne droite, elle est faite
d’une alternance de courses et de culbutes, avec allongement de la course lorsque le gradient
est positif (Bi and Sourjik, 2018) (Figure 30).

Pour les bactéries pathogénes, l'interaction entre la mobilité et le chimiotactisme dirige la
colonisation des organismes sur des sites hotes particuliers. Ainsi dans lintestin, le
chimiotactisme permet ainsi a Helicobacter pylori de coloniser préférentiellement les sites de
Iésions gastriques (Aihara et al. 2014), et les chimio-attractants tels que les mucines et les

glycoprotéines, qui sont le principal constituant du mucus intestinal, poussent Campylobacter.

27 Bap : biofilm-associated protein
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jejuni a coloniser les cryptes remplies de mucus dans l'intestin (Bolton 2015). D’autres
pathogénes, tels que Salmonella, semblent se déplacer activement a travers la couche de
mucus intestinal, de maniere dirigée vers I'épithélium. Ceci laisse supposer Le chimiotactisme
serait indispensable a une colonisation efficace de I'intestin dans les modéles murins (Stecher
et al. 2004)

Le chimiotactisme est également important pour les phytopathogenes. Il est nécessaire pour
les agents pathogénes des plantes présents dans le sol, comme Agrobacterium tumefaciens
(Hawes and Smith 1989; Merritt et al. 2007) et Ralstonia solanacearum (Yao and Allen 2006;
Yao and Allen 2007), afin de détecter les racines cibles dans leur environnement de sol. De
méme, Pseudomonas syringae, pathogene foliaire, utilise la mobilité flagellaire et le

chimiotactisme pour infecter la surface des feuilles (Yu et al. 2013).

2. Deuxiéme étape : interactions avec la surface

Lorsque les bactéries approchent de la surface, le taux d’adhésion est dicté par la
somme des forces attractives et répulsives entre la cellule et la surface. Lorsque les forces
attractives I'emportent sur les forces répulsives, le contact entre la surface et la cellule se
poursuit

a. Interactions réversibles

Les premiéres forces physico-chimiques que vont subir les bactéries sont les interactions de
Van der Waal (généralement attractives), les interactions électrostatiques modulées par la
force ionique et le pH de I'’environnement, et les interactions hydrophobes acide-base (Berne
et al. 2018).

En raison de la charge négative nette de leur enveloppe cellulaire, les bactéries sont soumises
a des forces électrostatiques répulsives a I'approche des surfaces chargées négativement. Les
bactéries rencontrent des forces hydrodynamiques répulsives comme les forces de
cisaillement qui apparaissent prés de la surface (Palmer et al. 2007; Berne et al. 2015).
Cependant, pres de la surface, 'ampleur des forces de Van der Waal est plus forte et conduit
a I'adhésion des bactéries. Et, en plus de propulser activement les bactéries vers la surface, le
flagelle joue aussi un réle important dans I'adhésion en fournissant un contact physique avec

la surface et en agissant comme une adhésine (Palmer et al. 2007). En effet, les bactéries
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peuvent utiliser le flagelle pour explorer la topographie de la surface et accéder a des zones
inaccessibles au corps cellulaire comme des crevasses et initier une adhésion polaire
(Friedlander et al. 2013). La topographie de la surface, ainsi que sa composition chimique, vont
aussi jouer sur I'adhésion. Par exemple, une surface présentant des aspérités est plus propice
a I'adhésion des bactéries qu’une surface lisse, car ces aspérités vont notamment permettre

aux bactéries de se protéger des forces de cisaillement.

b. Interactions irréversibles

Une fois que les bactéries ont surmonté les forces répulsives pres de la surface et ont
initié le contact, elles doivent sécuriser et renforcer leur adhésion. Ces étapes sont dictées par
les interactions a courtes portées médiées par les appendices protéiques de surface vus
précédemment, et les liaisons hydrogénes, puis par le renforcement des liaisons par
réarrangement des composants bactériens et de surface.

Certaines bactéries vont passer d’une fixation réversible a irréversible en repositionnant leur
corps cellulaire en position longitudinale. Ce repositionnement s’explique notamment par
deux phénomeénes : (1) les cellules liées par leur pole cellulaire peuvent tourner sur leur axe
et se détacher plus facilement et (2) le positionnement longitudinal maximise la surface de
contact entre la bactérie et la surface (Berne et al. 2018). Cependant, ce n’est pas la seule
stratégie pour avoir une adhésion irréversible. Les réarrangements structurels de la surface
bactérienne entrent aussi en jeu. Ainsi, chez E.coli, 'adhésine FimH présente a la pointe des
pili de type | subit un changement de conformation qui permet une adhésion plus étroite.
Cette adhésine est composée de deux sous-unités, un domaine piline qui I'ancre au pilus et
un domaine lectine qui reconnait spécifiquement les fragments mannoses terminaux. La
liaison de FimH a ces mannoses va dépendre de la contrainte de cisaillement. A faible
cisaillement, FimH va former de faibles liens de courte durée et la bactérie est entrainée en
aval lorsque les liens se rompent. Avec un cisaillement plus élevé, FimH va changer de

conformation ce qui entraine une fixation plus forte de la bactérie a la surface (Thomas 2008).
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Figure 31: Etapes de la formation de biofilms chez Staphylococcus (Arciola et al, 2018).

L'ancrage stable des bactéries est généralement suivi par la formation d'un biofilm. Les interactions
intercellulaires médiées par les adhésines et les protéines de la paroi cellulaire amenent les bactéries a se
regrouper, formant des microcolonies. Par exemple, chez Staphylococcus aureus, les protéines liant la
fibronectine (FnBP) se lient aux molécules de fibronectine (Fn), formant un pont, et cette interaction favorise
I'agrégation bactérienne. La production de EPS fait partie du processus de maturation du biofilm, au cours
duquel la matrice du biofilm s'accumule progressivement et de plus grands agrégats bactériens se développent.
Dans S. aureus et Staphylococcus epidermidis, les mécanismes impliqués dans la formation de biofilm incluent
I'expression de I'adhésine intercellulaire polysaccharidique (PIA) et la libération d'ADN extracellulaire (eDNA)
dérivé de I'autolyse bactérienne et de cellules hétes mortes. Chez S. epidermidis, la sous-classe 8 de modulines
solubles dans le phénol (PSM) contribue a la structuration du biofilm et conduit a la formation de canaux
hydrologiques caractéristiques, qui sont observés dans des biofilms matures.

Chez S. aureus et S. epidermidis, les PSM sont également impliqués dans la dispersion du biofilm, avec les
protéases et les nucléases
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Une fois la bactérie en contact plus étroit avec la surface, les forces d’adhésion
déclenchent des contraintes mécaniques et de légéres déformations de I'enveloppe cellulaire
ce qui peut stimuler la production d’adhésine. Chez E.coli, ce contact étroit déclenche un
systeme a deux composants qui induit la transcription de curli (Berne et al. 2015).

Dans une grande majorité des cas, mais pas tous, une fois les bactéries adhérées a une surface,

elles vont s’organiser sous forme de biofilm.

[I. Les biofilms bactériens

Un biofilm (Figures 31 et 32) est une communauté structurée de cellules bactériennes
enfermées dans une matrice autoproduite composée principalement de polysaccharides et
adhérant a une surface (vivante ou inerte). Dans la plupart des biofilms, les micro-organismes
ne représentent que 10% de la masse seche alors que la matrice peut en représenter plus de
90% (Flemming and Wingender 2010; Satpathy et al. 2016). Cette matrice consiste en un
agglomérat de différents types de polyméres appelés substances polymériques
extracellulaires (EPS?2). Ces EPS peuvent représenter de 50 a 90% du carbone organique total
des biofilms et peuvent étre considérées comme le matériau principal du biofilm. Les biofilms
contiennent aussi de I’ADN extracellulaire qui fait partie intégrante de la matrice. L'origine de
cet ADN semble différer selon les espéeces bactériennes formant le biofilm. Toutefois, la lyse
cellulaire n’est pas la seule source et la sécrétion active ne peut étre exclue (Donlan 2002;

McDougald et al. 2012; Arciola et al. 2018).

1. Composants d’un biofilm

Les cellules d’un biofilm sont entourées d’EPS (Figure 31) dont la fraction majeure est
constituée par des polysaccharides. Certains exopolysaccharides sont des
homopolysaccharides, notamment des glucanes et fructanes dérivés du saccharose et de la
cellulose. Néanmoins, la plupart des exopolysaccharides sont des hétéropolysaccharides
constitués d’'un mélange de résidus de sucres neutres et chargés (Skillman et al. 1998). Les EPS
contiennent aussi d’autres molécules telles que des protéines, des lipides et des acides

nucléiques. La matrice peut contenir de grandes quantités de protéines qui, prises ensemble,

28 EPS : Extracellular Polymeric Substances
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Figure 32 La structure complexe des biofilms bactériens (McDougald et al, 2012).

a) Les micro-colonies présentes dans le biofilm mature sont caractérisées par une matrice de substances
polymeéres extracellulaires (EPS), composée d’ADN extracellulaire (ADNe), de polysaccharides, de
protéines, de fibres amyloides et de bactériophages. La matrice de EPS agit comme un bouclier pour
protéger la communauté bactérienne ou la population contre les prédateurs tels que les protozoaires ou
les phages lytiques, ainsi que contre les toxines chimiques (par exemple, les biocides et les antibiotiques).
La matrice EPS peut aider a séquestrer les nutriments et, avec les bactéries sous-jacentes, est également
responsable de I'établissement de gradients (par exemple, I'oxygéne et les nutriments diffusant vers
I'intérieur, et les déchets ainsi que des signaux tels que I'oxyde nitrique diffusant vers |'extérieur).

b) Au moment de la dispersion, les micro-colonies subissent une mort cellulaire et une lyse, ainsi qu’une
dispersion active de bactéries mobiles, laissant les micro-colonies creuses.
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peuvent dépasser la masse de polysaccharides contenue (Conrad et al. 2003). Des polymeéres
tels que des glycopeptides et des lipopolysaccharides forment un échafaudage et
maintiennent le biofilm (Flemming and Wingender 2010)

Diverses enzymes peuvent potentiellement dégrader des composants des EPS lorsqu’il y a
épuisement des nutriments au sein du biofilm. Les exopolysaccharides sont principalement
dégradés par les hydrolases et les lyases, mais leur dégradation est lente. Les substrats de ces
enzymes extracellulaires comprennent des polymeéres hydrosolubles et des composés
insolubles dans I’eau (cellulose, chitine, lipides), ainsi que des particules inorganiques piégées
dans le biofilm. Les enzymes extracellulaires peuvent étre efficacement retenues dans la
matrice du biofilm par leur interaction avec les polysaccharides. Cet arrangement conserve
I'activité enzymatique a proximité des cellules bactériennes, leur permettant d’absorber les
produits enzymatiques en tant que nutriments. De plus, les interactions entre les enzymes et
les exopolysaccharides structuraux améliorent la thermostabilité des enzymes et leur
résistance a la protéolyse (Flemming and Wingender 2010).

Les protéines non enzymatiques de la matrice telles que les lectines (protéines de
liaison aux glucides extracellulaires) participent a la formation et a la stabilisation du réseau
et constituent un lien entre la surface bactérienne et les EPS extracellulaires. Les autres
composants protéiques ubiquitaires de la matrice sont notamment des curli (fibres amyloides)
qui sont impliqués dans I'adhésion aux surfaces et fonctionnent également comme
cytotoxines pour les cellules végétales et certaines bactéries (Otzen and Nielsen 2008) (Figure
32).

Enfin, les appendices bactériens protéiques tels que les pili, fimbriae, curli et flagelles
peuvent également agir en tant qu’éléments structurels en interagissant avec d’autres
composants de la matrice. Par exemple, chez S. Typhimurium et E.coli, la co-production de pili
agrégatifs et de cellulose entraine la formation d’une matrice extracellulaire rigide et

hydrophobe (Zogaj et al. 2001).
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2. Avantages des biofilms

Les EPS immobilisent les cellules bactériennes du biofilm et les maintiennent a proximité,
permettant ainsi des interactions intenses. Cette proximité des cellules est idéale pour la
création de gradients de nutriments, I'échange de génes et la détection d’'un quorum
nécessaire a une action collective des bactéries (quorum-sensing). Les biofilms peuvent étre
composé d’une seule ou de plusieurs espéces, facilitant la mise en place de mutualisme ou de
coopération (interactions écologiques) entre les différents métabolismes bactériens (Donlan
2002). Comme vu précédemment, la présence d’enzymes dégradant les composants des EPS
font de la matrice un systeme digestif externe qui va décomposer les biopolymeres en
produits de plus faible masse moléculaire. La matrice EPS a aussi un réle de barriere physique.
Elle contribue a la résistance aux antimicrobiens en empéchant le transport massif
d’antibiotiques a travers le biofilm (Donlan 2000). C'est aussi un environnement hautement
hydraté qui se déshydrate plus lentement que son environnement, ce qui protege les cellules
du biofilm des fluctuations hydriques (Roberson and Firestone 1992).

Enfin, les biofilms sont aussi un haut lieu d’échange de matériel génétique. En effet, la
conjugaison se produit plus rapidement entre les cellules d’un biofilm qu’entre des cellules
planctoniques. Il a été démontré que le pilus conjugatif du plasmide F joue un rdle de facteur

d’adhésion pour les interactions surface et cellule (Ghigo 2001).

3. Dispersion du biofilm

Bien que le biofilm apporte des avantages non négligeables aux bactéries, sa croissance peut
finir par contrarier la survie des bactéries. En effet, a mesure que le biofilm grandit, certaines
cellules s’éloignent de I'interface avec le milieu et ainsi, des sources essentielles d’énergie et
de nutriments circulants. Bien que le biofilm, par dégradation de la matrice EPS, produise des
nutriments, cela entraine sa diminution et demande aux bactéries d’utiliser de I’énergie pour
reconstituer le biofilm, ce qui entraine de nouveau un besoin de nutriment. De plus,
I'accumulation de déchets et de toxines représente une menace supplémentaire pour la survie
bactérienne. Il faut donc un moyen pour les bactéries de s’échapper de ce biofilm (Figures 30
et 31). Il existe ainsi au moins trois types de « fuite » différents que sont la désorption, le

détachement et la dispersion.
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La désorption est le transfert direct des bactéries de la matrice au milieu extérieur. Elle peut
étre observée aux premiers stades du développement du biofilm lorsque le premier contact
entre les bactéries et la surface est initié (Petrova and Sauer 2016).

Le détachement a longtemps été considéré comme le processus principal limitant le
développement d’un biofilm (Van Loosdrecht et al. 1997). Il se produit lorsque les forces
externes, telles que la contrainte de cisaillement, deviennent trop élevées, ou au contraire,
trop faibles pour maintenir la structure du biofilm. Quatre mécanismes distincts permettant
le détachement des cellules ont été décrits. Il s’agit de I'abrasion, du paturage, de I’érosion et
de la « mue » (sloughing). L’abrasion est la libération des cellules d’un biofilm a la suite de
collisions avec des particules présentes dans le milieu extérieur. Le paturage est la prédation
par des micro-organismes eucaryotes (protozoaires par exemple). L’érosion, quant a elle, est
la perte continue de petites portions de biofilm a cause des forces de cisaillement du fluide.
Les organismes se trouvant prés de I'interface biofilm / liquide sont les seuls sensibles a cette
forme de détachement. Bien que similaire a I’érosion, la mue fait référence a I’élimination de
morceaux de biofilms intacts ou de tout le biofilm par des forces de friction (Petrova and Sauer
2016).

Le troisieme mécanisme de libération cellulaire est le processus de dispersion. Il se distingue
de la libération passive par I'implication de détection de signaux et leur transduction a travers
des réseaux de régulations. Ces signaux vont permettre des changements physiologiques
facilitant la libération cellulaire des biofilms. La dispersion, au contraire des deux autres
mécanismes qui nécessitent des facteurs exogenes affaiblissant la matrice, nécessite la
production directe par les bactéries du biofilm d’enzymes dégradant la matrice (Petrova and
Sauer 2016). En fonction de la source des signaux de déclenchement, deux types de dispersion
vont étre distingués : « native et induite ». La dispersion « native » se produit lors de la
détection de molécules de signalisation auto-synthétisées par les bactéries. Elle est
généralement considérée comme le stade terminal de développement d’un biofilm, et peut
conduire a la translocation des bactéries vers de nouveaux sites de colonisation. Apres
différenciation des cellules a l'intérieur des micro-colonies (le biofilm étant formé de
nombreuses micro-colonies cote a cote) en un phénotype mobile, et de la périphérie en
« phénotype de paroi » non mobile, les cellules évacuent le biofilm de maniére coordonnée

par des points de rupture locaux. Cette dispersion implique rarement le biofilm entier.
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Généralement, seules des micro-colonies ou des zones ciblées la subissent, de maniére
souvent dépendante du diametre de la micro-colonie. La dispersion « induite » est déclenchée
par des facteurs et des modifications de I’environnement externe. Elle se produit apres la
détection de conditions externes défavorables telles qu’un appauvrissement en nutriment
(carence nutritive) ou un stress oxydatif. Cette dispersion coincide avec I’élimination de 80%

ou plus de la biomasse du biofilm (Petrova and Sauer 2016).

I. Les bactéries Viables Non Cultivables

L’état viable non cultivable des bactéries (VNC) est un état particulier ou les bactéries sont
toujours en vie (elles conservent une activité métabolique faible), mais ont perdu leur capacité
a produire de la biomasse et ne parviennent plus a se développer dans les conditions normales
de culture (pas de revivification classique possible). Cet état physiologique peut étre atteint a
la suite de plusieurs stress simultanés et peut expliquer une persistance inattendue des
bactéries, non détectable par des méthodes culturales (Ayrapetyan et al. 2018). L’état VNC a

été décrit chez de nombreuses bactéries non pathogénes et pathogenes (Oliver 2005a).

1. Induction de cet état

Les cellules entrent en état de VNC en réponse a plusieurs stress environnementaux
et/ou chimiques (le plus souvent simultanés), la liste des nombreux facteurs étant variée. Elle
comprend la privation de nutriments (Cook and Bolster 2007), une température de croissance
en dehors de la normale (Besnard et al. 2002), des variations dans la concentration en
oxygene, la présence de métaux lourds et méme I’exposition a la lumiére blanche ou un choc
osmotique. Ces stress seraient mortels si les cellules ne se mettaient pas dans cet état. Ainsi,
certains processus supposés bactéricides, comme la pasteurisation du lait (Gunasekera et al.
2002) ou la chloration des eaux usées (Oliver et al. 2005), peuvent entrainer I'entrée des
bactéries dans I'état VNC.

Il fut établi que le péroxyde d’oxygéne (H20;) pouvait jouer un réle important dans I'induction
de I’état VNC. Il a été déterminé que certaines cellules de E.coli ayant perdu leur capacité de
croitre sur un milieu solide pouvaient étre a nouveau cultivables lorsqu’elles étaient sur un
milieu comprenant de la catalase ou du péroxyde de sodium (Mizunoe et al. 1999). Il a aussi

été constaté que, chez la bactérie Vibrio vulnificus, les basses températures, induisant la perte
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de la capacité de culture, empéchent aussi I'activité de la catalase et sa synthése de novo, ce
qui rend les cellules tres sensibles au péroxyde présent dans le milieu de culture (Oliver
2005b). Ainsi I'induction de I’état VNC serait, notamment, directement lié a un stress oxydatif.

Dans cet état, il peut étre observé une diminution importante du transport des
éléments nutritifs, de la vitesse de respiration et de la synthése protéique (Oliver 2005b). La
biosynthese ne cesse toutefois pas. De nouvelles protéines peuvent étre formées et
I'expression des genes continue. Le taux d’ATP reste élevé, ainsi que le potentiel
membranaire. Il y a aussi des modifications importantes dans la composition en acides gras
membranaires et des réarrangements dans les membranes externes et les parois cellulaires

des bactéries, notamment chez E.coli (Signoretto et al. 2002; Muela et al. 2008).

2. Sortie de I'état VNC

Il a été rapporté que les bactéries peuvent rester a I'état de VNC pendant de longues
périodes (mois ou années). Ainsi, Pseudomonas fluorescens peut rester dans cet état dans le
sol pendant plus d’un an (Oliver 2005b) et Vibrio fluvialis (bactérie marine) a pu étre
« ranimée » 6 ans apres le passage en VNC dans des sédiments marins (Amel et al. 2008).
L’état de VNC ne peut étre considéré comme un moyen de survie que si les cellules sont
capables de redevenir cultivables, et de retrouver un état de croissance végétatif normal. Les
conditions de sortie de cet état sont généralement peu maitrisées et mal connues, mais ont
été les plus étudiées chez V. vulnificus, dont I'état de VNC est induit par incubation a des
températures inférieure a 10°C. Un simple changement de température entraine la

réanimation des cellules (Oliver et al. 1995).

3. VNC, antibiorésistances et TIAC

L'une des conséquences de I'entrée des agents pathogenes dans I’état VNC, en plus de
I'impossibilité de détection par les méthodes culturales classiques, est la résistance aux
antibiotiques (Ayrapetyan et al. 2018). Il est envisageable que ces cellules, ayant une activité
métabolique trés faible, deviennent résistantes aux antibiotiques, tout en étant capables de
se réactiver et d’initier une infection. A la suite de différents travaux (Rivers and Steck 2001),
des résultats ont suggéré que des bactéries E.coli uropathogénes, non détectées par méthode

culturale standard, n’avaient pas été éliminées par les traitements antibiotiques. En effet, ces
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cellules, ont provoqué ensuite des infections récurrentes, indiquant un retour a un état
métabolique actif.

Le fait que les cellules a I'état de VNC soient capables ou non de provoquer une infection
humaine est un aspect tres important de cet état physiologique. Il semble que la virulence soit
préservée et que l'infection ne soit initiée qu’aprés « réanimation », lorsque les activités
métaboliques sont pleinement actives. Par exemple, il a été constaté que les bactéries VNC
de Vibrio harveyi cessaient d’exprimer le géne de I’hémolysine et ne causaient pas la mort des
poissons zebres lorsqu’elle était inoculée. Cependant, apres réactivation (par augmentation
de la température), les cellules deviennent létales ce qui indique que les bactéries a I'état VNC
ont gardé leur pouvoir pathogéne (Sun et al. 2008). Suite a une TIAC provoquée par E.coli
0157:H7 au Japon en 1998, environ 0.75 — 1.5 cellule cultivable semblait étre responsable de
la contamination, un nombre jugé trop faible pour I'infection. Cependant, la preuve qu’un plus
grand nombre de bactéries existant a I’état VNC dans les sushis impliqués et qu’elles étaient

a I'origine de la TIAC a été apportée (Makino et al. 2000).

D. Sources et voies de contamination des plantes par des bactéries

entériques multirésistantes aux antibiotiques et/ou pathogénes

Nous venons de voir que les bactéries sont capables de s’adapter, ou au moins de survivre,
par diverses stratégies aux nouveaux environnements parfois défavorables qu’elles peuvent
rencontrer. Ceci peut aider a comprendre comment elles sont capables de survivre sur les
végétaux. La question qui reste est de savoir comment elles sont capables d’entrer en contact

avec les plantes.

I. Les sources de contamination des productions végétales

Les sources et les voies de contamination des produits végétaux varient selon le site
de production. En effet, chaque exploitation présente une combinaison distincte de facteurs
de risques environnementaux tels que la topographie, I'utilisation des sols ou méme le climat,

mais présentent aussi des facteurs de risque liés aux itinéraires techniques appliqués
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Figure 33 : Voies de circulation et de contamination par des bactéries pathogénes entériques (Amézquita-Lépez et al. 2018)
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(irrigation, épandage, ...). La combinaison de ces facteurs de risques particuliers influe sur la
fréquence et la transmission d'agents pathogenes d'origine alimentaire, puis sur le risque de

contamination des produits (Strawn et al. 2013). Les agents pathogénes peuvent contaminer
les produits sur le terrain par diverses voies, notamment : les dépots atmosphériques,
I"utilisation de fumier et de compost bruts (ou mal traités), I'exposition a de I'eau contaminée
souterraine ou de surface, le transfert par des insectes ou la contamination fécale générée par
le bétail ou des animaux sauvages (Harris et al. 2003; Cooley et al. 2007; Lynch et al. 2009;
Uyttendaele et al. 2015; Amézquita-Lépez et al. 2018) (Figure 33).

1. Lesol

L'utilisation de matieres organiques, telles que les féces du bétail, les déchets
d’abattoirs, les boues d’épuration, ainsi que le traitement des déchets industriels et
municipaux, comme amendements pour le sol est assez répandu (Avery et al. 2005). Ces
amendements constituent une tres grande réserve d’éléments nutritifs et enrichissent le sol,
parfois appauvri par une surexploitation. Cependant, ils véhiculent aussi des bactéries
entériques, potentiellement pathogénes pour I’'Homme, qui peuvent aller contaminer les
cultures. Sur des champs de paturage, Avery et al. (2004b) ont montré que E.coli pouvait
persister pendant 5 a 6 mois sur I’herbe malgré un taux de réduction décimal moyen de 38
jours.

De nombreuses études rapportent la présence de E.coli et Salmonella dans le fumier
et le lisier (Hess et al. 2004; Avery et al. 2005) et montrent leur persistance dans le sol aprés
épandage. Il a ainsi été démontré que E.coli pouvait survivre au moins deux mois apres
application de fumier dans le sol (Cools et al. 2001; Avery et al. 2005; Co6té and Quessy 2005)
et Salmonella a minima 6 semaines (Coté and Quessy 2005; Holley et al. 2006; Barak and Liang
2008). Cependant, il peut exister de grandes disparités dans les taux de survie pour une méme
bactérie et plusieurs facteurs peuvent intervenir. Par exemple, la composition du fourrage
donné au bétail va modifier la composition du fumier obtenu et avoir un impact sur la survie
des bactéries. Franz et al. (2005) ont démontré que E. coli 0157:H7 présentait un déclin plus
rapide dans un fourrage a base de paille que dans un fourrage a base d’herbe, facilement
digérée, et de mais. Ainsi, la teneur en fibre et le pH du fumier va avoir un impact important
sur la survie de E.coli (Franz et al. 2005).
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Pour limiter la potentielle contamination fécale de I’'environnement, les fumiers peuvent subir
des traitements tels que le compostage, qui est le plus utilisé. Le compostage consiste en une
dégradation des matieres organiques en conditions controlée. Cette dégradation provoque
une augmentation de la température au sein du compost, permettant de diminuer la densité
bactérienne. Cependant, des études démontrent que ces techniques ne sont pas toujours
efficaces. Ainsi, pour des températures aux alentours de 50°C, une baisse initiale de la densité
bactérienne est observée avec une repousse ultérieure lorsque le compost refroidit (Hess et

al. 2004).

Le fumier et le compost sont généralement incorporés dans le sol. La nature du sol va
alors jouer un réle important dans la survie des pathogenes. De nombreuses études ont
montré que les sols plutdt sableux filtraient et retenaient mieux les micro-organismes que les
sols argileux ou les bactéries traversent rapidement au niveau de fissures pour se retrouver
dans les eaux souterraines (Cools et al. 2001; C6té and Quessy 2005; Lang and Smith 2007;
Sharma et al. 2016). La profondeur d’incorporation va également étre déterminante dans la
survie des bactéries. En effet, il semble que E. coli 0157 :H7 survivent mieux en surface que
dans le sol (a 25 cm de profondeur) (Avery et al. 2004a). De plus, le taux d’humidité du sol et
la température entrent aussi en jeu. Ainsi, il a été montré qu’avec un taux d’humidité de 100%
et une température de 5°C, E.coli pouvait étre détectée dans le sol jusqu’a 80 jours, alors
gu’avec une humidité de 60% et une température de 25°C, la limite de détection est de 38
jours (Cools et al. 2001). Enfin, les bactéries endogenes du sol entrent en compétition avec les
bactéries pathogenes, diminuant ainsi leur chance de survie. Dans un sol autoclavé
supplémenté avec du fumier, E.coli O157:H7 survit jusqu’a 77 jours a 5°C et 231 jours a 21°C.
Cependant, dans le méme sol mais non autoclavé, les bactéries ont décliné plus rapidement
du fait de la présence des bactéries autochtones et de la prédation par des protozoaires (Jiang

et al. 2002).

Les E. coli provenant de contaminations fécale peuvent donc survivre de longues
périodes en dehors du tractus intestinal et sont méme capables de s’y multiplier dans des
climats tempérés (Ishii and Sadowsky 2008). Cette installation peut s’expliquer en partie par

la formation de biofilm (évoquée plus haut) qui vont protéger les bactéries entériques des
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conditions environnementales hostiles comme les rayonnements UV, la dessiccation, les
prédateurs protozoaires et chimiques (désinfections et antibiotiques) (Lee et al. 2006;
McDougald et al. 2012). Il semblerait méme que certaines puissent étre « naturalisées » c’est-

a-dire devenir une partie de la microflore endogene des environnements (Ishii et al. 2006).

2. L'eau d’irrigation

L’eau d’irrigation est largement identifiée comme potentielle source de contamination
des productions végétales (Uyttendaele et al. 2015). Il existe différentes eaux d’arrosage :
I’eau de ville (issue du réseau de distribution d’eau potable), qui est la plus propre, mais aussi
la plus coliteuse, ensuite, les eaux souterraines qui sont plus ou moins protégées des
contaminations bactériennes en fonction du sol se trouvant en couverture, suivies des eaux
de surface (fleuves, rivieres, mares, lacs) et des eaux de pluie récupérée dans des bassins de
stockage. Le fait que ces deux derniéres ressources soient ouvertes a I’environnement les rend
plus vulnérables que les autres. Les bassins de stockage a Iair libre, se transformant souvent
en mares ou étangs (eaux stagnantes), permettent le développement d’une faune qui va venir
contaminer 'eau par excrétion de feces. De plus, les bactéries pathogenes ont tendance,
lorsqu’elles survivent, a s’intégrer aux sédiments aquatiques. Ainsi, il a été montré qu’il
pouvait y avoir 10 a 1000 fois plus de bactéries dans les sédiments que dans I'eau prélevée au
méme moment, montrant un effet d’accumulation (Benjamin et al. 2013). Les fleuves et
rivieres, quant a eux, sont souvent le réceptacle des effluents de STEP et la destination finale
des eaux de ruissellement du bassin versant. Ainsi, leurs eaux véhiculent fréguemment un
nombre important de bactéries d’origine fécale (Laroche et al., 2009). Les eaux souterraines
sont, elles, sujettes a la contamination par lixiviation?® du sol, a la suite des phénoménes de
ruissellement qui entrainent les bactéries non seulement vers les cours d’eau, mais aussi,
parfois, vers les eaux profondes. Les fortes pluies, provoquant plus de ruissellements et de
lixiviation des sols et augmentant le débit des eaux courantes, élevent I'apport de pathogénes
dans les eaux. En effet, des études ont démontré que E.coli 0157 :H7 peut étre retrouvée a
135 m d’une source de contamination et qu’en période de fortes précipitations, elle peut se

déplacer jusqu’a 32 km de la source (Cooley et al. 2007). A la différence des sols, ou la survie

2 Lixiviation : infiltration lente de I'eau dans le sol permettant la dissolution de composés solides. Ici, ce
phénomene s’accompagne d’une remise en suspension des bactéries présentes dans le sol.
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est plus importante a basse température, dans |'eau, les bactéries survivent mieux lors des
périodes chaudes (Fonseca et al. 2011).

Concernant les techniques d’irrigation, il existe différentes méthodes : en goutte a
goutte, en sillons et en aspersion. Ces types d’irrigation ont été analysés quant a leur
potentielle implication dans la contamination microbienne des produits végétaux. Il en est
ressorti que I'aspersion est une plus grande source de contamination que le goutte a goutte

ou les sillons (Fonseca et al. 2011).

3. Place de I'antibiorésistance dans les contaminations

La place centrale des eaux environnementales dans la dissémination des bactéries
d’origine fécale dans les écosystemes leur confére également un rbéle majeur dans la
propagation de 'antibiorésistance et I’alimentation du résistome environnemental®. Il est de
plus en plus souvent avancé dans la littérature que certaines bactéries pathogénes
multirésistantes pourraient émerger du « melting-pot » environnemental grace aux échanges
génétiques entre populations autochtones et allochtones (von Wintersdorff et al. 2016;
Manaia 2017; Larsson et al. 2018, Camiade et al, en cours de soumission et présenté en annexe
de ce travail). En effet, le microbiote intestinal humain ou animal, soumis a la pression de
sélection des traitements antibiotiques, héberge de nombreuses bactéries antibiorésistantes
(Looft et al. 2012). La contamination fécale de I'environnement ne doit donc pas seulement
étre crainte pour I'émission des pathogenes entériques, mais aussi pour sa forte contribution
a la circulation de I'antibiorésistance (bactéries ou génes).

Dans ce cadre, de nombreuses études ont porté sur la recherche de E. coli, résistante
et multi-résistantes dans I'’environnement, et plus particulierement, dans les eaux de surface
et souterraines. En 2009, Laroche et al. ont révélé la présence permanente de E. coli dans la
Seine dont 43% étaient résistantes a au moins un antibiotique. Des échantillonnages dans des
eaux souterraines karstiques en période seche ont révélé des isolats de E. coli en faible densité
et qui ne présentaient pas de résistances. Cependant, lors d’évenements pluvieux, la moitié

ou plus de la population de E. coli retrouvée possédait des résistances aux antibiotiques

30 Résistome environnemental : Ensemble des génes de résistance aux antibiotiques et des
microorganismes porteurs présents dans I’'environnement
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dont 50% des multi-résistances (résistance a au moins 3 antibiotiques). Cette contamination
par des E. coli résistantes provenait de I'engouffrement d’eaux de surface contaminées dans
les hydrosystémes karstiques (Laroche et al. 2009; Flores Ribeiro et al. 2012). Nous
reviendrons plus loin sur ces travaux réalisés au laboratoire. Un suivi des E. coli
antibiorésistantes durant 1 an sur la riviere Zenne, en amont et aval d’'une zone urbaine, a
montré une augmentation de la densité de E. coli de I'amont vers I'aval de la riviere. Cette

augmentation de densité était accompagnée d’une augmentation des bactéries
antibiorésistantes (Proia et al. 2018). Ceci montre I'impact que peut avoir une zone urbaine,
notamment avec les rejets de STEP, sur la qualité microbiologique de I'’eau et la dissémination
de I'antibiorésistance. En effet, les STEP sont considérées comme étant des « réacteurs
génétiques bactériens » dans lesquels les échanges génétiques sont actifs et réguliers

(Baquero et al. 2008).

[I. Lasurvie des pathogénes sur les végétaux

Plusieurs facteurs environnementaux vont contribuer, ou non, a la survie des bactéries
entériques pathogénes et a leur transport jusqu’aux végétaux. Si ces bactéries persistent dans
I’environnement, comment se comportent-elles sur les végétaux et quels mécanismes de

défense les plantes possedent-elles face aux envahisseurs ?

La survie des bactéries va dépendre, bien entendu, des types de plantes infectées, des
zones contaminées, de la souche bactérienne et des conditions environnementales.
Cependant, il existe des voies d’entrée possibles des pathogénes entériques dans les plantes,
leur permettant de se protéger des conditions extérieures. On peut ainsi retrouver les
ouvertures naturelles (stomates, lenticelles, sites d’émergence des racines), des blessures
provoquées par des facteurs biotiques et abiotiques, ou encore les transports hydriques des

racines aux feuilles (Deering et al. 2012; Hirneisen et al. 2012).
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Figure 34: Présence de Salmonella enterica a la surface d’une feuille de laitue

(Kroupitski et al., 2009a)
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1. Attachement et internalisation des bactéries entériques

pathogénes aux végétaux

La surface des feuilles n’est pas un environnement accueillant pour les bactéries.
L'environnement foliaire est exposé a une forte dose d’UV, ainsi qu’a des fluctuations de
température et d’humidité qui peuvent altérer la viabilité bactérienne (Heaton and Jones
2008). Cette surface constitue la premiére barriére de la plante contre les bactéries grace a la
présence de cuticule et d’'une paroi cellulaire. Cependant, I'attachement bactérien existe bel
et bien. Premierement, I'architecture de la feuille n’est pas uniforme, ce qui offre des
conditions environnementales différentes potentiellement favorables aux microorganismes.
Il existe ainsi des renflements et des creux formés par des veines, poils ou trichomes et
stomates, qui vont former des microsites pour la survie bactérienne, avec une disponibilité
accrue en eau et en nutriments, ainsi qu’une protection contre la température et les rayons
UV (Brandl and Amundson 2008; Kroupitski et al. 2009b; Barak et al. 2011). Par exemple, S.
enterica a été retrouvée sur la surface de feuilles de coriandre au niveau des veines (Brandl
and Mandrell 2002) ou des stomates (Figure 34) (Kroupitski et al. 2009a). Deuxiemement, la
surface foliaire peut étre fragilisée par des fissures ou I'action d’insectes, ce qui favorise
I'accrochage bactérien, tout comme I'action de bactéries phytopathogénes, qui peuvent
augmenter la pénétration des bactéries entériques pathogenes dans les plantes, en raison de
la perturbation de la cuticule et de la libération de nutriments (Heaton and Jones 2008; Lim et
al. 2014). ’attachement de E.coli 0157:H7 et de Salmonella est plus largement observé chez
les Brassicaceae que chez la laitue, ce qui peut suggérer que certaines plantes sont plus
sujettes que d’autres a la contamination (Warriner and Namvar 2010).

Les bactéries en contact des plantes peuvent étre internalisées, aussi bien au niveau
des racines que des feuilles, par des mécanismes plus ou moins actifs, comme détaillé ci-
dessous.

Les stomates sont des pores naturels, abondants dans I’épiderme des plantes, assurant
les échanges gazeux avec le milieu extérieur. lls peuvent servir de points d’entrée aux
bactéries pour coloniser I'intérieur des végétaux (espace intercellulaire, xyleme et phloéme).
E.coli 0157:H7 et Salmonella enterica peuvent coloniser |'apoplasme des feuilles

d’Arabidopsis thaliana apres incubation en surface (Roy et al. 2013). Il a aussi été montré par
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Surface

Internal

Figure 35: Internalisation de Salmonella dans différentes plantes (Roquette, Basilic, Persil) (Golberg et al. 2011)

300 um 300 um
P A

Figure 36: Colonisation des racines par des E.coli (Cooley et al. 2003)
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microscopie que S. Typhimurium pénétrait dans la laitue iceberg via les stomates et que ces
bactéries sont situées dans I’espace sous-stomatique (Figure 35) (Golberg et al. 2011).

L'internalisation peut étre une interaction spécifique. Pour vérifier cela, un mélange de cing
sérotypes de Salmonella a été inoculé sur des plants de tomate placés en hydroponie. Les
sérotypes Montevido et Michigan étaient plus répandus dans les tissus, tandis que Enteridis,
Hartford et Poona n’ont été détectés dans aucun des échantillons (Guo et al. 2001). De plus,
de nombreux sérotypes de Salmonella se lient aux plantes de maniére significativement
supérieure a E.coli. L'incapacité de E.coli a réduire son métabolisme pour s’adapter a de faibles
niveaux de nutriments contribue a la diminution de sa compétitivité et de sa survie par rapport

a Salmonella (Beuchat 2002; Franz and Bruggen 2008).

La rhizosphére est un écosystéme complexe et dynamique qui héberge une grande
diversité de micro-organismes dont I'assemblage est guidée par les exsudats racinaires
(Philippot et al. 2013; Steinauer et al. 2016; Kumar and Verma 2018). Klerks et al ont montré
gue les exsudats émis par les racines de laitue (Lactuca sativa) attiraient S. enterica (Klerks et
al. 2007a). Les bactéries peuvent ensuite entrer dans les tissus par des sites situés au niveau
de I'’émergence des racines latérales et de crevasses (Dong et al. 2003; Cooley et al. 2003;
Klerks et al. 2007b; Tyler and Triplett 2008), et dans certains cas, entrer dans les cellules de
I’épiderme racinaire (Klerks et al. 2007b) (Figure 36).

Une étude détaillée de la localisation de E.coli O157:H7 dans les tissus racinaires vivants
montre qu’elle peut coloniser la paroi cellulaire, 'apoplasme et le cytoplasme (Wright et al.
2013; 2017).

Enfin, des études tendent a montrer que les graines pourraient étre un contaminant
primaire des végétaux. Il est ainsi possible que des bactéries entériques soient transmises des
graines contaminées aux plantes matures tout au long du cycle de vie de la plante. La
contamination peut alors étre transférée a la nouvelle semence et ainsi se perpétuer au sein

de la culture (Liu et al. 2018; Jo and Park 2019).

2. Bactéries entérigues et défenses des plantes

Les plantes ne sont pas sans défense face aux bactéries et possedent un systéeme
immunitaire inné complexe. Une premiere ligne de défense, dite passive, inclut des barriéres
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Figure 37 : Constitution de la paroi végétale (d’aprés Sticklen, 2008)
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physiques constitutives telles que la cuticule, les trichomes, la paroi cellulaire ou les cellules
frontieres de la racine (Levin 1973; Vorwerk et al. 2004; Driouich et al. 2013; Serrano et al.
2014; Driouich et al. 2019), tandis que la deuxieme ligne se met en place lorsque I'agresseur

ou envahisseur est détecté et reconnu.

a. La paroi végétale, premiére barriére de défense

La paroi végétale est I'une des premieres barrieres physiques contre l'invasion
bactérienne. Cette structure dynamique évoluant avec I'age des tissus ce compose d’une paroi
primaire située entre la lamelle moyenne (permettant de faire la jonction entre les cellules)
et la membrane plasmique (Figure 37).

La paroi primaire va jouer un réle dans la croissance et la différenciation cellulaire, la
communication intercellulaire et le transport de l'eau. C'est une structure souple et
dynamique dont 'organisation et la composition chimique permettent aussi d’assurer la
protection des plantes (Sticklen 2008; Nguema-Ona et al. 2013; Plancot et al. 2013). Cette
paroi primaire comprend des microfibrilles de cellulose, des protéines dites structurales
(glycoprotéines et protéoglycanes) et des polysaccharides complexes qui vont former trois
réseaux complexes interconnectés. Des études ont montré que la paroi primaire serait
composée d’environ 15-40% de cellulose, 20-30% d’hémicellulose, 30-50% de pectines et 10-
15% de protéines (Cosgrove and Jarvis 2012; Nguema-Ona et al. 2014).

La cellulose est une macromolécule stable, insoluble et élastique. Contrairement a la
cellulose, qui est un polysaccharide homogene, I’'hémicellulose est un polysaccharide
hétérogene ramifié. Ainsi I’hémicellulose peut étre divisé en plusieurs classes: (1) les
xyloglucanes, (2) les xylanes et (3) les mannanes (Scheller and Ulvskov 2010). Leur présence
et leur proportion varient en fonction des espéeces végétales. Les pectines sont aussi des
polysaccharides complexes, hétérogenes et trés hydratés qui se regroupent dans 4 familles :
(1) les homogalacturonanes (HGs), (2) les homogalacturonanes substitués xylogalacturonanes
(XGAs), (3) le rhamnogalacturonane de type | (RG-1) et (4) le rhamnogalacturonane de type Il (RG-
II) (Mohnen 2008). Les lignines, des polyméres complexes et hétérogénes, sont synthétisées dans
les parois cellulaires notamment en réponse a un stress biotique ou abiotique. Elles apportent une

rigidité et une perméabilité a I'eau, ainsi qu’une grande résistance a la décomposition.
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Figure 38 : Interactions entre bactéries entériques pathogénes humaines et plantes (Jo and Park, 2019).

A) Salmonella et E. coli 0157: H7 sont introduit, au niveau des plantes, par le sol ou de I’eau contaminée. Les tissus racinaires
des plantes, y compris les poils racinaires ou la zone d'émergence des racines latérales, sont les sites d'entrée de ces bactéries.
La fixation bactérienne a la surface des feuilles des plantes s’7accompagne également I'entrée de bactéries par les stomates
ouverts. Ensuite, les bactéries colonisent les racines, le site de transition racine-tige, les tiges, les feuilles, les fruits et les fleurs.
B) Lors de la reconnaissance de la flagelline de Salmonella, une réponse de défense des plantes, telle que I'accumulation de
ROS, la signalisation hormonale et I'activation des MAPK (Mitogen-activated protein kinases), est déclenchée. Les effecteurs
T3SS de Salmonella inhibent cette réponse immunitaire des plantes pour augmenter la prolifération bactérienne dans les
cellules végétales. Cependant, la sécrétion des effecteurs T3SS dans I'apoplasme ou le cytoplasme de la plante n'est pas bien
caractérisée. E. coli 0157: H7 induit également une réponse de défense régulée par une hormone lors de la reconnaissance de
flagelles, de curli ou de LPS chez les plantes, mais la fonction du T3SS dans les cellules végétales n'est pas bien connue.

PRR, récepteurs de reconnaissance de formes; PTl, imnmunité déclenchée par PAMP
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b. La réponse immunitaire des plantes, deuxieme lighe de

défense

Les bactéries sont reconnues par la plante grace, d’'une part, a des molécules
conservées, présentes chez toutes les bactéries, les MAMPs3! et d’autre part, a des molécules
plus spécifiques, portées par les phytopathogénes, les PAMPs32, Ces molécules peuvent étre
des composants de I’enveloppe bactérienne ou de structures de surface tels que la flagelline,
les lipopolysaccharides (LPS) et la chitine (Zeng et al. 2010), ou des facteurs intracellulaires
tels que les facteurs d’élongation EF-Tu intervenant dans la traduction (Kunze et al. 2004). Ces
MAMPs / PAMPs sont reconnus par un ensemble de récepteurs situés a la surface des cellules
végétales, appelés PRR?3 qui transmettent des signaux intracellulaires déclenchant la synthése

des molécules de défense et I'élicitation de la plante (Deering et al. 2012).

L’étude des interactions entre les pathogénes humains et les végétaux n’est que trés
récente. Les PAMPs les plus étudiés sont la flagelline et les LPS. La flagelline, sous-unité
protéique qui constitue le flagelle, est impliquée dans la mobilité et I'attachement des
bactéries, comme vu précédemment (Cooley et al. 2003). Elle est reconnue par la plante grace
a un PRR et induit une réponse immunitaire rapide : la PTI*%. Cette réponse conduit a
I’activation de I'expression de genes de défense, le renforcement de la paroi et le déclenchement
de la réaction hypersensible. Les LPS sont implantés sur la face externe de la membrane externe
des bactéries a Gram négatif et présentent de fortes propriétés antigéniques. Alors que chez les
animaux, les récepteurs aux LPS sont bien connus, chez les plantes, ils n‘ont pas encore été
découverts. Cependant, certaines preuves montrent que les LPS peuvent activer une PTI (Figure
38). Ainsi, lorsque I'on applique des LPS purifiés de Salmonella Minnesota et E.coli 055:H5 sur des
feuilles, ils induisent une fermeture stomatique chez Arabidopsis thaliana (Melotto et al. 2006; Jo
and Park 2019). Une réponse est également observée lorsque I'on dépose des LPS purifiés de
Salmonella dans une suspension de cellule végétales (Shirron and Yaron 2011). Cependant, cela
n’est pas vérifié sur les feuilles de tomate (Meng et al. 2013) ce qui suggére que la reconnaissance

des LPS serait variable selon les espéces végétales.

31 MAMP : Microbes-Associated Molecular Pattern
32 pAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern
3 PRR : Pattern Recognition Receptor
3 pTI: PAMP Triggered Immunity
137



Etude Bibliographique

Glycine max R | A thaliana

(WT)

Figure 39 : Observation microscopique des cellules frontiéres (BCs) et du mucilage libérés par I'extrémité
des racines de pois (Pisum sativum) (A). et d’Arabidopsis thaliana de type sauvage (B) (Driouich et al,
2019)

A) Image en microscopie optique montrant les BCs libérées par I'extrémité de la racine d'un pois, entourées

d'une épaisse couche de mucilage (le mucilage est coloré a I'encre de Chine).

B) Image en microscopie optique montrant les BLCs libérées par la pointe de la racine de A. thaliana,
également entourées de mucilage.

BCs: Border cells; BLCs: Border-like cells. Barre d’échelles : 50 um
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c. Le piége racinaire extracellulaire ou RET®

Au niveau de la rhizosphere, le systéme racinaire émet un cocktail de molécules, cellules et
débris végétaux qui intervient activement dans i) la constitution et le maintien du microbiote
rhizosphérique indispensable a la croissance et a la santé de la plante, comme évoqué
précédemment, et ii) la protection physique et chimique des racines. En effet, certains
composés sécrétés, de haut poids moléculaires (polysaccharides, protéoglycanes,
glycoprotéines, protéines, acides nucléiques, etc...), forment un mucilage plus ou moins dense
autour du systéme racinaire et ce réseau offre une protection physique a la coiffe. D’autre
part, des cellules, appelées cellules frontieres, sont libérées dans la rhizosphére par la coiffe
racinaire a la suite d’'un processus de différenciation (Hawes et al. 2003; Vicré et al. 2005;
Driouich et al. 2007). Ces cellules sont actives pour la plupart et sécrétent également de
nombreuses molécules (Driouich et al. 2013). Elles peuvent étre dispersées et isolées dans la
rhizosphere, et I'on parle alors de Border Cells (BC), ou rester liées entre elles, en files de
cellules fixées a la coiffe, et I'on parle alors de Border-Like Cells (BLC). Le mucilage et les
cellules frontieres constituent le “piege extracellulaire racinaire” ou RET, impliqué dans la

défense de la racine (Driouich et al. 2013; Driouich et al. 2019) (Figure 39).

35 RET : Root Extracellular Trap
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A la suite de la TIAC de 2011 impliquant des graines germées de fénugrec contaminées par
une souche entérohémorragique d’E. coli 0104 :H4, puis de nombreux autres épisodes
impliquant des légumes a feuille et notamment des laitues (Kozak et al. 2013; Marder et al.
2014; Callejon et al. 2015), 'EFSA3® a publié des recommandations. Ces derniéres visent a
enrichir les systémes de gestion de la sécurité sanitaire vis-a-vis du danger bactérien et viral
au niveau de la production primaire des salades, ainsi qu’a définir des points de contréle
critiques aux différentes étapes des systemes de production.

Pour répondre a ces objectifs, un appel a projets CASDAR « Développement agricole et rural
d’innovation et de partenariat pour I’'année 2015 » a été émis par le Ministere de I'Agriculture,
de I'Agroalimentaire et de la Forét. Suite a cet appel, le projet PATHOGREEN, ayant pour
théme « la contamination primaire des salades par des microorganismes pathogénes : points
critiques et leviers » a été sélectionné.

C’est dans ce programme que s’inscrivent mes travaux de thése. Pour réaliser ce projet, nous
avons travaillé avec cing autres partenaires que sont I'Institut polytechnique UnilLaSalle, le
SILEBAN3” (chef de file de PATHOGREEN), les Chambres d’Agriculture Régionale et
Départementales, et le centre technique et d’expertise agroalimentaire Actalia. Le soutien et

le cadre scientifique de la SFR3® « Normandie Végétal » m’ont également été précieux.

Les objectifs de ces travaux de these se divisent en 3 grands chapitres:

Le premier objectif de ses travaux a été de caractériser des plasmides d’antibiorésistances
isolés de E. coli circulantes dans des environnements aquatiques contaminés afin d’étudier,
par la suite, leur implication potentielle dans I'adhésion des souches-h6tes sur des plants de
laitues. Un article en préparation rassemble les résultats de ce premier chapitre.

Le second objectif fut d’étudier la persistance de différentes souches de E. coli sur de
jeunes plants de laitues et d’identifier certains facteurs impliqués dans cette persistance.
Enfin, le troisieme objectif a été d’évaluer la contamination par des bactéries entériques

pathogenes ou antibiorésistantes de productions primaires de laitues, issues de

36 EFSA : European Food Safety Authority : impliquée dans I’évaluation des risques dans le domaine agro-
alimentaire

37 SILEBAN : Société d'Investissement LEgumiére et maraichére de BAsse Normandie: station
d’expérimentation et de développement des cultures l[égumiéres

38 SFR : Structure Fédérative de Recherche (Région Normandie)
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quatre exploitations maraichéres normandes, choisies en fonction de leur itinéraire

technique.

En annexe, est joint un article en cours de soumission a la revue STOTEN?® et qui porte sur des
travaux réalisés en marge de PATHOGREEN, essentiellement en fin de Master 2. Ces travaux
sont cependant en lien direct avec notre problématique concernant le rble de
I’environnement dans la dissémination de I'antibiorésistance. La contribution au résistome
environnemental d’isolats du genre Pseudomonas en contact avec des rejets fécaux y est
étudiée et le titre de cet article est “Antibiotic resistance patterns of Pseudomonas spp.

isolated from faecal wastes in the environment and contaminated surface water”.

39 STOTEN : Science of the Total Environment
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Figure 40 : Bloc diagramme représentant un paysage karstique. Droits réservés - © 1999 M. Bakalowicz,
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A. Contexte scientifique et objectifs

Dans notre étude, les plasmides étudiés proviennent de souches environnementales de E.
coli présentant des multiresistances aux antibiotiques (allant de 4 a 12 résistances). Ces E. coli
circulaient dans des écosystémes aquatiques contaminés par des rejets fécaux et ont été
collectées lors de campagnes de prélevement précédemment réalisées entre 2005 et 2012
dans la région Normandie. Ceci a permis la constitution d’un souchier de plusieurs milliers de
souches de E. coli dont les profils d’antibiorésistances ont été déterminés avant conservation
a -80°C.

La Normandie posséde une structure géologique particuliere comprenant un estuaire,
celui de la Seine et de nombreux bassins versants avec des zones karstiques, pouvant
augmenter le risque de contamination des eaux par des bactéries entériques (Laroche et al.
2009; 2010; Flores Ribeiro et al. 2012). Les karsts résultent d’écoulements d’eaux souterraines
qui vont provoquer la dissolution progressive de roches carbonées (calcaires et dolomies) et
de roches salines (gypse). On y retrouve des formes géographiques particuliéres telles que les
dolines, les canyons ou les résurgences donnant directement acceés aux eaux souterraines
(Figure 40). En périodes pluvieuses, a la suite de ruissellements, des eaux de surface
s’infiltrent dans les roches solubles pour rejoindre les eaux souterraines, pouvant apporter
avec elles des contaminations microbiologiques issues de STEP, fosses septiques ou
d’écoulements sur zones d’élevage.

Des prélévements dans I'estuaire de la Seine ont été effectués entre 2005 et 2006. Cet
estuaire, situé au Nord-Ouest des cbtes francaises, est un hydrosysteme dynamique et
complexe qui possede des caractéristiques fluviales et maritimes. Il se caractérise par un large
bassin versant de 79000 km? avec un niveau d’anthropisation élevé et de grandes
agglomérations (notamment Rouen et Le Havre). Au niveau de ce bassin versant, plusieurs
sites d’échantillonnage ont été étudiés et les souches utilisées pour notre étude proviennent
de différents sites : 1) La Seine, au niveau de Rouen et du Croisset, qui sont localisés dans
I'agglomération de Rouen et sous influence des rejets de la STEP Emeraude, ainsi que
Caudebec, une zone plus rurale (Laroche et al. 2009). 2) Le karst du Bébec-Hannet6t : en 2008,

des E. coli multirésistantes ont pu étre isolées d’échantillons d’eaux karstiques prélevées au
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niveau de Norville, ville située sur le karst du Bébec-Hannet6t, lors d’évenements pluvieux et
de périodes plus seches. Ce karst est un hydrosysteme simple possédant un aquifere

parcouru d’eaux souterraines provenant d’une riviere, le Bébec, qui s’engouffre dans le
paysage karstique. 3) Le karst de Radicatel possede, quant a lui, un hydrosysteme complexe

avec un vaste réseau de drains souterrains.

Sur ce karst, en 2010, le passage de la tempéte Xynthia a provoqué de nombreux
phénomeénes de ruissellement sur le plateau et un engouffrement important d’eaux de surface
contaminées dans I'hydrosystéme. Deux sources situées en bas de falaise, la Bruisseresse et
le Moulin B, ont été échantillonnées au cours de cet événement pluvieux majeur (Flores
Ribeiro et al. 2012). En plus de ces eaux circulantes, des prélevements ont été réalisés sur le
plateau de Radicatel au niveau de la STEP de Cerlangue, petite ville proche de la Seine située
a I'est de la ville du Havre, et au niveau d’une station de lagunage des eaux usées de St-Gilles-
de-la-Neuville (appelée Lagune). La STEP est composée d’un dégriffeur, permettant
I’élimination des déchets solides présents dans les eaux usées, d’un bassin d’aération et d’un
bassin de clarification couplé a un puits de recircularisation, permettant de collecter les boues
apres processus de décantation. Les eaux traitées sont rejetées dans une zone d’infiltration
qui est un champ situé a proximité. La Lagune, elle, est composée de trois bassins qui
permettent une épuration principalement par décantation et action des UV. L’eau traitée est
ensuite rejetée directement dans une bétoire ou doline (puits naturel reliant la surface a I'eau
souterraine d’un karst). Les échantillons désignés « Eau brute » représentent I'eau prélevée
apres le dégriffeur pour la STEP et avant le premier bassin pour la Lagune. Les échantillons
appelés « Eau traitée » ont été prélevés apres le deuxieme bassin dans la STEP et aprés le
premier dans la Lagune. Enfin les échantillons « Eau de rejet » correspondent a I’eau recueillie

dans la zone d’infiltration et directement dans la bétoire.

Mes travaux de thése s’inscrivent dans la continuité de deux theses précédentes : Lors
de son doctorat en 2010, Emilie Laroche-Ajzenberg a montré que les eaux de I'estuaire de la
Seine présentaient en permanence un pourcentage élevé de souches de E. coli résistantes a
au moins un antibiotique (43% des souches isolées) (Laroche et al. 2009). Pour les zones

karstiques, elle a montré une faible densité de E. coli, mais dont la moitié ou plus, aprés des
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Tableau 2 : Antibiotiques testés au cours de I’étude pour la détermination de la résistance aux antibiotiques de E.coli, classés

par famille
Familles Antibiotiques Abréviation | Charge du disque (LG)
Amoxicilline AMX 25
B-Lactamines/ | Amoxicilline + Acide Clavulanique | AMC 20+ 10
Pénicillines Ticarcilline TIC 75
Ticarcilline + Acide Clavulanique TIM 75+ 10
Carbapénemes | Iminpéneme IPM 30
Céfalotine (1° genération) CEF 30
Céphalosporines | Ceftazidime (3¢ génération) CAZ 30
Céfotaxime (3° génération) CTX 30
Gentamycine GEN 10
Aminosides Kanamycine KAN 30
Streptomycine STR 10
Phénicolés Chloramphénicol CHL 30
Cyclines Tétracycline TET 30
Sulfamides Trimethoprime + Sulfaethoxazole | SXT 75+1,25
Acide Nalidixique NAL 30
Quinolones
Ciprofloxacine CIP 5
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épisodes de pluies, possédaient des résistances aux antibiotiques et dont la moitié
présentaient une multiresistance (de 3 jusqu’a 9 résistances associées).

A la suite de ces conclusions, la these en 2014 de Angela Flores-Ribeiro a montré que, au
niveau des sources du karst de Radicatel, la population de E. coli et la fraction
d’antibiorésistances étaient principalement apportées lors d’événement de pluies. Bien que
les sources de Radicatel soient a 90% constituées d’eaux souterraines, la contamination fécale
était effectivement liée a I'engouffrement d’eaux de surface contaminées dans
I’hydrosystéme (Flores Ribeiro et al. 2012). Grace a ses investigations, elle a aussi démontré
la présence de deux sous-populations d’E. coli antibiorésistantes différentes, avec deux
origines distinctes, confirmant ainsi les travaux précédents d’Emilie Laroche sur le karst du
Bébec-Hannetot (Laroche et al., 2010). Ainsi, la sous-population présentant au moins 3
résistances (R3/+ ), qualifiée de “multi-résistante”, serait un indicateur de I'origine humaine
de la contamination. La sous-population ayant seulement une a deux résistances (R1-2),
pourrait, en revanche, suggérer une origine plutét bovine de la contamination, due a des
processus de ruissellement sur paturages, mais uniquement en cas d’absence de la sous-
population multi-résistante R3/+ (Flores Ribeiro et al. 2012). Une analyse du panel de souches
prélevées (entre 20 et 50 isolats sont nécessaires par prélevement) est ainsi réalisée : en
présence de souches multi-résistantes, une origine humaine de la contamination est
suspectée. En absence de souches multi-résistantes, deux cas se présentent : soit certains
isolats appartiennent a la sous-population R1-2 et I'on peut supposer que la contamination
fécale est d’origine bovine (animaux d’élevage), soit tous les isolats du panel sont sensibles
aux 16 antibiotiques testés (Tableau 2) et la contamination fécale n’est pas avérée. Les
souches d’E. coli collectées seraient alors des souches naturellement circulantes. Bien s(r,
cette analyse dépend aussi de I'occupation du bassin versant étudié (nature des élevages,
notamment).

Ainsi, les souches d’E. coli dont sont issus nos plasmides d’intérét, fortement multi-résistantes,

auraient une origine humaine (rejet de STEP ou débordement de fosses septiques).

Les plasmides d’intérét pour ma thése ont été isolés a partir de leur souche-héte
environnementale par extraction, puis insérés par transformation bactérienne dans la souche

de laboratoire DH5aMCR (Figure 41). Le premier objectif de cette thése a donc été de
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Figure 41: Organigramme montrant la stratégie d'étude des plasmides de résistance.
Les plasmides des E. coli de I’environnement ont été extraits et insérés par transformation dans la souche de laboratoire DH5aMCR a partir de
laquelle le caractere conjugatif et le spectre d’héte des plasmides ont pu étre déterminés par conjugaison. Ensuite I’étude de I’adhésion des souches
sur surface inerte a été réalisée. En paralléle, des antibiogrammes ont été effectués sur les souches DH5aMCR et les souches provenant de
I"environnement pour déterminer les résistances portées par les plasmides.
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caractériser ces plasmides afin d’étudier par la suite leur implication potentielle dans
I'adhésion des souches-hotes sur des plants de laitues. Lors de travaux précédents au
laboratoire, huit premiers plasmides ont été isolés et caractérisés (Laroche-Ajzenberg et al.
2014). Au cours de cette these, nous avons, d’une part, complété cette premiére étude avec
un séquencage des plasmides et I'étude de leur stabilité et des capacités d’adhésion des
souche-ho6tes. D’autre part, nous avons isolé 14 nouveaux plasmides de souches multi-
résistantes de E. coliissues du souchier du laboratoire cité plus haut. Pour ces plasmides, apres
avoir déterminé leur taille et les résistances portées, nous avons étudié leur capacité
d’autotransferts intra, voire inter-espéce par conjugaison bactérienne et leur stabilité au sein
des différentes souches-hotes. En parallele, par PCR et séquencage, le groupe
d’incompatibilité de chaque plasmide et les génes de résistance ont été recherchés, tout
comme la présence d’intégrons, autres supports génétiques de I'antibiorésistance (Figure 41).
Au total, nous avons donc travaillé avec 22 plasmides de résistance.

La capacité d’adhésion des différentes souches portant les plasmides étudiés, a été
évaluée sur une surface inerte afin de voir les éventuelles implications des différents
plasmides. Pour ce faire, les souches environnementales et les souches DH5aMCR

transformées ont été testées sur microplaques 96 puits en polystyrene.

B. Principaux résultats et conclusion

Les résultats obtenus lors de I'étude des 22 plasmides de résistance présentés ci-dessus

ont fait I'objet de la rédaction d’un article scientifique, en cours de soumission et qui est inclus
a ce manuscrit (voir ci-dessous). Dans ce paragraphe, je vais présenter les principaux résultats.
La plupart des plasmides permettent d’expliquer, au moins en grande majorité, la résistance
des souches environnementales. lls conférent le plus souvent une résistance aux B-lactamines
et a quatre autres familles d’antibiotiques que sont les amonisides, phénicolés, cyclines et
sulfamides (Tableau 2).
La grande majorité des plasmides étudiés sont conjugatifs et montrent un transfert intra-
spécifique (de E. coli a E. coli). lls sont de plus trés stables dans la nouvelle souche. Trois
plasmides présentent un spectre d’hétes plus large. lls sont en effet capables de se transférer
par conjugaison dans une souche de Pseudomonas mais, par contre, ne semblent pas s’y
maintenir en absence de pression de sélection.
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Le spectre d’hote et la transférabilité des plasmides est en concordance avec les groupes
d’incompatibilité retrouvés. En effet, avec les plasmides présentant un Incl, des résistances
aux aminosides, carbapénémes et quinolones sont souvent associées, ainsi qu’un spectre
d’hote étroit, comme c’est le cas pour le plasmide pME17 (Rozwandowicz et al. 2018). Les
IncQ (souvent mobilisables) sont, eux, généralement associés a la résistance aux B-lactamines,
sulfonamides et aminosides, tandis que pour les IncF (correspondant généralement a des
plasmides conjugatifs chez les Enterobacteriaceae), ce sont les résistances aux carbapénémes,
aminosides et quinolones qui sont portées. Lors du séquengage, nous avons trouvé des
plasmides appartenant a plusieurs groupes d’incompatibilité. Il semblerait qu’il y ait des co-
intégrations qui permettent aux plasmides de mieux se maintenir dans les populations
bactériennes et de pouvoir se disséminer plus facilement (Rozwandowicz et al. 2018). Par
exemple, les plasmides ne possédant qu’un IncQ sont mobilisables et non conjugatifs. Or,
lorsqu’ils sont associés avec un IncF, ils peuvent étre transférés par conjugaison, comme c’est
le cas dans nos plasmides possédant un IncQ (Rozwandowicz et al. 2018).

En ce qui concerne la présence d’autres éléments génétiques impliqués dans
I’antibiorésistance, tous les plasmides possédent des transposons et/ou des séquences
d’insertion imbriqués les uns dans les autres. Pour ce qui est des intégrons, 45% des plasmides
étudiés (soit 10/22) portent un intégron de classe 1, un seul intégron de classe 2 a été identifié
(chez le plasmide pMES5) et aucun intégron de classe 3 n’a été retrouvé. Ceci illustre la
complexité des éléments impliqués dans I'antibiorésistance, qui sont capables de mobilité
et/ou de transfert afin de se ré-agencer, formant ainsi des structures mosaiques s’intégrant
les unes aux autres. Ces structures mosaiques sont largement retrouvées dans les études
portant sur les plasmides ou les genes de résistance (Jones-Dias et al. 2016; Papagiannitsis et
al. 2016; Botelho et al. 2017).

Enfin, pour ce qui est de I'impact de la présence d’un plasmide sur les capacités d’adhésion de
la souche-h6te, nous avons pu remarquer une différence entre I'adhésion des souches de
laboratoire DH5aMCR portant un plasmide de résistance et la souche sans plasmide, sur
plague de polystyrene. Pour trois plasmides, cette adhésion était améliorée et pour six autres,
étonnamment, elle était plutdot diminuée. Cette diminution pourrait étre due au co(t
métabolique que le plasmide impose a la bactérie, la rendant moins active (Millan and

MacLean 2017; Carroll and Wong 2018). De fagon surprenante, les souches de E. coli issues de
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I’environnement présentaient une adhésion plus faible que DH5aMCR sans plasmide ou de
méme valeur (pour 3 souches), sauf une, ECa2587, portant naturellement le plasmide pME26,
qui au contraire montrait une forte adhésion. Il ne semble pas y avoir de cohérence de
comportement entre les souches environnementales et les souches DH5aMCR portant le
méme plasmide. Nous n’avons donc pas pu établir de corrélation entre la présence d’un
plasmide et les capacités d’adhésion de sa souche-hote issue de I’'environnement. Cela montre
gue, méme si les plasmides peuvent avoir un réle dans I'adhésion, d’autres facteurs liés a la
souche elle-méme entrent en jeu et que I’éventuelle implication des différents plasmides dans

I’adhésion ne pourra étre étudiée que chez les souches DH5aMCR transformées.

En conclusion, nous avons pu montrer que des plasmides de multirésistance, portés par des
souches entériques ayant probablement une origine humaine, sont capables de se transférer
par conjugaison, au moins a une méme espéce pour la grande majorité, certains présentant
méme un large spectre d’héte. Méme si ces derniers semblent avoir des difficultés a se
maintenir au fil des générations dans les souches de Pseudomonas chez lesquelles nous les
avons tranférés, ce n’est peut-étre pas le cas dans d’autres souches, espéces ou genre
bactérien. De plus, une pression de sélection, méme faible, peut exister dans certains
environnements et favoriser la stabilité de ces plasmides dans les populations bactériennes.
IIs participent donc a la dissémination de I'antibiorésistance dans I’environnement. Méme si
ces plasmides ne proviennent pas des mémes sites de prélevements, nous retrouvons
généralement les mémes génes codant les résistances, démontrant qu’ils sont trés répandus
dans I’environnement. De plus, les nombreux éléments génétiques portés par les plasmides,
comme mis en évidence ici, favorisent la circulation des génes de résistance, méme si les
plasmides ne sont pas conjugatifs. En effet, la transformation, et surtout, la transduction par
des phages, trop souvent négligés dans les échanges génétiques, sont également des voies
actives d’échanges plasmidiques au sein des écosystemes (Wintersdorff et al. 2016;
Colavecchio et al. 2017).

La publication suivante, en cours de préparation, rassemble ces résultats.
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INTRODUCTION

Bacterial plasmids are transferable genetic elements able to replicate autonomously and
move from one cell to another by horizontal transfer mechanisms, i.e. conjugation,
transformation or transduction. Plasmid genes are generally clustered and two main regions
can be observed.

The first region contains, at least, the functions for plasmid replication and copy number
control as well as those for self-transmissibility if the plasmid is conjugative (Thomas 2000;
Norman et al. 2009; Garcillan-Barcia et al. 2011). Systems regulating replication are based on
repressor(s) that stop plasmid replication when the correct copies number is reached.
Nevertheless, a vast diversity of these systems exists, that allows to classify plasmids according
to their incompatibility group (Inc). Thus, plasmids belonging to the same Inc group use the
same control mechanism (so, the same repressor) and cannot stably co-exist in the same
bacterial cell and next generations (Novick 1987). Presently, in Enterobacteriaceae, twenty-
eight Inc groups have been distinguished by PBRT (Carattoli et al. 2005). Plasmids can also be
characterized according to their ability to transfer by conjugation. It is usually thought that
this mechanism is the most efficient horizontal transfer in gene exchange. In any case, it is
certainly the most studied. Conjugative plasmids are large, self-transferring, and carry the tra
genes encoding conjugation functions, as well as a transfer origin, oriT. Mobilizable plasmids
for their part, bear mob genes, and can be transferred to other bacteria only in presence of a

conjugative plasmid. Finally, many plasmids are neither conjugative, nor
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mobilizable, and can transfer only by transformation or transduction. Most of them are small
and multi-copies (Francia et al. 2004).

The second main region in the plasmids encodes genes conferring favourable phenotype for
the host bacteria, especially in some critical conditions. We can then distinguish virulence,
metabolic and resistance plasmids. These latters harbour most generally several antibiotic and
heavy metal resistance genes. According many studies, resistance plasmids, often conjugative,
are widely involved in the widespread dissemination of antibiotic resistance, that threatens
our health system (Martinez et al., 2009).

Indeed, excessive and badly controlled use of antibiotics for 80 years has caused emergence
of antibiotic multi-resistant bacteria in hospitals (Morehead and Scarbrough, 2018).
Numerous studies were interested in highlighting dissemination and circulation routes of
resistant bacteria and/or resistance genes, and involvement of the natural environments was
clearly identified (Davies 2007; Aminov 2011; Gillings and Stokes 2012). Faecal rejects are one
of the major ways of the environment contamination by antibiotic resistances. These flows
are released from wastewater treatment plant (WWTP) effluents or improperly functioning
septic tanks, or created by run-off on agricultural areas, particularly on pastures (Heuer et al.
2011). The use of manure or slurry to amend agricultural soils contributes to emission of
enteric antibiotic resistant bacteria (Hess et al. 2004; Avery et al. 2005). Environmental
contamination can vary (antibiotic resistance nature, human or livestock origin, or release
efficiency) according to the source, but also according to the hydrologic conditions (Jiang et
al., 2002; Cools et al., 2001). Indeed, water is a very efficient dissemination vector and spread
of resistant bacteria is facilitated by rainfall events which cause or increase run-off
phenomena. Groundwater contained in karstic aquifers is particularly vulnerable to run-off
contamination, because the karst hydrosystems are heterogeneous landscapes created by
groundwater flow and which have little or no filtration power. Surface water and groundwater
are fundamental natural resources, using for drinking water production, recreational activities
or irrigation of agricultural crops. However, they are highly impacted by faecal rejects and
carry numerous resistant and multi-resistant bacteria (Cooley et al. 2007; Laroche et al. 2009;
2010; Flores Ribeiro et al. 2012).

In order to better understand the genetic routes of antibiotic resistance dissemination, we

isolated and characterized 14 resistance plasmids harboured by multi-resistant Escherichia
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Strains

Origin / study site

Number of Relevant

characteristics/antibiotic

resistances resistance pattern*

References

Escherichia coli
environmental strains :
[plasmid carried]

EC129 [no plasmid

detected]

EC210 [pME3]

EC421 [pME4+pME6]

EC528 [pMES5]

EC 1250 [pME9]

EC2146 [pME11]

EC 2183 [pME10]

EC 2521 [no plasmid

detected]

EC 2660 [pMES]
EC 5008

EC5618

Seine Estuary
Caudebec (2005/11)

Seine Estuary

Rouen (2006/01)

Seine Estuary

Le Croisset (2006/01)
Seine Estuary
Caudebec (2006/03)
Norville karst

Wet period (2007/02)
Norville karst

Rainfall event (2008/03)
Norville karst

Rainfall event (2008/03)
Radicatel karst

Wet period (2008/05)

Radicatel karst
Wet period (2008/05)

Radicatel karst (Bruisseresse spring)

Rainfall event (2010/03)

Radicatel karst (Moulin B spring)

Rainfall event (2010/03)

12 AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-KAN-CHL-TET-SXT-

NAL-CIP-STR

11 AMX-AMC-TIC-TIM-KAN-STR-CHL-TET-SXT-

NAL-CIP

9 AMX-TIC-KAN-STR-CHL-TET-SXT-NAL-CIP

8 AMX-TIC-GEN-KAN-STR-CHL-TET-SXT

6 AMX-TIC-STR-CHL-TET-SXT

8 AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-STR-CHL-SXT

5 AMX-TIC-CEF-STR-SXT

AMX-AMC-TIC-TIM-STR-CHL-TET-SXT-NAL

6 AMX-TIC-STR-TET-SXT-NAL

6 AMX-AMC-KAN-TET-SXT-STR

8 AMX-AMC-TIC-TIM-CHL-TET-NAL-STR

Laroche-Ajzenberg et al (2014)

Laroche-Ajzenberg et al (2014)
Laroche-Ajzenberg et al (2014)
Laroche-Ajzenberg et al (2014)
Laroche-Ajzenberg et al (2014)
Laroche-Ajzenberg et al (2014)
Laroche-Ajzenberg et al (2014)

Laroche-Ajzenberg et al (2014)

Laroche-Ajzenberg et al (2014)
This work

This work
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EC 5718

EC 4952

ECa 1669
ECa 1704
ECa 1791
ECa 1760
ECa 2409
ECa 2424
ECa 2604
ECa 2587

Laboratory strains :

E. coli DH5aMCR

E. coli SC12 (W3101
Rifr)

P. fluorescens SBW25
Rifr

P. putida KT2440

Radicatel karst (Moulin B spring)

Rainfall event (2010/03)

Radicatel karst (Bruisseresse spring)

Rainfall event (2010/03)
WWTP Cerlangue
Treated water (2011/12)
WWTP Cerlangue

Reject water (2011/12)
WWTP Lagune

Treated water (2011/12)
WWTP Lagune

Raw water (2011/12)
WWTP Cerlangue

Reject water (2012/05)
WWTP Cerlangue

Reject water (2012/05)
WWTP Lagune

Reject water (2012/05)
WWTP Lagune

Treated water (2012/05)

Premiere partie : caractérisation de plasmides d’antibiorésistance

AMX-AMC-TIC-TIM This work
AMX-TIC-CHL-TET This work
AMX-TIC-TIM-AMC-CHL-TET-SXT-NAL-CIp TS WOrk
AMX-AMC-TIC-TIM-TET-STR This work
AMX-TIC-KAN-TET-SXT This work
AMX-TIC-KAN-STR This work
AMX-TIC-GEN-TET-SXT-STR This work
AMX-TIC-KAN-SXT-STR This work
AMX-TIC-TIM-KAN-STR This work
This work

AMX-TIC-TET-SXT-STR

recAl, mcrA, mcrB, hsdR, endA1
recAl3, trpE, RIF

Hanahan (1983)

Kopecko et al (1976)
AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-CTX-AZT-CFS-RIF
Laroche-Ajzenberg et al (2014)

AMX-TIC-TIM-CTX-CEF-AMC-CHL-SXT-NAL-
FOS-RIF Bagdasarian et al (1981)

*AMX : amoxicillin, AMC : amoxicillin + clavulanic acid, TIC : ticarcillin, TIM : ticarcillin + clavulanic acid, IMP : imipenem , CEF : cefalotin, CAZ : ceftazidim, CTX : cefotaxim, GEN : gentamycin,
KAN : kanamycin, STR : streptomycin, CHL : chloramphenicol, TET : tetracycline, SXT : trimethoprim — sulfomethoxazole, NAL : nalidixic acid, CIP : ciprofloxacin, RIF : rifampicin, Fogaﬁosfomycin,

AZT : aztreonam. CFS : cefsulodin
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coli strains collected in environmental waters contaminated by human faecal rejects. We
sought different features: plasmid-borne resistances, size, incompatibility group, presence of
class 1 and/or 2 integrons and ability to autotransfer. We have added eight resistance
plasmids coming from a previous work (Laroche-Ajzenberg et al. 2014) to our panel and we
carried on the study with 22 plasmids. By sequencing them, we determined their resistance
genes and sought mobile genetic elements presence. Moreover, the potential role of these
plasmids in bacterial adhesion on polystyrene microplate was studied. Finally, stability of

some plasmids in their host strain was evaluated over the generations.

MATERIALS AND METHODS

Choice of environmental strains

From a strain bank of over 3000 environmental strains, we selected 21 multi-resistant E. coli
strains (Table 1). These strains carry between 4 and 12 resistances to antibiotic and have been
isolated from surface or groundwater along different sampling campaigns on several sites in
Normandy (France): the Seine estuary (Caudebec, Rouen and Le Croisset), effluents from two
Wastewater Treatment Plants (a classic WWTP and a lagoon-based WWTP ) and groundwater
collected in karstic springs of two hydrosystems located in Norville and Radicatel. These sites
have already been studied for the circulation of antibiotic-resistant E.coli (Laroche et al. 2009;

Laroche et al. 2010; Flores Ribeiro et al. 2012).

DNA extraction and E.coli DH5aMCR transformation

Plasmid DNA was extracted using Genopure Plasmid Midi Kit (Roche Diagnostic, Meylan,
France) from 40 to 80 ml of bacterial culture (as recommended by the supplier). The
competent cells were obtained and transformation was carried out as described by Laroche-

Ajzenberg et al. (2014).

Plasmid mating

Mating experiments were performed as described by Laroche-Ajzenberg et al. (2015). The
donor strains were DH5aMCR transformants and the recipient strains were E.coli SC12 and
Pseudomonas putida KT2440 (Table 1). Antibiotics used to select transconjugants were chosen
according to the resistances of the recipient strain (Rifampicin 50 ug.mL™* or Chloramphenicol
10 pg.mL?!) and to the resistance profile of the studied plasmid (Kanamycin 50 pg.mL? and

15pg.mL1, Streptomycin 20 pg.mL?* and 25pg.L?, Tetracycline 10pg.mL™* and 15pug.mLY).
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Conjugation frequencies were calculated as the number of transconjugants mL™* per number
of recipients mL!. The antibiotic resistance profiles of the transconjugants (five for each
experiment) were controlled by the agar diffusion method. Parent strains were tested
separately, as a control, on the selective media in each experiment, and frequencies of
spontaneous mutations (Fmut) could be calculated. On average, for the donor strains
(DH5aMCR transformants), Fmut was < 1,4.107 on Chlio media and < 1,06.10”7 on the media
containing Rifso. For the recipient strains, on average, Fmut Was < 3,52.10° (KT2440) and

<3,20.108(SC12).

Antibiotic Resistance

Antibiotic resistance patterns of DH5aMCR transformants and transconjugants were verified
by the agar diffusion method (Bonnet et al., 2013), using 16 antibiotic discs (I12A, Montpelliers,
France), corresponding to the antibiotics most commonly used in human and veterinary
medicine against infections caused by Gram-negative bacilli: amoxicillin (AMX, 25ug),
amoxicillin + clavulanic acid (AMC, 20ug + 10ug), ticarcillin (TIC, 75ug), ticarcillin + clavulanic
acid (TIM, 75ug + 10ug), imipenem (IMP, 30ug), cefalotin (CEF, 30ug), ceftazidim (CAZ, 30ug),
cefotaxim (CTX, 30ug), gentamycin (GEN, 10ug), kanamycin (KAN, 30ug), streptomycin (STR,
10ug), chloramphenicol (CHL, 30ug), tetracycline (TET, 30ug), trimethoprim-
sulfamethoxazole (SXT, 75ug + 25ug), nalidixic acid (NAL, 30ug) and ciprofloxacin (CIP, 5ug).
After incubation for 24 hours at 37 ° C for E. coli or 30 ° C for P. putida, bacteria were classified
as sensitive, intermediate or resistant according to French national guidelines (Bonnet et al.,
2013). The E. coli strain CIP 7624 (ATCC 25922) was used as a control. The results were
converted into a binary code: resistant and non-resistant, the latter corresponding to sensitive

and intermediate phenotypes.

Stability of plasmids

This study was achieved with DH5aMCR transformants and P. putida transconjugants.
Successive isolations of one colony were performed in the absence of selection pressure on
LB agar. In parallel, for each isolation carried out, 50 colonies were subcultured on medium
supplemented with antibiotics to test the presence of the plasmid. Generation number
required for a single colony formation was estimated by enumeration of bacteria forming the

colony.
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Determination of incompatibility groups

DNA of DH5aMCR transformants were obtained by osmotic shock in ultrapure water and heat
shock (10 min at 95°C). Incompatibility groups were detected using PCR-based Replicon Typing
method reported by Carattoli et al (2005). We tested the 16 following groups: IncB/O, IncFIC,
IncA/C, IncP, IncT, IncK/B, IncW, IncFIA, IncFIB, IncY, Incll, IncX, IncHI1, IncN, IncHI2 and
IncL/M by multiplex PCR. Each group detected was confirmed by simplex PCR. PCR were
performed on 100-150 ng of DNA, in a final volume of 50 pl with 200 uM of each dNTP, 1,5
mM of MgCl,, 200 uM of each primer and 0,5 U.ul? of the GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase
(Promega, France). The PCR program was: a denaturation step of 5 min at 94°C followed by
30 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at 62°C and 1,5 min at 72°C. Final elongation was performed
for 5 min at 72°C.

Research of class 1 and 2 integrons

The intl1 and int/2 genes were sought by PCR on 100-150 ng of DNA in a final volume of 50 pL
with 200 uM of each primer, 200 uM of each dNTP, 2 mM of MgCl, and 0,5 U.uL? of GoTaq
G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, France). For int/1 genes, a denaturation cycle of 10 min
at 94°C was followed by a 1 min cycle at 94°C, 1 min at 55°C and 1 min at 72°C. A final
elongation of 7 min at 72°C was then performed. For intl2 genes, the denaturation cycle was
5 min at 94°C followed by 30 sec cycle at 94°C, 30 sec at 64°C and 1 min at 72°C and the final

elongation was achieved for 7 min at 72°C.

Plasmid sequencing and analysis

Plasmids of the DH5aMCR transformants were extracted using Genopure Plasmid Maxi Kit
(Roche Diagnostic, Meylan, France) from 300mL of culture according to the manufacturer's
recommendations. PacBio sequencing was performed by GATC Society (Konstanz, Germany).
The incompatibility groups were determined or confirmed using the PlasmidFinder database

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) curated by H. Hasman and A. Carattoli

(Carattoli et al., 2014), a plasmid mapmaking were performed using BASYS Bacterial

Annotation System (https://www.basys.ca/serverd/basys/cgi/submit.pl) (Van Domselaar et

al., 2005), presence of integron was confirmed using Plasmidintegron database on Galaxy

Pasteur portail (https://galaxy.pasteur.fr/) and confirmation of resistance genes identity was

performed using ARDB database (https://ardb.cbcb.umd.edu/) and CARD database

(https://card.mcmaster.ca/home) (Jia et al., 2017).
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Number of Resistance pattern carried by Integrase  gene
detected  Plasmid name (in plasmidst (in  DH5aMCR carried by
Environmental strains* plasmids  DH5aMCR strain) strain) Size (kb)  Inc group plasmids
EC5008 AMX-AMC-KAN-TET-STR-SXT 1 pME13 (6R) AMC-AMX-KAN-TET-STR-SXT 154 Q+ FIB + Fli intl1
AMX-AMC-TIC-TIM-CHL-TET-NAL- 1
EC5618 STR pME14 (6R) AMX-AMC-TIC-TIM-CHL-TET 69 R+ FIA intl1
EC5718 AMX-AMC-TIC-TIM 1 pME15 (4R) AMC-AMX-TIC-TIM 57 Fll ND
EC4952 AMX-TIC-CHL-TET 1 pME16 (4R) AMX-TIC-CHL-TET 147 FIB + FlI ND
AMX-AMC-TIC-TIM-CHL-TET-SXT- 1
ECa 1669 NAL-CIP pME17 (2R) TET-SXT 113 12 intl1
ECa 1704 AMX-AMC-TIC-TIM-TET-STR 1 pME18 (4R) AMX-AMC-TIC-TIM 8,4 ND ND
ECa 1791 AMX-TIC-KAN-TET-SXT 1 pME19 (6R) AMX-TIC-KAN-TET-STR-SXT 148 Q+ FIB + Fli intl1
ECa 1760 AMX-TIC-KAN-STR 1 pME20 (4R) AMX-TIC-KAN-STR 95 B/O/K/Z ND
ECa 2409 AMX-TIC-GEN-TET-SXT-STR 3 pME21 (5R) AMX-TIC-TET-STR-SXT 155 Q+ FIB + Fli intl1
pME22 (1R) STR ND ND ND
pME24 (2R) GEN-STR 107 B/O/K/Z ND
ECa 2424 AMX-TIC-KAN-SXT-STR 1 pME23 (6R) AMX-TIC-KAN-TET-SXT-STR 141 Q+ FIB + Fli intl1
ECa 2604 AMX-TIC-TIM-KAN-STR 1 pME25 (4R) AMX-TIC-KAN-STR 151 Q+ FIB + Fli intl1
ECa 2587 AMNX-TIC-TET-SXT-STR 1 pME26 (5R) AMX-TIC-TET-STR-SXT 165 FIB + FlI intl1

*Resistance carried by plasmids are shown in bold type.

tResistance not expresses in the environmental strain are in italic.

ND: Not Detected
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Adhesion to an inert surface

Cultures of the DH5aMCR transformants and environmental strains at DOsgo = 0,2 were
incubated for 2 h at 37°Cin the wells of a 96-well polystyrene microplate (Evergreen Scientist,
Buffalo, NY). Content of each well was recovered and quantified by spectophotometry at
580nm. Each well was then gently rinsed twice with sterile ultrapure water and filled with
fresh medium. Plates were reincubated at 37°C for 24 h for biofilm formation. Then, content
of the wells was discarded, wells were rinsed slowly three times with sterile ultrapure water
and filled with 1% Crystal Violet. Plate was left at room temperature for 30 min before
removing Crystal Violet, rinsing the wells 2-3 times with ultrapure water and filling them with
70% ethanol. After 2 min of waiting, ethanol was recovered and its staining was quantified by
spectrophotometer at 580 nm. The first fraction obtained, after 2 hours at 37°C, corresponded
to the non-adhered bacteria and the second fraction measured, after 24 hours at 37°C, to the
biofilm formed in the wells, the ethanol allowing to dissolve the Crystal-Violet trapped in the
adhered bacteria. In order to compare formation of biofilms and thus, adhesion of the strains,

results obtained were reported in the form of DO580 Biofilm / DO580 Planktonic.

RESULTS

Isolation of 14 plasmids and characterization

Plasmid extractions performed from 12 environmental E. coli multi-resistant strains (Table 1)
allowed the transformation of the laboratory DH5aMCR strain presenting only a chromosomal
resistance to nalidixic acid (NAL). In all the environmental strains, we detected at least one
plasmid, most of them harbouring between four and six resistances, except ECa2409 strain
which carries at least three plasmids (Table 2). These three plasmids were distinguished
because i) they have been selected on different selective media (see Materials and Methods)
and ii) they don’t confer the same resistance phenotype to the DH5aMCR transformants.
Overall, we were able to isolated 14 plasmids.

Size of these plasmids was obtained after sequencing. They are large plasmids, ranging from
57 kb (pME15) to 165 kb (pME26), except plasmid pME18 which presents a really small size
(8,4 kb) (Table 2). Size of the pME22 plasmid could not be determined because of a sequencing
default. Interestingly, plasmid resistances number is not necessarily related with plasmid size.
Thus, pME17 plasmid with a size of 113kb, presents only two antibiotic resistances, whereas
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pME14 plasmid, with a size of 69kb, harbours six different resistances. The most striking is
PME18, the smallest plasmid, which confers four resistances to its host cell, with only 8,4kb.
But the resistances to amoxicillin and to ticarcillin are often linked (Paterson, 2006) and a

single gene can encode these two resistances.

By multiplex PCR and/or plasmid sequencing and use of the PlasmidFinder database, we were
able to identify incompatibility groups of 12 plasmids among 14 (Table 2). The majority of the
plasmids belongs to several incompatibility groups (two or three). The most represented
group is the IncF group (FIA, FIB, Fll) often associated with an IncQ design (pME13, pME19,
PME21, pME23 and pME25). IncR (pME14), Incl2 (pME17) and IncB/O/Z/K (pME20 and

pME24) were also detected.

If we compare resistances borne by the environmental host strains to those carried by their
respective plasmid(s), we noticed that plasmid resistances explain the whole resistance
pattern of eight host strains among 12, including ECa2409 (6R) which harbours three plasmids
(Table 2). EC5618 (8R) and ECa1704 (6R) present each two resistances, respectively resistance
to nalidixic acid and streptomycin, and to tetracycline and streptomycin, that are not encoded
by the plasmid we isolated, but their resistance pattern is nevertheless mainly plasmid-borne.
The strain ECal1669 is rather intriguing because it harbours the highest number of resistances
(9R) and yet the plasmid pME17 we were able to detect, confers only two resistances to the
laboratory strain DH5aMCR (to tetracycline and trimethoprim-sulfamethoxazol). The others
seven resistances of ECa1669 strain could therefore be chromosomal, but also carried by one
(or several) plasmids we were not able to extract. Indeed, plasmid extraction can have been
poorly efficient because of a very large size of the plasmids or integrated-forms in the
chromosome. Finally, as shown in Table 2, two plasmids carry resistances that are not
expressed in their environmental host strain: pME19 plasmid which confers resistance to
streptomycin only to the laboratory strain, or pME23 plasmid which confers to DH5aMCR a
supplementary resistance to tetracycline.

Among plasmid resistances, the most represented are to amoxicillin and/or ticarcillin, two
penicillins (Table 2). Indeed, 11 plasmids among the 14 isolated bear these resistances,
sometimes accompanied by resistance to clavulanic acid. Then, come resistances to
streptomycin (encoded by 9 plasmids), to tetracycline (8 plasmids), to trimethoprim-
sulfamethoxazol (6 plasmids) and to kanamycin (5 plasmids). The less represented resistances
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Table 3: Ability to autotransfer

Plasmids

Conjugative frequency* (Transconjugants/Recipients) [Selective
medium]t

DH5aMCR(pME) x E. coli SC12 DH5aMCR(pME) x P. putida KT2440 Conjugative plasmid

pME13
(6R)
pME14
(6R)
pME15
(4R)
pME16
(4R)
pME17
(2R)
pME18
(4R)
pME19
(6R)
pME20
(4R)
pME21
(5R)
pME22
(1R)
pME24
(2R)
pME23
(6R)
pME25
(4R)
pME26
(SR)

1.8 10°° [LB Kanso + Rifso]

< 3.3107? [LB Tet1o + Rifso]

< 2.9 108 [LB Tetio + Rifso]

3.8 102 [LB Tetyo + Rifs]

6.6 10°° [LB Kanso + Rifso]
1.3 102 [LB Kanso + Rifso]
3.9 105 [LB Tetio + Rifso)
2.1 102 [LB Stryo + Rifso]

1.4 102 [LB Stryo + Rifso]

1.0 10" [LB Kanso + Rifso]
1.3 10" [LB Kanso + Rifso]

< 3.3 10° [LB Tetio + Rifso]*

< 8.0 107 [LB Kan1s + Chlyo]

<3.0 105 [LB Tetss + Rifso}

< 2.2 10 [LB Tetss + Rifso]

<9.6 107 [LB Tet1s + Chlo]

< 9.6 108 [LB Kan1s + Chlyo]
<3.3107 [LB Kanis + Chlio]
<7.7107 [LB Tetss + Chlyo)
7.7 102 [LB Strys + Chlio]

2.2 101 [LB Strys + Chlio)

< 5.2 108 [LB Kanis + Chlyo]
< 2.7107 [LB Kanis + Chlio]

< 5.9 107 [LB Tetss + Chlig)

Yes (only intraspecies)

No

No

Yes (only intraspecies)

Yes (only intraspecies)
Yes (only intraspecies)
Yes (only intraspecies)
Yes (intra and
interspecies)

Yes (intra and
interspecies)

Yes (only intraspecies)

Yes (only intraspecies)

No

Positive control
SC11 (RP4) 7.0 10! [LB Kanso + Rifso]

8.3 103 [LB Kanis + Chlyg]

*Positive mating transfer are shown in bold type.
tKansoor 15: kanamycin 50 or 15 pg.mL?, Tetio or 15 : tetracyclin 10 or 15 pg.mL?, Strao or 25 :
streptomycin 20 or 25 pg.mL™?, Rifso : rifampicine 50 pg.mL?, Chlio : chloramphénicol 10 pg.mL

1

¥No transfer could be highlighted. Transfer frequency, if exists, is below the experimental
threshold : for each experiment, when no colony had grown on the selective medium, this
detection threshold was calculated as if there was one colony on the selective medium.

- Not performed.
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are to chloramphenicol (two plasmids) and to gentamycin (only one plasmid). Thus, overall,

five antibiotic families are targeted by these resistance plasmids.

To investigate presence of class 1 and/or class 2 integrons on the 14 plasmids isolated in this
study, we amplified by PCR intl1 and int/2 genes encoding integrases of each class. No int/2
gene was detected on the plasmids. However, 8 plasmids among the 14 plasmids tested carry
at least one class 1 integron (Table 2). The 5 plasmids belonging simultaneously to the IncQ,
IncFIB and IncFll groups bear the int/1 gene and resistance to streptomycin (STR). Four of them
harbour also resistance to trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT). These resistances are often
associated with class 1 integron. Indeed, aadA and dfr genes, frequently contained in the
variable region, confer resistances to streptomycin and trimethoprim, respectively, and the
sull gene, present on the 3’-conserved sequence of class 1 integrons, confers resistance to
sulfamethoxazole. The intl1 gene was detected on another plasmid from the IncF group
(PME26, IncFIB+IncFll) which indeed carries resistances to streptomycin and to trimethoprim-
sulfamethoxazole. On the contrary, pME14, from both IncR and IncFIA groups, bearing the
intl1 gene, does not confer resistances to none of these antibiotics. Finally, the plasmid pME17
belongs to the Incl2 group and harbours at least one class 1 integron and trimethoprim-
sulfamethoxazole resistance. Thus, the majority of the 14 plasmids is associated with class 1

integrons which contribute to their multi-resistance pattern.

Ability to autotransfer and host range

The autotransfer capacity of 12 plasmids was evaluated by performing mating experiments i)
between two E. coli strains (DH5aMCR transformants as donor strain and SC12 as recipient
strain) and ii) between two strains of different genus (DH5aMCR transformants as donor strain
and P. putida KT2440 as recipient strain). Results are shown in Table 3.

The majority of the plasmids tested are conjugative, since we were able to highlight
conjugative transfer for nine plasmids among 12 (75%).

For seven of them, transfer was only intraspecies and two groups appear when mating
frequencies are considered: the five plasmids harbouring the multi-replicon Q + FIB + FllI
present a weak transfer efficiency (from 6.6 10° to 1.3 10%). By contrast, two plasmids
belonging to a “non-F” Inc group (pPME17, Incl2 and pME20, IncB/O/K/Z) transfer by

conjugaison with a good frequency (higher than 1072).
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Table 4: Resistance genes and mobile genetic elements

Plasmid name Resistance Presence of Presence of
(in  DH5aMCR Genes resistance carried by plasmid henot tranposase insertion
strain) phenotype genes sequences
pME3 (6R) str - aphE, sulll, blaTEM, cat, tetA, aphA AMX TIC KAN STR CHL TET Yes Yes
pME4 (1R) aphAl KAN Yes Yes
pMES5** (8R) blaTEM, aadA-satl, dhfrXV, cmlA, sulll  AMXAMCTIC TIM GEN STR CHL TET Yes Yes
pMEG6 (6R) tetA, str-aphkE, sulll, blaTEM AMX AMC TIC TIM STR TET Yes ND
pMES (7R) tetA, aphA, blaTEM AMX AMC TIC TIM CEF KAN TET Yes ND
pME9* (7R) cmlA, sull, str-aphE, blaTEM AMX AMC TIC TIM STR CHL SXT Yes Yes
pME10 (6R) dhfrVil, blaTEM, sulll, str-aphE AMX AMC TIC TIM STR SXT ND Yes
pME11 (6R) blaTEM AMX AMC TIC TIM CEF KAN ND ND
aphAl, tetA, dhfrV, blaTEM, sulll, str-

oME13* (6R) aphE AMC-AMX-KAN-TET-STR-SXT Yes Yes
pME14* (6R) sulll, aadA, cmlA, carb3, dhfrXV, tetA AMX-AMC-TIC-TIM-CHL-TET Yes Yes
pME15 (4R) blaTEM, str-aphE AMC-AMX-TIC-TIM Yes ND
pME16 (4R) tetA, blaTEM, cat AMX-TIC-CHL-TET Yes Yes
pPME17* (2R) tetA, dhfrVIl, aadA, sulll TET-SXT Yes ND
pPME18 (4R) ND AMX-AMC-TIC-TIM Yes ND
pME19* (6R) aphAl, str-aphk, sulll, blaTEM AMX-TIC-KAN-TET-STR-SXT Yes Yes
pME20 (4R) str-aphE, blaTEM, sulll, aphA1 AMX-TIC-KAN-STR Yes ND
pME21* (5R) tetA, blaTEM, dhfrV, sulll, str-aphE AMX-TIC-TET-STR-SXT Yes Yes
pME22 (1R) ND STR ND ND
pME24 (2R) aacC4, str-aphE GEN-STR Yes Yes
pME23* (6R) aphAl, str-aphk, sulll, blaTEM, tetA AMX-TIC-KAN-TET-SXT-STR Yes Yes
pME25* (4R) aphAl, str-aphk, sulll AMX-TIC-KAN-STR Yes Yes
pME26* (5R) blaTEM, str-aphE, sulll AMX-TIC-TET-STR-SXT Yes Yes

ND: Not Detected

*bear class 1 integron

Correlation between resistance genes and targeted antibiotics:

Resistance genes

Resistance conferred to

str-aphE and aadA1

Streptomycin (STR)

sat

Spectinomycin

blarey and carb3

B-lactams

cat and cmlA

Chloramphenicol (CHL)

sul Sulfonamides (SXT)
dhfr Trimethoprim (SXT)
tetA Tetracycline (TET)

aphA Kanamycin (KAN)
aacC4 gentamicin (GEN)

** bear class 1 and class 2 integrons
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Two plasmids, pME22 and pME24, are not only able to transfer in the E. coli strain SC12, but
also in the P. putida strain KT2440, highlighting an interspecies transfer and a broad host range
for these plasmids. pME24 belongs to the IncB/0/K/Z group, but the Inc group of pME22 is
indeterminate. Their transfer frequencies towards the two different recipient strains are high
(around 10°? towards SC12 and even around 10! towards KT2440).

Finally, we were not able to obtain transconjugants with three plasmids: pME14 (IncR +
IncFIA), pME16 (IncFIB + IncFll) and pME26(FIB + Fll). This negative result does not necessarily
mean that these plasmids, which have important size (69 kb, 147 kb and 165 kb, respectively),
are not conjugative. Indeed, large resistance plasmids are very often conjugative. But, first,
we noticed that conjugative plasmids of our study which belong to the IncF group are not very
efficient to transfer (see above the multi-replicons Q + FIB + Fll). So, an even weaker frequency
can be under our detection threshold. Second, conjugative mechanism can be regulated or
the plasmids integrated in the chromosome.

We have not tested the plasmid pME18 because of its too small size (8,4 kb) to be conjugative.

Antibiotic resistance genes carried by 22 resistance plasmids

Eight plasmids isolated in previous work (Laroche-Ajzenberg et al., 2014) in the same way that
the 14 plasmids described above, were added to the present study. Thus, by sequencing the
22 plasmids of interest and using the BASYS and ARDB databases, the plasmid-borne
resistance genes have been identified (Table 4). We were not able, however, to obtain the
sequence of two plasmids, pME18 and pME22. For the 20 plasmids remaining, resistance
genes are mostly clustered on the same area of the plasmids, as expected on resistance
plasmids. Overall, 12 different resistance genes have been highlighted (Table 4). The most
widespread is blaTEM (borne by 15 plasmids of 20), conferring resistance to B-lactams, then,
sull (14), str-aphE (13), tetA (9), aphA (8), dhfr (6), aadA (3), cmlA (3) and cat (2). The last three
genes, aacC4, carb3 and sat, were detected only once. Resistances to B-lactams, to
streptomycin and to chloramphenicol can be each encoded by two different genes among
those we detected, but they are never borne simultaneously by the concerned plasmids (Table
4). 15 of these genotypic profiles totally explain phenotypic profiles of the host strain.
However, for 5 plasmids (pME5, pME11, pME19, pME25 and pME26), genes are lacking to

explain some resistances conferred by the plasmid to the strain.
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Table 4 also shows results of our searching of mobile genetic elements on the sequences.
Thus, we can see that 18 plasmids, among the 20 sequenced plasmids, present transposase
genes, and 14 carry insertion sequences. One plasmid, pME11, bears none of them. Thus,
surprisingly, all resistance plasmids do not necessarily harbour one and/or other of these

elements.

Adhesion capacity on inert surface

Conjugative plasmids encode conjugative pili and type IV secretion system (T4SS) that could
potentially promote adhesion. In order to test this hypothesis with the 22 plasmids of this
study, conjugative or not, adhesion experiments were performed in a 96-well polystyrene
plate. This study was performed on DH5aMCR transformants and environmental strains
(Table 1, Fig. 1).

Regarding DH5aMCR transformants, only one strain, DH5aMCR(pME11), presents an
adhesion ability significantly superior compared to DH5aMCR (Fig. 1A). It must be noticed
however, that no ability to autotransfer had been detected for the plasmid pME11 during its
characterization in previous work (Laroche-Ajzenberg et al. 2014).

When transformants are compared with each other, independently of DH5aMCR, three
groups could be distinguished (a, b and c, Fig 1A). The first is composed of DH5aMCR(pME11),
which confers a stronger adhesion to its host strain (ratio to 5,5) than the other plasmids. The
second group includes DH5aMCR(pME5) and DH5aMCR(pME6), which show a higher
adhesion ability than the average of the other transformed strains (ratio of 3 against 1,5 on
average), but still lower than that of DHSaMCR(pME11). Finally, the last group includes strains
DH5aMCR harbouring plasmids pME17, pME19, pME21, pME23, pME25 and pME26, which
show a lower adhesion than the average (ratio of 0,5 against 1,5 on average). Thus, nine
plasmids among the 22 tested seem generate modifications of adhesion ability in DH5aMCR,
despite a quite strong experimental variability.

Regarding the environmental strains (Fig. 1B), surprisingly, the adhesion is generally lower
than that of DH5aMCR transformants. Here, two groups could be distinguished. The first one
(b, Fig. 1B), only composed of ECa2587 bearing plasmid pME26, shows an adhesion ability
higher than the other environmental strains and than DH5aMCR (ratio equal to 4). However,
we can’t conclude that this behaviour is due to the plasmid pM26, notably because this

plasmid does not increase adhesion capacity in DH5aMCR (Fig. 1A). The environmental strain
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Fig 1: Adhesion on inert surface. A: DH5aMCR transformants carrying plasmids. Groups a, b
and c are statistically different; B: Environmental strains. Groups a and b are statistically

different. Statistical analyzes were performed by anova one-day with GraphPad Prism.
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ECa 2587 could possess other features allowing a strong adhesion to the support used. The
second distinguished group (a, Fig. 1B) includes strains EC421, EC5718 and ECa2409,
respectively carrying plasmids pME4+pME6, pME15 and pME21+pME22+pME24. This group
has equal or slightly greater adhesion than DH5aMCR (ratio of 1,5).

Plasmid stability over the generations

To ended this study, we were interested in determining the ability of the plasmids to maintain
themselves in their host strain over the generations. Among the 22 DH5aMCR transformants
of this study, 15 were used to test the plasmid stability in DH5aMCR. This strain requires 27
generations to form a colony (see Materials and methods). After 11 subcultures, so 297
generations on LB medium without antibiotic, 100% of the 50 clones tested were still resistant
to antibiotics chosen according to the tested plasmid, and, therefore, still possessed the
plasmid (data not shown). The same results were obtained for all the DH5aMCR transformants
evaluated. Thus, resistance plasmids studied, isolated from E. coli environmental strains, are
stable in the laboratory strain DH5aMCR, in the absence of any selection pressure, for at least
several hundreds of generations.

Stability tests were also performed on three transconjugants of P. putida KT2440 carrying
conjugative plasmids pME8, pME22 and pME24 (Table 3 and previous work). The strain
KT2440 harbouring the conjugative plasmid RP4, a broad host range plasmid, IncP, was used
as a control. The strain KT2440 required 25 generations to form a colony. For plasmids pME22,
pPME24 and RP4, after 275 generations on LB medium without antibiotic (11 subcultures),
100% of clones tested still possessed the plasmid. By contrast, the transconjugant strain
KT2440(pME8) loses totally pMES8 after 50 generations (2 subcultures). The same experiment
was performed with another P.fluorescens strain, SBW25, carrying pMES8 (Laroche-Ajzenberg
et al. 2014) and, after 104 generations (4 subcultures, since this strain required 26 generations
to form a colony), no more clone harboured the plasmid. Surprisingly, pMES8, a broad host
range conjugative plasmid, IncP, is highly instable in the two Pseudomonas strains tested, but

is maintained in the E.coli species DH5aMCR.
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DISCUSSION

Plasmids studied in this work were isolated from multi-resistant E. coli strains collected from
various surface waters and groundwater contaminated by enteric bacteria (Laroche et al.
2009; 2010; Flores Ribeiro et al. 2012). Indeed, environmental waters are vulnerable to faecal
contamination, because, notably, of STEP effluent or run-off on pastures (Flores Ribeiro et al.
2012; 2014; Mdiller et al. 2018). Given the water use (drinking water production, irrigation,
recreation), antibiotic resistances could thus go back to humans after ingestion of
contaminated products or water and promote resistance acquisition by the intestinal
microbiota or genetic exchanges (Gumpert et al. 2017; Lerner et al. 2017).

For the present study, we chose environmental E. coli strains harbouring a high number of
antibiotic resistances, ranging from 4 to 12. Such a multi-resistance allowed us to assume that
these strains are originating from human (Flores Ribeiro et al. 2012). Indeed, resistant faecal
strains coming from livestock (as bovines farming) often present an antibiotic resistance level
much weaker (one or two resistances). Of course, this depends on the watershed use (Laroche
et al. 2010; Flores Ribeiro et al. 2012). Indeed, pig farming, for instance, produces faecal
rejects containing multi-resistant enteric strains because of an important orally use of
antibiotics (Aubry-Damon et al. 2004; Pu et al. 2018). It is however a special case.

The large majority of selected strains bears at least one plasmid. In two cases, we were even
able to isolate several plasmids from a single strain: two for the strain EC210 (pME4 and pME6)
and three for the strain ECa2406 (pME21-22-24). Each plasmid presents a different resistance
pattern, except pME15 and pME18 which possess only resistances to the penicillins amoxicillin
and ticarcillin, associated with clavulanic acid (AMC-AMC-TIC-TIM). These resistances are
besides largely predominant among the 22 plasmids studied, since only four plasmids do not
carry them. Resistances to B-lactams are effectively widespread in enteric bacteria (Bajaj et
al. 2016; Graham et al. 2016). It can be noticed that three of the four plasmids that do not
bear these resistances were isolated from strains harbouring several plasmids whose at least
one bears B-lactams resistances. Thus, the strains probably avoid accumulating same
resistances. It could be a strategy for the bacteria to save their fitness (Hernando-Amado et
al. 2017).

Resistances carried by plasmids largely explained the resistances of the environmental strains,

except for the strain ECa1669 harbouring pME17. These strain carries perhaps other plasmids
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we could not isolated. Several plasmid-borne resistances were not expressed in the
environmental host strain, but were expressed in DH5aMCR. Such silent resistances have been
already described (Enne et al. 2006). Overall, ten antibiotic resistances were found, involving
five families of antibiotics most commonly used against gram-negative bacilli: B-lactams,
aminoglycosids, phenicols, tetracyclines and sulfonamides. Regarding the resistance genes, 12
has been identified.

Among the 22 plasmids of the study, we were able to highlight that 15 plasmids are
conjugative. In addition, we showed that they are stable over the generations in E. coli, which
further promotes their dissemination and the potential transfer of resistance between
environmental and intestinal microbiota in case of ingestion of contaminated food. Three
plasmids, pMES8, pME22 and pME24, even present a broad host range and can transfer by
conjugation from E. coli to P. putida. Although the plasmid pMES8 (IncP, 60 kb) do not persist
in Pseudomonas in absence of selection pressure, the plasmids pME22 (Inc and size
undetermined) and pME24 (IncB/0/K/Z, 107 kb) are able to maintain themselves in this genus.
Thus, such plasmids can contribute very efficiently to the spread of antimicrobial resistance in
the environment. The IncP group generally gathers plasmids with a size between 70 and 275
kb, low copy number and wide host range (present in E. coli and Pseudomonas) (Yano et al.
2013). They often bear resistances to B-lactams, sulfonamides, aminoglycosides and
tetracyclines. All of this is in agreement with our results, except the surprising instability of
PMES in P. putida and P. fluorescens. The large IncB/O/Z/K group encompasses plasmids of 80
to 150 kb. The IncB/O group, less widespread than IncK, would provide various resistances
such as B-lactams, sulfonamides, tetracyclines and aminoglycosides, as is the case for the
plasmid pME24 (Rozwandowicz et al. 2018).

Plasmids are crucial in the spread of antibiotic resistances, but they are not the only genetic
elements involved (Martinez et al., 2009). Among them, are found integrons and transposons
(Frost et al. 2005; Mazel 2006). 10 plasmids of 22 possess the int/1 gene encoding the
integrase of class 1 integrons. This class of integron is the most widespread and is often
present in clinical resistant strains. They are also encountered in environmental strains, but
less frequently. A single plasmid, pME5, additionally possesses the int/2 gene, encoding class
2 integrase. We have not detected transposons and insertion sequences on all plasmids. In

the plasmids pME6-8-15-17-18 and pME20, no IS could be detected which suggests that
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transposons present would be non-composite. All this shows the complexity of the resistance
structures that are a dynamic genetic mosaic that can reshape itself.

For bacteria, adhesion is often the first step to colonize efficiently an environment. If the
presence of a resistance plasmid in a bacterium promote this initial interaction, it would mean
that multi-resistant bacteria, which frequently carry plasmids, have an ecological advantage
and could better persist in some ecosystems. Moreover, conjugative plasmids, such as those
of the study, have the particularity of using a conjugation pilus to allow formation of the
conjugation pore. It has been shown that type IV pili may play a role in the surface adhesion
of bacteria (Barbercheck et al. 2018). We tested the potential involvement of the 22 plasmids
of this study in bacterial adhesion on inert surface by using the 22 DH5aMCR transformants.
Despite large biological variability, we were able to distinguish three different behaviours.
First, there were strains whose adhesion ability did not differ or very slightly from DH5aMCR.
In this group, we find conjugative plasmids with a wide host range. Then, there were plasmids
PME5 and pME6, whose adhesion capacity of their host strains was slightly increased
compared to DH5aMCR. These two plasmids are conjugative with a restricted host range.
Finally, pME11, a very small plasmid of 4.5kb, confers to its host strain significantly increased
adhesion ability. Thus, involvement of conjugative plasmids on adhesion ability of their host
strain remains unclear. Others factors certainly arise. For instance, plasmid size could
indirectly interfere. Thus, small plasmid, necessarily non conjugative, would potentially cost
less energy to the bacteria than a large conjugative plasmid. Bacteria would be then in a better

metabolic state for adhering to a surface (Millan et al. 2015; San and MacLean 2017).

In conclusion, we would like to emphasise that sophisticated plasmids carrying multi-
resistances to antibiotic are frequently isolated from the faecal bacteria massively released in
the environment and this observation attests of their wide presence in the contaminated
ecosystems. This study contributes to the description of the key role of these plasmids in the
spread of antibiotic resistances and illustrates the efficiency with which bacteria build genetic
supports, all different, but following the same architectural rules, in order to respond

successfully to the selection pressure that we impose to them.
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Le but de cette étude était d’une part de contribuer a la description et a la compréhension du
phénoméne génétique de dissémination de I'antibiorésistance via les milieux aquatiques
naturels, mais également d’avoir des arguments pour le choix de souches qui permettront de
débuter notre travail sur la persistance de bactéries entériques antibiorésistantes sur des

produits maraichers.
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Tableau 3 : Tableau récapitulant les caractéristiques principales des plasmides étudiés précédemment

Souches Site d'étude Nombre Nomdu Nombrede Taille Groupe Inc Caractere Adhésion surface inerte
Environnementales de plasmide résistances  (kb) conjugatif ) Souche de
. Environnementale .
plasmides laboratoire
EC 210 Rouen 1 pME3 6 114 Q+FIA+FIB Intra-espéce - +/-
EC421 Le Croisset 2 pME4 1 135 FIB + FlI Intra-espéece 4/ +/-
pME6 6 120 Q+B/O Intra-espéce +
EC 528 Caudebec 1 pMES5 8 194  FIA+H1B + H1A Intra-espéce - +
EC 1250 Norville 1 pMES 7 137 FIB+FIC Intra-espéce - +/-
EC 2146 Norville 1 pME11 6 4,5 ND Non observé - ++
EC 2183 Norville 1 pME10 6 132  FIA+FIB Non observé - +/-
Intra et inter-
EC2660 Radicatel 1 pMES8 7 60 P espece - +/-
EC 5008 Bruisseresse 1 pME13 6 154 Q-+ FIB+FIl Intra-espéce - +/-
EC 5618 Moulin B 1 pME14 6 69 R+ FIA Non observé - +/-
EC5718 Moulin B 1 pME15 4 57 ND Intra-espéce +/- +/-
EC 4952 Bruisseresse 1 pME16 4 147 FIB + FlI Non observé - +/-
ECa 1669 Cerlangue Eau traitée 1 pME17 2 90 11 Intra-espéce - -
ECa 1704 Cerlangue Eau de Rejet 1 pME18 4 8,4 ND Non observé - +/-
ECa 1791 Lagune Eau traitée 1 pME19 6 148 Q+FIB+FIll Intra-espéce - -
ECa 1760 Lagune Eau brute 1 pME20 4 95 B/O/Z/K Intra-espéce - +/-
ECa 2409 Cerlangue Eau de Rejet 3 pME21 5 155 Q+FIB+Fll Intra-espéce -
Intra et inter-
pME22 1 ND ND espéce +/- +/-
Intra et inter-
pME24 2 107 B/O espéece +/-
ECa 2424 Cerlangue Eau de rejet 1 pME23 7 141 Q+FIB+FIl Intra-espéce - -
ECa 2604 Lagune Eau de Rejet 1 pME25 4 111  Q+FIB+Fll Intra-espéce - -
ECa 2587 Lagune Eau traitée 1 pME26 5 98 FIB + FII Intra-espéce ++ -
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A. Contexte et Objectifs

Dans ces travaux de thése, nous nous sommes donc intéressés a la persistance de
différentes souches de E.coli porteuses ou non de plasmides d’antibiorésistance, sur
différentes variétés de laitue. Nous avons notamment cherché a savoir si le port d’un plasmide
d’antibiorésistance pouvait avoir un impact sur I'adhésion de souches de E. coli a la surface

d’une feuille de laitue.

Pour réaliser ce travail, 11 souches ont été sélectionnées parmi celles précédemment
étudiées (Tableau 3) et des contaminations de jeunes plants de laitues ont été effectuées en
conditions contrélées au sein de la serre expérimentale Normand Serre (Figure 42). Normand
Serre, inaugurée le 21 septembre 2015, est une station expérimentale de Recherche et
Développement dédiée a la production et a la valorisation du végétal. C'est une serre qui
possede des cellules de culture de niveau S1 et S2, le niveau S2 permettant d’effectuer des
contaminations de plantes avec des phytopathogenes et, comme dans notre cas, avec des
bactéries humaines non pathogéenes ou pathogenes de catégorie 2 (comme Salmonella). Nous
avons ainsi pu nous placer dans des conditions de culture de la laitue optimales et contrélées
(voir la partie « Matériels et méthodes »). L'intérét était d’avoir toujours les mémes
parameétres pour obtenir des réplicats biologiques comparables. Cependant, le fait d’étre en
conditions controlées, par définition, est restrictif par rapport aux conditions réelles de

culture.

Le choix de la laitue comme modeéle d’étude s’est imposé a nous comme étant naturel.
C’est en effet 'un des végétaux crus les plus consommés et la France est le 3¢ producteur
européen, aprés I'Espagne et I'ltalie, avec 10601 ha cultivés en 2015. La Normandie fait partie
des régions productrices de salades dites d’été (notamment les laitues Pommées). Mieux
connaitre la persistance des bactéries entériques a la surface des laitues est donc un enjeu

sanitaire et économique majeur.
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Figure 42: Image des cultures en conditions

contrélées a Normand Serre.

A: Normand Serre vue de l'extérieur

B: jeunes plants de laitue romaine préts a étre

contaminés

&= C: cellule de culture avec un voile permettant de

protéger des UV et de garder une hygrométrie

constante

D : plants de laitue romaine contaminés.
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B. Parametres de I'étude

I. Le choix des souches bactériennes

Les souches utilisées pour contaminer les plants ont été principalement choisies selon
les caractéristiques des plasmides de résistance étudiés lors de la premiére partie de ce travail
(Tableau 3). Nous voulions avoir un panel représentatif des plasmides a notre disposition,
notamment des conjugatifs a large et étroit spectre d’hote, et des plasmides non conjugatifs.
Pour ces derniers, parmi nos 22 plasmides, nous avions le choix entre pME10, pME11, pME16
et pME18. Le pME11 s’est tout de suite imposé, car il augmentait nettement I'adhésion de la
souche DH5aMCR sur surface inerte. |l s’agit d’'un petit plasmide (4,5 kb), donc totalement
atypique de ce point de vue par rapport aux autres plasmides, potentiellement multi-copies,
et possédant 6 résistances aux antibiotiques. Nous avons, en plus, choisi pME16, d’une taille
plus conséquente (147 kb), donc certainement a faible nombre de copies, voire mono-copie,
et possédant 4 résistances. Ensuite, au niveau des plasmides conjugatifs a large spectre
d’hoéte, nous avions trois possibilités, pMES8, pME22 et pME24. Le plasmide pMES est le seul a
appartenir au groupe d’incompatibilité IncP et posséde 7 résistances avec une taille
intermédiaire (60kb). Il nous restait a choisir entre pME22 et pME24 qui sont proches, malgré
peut étre une adhésion sur surface inerte un peu plus haute pour pME22. Nous avons choisi
de prendre le plasmide possédant le moins de résistances, soit pME22, qui n’en porte qu’une,
ce qui est inhabituel parmi les 22 plasmides étudiés. Lors de ce choix, les résultats de
séquencage n’étaient pas arrivés et nous ne savions donc pas qu’il y aurait une difficulté avec
le plasmide pME22. Malgré un nouvel essai de séquencage, nous n’avons hélas pas pu obtenir
la séquence de ce plasmide. Les manipulations sur plants étant bien avancées, nous avons
malgré tout décidé de continuer avec pME22. Enfin, nous voulions un plasmide conjugatif a
spectre d’hote étroit. Nous avons choisi le pME23, car il s’agit du plasmide qui porte le plus
grand nombre de résistances (au nombre de 7). De plus, sur surface inerte, la souche
DH5aMCR(pME23) présente une adhésion diminuée. Cinq plasmides ont donc été choisis,
correspondant a 10 souches, puisque, en plus des souches de DH5aMCR transformées avec
chacun d’entre eux, nous avons décidé d’étudier les souches environnementales portant

naturellement ces plasmides.
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Figure 43: Stratégie d’étude de la survie et de I'adhésion des souches de E. coli sur les feuilles de laitues.

L’étape 1 correspond aux étapes de lavage de la feuille permettant de récupérer les bactéries vivantes et viables faiblement liées a la feuille (numération
sur milieu Rapid’E. coli).

L’étape 2 permet d’obtenir le nombre de copies du géne iduA présent sur les feuilles et dans I’eau de lavage, et ainsi d’accéder au nombre total de bactéries
(vivantes, mortes et lysées) présentes.
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Avec notre panel de plasmides, nous avons tous les cas de transferts représentés, ainsi que
les différentes adhésions sur plaque (« - », «+/-» et « ++ »), le nombre de résistances portées
(de 1 a 7) et la taille (grand mono-copie, intermédiaire, et petit multi-copies). Cela nous fait
un total de 11 souches a tester : les DH5aMCR transformées portant les plasmides pMES,
pME11, pME16, pME22 et pME23, les souches issues de l'environnement associées,
respectivement EC2660, EC2146, EC4952, ECa2409 et ECa2424 et, bien sar, la DH5aMCR non

transformée.

[I. Les variétés de laitues

Les expérimentations ont été réalisées sur des laitues de deux variétés différentes :
Pommée et Romaine. En effet, la région normande produit principalement des laitues
Pommeées et la principale variété de laitue produite dans le monde est la Romaine. De plus, la
laitue Romaine, qui n’est pas encore cultivée en France, devrait arriver prochainement dans
nos productions maraichéres, car elle présente une robustesse de culture particulierement

intéressante.

[Il.  Mise au point du protocole de contamination volontaire des plants

de laitue et de récupération des bactéries

La stratégie d’étude de la survie et de I'adhésion des bactéries est présentée en Figure
43, Pour réaliser les contaminations volontaires des feuilles de laitues, nous avons choisi
d’utiliser des inocula de 107 UFC. Cette taille d’inoculum est certes importante, méme
comparée aux niveaux de contamination élevés mesurés dans des eaux tres contaminées, par
des rejets de STEP par exemple, comme les riviéres ou les fleuves (103 3 10* E. coli / 100mL)
(Laroche et al. 2009). Cependant, notre capacité d’observation et de mesure serait trés limitée
pour des inocula plus réduits. Une fois la contamination réalisée, nous avons réalisé les
premiers préléevements apres 24h (récolte de la premiére feuille de chaque plant contaminé),
pour voir s’il y avait une installation rapide des bactéries, puis tous les deux jours environ Nous
avons ainsi pu quantifier la survie et I'installation des bactéries au cours du temps sur 11-12
jours. A chaque prélevement de feuilles, pour récupérer les bactéries, nous avons choisi de

réaliser d’abord un lavage doux par un bain de 1h a 37°C dans de I'eau physiologique afin de
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décrocher les bactéries faiblement fixées a la surface de la feuille. Puis nous passions a un
lavage plus fort, avec un vortex a vitesse maximale (3 min), pour essayer de récupérer les
bactéries un peu plus adhérées. Aprées ces étapes, les bactéries non récupérées pouvaient étre
considérées comme fortement adhérées aux feuilles. A chaque étape de cette stratégie

expérimentale, il a fallu faire des mises au point.

La premiéere mise au point réalisée a été au niveau des plants de laitues. Les premiers
plants utilisés ont été cultivés a partir de graines de laitue Pommée et Romaine achetées dans
le commerce (voir le « Matériels et méthodes »). Les graines étaient placées dans un terreau
spécifique pour semi, puis, au stade 2 feuilles, les jeunes pousses étaient replantées dans des
pots individuels comprenant deux kilos d’'un mélange de terre a planter et de terre végétale,
permettant d’apporter tous les nutriments pour les plants tout en ayant une terre assez légere
et aérée. Pour obtenir un plant avec 6 feuilles, il fallait compter un mois. Ce stade 6 feuilles
nous permettait d’avoir des plants (1) avec suffisamment de feuilles pour 15 jours de
prélevements et (2) assez petits pour mettre plusieurs pots cote a cote sans que les feuilles ne
se touchent. Cependant, les jeunes plants étaient trés fragiles et la cellule S2 pas assez grande
pour réaliser a la fois les cultures des plants et les contaminations. Nous avons donc choisi de
travailler sur des plants fournis par le SILEBAN, station expérimentale légumiére partenaire du
projet PATHOGREEN. Pour supporter le transport et permettre leur adaptation dans la serre,
les jeunes pousses nous ont été envoyées au stade 4 feuilles. Il fallait donc attendre 15 jours
apres la réception des plants pour pouvoir les contaminer.

Le second point important a été de déterminer les conditions de lavages qui nous
permettraient de récupérer le plus efficacement possible les bactéries faiblement accrochées
a la surface végétale. Plusieurs essais ont été réalisés, regroupés dans la Figure 44. Dans notre
premier protocole, nous avons commencé par une inondation de 1h a 37°C sous agitation
dans de I'eau physiologique suivie de deux fois 1 min de vortex. Puis, I’eau physiologique a été
remplacée par du tampon phosphate pour trois fois une minute de vortex. Le tampon
phosphate permet de fragiliser les liaisons potentiellement établies entre les bactéries et la
feuille et ainsi favorise le décrochage. A chaque étape, les tampons de lavage étaient

récupérés pour dénombrer les bactéries décrochées sur Rapid’E.coli. Les résultats des
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Figure 44 : Evolution des protocoles de lavage pour le décrochage des bactéries E. coli faiblement liées a la feuille de laitue.
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dénombrements nous ont montré que I'on arrivait a décrocher des bactéries dans toutes les
fractions, mais avec une densité qui diminuait fortement dans les derniéres étapes.

Ce protocole étant long a effectuer et demandant beaucoup de matériel, nous avons décidé
de regrouper certaines étapes pour réaliser le protocole numéro 2 (Figure 44). Ainsi, I'étape
d’inondation de 1h dans I'eau physiologique sous agitation est toujours gardée, mais le
fractionnement des vortex de 1 min a été regroupé en un seul vortex de 2 min et 3 min (méme
temps au final, mais en une seule fois) et une étape a été ajoutée. En effet, apres le vortex,
nous avons choisi de rajouter 1h d’inondation a 37°C dans du tampon phosphate. Nous
préférions faire une inondation pour ne pas trop abimer les feuilles qui venaient de subir 5
min de vortex. Comme précédemment, a chaque étape, des dénombrements étaient
effectués. Apres analyse des résultats, nous avons constaté que la deuxiéme inondation ne
permettait pas de décrocher plus de bactéries. Un troisieme protocole de décrochage a été
tenté (Figure 44), avec utilisation d’un tampon plus stringent contenant du tampon
phosphate, de 'EDTA* et du DTT*! . Le mélange tampon phosphate et EDTA est connu pour
favoriser le détachement et la re-suspension des cellules et le DTT permet de rompre des
ponts disulfures. Aprés avoir vérifié I'innocuité de ce nouveau tampon vis-a-vis de nos
souches, nous avons remplacé la derniére étape du protocole 2, a savoir I'inondation dans du
tampon phosphate, par une inondation de 20 min a 37°C sous agitation dans le tampon
phosphate + EDTA + DTT. Cette derniére tentative n’a cependant pas permis d’améliorer la
récupération des bactéries a partir de la feuille. De plus, 'EDTA et DTT, bien gu’inoffensifs
pour les bactéries, ont eu un effet négatif sur les feuilles de laitue qui devenaient tres fragiles
et transparentes. L'ensemble de nos résultats ont montré que la plupart des bactéries
décrochées I'étaient lors des deux premieres étapes dans I'eau physiologique. Nous avons
donc décidé de ne conserver que les étapes d’'inondation et de vortex dans I’eau physiologique
en ajoutant 1 min supplémentaire de vortex, formant ainsi le protocole 4 (Figure 44). Ceci a
permis de conserver la feuille de laitue dans un état suffisamment correct pour pouvoir la
récupérer, la conserver a -20°C et l'utiliser ensuite afin de quantifier par gPCR la densité

bactérienne restée sur la laitue (Figure 43).

40 EDTA : Ethyléne Diamine TétraAcétique
41 DTT : Dithiothréitol
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Figure 45 : Heat-Maps indiqguant le pourcentage de recouvrement des souches de E. coli cultivables
dans l'eau de lavage en fonction du temps.

Le pourcentage de recouvrement est obtenu en calculant le rapport Nombre de E. coli cultivables totales
récupérées (en UFC)/ Nombre de E. coli initialement déposé (= 107 UFC). En A est présenté le
recouvrement pour la laitue Romaine et en B pour la laitue Pommée. Plus la couleur est verte et plus on
se rapproche du 100% de récupération des bactéries.
< 1% correspond a notre limite de détection (soit < 2.10° UFC)
¥ : souches de laboratoire DH5aMCR transformées avec les plasmides de résistance aux antibiotiques
1 : souches environnementales contenant naturellement le plasmide de résistance

Jour 9-10

Jour 1112
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C. Résultats

I.  Recouvrement des bactéries E. coli cultivables au cours du temps

Les 11 souches choisies ont été chacune utilisée pour contaminer volontairement 6 feuilles de
jeunes plants (pour assurer 6 temps de prélevement) des deux variétés de laitues. Cette
contamination volontaire et son suivi sur 11-12 jours ont été réalisés entre 2 et 3 fois (pour un
total de 6 réplicats biologiques) pour chaque couple souche/variété. A chacun des 6 temps de
prélevement (répartis du jour 1 a 11-12), une feuille est prélevée sur chaque plant et lavée
selon le protocole 4 présenté ci-dessus (Figure 44). Une numération des E. coli cultivables
récupérées dans I'eau de lavage est ensuite réalisée sur le milieu gélosé Rapid’E.coli (Figure
44), Les résultats sont exprimés en pourcentages de recouvrement permettant I'élaboration
de Heat-Maps (Figure 45). Ces dernieres sont des représentations graphiques de données
statistiques faisant correspondre une grandeur de valeurs a un nuancier de couleurs. Cela
nous a permis de donner un aspect plus visuel a nos données biologiques qui présentaient une
certaine variabilité. En effet, de facon générale, les études d’adhésion sont assez délicates a
mettre au point et a mener, car de nombreux paramétres interviennent et la maitrise des
conditions d’expérimentation n’est jamais totale. Ainsi, la reproductibilité des résultats en
valeurs absolues a été parfois fragile, mais des tendances solides peuvent étre observées au
fil des répétitions.

Quatre parameétres peuvent étre discutés pour leur influence sur I'adhésion des bactéries sur
les feuilles de laitues :

- Effet « variété de laitue » : L'un des premiers éléments remarquables est la différence de
recouvrement entre les deux variétés de laitues. En effet, nous pouvons voir que le
pourcentage de recouvrement est globalement plus élevé chez la laitue Pommée (davantage
de vert, indiquant un fort pourcentage de recouvrement) par rapport a la laitue Romaine
(beaucoup plus rouge, indiquant un faible pourcentage de recouvrement), notamment lors
des derniers jours d’expérimentation. Ainsi, pour la laitue Romaine au dernier jour, nous nous
trouvons en dessous du seuil de détection de la technique de numération pour une grande
partie des souches, alors que pour la laitue Pommeée, seules trois souches se retrouvent en
dessous de ce seuil, au méme temps d’expérimentation. Deux hypothéses peuvent étre

envisagées : soit (1) les capacités d’adhésion des bactéries sont supérieures sur les feuilles de
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la laitue Romaine (on en récupére moins a partir de la Romaine avec un simple lavage), soit
(2) les bactéries survivent mieux sur la variété Pommée que sur la variété Romaine (et c’est
pourquoi plus seraient dénombrées sur le milieu Rapid’E.coli a partir de la Pommée).

- Effet « temps de contact » : Le deuxieme élément a remarquer est une différence de
récupération des souches cultivables selon le temps de contact. Effectivement, plus long est
ce temps de contact avec les feuilles de laitue et moins les bactéries cultivables sont
récupérées. Comme précédemment, la premiere explication pourrait étre que le temps
renforce les interactions entre la feuille et les bactéries. Ainsi, ces dernieres s’installeraient,
resteraient fortement adhérées aux feuilles et ne pourraient donc pas étre facilement
décrochées. La deuxieme explication pourrait étre que I'état métabolique des bactéries se
dégrade au fil du temps, et qu’elles soient sous forme viable non cultivable (VNC), ou tout
simplement mortes, lysées ou non.

- Effet « origine des souches »: Le troisieme point notable est une différence de
recouvrement entre les souches de laboratoire DH5aMCR transformées et les souches issues
de I'environnement. Ainsi, le pourcentage de recouvrement des bactéries cultivables est
globalement plus important pour les souches environnementales. La encore, deux hypothéses
peuvent étre posées pour expliquer ce résultat : soit (1) les souches de laboratoire présentent
une adhésion sur feuille supérieure a celle des souches environnementales (on en récupere
donc moins avec un simple lavage), soit (2) les souches de laboratoire survivent moins bien
(entrent en VNC ou meurent) que les souches environnementales sur les feuilles de laitues (et
c’est pourquoi moins seraient dénombrées sur le milieu Rapid’E.coli). Cet « effet de souche »
est vrai pour les deux variétés de laitue.

- Effet « plasmides » : Enfin, le dernier point a noter est I'absence d’un effet visible des
plasmides sur I'accrochage des souches. En effet, nous ne pouvons pas voir si les plasmides
ont un effet ou non, car nous avons du mal a récupérer DH5aMCR. Soit la souche s’accroche
trop pour laisser voir un effet net des plasmides, soit elle meure ou entre en VNC, ne nous

permettant pas de quantifier son décrochage.

Ainsi, cette stratégie d’étude nous a permis de mettre en évidence des différences de

comportement des souches en fonction de la variété de laitue, du temps de contact et de leur
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Feuille
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Eau de lavage
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Figure 46 : Stratégie d'étude de la survie et de l'adhésion apres les différentes étapes de lavage
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origine. Cependant, lorsque les bactéries cultivables ne sont pas ou peu détectables dans I'eau
de lavage, il est impossible de différencier une forte adhésion sur la feuille d’une faible survie
(ou d’un fort état de stress). Pour lever cette difficulté, nous avons quantifié les souches de E.
coli dans les deux compartiments (feuille et eau de lavage) par PCR quantitative aJ1 et J11, en
ciblant le gene iudA, codant la B-D-glucuronidase de E. coli. Ce dénombrement moléculaire ne
permettra pas de discriminer entre bactéries mortes ou en état VNC, mais permettra tout de
méme de savoir si le phénomeéne biologique observé est une adhésion ou un défaut

d’adaptation de la bactérie, voire une défense de la plante.

[I.  Quantification moléculaire des souches dans I’eau de lavage :

recouvrement et survie des bactéries

Comme évoqué plus haut, il existe une différence de recouvrement entre les premiers
et derniers jours de I'expérimentation. Ainsi les PCR quantitatives ont été réalisées sur les
différents réplicats aux temps J1 et J11 (temps les plus extrémes de I'expérimentation). Le
géne uidA étant mono-copie sur le chromosome de E. coli, nous pourrons assimiler le nombre
de copies de ce géne au nombre de E. coli présentes, qu’elles soient vivantes, en VNC ou
mortes (lysées ou non).

La fréguence de recouvrement dans I’eau de lavage est ici obtenue grace au nombre de copies
du gene uidA détectées dans I’eau de lavage rapporté au nombre de bactéries déposées (soit
environ 107 UFC) (Figure 46). Cette fréquence peut étre ensuite comparée a la fréquence de
survie obtenue, elle, par le rapport entre le nombre de bactéries cultivables présentes dans
I’eau de lavage et le nombre total de bactéries décrochées (i.e. le nombre de copies du géne
uidA) (Figure 46).

Ainsi, si toutes les bactéries initialement déposées sur la feuille (en moyenne 10 millions de
bactéries, soit 107) sont décrochées par I'étape de lavage, la fréquence de recouvrement dans
I’eau de lavage sera égale a 1. Etant donné les différentes méthodes de quantification utilisées
(moléculaire et culturale), nous considérons avoir une incertitude de 1 unité log sur les deux
fréquences (recouvrement et survie). Cela signifie, par exemple, que les fréquences comprises
entre 1 et 0,1 sont semblables. Notre limite de détection, elle, se trouve en moyenne entre

1073 et 10 pour les deux fréquences.
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Figure 47 : Fréquence de recouvrement et de survie des souches transformées et environnementales au J1 et J11 de

prélévement pour la Laitue Romaine dans I’eau de lavage.

En noir se trouvent les souches DH5aMCR transformées avec le plasmide de résistance et en gris les souches environnementales
correspondantes. En A est présentée la fréquence de recouvrement des bactéries dans I’eau de lavage obtenue par le rapport
entre le nombre total de copies du géene uidA (codant la 8-D-glucuronidase) dans I’eau de lavage et le nombre total de bactéries
déposées (en UFC). En B est présentée la fréquence de survie des bactéries décrochées dans I'eau de lavage obtenue par le
rapport du nombre total de bactéries cultivables (en UFC) sur le nombre de copies du géne uidA présentes dans I'eau de lavage.
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1. Laitue Romaine : décrochage et survie des bactéries

Lorsque nous regardons la fréquence de recouvrement (Figure 47A) pour les souches
de laboratoires transformées a J1, nous pouvons voir qu’elle est trés proche de 1, sauf pour la
souche portant le plasmide pME11, dont la fréquence est sous la barre des 0,1. Nous
observons donc un décrochage conséquent des bactéries (de I'ordre de 107 copies uidA) et
cela signifie que leur capacité d’adhésion aux feuilles de laitues est faible au bout de 24h.
Cependant, sil’on considére leur fréquence de survie (Figure 47B), on constate qu’elle est trés
proche de notre limite de détection, sauf pour DH5aMCR(pME11), et cela indique que la
grande majorité des bactéries récupérées dans I'eau de lavage sont mortes ou en mauvais état
métabolique. A l'inverse, la souche DH5aMCR(pME11), qui est moins facilement décrochée,
présente une fréquence de survie proche de 10L. Elle semble donc étre en meilleur état
métabolique et posséder une meilleure capacité d’adhésion sur feuille a 24h par rapport aux
autres souches de laboratoire. Ceci est en concordance avec les résultats d’adhésion sur
surface inerte ou DH5aMCR(pME11) apparaissait plus solidement adhérées que les autres
souches.

Si, maintenant, on s’intéresse aux souches environnementales a J1, on voit que, par
rapport aux souches DH5aMCR transformées, la fréquence de recouvrement (Figure 47A) est
plus faible (inférieure a 101), sauf pour deux d’entre elles, EC2660 et EC4952, qui ont une
fréquence proche de 1. La fréquence de survie (Figure 47B) nous montre que les souches sont
majoritairement en vie, sauf EC2660 qui semble avoir plus de difficultés. Ainsi, des J1, les
souches environnementales sont plus difficiles a décrocher que les souches de laboratoire et
semblent donc interagir plus fortement avec la surface des feuilles tout en restant en bon état
métabolique.

Au J11, nous pouvons remarquer que, pour les souches transformées, la fréquence de
recouvrement (Figure 47A) diminue un peu, mais la fréquence de survie (Figure 47B) reste
globalement faible, méme pour DH5aMCR(pME11). Ainsi, une grande majorité des souches
récupérées dans I'’eau de lavage sont mortes ou en VNC, ce qui concorde avec le fait que des
J1, les souches de laboratoire sont dans un mauvais état métabolique.

Concernant les souches environnementales, la fréquence de recouvrement (Figure 47A) chute
pour EC2660, déja largement sous 107 a J1, mais reste élevée pour EC4952. Les fréquences de

survie de EC2146 et Ec4952 (Figure 47B) chutent et sont trés proches de notre limite de
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Figure 48 : Fréquence de recouvrement et de survie des souches transformées et environnementales au J1 et J11 de

prélevement pour la Laitue Pommée dans 'eau de lavage.

En noir se trouvent les souches DH5aMCR transformées avec le plasmide de résistance et en gris les souches
environnementales correspondantes. En A est présentée la fréquence de recouvrement des bactéries dans I'eau de lavage
obtenue par le rapport entre le nombre total de copies du gene uidA (codant la 8-D-glucuronidase) dans I'eau de lavage et le
nombre total de bactéries déposées (en UFC). En B est présentée la fréquence de survie des bactéries décrochées dans I'eau
de lavage obtenue par le rapport du nombre total de bactéries cultivables (en UFC) sur le nombre de copies du géne uidA
présentes dans I'eau de lavage
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détection ce qui montre qu’elles sont mortes ou en VNC au bout de 11 jours de contact avec
la feuille de laitue. Par contre, pour les trois autres souches (EC2660, ECa2409 et ECa2424), la
fréquence de survie est proche ou égale a 1, elles sont donc toujours vivantes. Cela signifierait
gue ces trois souches environnementales sont probablement fortement liées a la feuille et

toujours en bon état métabolique a 11 jours de contact.

Ainsi, sur la variété Romaine, la conclusion est que les souches environnementales
survivent mieux que les souches de laboratoire transformées, et qu’elles semblent se
maintenir davantage sur les feuilles. La souche environnementale EC2660, hébergeant
naturellement le plasmide pMES8, semble méme renforcer son interaction avec la surface
végétale au cours du temps. Chez les souches transformées, le fait marquant est la perte de
cultivabilité extrémement rapide des bactéries, par entrée en VNC ou mort. La souche
DH5aMCR(pME11), qui avait une forte adhésion sur surface inerte, semble posséder aussi une
certaine capacité d’adhésion a la feuille 24h aprés contamination, bien meilleure que celle de
DH5aMCR sans plasmide. Ceci pourrait suggérer un role de pME11 dans I'adhésion sur feuille
de laitue Romaine de la souche DH5aMCR transformée par ce plasmide. Cependant, les
conditions environnementales a la surface de la feuille sont trop stressantes pour maintenir
la souche en bon état métabolique jusqu’au J11 et nous permettre de confirmer cette

hypotheése.

2. Laitue Pommée : décrochage et survie des bactéries

A J1, la fréguence de recouvrement (Figure 48A) pour les souches transformées est
proche de 1, sauf pour DH5aMCR(pMES8) qui s’approche de la limite de détection. Ainsi, le
plasmide pME8 semble améliorer I'adhésion de la souche porteuse sur la feuille de laitue
Pommeée, alors que ce n’était pas le cas sur Romaine. Concernant les fréquences de survie
(Figure 48B), elles sont assez basses, sauf DH5aMCR et DH5aMCR(pME8) qui sont en bon état
métabolique. Il est a remarquer que les fréquences de survie sont plutét meilleures sur cette
variété que sur la Romaine, ce qui va dans le sens des résultats observés sur les Heat-Maps.

Pour les souches environnementales (Figure 48A), seule EC4952 semble étre récupérée
efficacement, toutes les autres sont restées sur la feuille. Le comportement de cette souche,
c’est-a-dire sa difficulté a adhérer a la surface de la feuille, est donc comparable sur les deux
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variétés a J1. Sa survie semble cependant un peu fragilisée, puisque sa fréquence est
légérement inférieure a 10! (Figure 48B). Les autres souches, majoritairement sur la feuille,
sont en vie.

Pour J11, les souches transformées DH5aMCR(pME11) et DH5aMCR(pME16) sont
majoritairement récupérées dans I'eau de lavage (Figure 48A), tandis que DH5aMCR(pMES8),
DH5aMCR(pME22) et DH5aMCR(pME23) n’y sont que tres peu retrouvées. La fréquence de
survie (Figure 48B) de DH5aMCR(pME11) et DH5aMCR(pME16) montre qu’elles sont mortes
ou en VNC. Les trois autres souches, peu décrochées, ont une fréquence de survie plus haute,
mais tout de méme en dessous de 107, indiquant qu’elles sont en mauvais état métabolique.
Ainsi, de la méme fagon que précédemment concernant le réle de pME11 sur I'adhésion de
DH5aMCR(pME11) sur Romaine, pME8 semblerait favoriser I'accrochage de
DH5aMCR(pME8) sur Pommeée, mais la fragilisation de la survie au cours du temps nous oblige
a rester prudents.

Pour les environnementales, les fréquences de recouvrement (Figure 48A) pour
EC02409 et ECa2424 sont trés faibles, et celle de EC2146 est relativement basse, notamment
en comparaison de EC4952 et EC2660. Cependant, la fréquence de survie de EC2146 nous
indique qu’elle semble en mauvais état métabolique. Au contraire, pour ECa2409 et ECa2424

les fréquences de survie élevées démontrent que les souches sont toujours en vie.

La meilleure survie des souches environnementales par rapport aux souches de
laboratoire transformées se confirme, mais la différence est malgré tout moins nette sur cette
variété Pommée. En effet, les souches DH5aMCR parviennent plus facilement, semble-t-il, a y
maintenir un bon métabolisme, notamment a J1. Ainsi que remarqué précédemment, il
semblerait donc que I'environnement foliaire de la variété Romaine stresse ou tue davantage
les bactéries, ce qui expliquerait la différence de recouvrement des cultivables observées sur

les Heat-Maps.

La quantification du gene uidA directement sur les feuilles a montré que la majorité
des bactéries de I'inoculum, quel que soit leur état métabolique, restaient sur la feuille. Nous
avons calculé une fréquence de persistance (hombre de copies du gene uidA sur les feuilles

de laitues rapporté au nombre de bactéries déposées). Cette fréquence est tres proche de 1
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pour toutes les souches et cela pour les deux variétés de laitue. Nous venons pourtant de vaoir,
gu’en fonction de la souche bactérienne, il existe de nettes différences dans I'efficacité de
décrochage des bactéries par un lavage. Ceci peut s’expliquer par I'importante population
déposée (107 UFC) sur les feuilles. Ainsi, si sur 1.107 UFC, nous récupérons 90% des bactéries
a la suite du lavage, soit 9.10° UFC, il restera encore 1.10° UFC a la surface des feuilles. Ceci
montre que si la contamination est importante, méme si les interactions bactéries-feuille sont

fragiles, une forte densité reste sur la laitue malgré des lavages énergiques.

D. Conclusion intermédiaire

L’ensemble de ces résultats a ainsi permis de mettre en évidence I'influence de 3 facteurs sur
I’adhésion de E. coli sur les feuilles de laitue :

- le temps de contact

- la variété de laitue

- I'origine de la souche

Concernant le temps de contact, il était possible d’envisager qu’il favoriserait I'installation des
bactéries et la formation de biofilms, mais nous constatons que la longueur du séjour sur la
feuille s’accompagne principalement d’'une chute de la survie (par mort bactérienne ou entrée
en état VNC), excepté pour deux souches isolées de I'Environnement : ECa2409 et ECa2424.
Ces souches présentent en effet une survie importante et une adhésion relativement forte sur
les feuilles de laitue, chez les deux variétés. Cette adhésion semble méme se renforcer au
cours du temps.

L'effet bactéricide (ou de stress intense) dépend de la variété de laitue. En effet, la survie des
souches est globalement meilleure sur la Pommée, tout particulierement pour les souches de
laboratoire. Ceci montre que la variété Romaine ne présente pas les mémes conditions
d’accueil que la variété Pommée. Les sécrétions foliaires sont probablement différentes et/ou
la réaction de défense de la plante varie en qualité ou en intensité en fonction de la variété
(Hunter et al. 2010; Erickson et al. 2018; Erickson et al. 2019).

L'impact de I'origine de la souche, i.e. laboratoire (souche DH5aMCR) vs environnementale,
est trés marqué. En effet, les DH5aMCR présentent une survie particulierement faible sur
Romaine et ce, dés le premier jour, excepté DH5aMCR(pME11) qui se maintient mieux a J1.

Sur la Pommée, comme dit précédemment, le stress est un peu moins sévere. Ce mauvais état
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métabolique des souches de laboratoire transformées nous a hélas empéchés d’observer
clairement I'implication éventuelle de motifs plasmidiques dans I'adhésion des souches aux
feuilles, notamment a J11. Néanmoins, on peut remarquer deux souches transformées,
DH5aMCR(pME11) sur la Romaine et DH5aMCR(pME8) sur la Pommeée qui, a J1, seraient en
vie et plutot fortement liées a la feuille, contrairement aux autres souches de laboratoire.
Malheureusement, le défaut de survie a J11 ne nous permet pas de conclure fermement sur
I'action positive de ces plasmides vis a vis de I'adhésion, qui, de surcroit, serait variété-
dépendant.

La meilleure survie des souches environnementales, et tout particulierement de ECa2409 et
ECa2424, peut suggérer que le premier passage dans I'environnement de ces bactéries
entériques et leur résistance a ce stress a représenté une pré-adaptation pour ces bactéries
qui seraient dés lors mieux armées pour s’adapter a des supports environnementaux
inhabituels pour elles. Cette hypothése a de grandes implications sanitaires. Il serait trés
intéressant de poursuivre et d’approfondir I'étude du comportement de ces deux souches
ECa2409 et ECa2424 en contact avec des surfaces végétales. Pour rappel, elles portent, pour
la premiere, 3 plasmides de résistance (pME21, pME22 et pME24) et pour la seconde, un
plasmide de résistance, pME23. Ainsi, des bactéries entériques antibiorésistantes peuvent

établir des interactions fortes avec la surface foliaire et y survivre pendant au moins 11 jours.
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A. Contexte et objectifs

Nous avons vu que dans certaines conditions les bactéries entériques pouvaient persister sur
les laitues. Ceci expliquerait les TIAC associées a la consommation de légumes a feuilles
contaminés par Salmonella ou des E. coli entérohémorragiques (Edelstein et al. 2014; Newitt
et al. 2016). Ce phénomeéne, d’enjeu sanitaire public, cache un autre danger émergent, celui
de la dissémination des résistances aux antibiotiques. En effet, les bactéries entériques sont
trées souvent porteuses de résistances aux antibiotiques, généralement portées par les
plasmides. Si des bactéries antibiorésistantes persistent sur les laitues et se retrouvent dans
notre assiette, cela contribuerait a 'augmentation des phénomenes de résistance chez
I'Homme, provoquant de séveres complications médicales, notamment chez les individus

immunodéprimés (Zhu et al. 2017; Araujo et al. 2017; O’Flaherty et al. 2019).

La contamination des laitues peut se faire par différentes voies comme I'épandage de
matiéres organiques dans les champs pour servir d’engrais, ou encore au travers de
phénoménes de ruissellement sur des paturages adjacents aux cultures (Nyberg et al. 2019).
La manipulation humaine ou encore les procédés post-récolte de distribution,
conditionnement et/ou de transformation peuvent aussi générer des contaminations
(Holvoet et al. 2015; Weller et al. 2017). Cependant, il semble que la source majoritaire de
contamination soit I'eau d’irrigation (Holvoet et al. 2013; Généreux et al. 2015; O’Flaherty and
Cummins 2017; Araujo et al. 2017; Zhang et al. 2018b; O’Flaherty et al. 2019b). Comme décrit
précédemment, 'eau de surface peut étre contaminée par des phénomenes de lessivage des
sols contaminés lors de fortes précipitations ou par des rejets de STEP ou fosses septiques. Les
contaminations fécales de surface peuvent aussi contaminer les eaux souterraines par
infiltration dans les sols, notamment des sols calcaires comme cela est le cas dans les zones
karstiques (Laroche et al. 2010; Flores Ribeiro et al. 2012; Laroche-Ajzenberg et al. 2014;
Sinreich et al. 2014).

Notre objectif dans ce volet est d’évaluer la contamination bactériologique de la production
issue de quatre exploitations maraichéres normandes, choisies en fonction de leur itinéraire
technique. Les bactéries pathogénes Salmonella et STEC ont été recherchées, ainsi que le
témoin de contamination fécale E. coli, chez qui le profil d’antibiorésistance a été déterminé.

229



Troisieme partie : Etat des lieux de la contamination des laitues en champs

Tableau 4 : Description des sites de prélévement selon des points critiques de contamination microbiologiques établie lors de comités du programme PATHOGREEN.

Points critiques Site A Site B Site C Site D
Eau de forage stockée dans . . ,
s Irrigation par bassin de réserve non
Irrigation Non Forage une zone tampon non .
couvert ou par eau du réseau
couverte
Arrosage des colis . . .
o, Non Non Oui Oui avec eau du réseau
apres récolte
STEP A 4 km A 4km A 500m A5 km
Matiéres organiques a N . N .
. Matieres organiques en Matieres organiques en .
Amendements base de fiente de porc . (s . Fumier
) bouchon possible granulés a base de fiente
et volaille
Animaux . . . . . . .
Pigeons, mouettes Pigeons, Lapins Pigeons, Lapins Pigeons, Lapins
sauvages
. Manuelle + caisses en Manuelle + caisses en Manuelle + caisses en . .
Récolte . . . Manuelle + caisses en bois
plastique plastique plastique
Livraison directe par Livraison directe par . e s o . e ao
Stockage P P Stockage intermédiaire a 4°C Stockage intermédiaire a 8°C

camion frigorifique

camion frigorifique

Note de Risque

36 /158

66 / 158

77 / 158 86 /158

Figure 49 : Bassin de stockage de I'eau
“ 3 d'irrigation sur le site d'exploitation D
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B. Parametres de I'étude

I. Sites de prélevement

Les quatre sites de prélevement de laitues en champs ont été choisis a la suite d’enquétes
menées par les Chambres d’Agricultures Départementales et Régionale, partenaires du projet
PATHOGREEN, selon des criteres de risque définis lors des Comités Techniques et de Pilotage
du projet. Pour chaque critére de risque microbiologique, un niveau de danger et un score
étaient attribués donnant au final une note des exploitations sur 158, nombre maximal obtenu
si tous les critéres de risque étaient présents. Un panel d’exploitations présentant divers
degrés de risque a pu étre constitué, sur la base du volontariat des exploitants. Ainsi, quatre
exploitations, produisant des laitues Pommées ont participé a I'étude, dont deux
appartiennent au circuit des produits de 4° gamme (Sites A et B) et deux sont des exploitations
de 1° gamme (Sites C et D). Les produits de 1° gamme sont définis comme des produits
agricoles vendus en I'état (frais), éventuellement lavés et conservés a température ambiante
ou réfrigérés. Les produits de 4 gamme sont, eux, des produits agricoles transformés préts a
I’'emploi, comme les salades en sachet. Les sites A, B et C se situent en Basse-Normandie,
tandis que le site D est en Haute-Normandie. Les caractéristiques des différents sites,

regroupées dans le tableau 4 seront analysées plus loin.

[I.  Echantillonnages

Les campagnes de prélevement des laitues en champs ont été réalisées sur 6 mois, entre mai
2017 et octobre 2017, pendant la période de culture des laitues en Normandie. Les
échantillonnages ont été réalisés a raison de deux campagnes de prélevement par mois, soit
un total de douze campagnes. Pour chaque campagne, sur chacun des 4 sites, 10 laitues
Pommeées ont été récupérées apres récolte par les exploitants. Ces dix laitues vont permettre
de constituer 5 échantillons, a raison de deux laitues par échantillon. Ces 5 échantillons
constitueront a leur tour un lot qu’il s’agira de qualifier d’'un point de vue sanitaire. Ainsi, tout
au long des campagnes de prélevement, un total de 48 lots sera constitué comprenant 240
échantillons, soit 480 laitues.

Seule la qualité de I'eau d’irrigation du site D a pu étre suivie par dénombrement de E. coli
(Figure 49). Les eaux utilisées pour les sites B et C, localisés en Basse-Normandie, se sont
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Tableau 5 : Extrait de I'annexe 1 de I'arrété 2073/2005 présentant les critéres microbiologiques applicables aux denrées alimentaires. * : Chapitre 1 : critéres de sécurité des denrées

alimentaires ; T : Chapitre 2 : Criteres d’hygiéne des procédés.

Plans

Catégorie de denrées Micro- , .
& d'échantillonnage

Limites Méthodes d'analyses Stade d'application

alimentaires organismes - .

de référence du critere
m M

Actions en cas de
résultats insatisfaisant

Fruits et légumes

Produits mis sur le
marché pendant

prédécoupés (prétsa  Salmonella 5 0 Absence dans 25g EN/ISO 6579 .
o Lk leur durée de
étre consommées) .
conservation
Fruits et légumes Améliorations de
s ) N . 1 1 Procédé I'hygie i
prédécoupés (préts a E. coli 5 2 00 000 ISO 16649-1 ou 2 roc.ede.de yBiene d,e pr(?ductlon
R , UFC/g UFC/g fabrication et de la sélection des
étre consommeées)t N N
matieres premiéres
1) Plan a 3 classes (E.coli) (quantitatif)
2 3 5
m =10 UFC/g M =10m =10 UFC/g Cor =1000m =10 UFC/g

Satisfaisant ‘ Acceptable ‘

2) Plan a 2 classes (Salmonella et STEC) (qualitatif)

Non Satisfaisant ‘ Corrompu

Qualification du lot :

1 lot = 5 échantillons (1 échantillon = 2 salades)

Absence dans 25g Présence dans 25g Lot Satisfaisant :
| - 5 échantillons SATISFAISANT (en 2 et 3 classes)
Satisfaisant ‘ Non Satisfaisant ou
- Maximum 2 échantillons ACCEPTABLES (c/n < 2/5)
ET

- Aucun échantillon NON SATISFAISANT (en classe 2 ou 3)

Figure 50 Schéma présentant les plans d'échantillonnage a 2 classes et 3 classes applicables a chaque échantillon, ainsi que la qualification du lot selon les résultats obtenus.. m : seuil

pour avoir une qualité d’échantillon satisfaisante, M : Limite de densité pour avoir un échantillon acceptable, Cor : limite au-dela de laquelle I’échantillon passe en corrompu. ¢/n :

nombre d’échantillons acceptables (c) /nombre d’échantillons composant le lot (n)
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révélées plus difficiles a échantillonner régulierement (probleme de logistique) et le site A,

proche de la mer, n’est pas irrigué.

[Il.  Critéres microbiologiques appliqués

L'arrété européen N°2073/2005 du 15 Novembre 2005 (Journal Officiel de I’'Union
européenne 2005), modifié par I'arrété N°1441/2007 (Journal Officiel de I’'Union européenne
2007), défini les criteres microbiologiques applicables aux denrées alimentaires (Tableau 5).
Les procédures de recherche des micro-organismes appliquées en Microbiologie des aliments,
plans a 2 ou 3 classes (définis plus loin), ont initialement été définis par I'ICMSF*2. Dans ces
plans, on définit :

- «n»:nombre d’échantillons formant le lot

-« m» :seuil chiffré au-dela duquel I'’échantillon n’est plus satisfaisant

-« M » :seuil Maximum ou limite d’acceptabilité au-dela duquel I’échantillon n’est plus
acceptable. Uniquement présent dans les plans a 3 classes, M=10m pour un
dénombrement en solide.

-« c»: nombre maximal d’échantillons de qualité acceptable pour un plan a trois
classes (nombre maximal de valeurs comprises en m et M) Si le nombre d’échantillons
de qualité acceptable est supérieur a c, le lot d’ou provient I'’échantillon est Non
satisfaisant.

Selon les denrées alimentaires analysées et les micro-organismes recherchés, ces chiffres ne
seront pas les mémes. L'annexe 1 de I'arrété européen N°2073/2005 présente, sous forme de
tableau, les critéres microbiologiques a respecter, a minima, pour chaque catégorie d’aliments
(Tableau 5).

Le plan d’échantillonnage a deux classes permet de qualifier chaque échantillon
comme satisfaisant ou non satisfaisant, selon la présence ou I'absence d’un micro-organisme
pathogene invasif dans une prise d’essai définie (Figure 50).

Dans un plan a trois classes, les échantillons sont qualifiés de satisfaisants (N < m),

acceptables (m < N £ M), non satisfaisants (M < N < Cor), voire corrompus (N > Cor), N étant

42 |CMSF : International Commission on Microbiological Specifications for Foods
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la densité (UFC/g) de la flore recherchée dans I'aliment (Figure 50). Le plan a 3 classes est
appliqué pour rechercher des flores non pathogénes ou pathogéenes non invasives.
Salmonella et les souches EHEC*® étant des bactéries pathogénes invasives, il est
recommandé, selon I'arrété européen N°2073/2005, de les rechercher selon un plan a deux
classes, ici dans 25g d’échantillon (Figure 50). Pour rappel, notre lot est constitué de « n » =5
échantillons.
Les souches EHEC, capables de provoquer les syndromes clinique GEA*, voire SHU*, ne
peuvent pas étre recherchées par des méthodes de routine moléculaires ou culturales, car ces
méthodes ne testent pas le caractere effectivement pathogene de la souche chez ’lhomme.
Ainsi, les normes imposent la recherche plus large des souches STEC*, qui portent les génes
stx codant les Shiga-like toxines. Il faut cependant préciser que si toutes les souches EHEC sont
bien des STEC, les souches STEC ne sont pas toutes EHEC, ce qui signifie que certaines souches
portant les génes stx ne sont, en fait, pas entérohémorragiques chez ’homme. Le critére
microbiologique de I'arrété N°2073/2005 visant les STEC peut donc conduire a une
surestimation du danger, mais ceci est assez souvent le cas dans les contréles agro-
alimentaires en raison de I'application du principe de précaution (il existe par exemple un
gradient de dangerosité chez les sérotypes de Salmonella enterica sbsp enterica).
Dans le cadre du plan a deux classes, et aprés une étape essentielle d’enrichissement (voir
« Matériels et méthodes »), les bactéries STEC ont donc été recherchées par PCR, ciblant les
génes stx et eae*”. Salmonella a été recherchée par PCR (géne iagA) et sur milieu de culture
sélectif.
E. coli non pathogéne étant un témoin d’hygiene, sa recherche suit un plan a trois classes.
Ainsi, la comparaison de la densité en E. coli déterminée dans I"échantillon (UFC/g) avec le
seuil « m » permet de qualifier la qualité de I’échantillon (Figure 49). Dans notre cas, il n’existe
pas de critéres microbiologiques officiels pour la production primaire de salades (a la sortie
du champ), mais des seuils sont donnés pour les produits de 4¢ gamme (Tableau 5). Nous

avons donc choisi de qualifier les échantillons pour E. coli en fonction du critéere donné pour

43 EHEC : EnteroHaemorragic E. coli

44 GEA : Gastro Entérite Aigiie

45 SHU : Syndrome Hémolytique et Urémique
46 STEC : Shiga-like Toxin porducing E. coli

47 Géne eage : E. coli attaching and effacing
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cette catégorie d’aliment (m = 100 UFC/g), tout en étant conscient que I'exigence pour la 4¢
gamme est supérieure a celle demandée pour la 1¢ gamme.
Dans le cadre du plan a trois classes, E. coli a été directement dénombrée par méthode

culturale, sur milieu sélectif, et sa densité dans I'échantillon déterminée (UFC/g de laitue).

C. Résultats

I. Résultats des enquétes de vulnérabilité

Le Tableau 4 nous permet de constater que les exploitations A et B, qui sont utilisées
pour la production de produits de 4 gamme, sont celles possédant le score de risque le moins
élevé (36 et 68 / 158 respectivement). Ceci n’est pas surprenant du fait des cahiers des charges
trés stricts imposés par les filieres agro-alimentaires (Certification Global Gap et
LEAF*® imposées aux deux sites). La livraison directe en camion frigorifique permet de réduire
le temps post-récolte et la basse température empéche ou ralentit un développement
bactérien potentiel. La différence de score entre les deux sites vient de I'absence d’irrigation
du site A. En effet, ce site se trouve au bord de la mer, sur des Polders, qui sont des marais
littoraux endigués et asséchés. La présence de réseaux de canaux ainsi que de limons souples
et profonds au niveau des cultures maraichéres maintiennent un taux d’humidité
suffisamment haut pour ne pas avoir besoin d’irriguer les cultures.

Le site C, produisant des produits dits de 1° gamme est plus a risque par rapport
aux deux premiers. L'irrigation est réalisée a partir d’eau de forage stockée dans une zone
tampon non couverte (type mare) ce qui peut augmenter les risques de contaminations
microbiologiques. L’arrosage des colis aprés récolte peut avoir deux effets contraire : (1)
enlever la terre encore accrochée aux végétaux et diminuer la charge bactérienne faiblement
liée a la matrice, mais (2) contaminer les colis inférieurs, si tous les colis sont empilés les uns
sur les autres au moment du ringage.

Enfin le site D, de 1°® gamme aussi, regroupe le plus de points critiques de
contamination selon les criteres établis (Tableau 4). En effet, I'eau d’irrigation provient d’un
bassin de stockage a ciel ouvert (Figure 49) alimenté par I'eau de pluie et les eaux de

ruissellement canalisées par des fossés et autres rigoles depuis les champs avoisinants, et qui

48 LEAF : Linking Environment And Farming
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Tableau 6 : Détection des pathogénes STEC et Salmonella dans les laitues des 4 quatre exploitations lors des différentes campagnes de prélévements. Les résultats sont présentés sous la forme
a/b ol a correspond au nombre d'échantillons positifs aux pathogénes et b le nombre total d’échantillons constituant le lot analysé.

Site A Site B Site C Site D
STEC  Salmonella STEC Salmonella STEC Salmonella STEC Salmonella
Campagne1l 09/05/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne2  15/05/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne 3  29/05/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne4 12/06/2017 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne 5 03/07/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne 6 17/07/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne 7 21/08/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne 8  04/09/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne 9 11/09/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne 10 25/09/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne 11 09/10/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Campagne 12 23/10/2017 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
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sont des sources potentielles majeures de micro-organismes. De plus, la présence d’animaux,
tels les canards et les grenouilles ne fait qu’augmenter le risque microbiologique. Il faut
ajouter a cela la présence d’un circuit enterré d’eaux usées a proximité qui peut entrainer des
contaminations du sol si des tuyaux viennent a céder ou en cas de simples fuites. Un autre
point critique est I'utilisation de caisses en bois, et non en plastiques plus facile a nettoyer, qui
peut aussi favoriser les contaminations croisées entre ancienne et nouvelle récolte. Enfin, un
stockage intermédiaire, bien qu’a 8°C pendant 24h maximum, augmente le risque de
développement microbien.

Sur toutes les exploitations interrogées, aucune n’a obtenu le score de risque maximal,
le site D faisant partie des plus hauts score obtenus et étant donc le plus vulnérable de notre
étude. Ceci montre que les exploitants agricoles sont déja trés sensibilisés aux bonnes
pratiques d’hygiene et trés volontaires pour mieux comprendre et maitriser les éventuels
points critiques de leur itinéraire, au moins pour ceux qui ont accepté de participer a notre

étude et que nous remercions ici.

II.  Plan a deux classes : Recherche de bactéries entériques

pathogeénes sur les laitues

La présence des pathogénes STEC et Salmonella a été recherchée sur la laitue par PCR en
temps réel a I'aide des kits 1Q-Check Salmonella 1l et STEC-VirX de chez Bio-Rad (Tableau 6).

Concernant les STEC, sur les 48 lots analysés (comprenant 5 échantillons chacun),
aucune présence n’a été détectée dans 25g d’échantillon (absence dans 25g pour chaque
échantillon ainsi qualifié de satisfaisant). Ceci est plutot rassurant, car la DMI des STEC est
faible (< 100 UFC) (Strachan et al. 2001; Teunis et al. 2004).

Pour Salmonella, 47 lots se sont montrés négatifs, donc satisfaisants, mais elle a été
détectée dans 25g d’un échantillon (campagne 4 du 12/06/17 sur le site A). Un seul échantillon
sur les 5 du lot était positif, rendant cependant le lot entier non satisfaisant. Ceci pourrait
indiguer une contamination plutot ponctuelle et localisée. De plus, la laitue provenait du site
A qui est celui présentant le moins de risque, les cultures n’étant niirriguées, ni arrosées aprés
récolte. Ne venant pas de I'eau, il est alors possible que la Salmonella provienne d’un animal
ou peut étre d’'un opérateur d’exploitation. Nous avons isolé la bactérie a partir du bouillon

d’enrichissement sur milieu spécifique Rapid’Salmonella et sur différents milieux spécifiques,
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Tableau 7 : Densité N de E. coli en UFC/q dans les différents échantillons de laitues collectées lors des campagnes de prélévements sur les quatre exploitations maraichéres. La limite de détection
est 10 UFC/g. En gras et grisé se trouvent les échantillons pour lesquels N > 10 UFC/g. Le lot non satisfaisant, dont I'un des échantillons contenait Salmonella dans la prise
d’essai de 25g est encadré (campagne 4, site A).

Densité N en E. coli (UFC/g)

Site A Site B Site C Site D

Echantillons Echantillons Echantillons Echantillons

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Campagnel 09/05/2017 |<10 <10 <10 <10 <10|/<10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10|/<10 <10 <10 <10 <10
Campagne 2 15/05/2017 |<10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10
Campagne 3 29/05/2017 (<10 <10 <10 <10 <10/<10 <10 10 <10 <10|/<10 <10 <10 <10 <10/<10 <10 <10 355 <10

Campagne4  12/06/2017|<10 <10 <10 10 <10|<10 <10 <10 <10 <10/<10 10 <10 <10 15 <10 <10 10 30 <10

Campagne5 03/07/2017 <10 <10 <10 30 10 <10 <10 <10 <10 <10|/<10 20 <10 <10 <10/<10 <10 15 <10 <10
Campagne 6 17/07/2017 <10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 360 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10
Campagne7 21/08/2017 <10 <10 <10 <10 <10|/<10 <10 <10 <10 <10| 10 <10 <10 15 <10/<10 20 <10 <10 10
Campagne 8 04/09/2017 |<10 <10 10 <10 <10| 610 <10 20 <10 10|<10 350 <10 20 65 10 <10 <10 <10 <10
Campagne9 11/09/2017 <10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10|/<10 35 10 <10 <10/<10 <10 <10 <10 <10
Campagne 10 25/09/2017 <10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10| 15 <10 <10 <10 <10/<10 <10 <10 <10 <10
Campagne 11 09/10/2017 <10 <10 <10 <10 <10|/<10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10/<10 <10 <10 <10 <10
Campagne 12 23/10/2017 <10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10|<10 <10 <10 <10 <10| 35 <10 <10 <10 <10
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mais la souche a montré des difficultés de croissance et a rapidement été perdue. Les
conditions de laboratoire classiquement utilisées pour Salmonella (notamment Ila
température et la sélectivité des milieux), n’étaient peut-étre plus adéquates pour cette
bactérie isolée dans I’environnement. Cette perte de cultivabilité de certaines souches
entériques issues de I’environnement (notamment E. coli) au cours des isolements nécessaires
a leur purification avant stockage a déja été constatée au laboratoire. Néanmoins, la présence
de Salmonella était avérée sur le premier milieu d’isolement utilisé et a été confirmée
plusieurs fois en PCR dans le bouillon d’enrichissement. Il sera intéressant de regarder la
densité de E. colidans cet échantillon pour voir s’il y a un apport de matiéres fécales expliquant

cette présence.

[Il.  Plan a trois classes : Dénombrement de E. coli sur les laitues

La numération de E. coli dans les laitues a été réalisée sur milieu chromogéne
spécifique (Rapid’E.coli) (Tableau 7).

Sur les 240 échantillons de nos 48 lots, seuls 28 (soient 11.67%) présentaient une
densité de E. coli supérieure a notre limite de détection qui était de 10 UFC/g (Tableau 7).
Parmi ces 28 échantillons, 24 avaient une densité comprise entre 10 et 100 UFC/g et restent
donc satisfaisants, puisque « m» = 100 UFC/g (Figure 49). Les 4 autres échantillons,
appartenant a des lots différents, présentaient une densité supérieure a 100 UFC/g, quoique
restant inférieure a « M » (Tableau 5) et se sont donc vus attribués le qualificatif acceptable
(Figure 49).

Pour le site A, globalement, trés peu de E. coli ont été retrouvées. Seuls 4 échantillons
sur 60 (6.67% des échantillons, répartis sur 3 campagnes) sont compris entre 10 et 100 UFC/g.
Si I'on regarde de plus prés la campagne C4 (12/06/2017), ou l'on avait présence de
Salmonella, il est possible de constater que I’échantillon 4 du lot a une densité en E. coli plus
élevée que les autres, mais elle n’est que de 10 UFC/g, soit une colonie sur la boite de
numeération. On ne peut donc pas parler de contamination fécale franche de ce lot qui aurait
pu expliqguer la présence suspecte de Salmonella, mais cela renforce l'idée d’une
contamination ponctuelle et qui était possiblement ancienne, étant donné les difficultés de
croissance de la souche pathogeéne. En dehors du lot récolté le 12 juin 2017, tous les lots
analysés pendant 6 mois sur cette exploitation ont été déclarés satisfaisant.
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Pour le site B, cing échantillons sur 60 (8,3% des échantillons, répartis sur 3 campagnes)
ont montré une densité supérieure a la limite de détection dont deux de qualité seulement
acceptable (102 < N < 103), aux campagnes C6 et C8. Pour la campagne C6 (17/07/2017), un
seul des cing échantillons ressortait contaminé, les autres étant inférieur a 10 UFC/g ce qui
montre une contamination trés localisée. Pour la campagne C8 (04/09/2017), par contre, 3/5
échantillons présentaient des E. coli dont 1 avec une densité de 610 UFC/g. Entre autres
explications, il est possible qu’il y ait eu un évenement de contamination ayant touché un
échantillon en particulier et éclaboussé les autres. Cela pourrait également provenir d’'une
contamination a un endroit du champ qui s’est propagée par ruissellement lors de
précipitations ou encore avec le lavage des colis évoqué précédemment. Si I'on regarde les
données météorologiques du site (données fournies par les chambres d’agriculture), on voit
gu’il y a effectivement eu des événements pluvieux le 30 aolt (5,8mm de pluie) et le 03
septembre, la veille du prélévement, avec 6 mm tombés dans le secteur (soit 6 L/m?). Ce que
'on peut dire avec certitude, c’est que le site B est plus sujet a la contamination
microbiologique par E. coli que le site A, comme il était attendu apres les résultats d’enquéte.
Malgré tout, cette circulation de E. coli reste faible, puisque tous les lots de ce site ont pu étre
déclarés satisfaisants, méme le lot récolté lors de la campagne C8, puisqu’un seul des
échantillons n’était que de qualité acceptable, les 4 autres étant satisfaisants.

Au niveau de I'exploitation C, 11 échantillons sur 60 (18,3% des échantillons, répartis
sur 6 campagnes) montraient une densité supérieure ou égale a 10 UFC/g dont un a 350 UFC/g
(échantillon acceptable, donc). Ce dernier provient de la campagne 8 et est accompagné de
deux autres échantillons faiblement contaminés (20 et 65 UFC/g). Comme pour le site B, il y a
trés certainement eu une contamination localisée. Les données météorologiques nous
indiquent des phénomenes de précipitations peu avant la récolte avec 9,3 mm le 29 ao(t, puis
6,4 mm le 30 ao(t et 3,3 mm le 02 septembre. Ces précipitations, par cumul, ont pu favoriser
des phénomenes de ruissellement. Sur cette exploitation, on peut constater une circulation
faible, mais récurrente, de E. coli. Cela n’a cependant pas de conséquence sur la qualité
globale de la production selon les normes en vigueur, puisque tous les lots ont pu étre déclarés
satisfaisants.

Enfin, sur le site D, 8 échantillons sur 60 (13,3% des échantillons, répartis sur 6

campagnes) ont une densité supérieure ou égale a 10 UFC/g, dont I'un a 355 UFC/g. Cet
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Figure 51 : Densité bactérienne de E. coli (en UFC/100mL) dans l'eau d'irrigation de [l'exploitation D au cours des campagnes
d'échantillonnage. Les seuils de contamination de sites peu pollués (eaux de source) et pollués (Seine) sont indiqués a titre de comparaison.
En haut de chaque histogramme, avec un astérisque sont indiqués les pourcentages de souches résistantes et multirésistantes aux
antibiotiques parmi les isolats analysés.

ND : la campagne C9 ne présente pas de pourcentage suite a la présence de flore envahissante empéchant d’isoler les E. coli
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échantillon, qui provient de la campagne C3 (29/05/2017), est le seul de son lot a présenter
une densité supérieure a notre limite de détection. Il est intéressant de noter que le site D
présente globalement moins d’échantillons contaminés que le site C, contrairement a ce qui
était attendu avec I'enquéte, puisque I'eau utilisée pour une partie de I'arrosage est une
réserve a ciel ouvert, en contrebas de champs et d’habitations. Comme pour le site C, malgré
cette circulation de E. coli faible, mais relativement fréquente, tous les lots du site D sont
déclarés de qualité satisfaisante.

Ainsi, les 48 lots de laitues prélevées sur les 4 exploitations de I’étude pendant les six
mois de production en 2017 ont pu étre déclarés de qualité satisfaisante concernant le
classique témoin d’hygiéne E. coli. Ainsi, aucune contamination fécale d’ampleur n’a été mise
en évidence. Il existe cependant des voies d’apports de cette bactérie au niveau des cultures,
limitées, intermittentes, mais réelles.

Avec notre prise d’essais, qui était de 10 laitues par campagne de prélevement et par
exploitation, nous n’avions que 1% de la production journaliere. En effet, en moyenne, une
culture de laitues comprend entre 6 et 10 pieds de laitue / m?, soit 6000 a 10000 laitues /
hectares. Le rendement de récolte manuelle moyen est de 150 salades/heure, soit 1050
salades sur une journée de 7h de travail pour un ouvrier (Agrobio-Bretagne 2009; Chambre
d’Agriculture Languedoc-Roussillon 2012; APABA Bio-Aveyron 2017). Nous pouvions donc
détecter des contaminations généralisées a tout le champ (ce qui ne s’est pas produit) ou des
évenements ponctuels touchant les échantillons analysés. D’autres événements ponctuels

touchant d’autres zones non échantillonnées sont cependant certainement passés inapergus.

IV. Dénombrement de E. coli dans |’eau d’irrigation du site D

En parallele des recherches des pathogénes, Salmonella et STEC, via un plan a deux
classes, et du dénombrement de E. coli sur les laitues de chaque exploitation, des
prélevements d’eau d’irrigation ont été effectués pour savoir si elle pouvait étre 'une des
voies de contamination des laitues.

Comme dit précédemment, seule I'eau d’irrigation du site D a pu étre analysée aux mémes
dates que les prélevements de laitues.

Les résultats, présentés dans la Figure 51, montrent une présence continue de E. coli
avec une densité réguliére aux alentours de 100 E. coli/100mL. Pour les campagnes C5, C8,
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C10, C11 et C12, une densité nettement supérieure a pu étre observée, laissant supposer un
apport de E. coli supplémentaires. Si 'on compare avec des travaux précédemment réalisés
au laboratoire (Flores Ribeiro et al. 2012), des sources d’eaux souterraines (karst de Radicatel),
non polluées en période séche, présentent une densité de 2 E. coli /100mL. Toujours selon ces
travaux, des niveaux de densités de 10% a 10° E. coli/100mL peuvent étre atteints dans ces
sources, en période pluvieuse, lorsque les eaux de surface contaminées s’engouffrent dans
I’hydrosysteme karstique et viennent contaminer les sources situées en bas de falaise.
D’autres travaux (Laroche et al. 2009), toujours au laboratoire, ont montré que la densité de
E. coli dans la Seine variait, en moyenne, de 1,2.10% 4 1,5.10° UFC/100mL en fonction du site
de préléevement. Comme évoqué précédemment, ce fleuve, réceptacle des effluents de
plusieurs STEP importantes, est considéré comme étant pollué, interdit a la baignade et a la
consommation, comme beaucoup d’autres effluents ou rivieres recueillant des rejets de STEP.
Ainsi, la densité en E. coli mesurée dans le point d’eau du site D est importante et montre
méme certaines augmentations qui peuvent témoigner d’apports supplémentaires ponctuels
de contamination, comme dans le cas des deux campagnes d’octobre 2017 (C11 et C12, avec,
respectivement, 2,45.103 E. coli/100mL et 9,65. 10% E. coli/100mL). Ces résultats justifient de
considérer cette réserve d’eau comme un point critique dans l'itinéraire technique de
I’exploitation. D’ailleurs, des recommandations parues en 2017 au journal officiel de I'Union
Européenne (N° 2017/C 163/01) préconisent de ne pas utiliser d’eau comportant plus de 100

E. coli/100mL pour l'irrigation des légumes a feuilles.

Il faut cependant rappeler que, malgré la contamination constante présente dans |'eau
d’irrigation du site D, les laitues ne portent pas ou peu de E. coli (beaucoup d’échantillons
comportaient moins de 10 UFC/g). Néanmoins, la relation entre I’eau d’irrigation et les laitues
échantillonnées doit faire I'objet de quelques réserves. En effet, bien que sur le site D, les
laitues soient a priori régulierement arrosées, parfois méme juste avant la récolte, nous ne
sommes pas absolument certains que tous nos échantillons aient bien été toujours arrosés
avec I'eau issue de ce bassin (I'eau du réseau est en effet parfois utilisée par le cultivateur), ni
a quelle fréguence exacte. Des fiches de suivi avaient été mises en place, mais étaient parfois

partiellement complétées. Ce biais sera pris en compte dans notre analyse.
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V. Antibiorésistance au sein des exploitations maraicheres

Connaitre I'origine des souches circulantes de E. coli permettrait de mieux comprendre la
dynamique de contamination des laitues et du point d’eau, et nous renseignerait sur les
dangers sanitaires associés. Comme expliqué dans la premiére partie de ce travail, I'étude du
niveau d’antibiorésistance d’un panel de souches d’E. coli (20 a 50 isolats), collectées au cours
de la méme campagne et a partir du méme site, peut permettre d’émettre des hypotheses
sur la provenance des souches (Laroche et al. 2010). Ainsi, il peut étre possible de discriminer
entre des souches naturellement circulantes (toutes sensibles) ou issues d’'une contamination
fécale d’origine humaine (présence de souches multirésistantes) ou issues d’une
contamination fécale d’origine animale (bovine) (présence de souches résistantes a un ou
deux antibiotiques, mais en I'absence de multirésistantes). La densité en E. coli dans la matrice
étudiée et la taille du panel représentatif sont des facteurs importants dans I'interprétation.
Ainsi, I’étude de I'antibiorésistance portée par les souches de E. coli 1) nous renseignera sur la
présence ou non de ce danger émergent sur les laitues et 2) nous permettra de formuler des

hypothéses quant a l'origine des isolats.

1. Sur les laitues

Les E. coli présentes sur les laitues des différentes exploitations agricoles ont été
isolées et stockées a -80°C, puis des antibiogrammes ont été réalisés a partir d’'un panel de 16
antibiotiques (Tableau 8). Ces antibiotiques ont été choisis car ils sont largement utilisés dans
la lutte contre les bacilles a Gram négatif, en accord avec les recommandation du Comité de
I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (Comité de I'antibiogramme de la
SFM 2018).

En paralléle des numérations de E. coli sur Rapid’E.coli, nous avons effectué des
isolements a partir du sac d’échantillon de Salmonella apres 24h d’enrichissement. Cela nous
permettait, lorsqu’en numération nous étions sous le seuil de détection (<10 UFC/g), de savoir
s’il y avait tout de méme présence de E. coli dans I’échantillon, bien que la méthode ne soit
pas quantitative. Ainsi, pour certaines campagnes de prélevement, par exemple C9, C10 et
C11 du site A, méme si en numération nous étions < 10 UFC/g, nous avons pu isoler des

souches supplémentaires pour analyser leur profil d’antibiorésistance. Lorsque les E. coli ont
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Tableau 8 : Répartition de I'antibiorésistances présente chez les E. coli isolées des laitues en fonction des sites

d’exploitation. Les souches dites résistantes portent une ou deux résistances aux antibiotiques, tandis que les
multirésistantes portent au moins 3 résistances. Les isolats signalés par (*) correspondent a des bactéries récupérées apres
une étape d’enrichissement, la numération étant sous le seuil de détection (<10UFC/g). Les OT correspondent a la perte des

isolats qui n’ont pas pu étre isolés correctement pour réaliser les antibiogrammes (il y a bien des souches de E. coli mais nous

n’avons pas pu les séparer des coliformes totaux).

Nombre

Sensibles

Résistantes Multirésistantes

Campagne d'isolats n (%) (1 :l(.I%Z)R) (: (.’:yl:)) Profil d’antibiorésistance
C4 12/06/17 ot / / /
C503/07/17 4 2 (50%) 2 (50%) 0 [TIC]
Site A C804/09/17 1 1 (100%) 0 0
C911/09/17 2% 2 (100%) 0 0
C1025/09/17 2* 2 (100%) 0 0
C11 09/10/17 4* 4 (100%) 0 0
C329/05/17 1 1(100%) 0 0
C6 17/07/17 14 13 (93%) 1(7%) 0 [TIC — AMX]
siep C804/09/17 52 51 (98%) 1(2%) 0 [TIC]
C911/09/17 1* 1(100%) 0 0
C10 25/09/17 2* 2 (100%) 0 0
C11 09/10/17 2% 2 (100%) 0 0
C4 12/06/17 ot / / /
C503/07/17 ot / / /
C617/07/17 3* 3 (100%) 0 0
SiteC C721/08/17 4 4 (100%) 0 0
C804/09/17 27 27 (100%) 0 0
C911/09/17 14 14 (100%) 0 0
C10 25/09/17 2 0 0 2 (100%) [AMX —TIC — CTX — CEF]
C329/05/17 30 30 (100%) 0 0
C4 12/06/17 11 11 (100%) 0 0
C503/07/17 3 3 (100%) 0 0
Site D C7 21/08/17 1 1 (100%) 0 0
C804/09/17 4 4 (100%) 0 0
C911/09/17 4 4 (100%) 0 0
C10 25/09/17 2% 2 (100%) 0 0
C1223/10/17 10 9 (90%) 0 1(10%) [AMX = AMC - TIC — TIM]

250



Troisieme partie : Etat des lieux de la contamination des laitues en champs

été trouvées apres enrichissement, les isolats sont signalés par une étoile dans le Tableau 8.

C’est ainsi un total de 200 isolats qui ont été étudiés.

Nous pouvons voir, a partir du Tableau 8, que nous avons des bactéries sensibles,
résistantes a 1 ou 2 antibiotiques, ou multirésistantes (portant plus de 3 résistances).

Pour le site A, 6 campagnes étaient concernées par la présence de E. coli, et 13 isolats

au total ont pu étre analysés. Parmi les 6 campagnes, 4 (C8, C9, C10 et C11), dont les isolats
proviennent d’un isolement apres enrichissement, ne présentent que des E. coli 100%
sensibles. La campagne C5 (30/07/2017) est la seule a présenter 50% d’isolats sensibles et
50% de E. coli résistantes. Le profil d’antibiorésistances des deux souches révele qu’elles sont
toutes les deux résistantes a la Ticarcilline. Pour la campagne C4, bien que des E. coli aient été
dénombrées, elles n'ont pas pu étre séparées de la flore accompagnante, malgré plusieurs
isolements.
Etant donné qu’il n’y a pas présence d’isolats présentant un profil de multi-résistance, et
d’apreés les travaux de Flores-Ribeiro et al (2012), nous pouvons éliminer une origine humaine
de la contamination. Le fait qu’il n’y ait qu’une sous-population R1-2 pourrait indiquer une
origine de contamination plutot animale. Le faible nombre d’isolats nous incite cependant a
la prudence.

Le site B présente, lui aussi, 6 campagnes concernées par la présence de E. coli sur les
échantillons de laitue, présentant un total de 72 isolats analysés. La encore, 4 campagnes (C3,
C9, C10 et C11) ne rassemblent que des E. coli sensibles aux antibiotiques, mais le nombre
d’isolats testés est tres faible pour ces 4 campagnes (Tableau 8). Les deux campagnes, C6 et
C8, possédent des souches résistantes (R1-2). La campagne C6 présente 7% (1/14) de souches
résistantes a I’Amoxicilline et a la Ticarcilline, tandis que la campagne C8 présente 2% (1/52)
de souches résistantes a la Ticarcilline (Tableau 8). Tout comme pour le site A, I'absence de
profil de multi-résistance nous laisse penser que I'origine de contamination n’est pas humaine,
mais peut étre animale (élevages bovins). De plus, cette contamination n’est pas continue et
n’intervient qu’épisodiquement (2 campagnes positives sur 12 au cours de la saison 2017, le

17 juillet pour la C6 et le 4 septembre pour la C8).
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Au niveau du site C, 7 campagnes sont concernées par la présence de E. coli, avec un total de
50 isolats. Pour les campagnes C4 et C5, aucun isolat n’a pu étre obtenu a cause de la présence
d’un exces de flore accompagnante. 4 campagnes (C6, C7, C8 et C9) ne présentent que des
isolats sensibles a tous les antibiotiques utilisés. A noter que la campagne C8 était pourtant
celle ayant le plus d’échantillons contaminés, dont un avec une densité en E. coli de 350 UFC/g
(Tableau 7). L’absence d’isolats multi-résistants parmi les 27 étudiés suggere que cet apport
de E. colin’est pasissud’une STEP ou d’une fosse septique. La campagne C10 du 25 septembre
2017 est la seule du site a présenter de l'antibiorésistance, avec deux souches multi-
résistantes dont le profil de résistance est [AMX — TIC — CTX — CEF]. La présence de souches
multi-résistantes de E. coli pourrait indiquer une contamination fécale d’origine humaine pour
cette période, bien que le nombre d’isolats soit faible (2).
Pour finir, le site D comporte 8 campagnes au cours desquelles des E. coli ont été isolées sur
les laitues, permettant d’obtenir un total de 65 isolats. Sur ces 8 campagnes, 7 présentent des
isolats uniguement sensibles, ce qui représente 55 isolats (soit 84,6%). Comme dans le cas
précédent, une origine humaine de la contamination est donc peu probable, notamment
concernant la campagne C3 pour laquelle 30 isolats ont été étudiés. Seule la campagne C12
possede une souche multi-résistante (10% des isolats) dont le profil d’antibiorésistance est le
suivant : [AMX — AMC - TIC — TIM] (que des résistances aux B-lactamines pénicillines). Comme
pour le site C, la présence de cette souche présentant des résistances a plus de 3 antibiotiques
dans I'échantillon de laitue pourrait indiquer une origine humaine de la contamination.

Sur chacun des sites, nous pouvons remarquer qu’il y a une importante proportion de
E. coli sensibles aux antibiotiques, représentant 84,6% pour le site A, 97,2% pour le site B, 96%
pour le site C et 98,4% pour le site D (Tableau 8). Comme expliqué précédemment, et selon
les travaux précédents, les souches de E. coli présentes dans I'environnement, en absence de
contamination fécale, sont sensibles aux antibiotiques. Certaines contaminations d’origine

animale comportent cependant aussi une proportion conséquente de E. coli sensibles.

Bien que n’ayant qu’une trés faible contamination des laitues par des bactéries
résistantes ou multi-résistantes aux antibiotiques, nous pouvons distinguer deux cas. D’'une
part les exploitations ne présentant que des contaminations potentiellement d’origine

animale (élevages), qui correspondent a nos sites A et B. Ces sites, comme évoqué plus haut,
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Tableau 9 : Répartition de I'antibiorésistances présente chez les E. coli isolées de la réserve d’eau du site D. Les
souches dites résistantes portent une ou deux résistances aux antibiotiques tandis que les multirésistantes portent au moins
3 résistances

Isolats Sensibles Résistantes Multirésistantes Profils
C109/05/17 135 131 4 (2.69%) 0 [IMP]
R [AMC ?2? = TIC]
C2 15/05/17 94 90 4 (4,25%) 0 [TET — SXT] [AMX -TIC]
7 (4,66%) [TET] [CEF]
C329/05/17 150 142 - - - - - -
/05/ 1(0,66%) [AMX = TIC — TIM — CEF — CAZ — KAN — AMC
— TET - STR]
[TET] [STR]
9 (6,42%)
C4 12/06/17 140 128 [AMX =TIC] [TIC— CAZ] [TET —SXT]
3 (2,14%) [AMX —TIC = TIM ?? = TET]
4 (2,729 CIP
C503/07/17 147 142 (2,72%) (CIP]
1 (0,68%) [AMX — TIC — CHL - TET]
C6 17/07/17 23 23 0 0 _
C7 21/08/17 Prélévement non réalisé (sécheresse)
[TET] [CIP]
10 (6,80%)
C8 04/09/17 147 134 [TET — STR] [TIC—AMC ??] [TIC-TIM]
3 (2,04%) [AMX — CEF — AMC]
C9 11/09/17 Aucun isolat pur obtenu
17 [TET] [AMX] [TIM] [CAZ]
(11,33%) [AMX — AMC] [AMX -=TIC]

€10 25/09/17 150 123
[AMX — CEF — AMC] [AMX — TIC — NAL]

10 (6,66%
(6,66%) [AMX — CEF — AMC — TET]

[NAL] [CIP] [KAN] [AMX]

5(3,37%
( ) [NAL = CIP]

C1109/10/17 148 138

[AMX — TIC — STR] [AMX — CEF — AMC] [SXT

> (3,37%) — NAL - STR]

[KAN] [TET] [CEF]

> (3,35%) [TET — STR]

C12 23/10/17 149 142
/10/ [AMX —=TIC—TIM ?7?]

2 (1,34%
(1,34%) [AMX = TIC = TIM — AMC]
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font partie des exploitations tournées vers les produits de 4¢ gamme, donc en lien direct avec
les industriels et leur charte de qualité. D’autre part, les exploitations C et D, dirigées vers les
produits de 1°® gamme, sur lesquelles nous avons pu isoler des bactéries multi-résistantes,
probablement d’origine humaine. Cependant, les contaminations étaient tres faibles au

niveau des productions, notamment par rapport a I’eau d’irrigation pour le site D.

2. Dans l’eau d’irrigation du site d’exploitation D

Sur la Figure 49, au niveau de chaque densité de population de E. coli dans I'eau
d’irrigation, se trouve le pourcentage des souches résistantes aux antibiotiques. On peut
constater que le niveau de résistance des populations n’est pas en relation avec leur densité.
Par exemple, la densité en E. coli obtenue lors de la campagne C11 est la plus élevée dans
I’étude (2,4.10° UFC/100mL), pour un niveau de résistance de cette population de 6,76%, alors
que la densité de E. coli obtenue lors de la campagne C10 est plus faible (5.102 UFC/100mL),
bien que le niveau de résistance soit le plus fort de I'étude (18%). Un apport de E. coli
n’entraine donc pas forcément un apport supplémentaire de résistance. Cela dépendra du

niveau de résistance de la population arrivante, et donc, de son (ou ses) origine(s).

Le Tableau 9 présente le profil d’antibiorésistance des 90 souches d’E. coli résistantes
(portant 1 a 2 résistances) ou multi-résistantes (hébergeant plus de 2 résistances) isolées de
la réserve d’eau du site D au cours des différentes campagnes. Nous voyons que, excepté la
campagne C6 du 17 juillet 2017 ou les 23 isolats sont sensibles aux 16 antibiotiques testés,
tous les panels d’isolats collectés lors des autres campagnes contiennent des E. coli résistantes
et/ou multi-résistantes. Dans les campagnes C1 et C2, aucune souche n’est multi-résistante et
la contamination serait donc plut6ét d’origine animale, bien que la nature des résistances soit
particuliére, notamment la résistance a I'imipenéme.

Pour les autres campagnes, et notamment la campagne C3 ou l'isolat multirésistant
porte 9R, la présence de multirésistance suggere une origine humaine de la contamination,
sans bien sr exclure une contribution d’origine animale. Il est a souligner que la campagne
C12 contient un isolat présentant le méme profil de résistance que celui porté par la souche

multirésistante isolée des laitues sur cette méme campagne (AMX —AMC TIC — TIM). Bien qu’il
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Tableau 10 : Répartition (en pourcentage) des résistances en fonction des antibiotiques testés dans la population
totale de E. coli provenant des laitues contaminées et de I'eau d'irrigation (site D).

% de résistance détectée dans la
population totale de E. coli (n) isolée de :

Laitues

Antibiotiques testés (n=196) Eau d'irrigation (n=1283)
Amoxicilline (AMX) 1,52% 3,04%
Amoxicilline + Ac. Clavulanique (AMC) 1,01% 1,87%
Ticarcilline (TIC) 3,55% 1,70%
Ticarcilline + Ac. Clavulanique (TIM) 0,51% 0,47%
Imipéneme (IMP) 0% 0,23%
Céfotaxime (CTX) 1,01% 0%
Céfalotine (CEF) 1,01% 1,80%
Ceftazidime (CAZ) 0% 0,23%
Gentamycine (GEN) 0% 0%
Kanamycine (KAN) 0% 0,23%
Chloramphénicol (CHL) 0% 0,08%
Tétracycline (TET) 0% 3,20%
Sulfaméthoxazole + Triméthoprime
(SXT) 0% 0,23%
Ac. Nalidixique (NAL) 0% 0,40%
Ciprofloxacine (CIP) 0% 0,55%
Streptomycine (STR) 0% 1,10%
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y ait des souches résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, la majeure partie, soit 93%,
est sensible aux 16 antibiotiques testés comme c’est le cas pour les laitues.

Pour terminer, nous avons voulu essayer d’avoir une vision plus globale des résistances
hébergées par les populations de E. coli circulant au niveau d’une production végétale
maraichere, les laitues de cette étude, et au niveau d’un point d’eau, la réserve de
I’exploitation D. Le Tableau 10 présente la répartition, en pourcentage, des différentes
résistances détectées soit a partir des laitues, soit a partir de I’eau d’arrosage. Pour les laitues,
on s’apercoit que les résistances ne concernent que 6 antibiotiques sur les 16 testés. Ces 6
antibiotiques appartiennent a deux sous-familles des B-lactamines, i.e les pénicillines (AMC,
AMX, TIC, TIM) et les céphalosporines (CTX et CEF). Les résistances aux pénicillines et a la
céfalotine (CEF) sont également trés présentes dans les souches issues de |'eau, contrairement
a la résistance a la céfotaxime (CTX) qui n’a pas été détectée parmi les 1283 isolats prélevés
dans I'eau. Inversement, il est intéressant de remarquer que les résistances a la tétracycline
et a la streptomycine (aminosides) portées par, respectivement, 3,2% et 1,1% des isolats
collectés dans I'eau, ne sont pas représentées dans les 196 isolats testés issus des laitues
(Tableau 10). La différence de taille des deux panels et la faiblesse de certains pourcentages
peuvent bien sir expliquer I'absence de certaines représentations au niveau des laitues. Il
existe cependant un certain paralléle entre les deux profils, notamment au niveau des
résistances les plus globalement représentées (pénicillines, céfotaxime) qui correspondent
par ailleurs a des résistances souvent décrites dans les environnements contaminés par des

rejets fécaux.

D. Conclusions

L'objectif de notre étude était d’évaluer la qualité sanitaire de la production de quatre
exploitations maraichéres normandes vis-a-vis de la contamination microbiologique par des
pathogenes entériques, Salmonella et STEC, de détecter d’éventuelles contaminations fécales
des laitues par dénombrement d’E. coli et de rechercher, chez ces derniéres, la présence de
résistances aux antibiotiques.

Ce qui ressort de notre enquéte est que la qualité sanitaire microbiologique des laitues
dans les exploitations échantillonnées est satisfaisante selon I'arrété européen 2073/2005. En

effet, pour les exploitations B, C et D, aucun pathogéne n’a été détecté. Tous les lots sont donc
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satisfaisants, propres a la consommation, selon les plans a deux classes et a trois classes
réalisés. Au niveau du site A, un lot a été classé non satisfaisant (lors de la campagne C4), car
la présence de Salmonella a été détectée dans un échantillon. Cette souche de Salmonella,
difficile a cultiver en laboratoire, pouvait provenir d’'une contamination ancienne et avoir
développé des capacités de survie, voire d’adaptation a son nouvel environnement. En effet,
aucune contamination fécale importante n’a été détectée sur le méme lot, la densité de E. coli
étant inférieure a notre limite de détection de 10 UFC/g. Or, généralement, la présence de
Salmonella s"accompagne d’une forte densité de E. coli, méme si cette derniére ne permet pas
de prédire systématiquement la présence de pathogénes entériques dans I'eau (Pachepsky et
al. 2016).

Par ailleurs, la contamination fécale, dont le témoin est E. coli, n’est pas importante

sur les laitues. De nombreux échantillons se trouvaient sous notre seuil de détection. Des
apports ont tout de méme pu étre mis en évidence avec une certaine fréquence (11.6% de la
totalité des échantillons présentaient des E. coli cultivables), mais ils étaient de relativement
faible intensité et non généralisés. La contamination des 5 échantillons d’'un méme lot n’était
en effet pas homogene. Il pourrait étre possible qu’un échantillon avec une plus forte
contamination ait contaminé les autres échantillons au moment de la récolte, notamment par
contact entre les feuilles dans les caisses de récoltes, pouvant provoquer des transferts
bactériens (Jensen et al. 2015; Mokhtari et al. 2018).
L’étude des profils d’antibiorésistances des souches d’E. coli isolées des laitues montre que la
plupart sont sensibles aux antibiotiques testés. Parmi les bactéries résistantes, certainement
issues d’'une contamination fécale récente, seulement 2% (4/200) sont résistantes a 1 ou 2
antibiotiques et se trouvent sur les exploitations A et B (de 4¢ gamme). 1,5% (soit 3/200) des
souches de E. coli présentent une multi-résistance, c’est-a-dire qu’elles résistent a au moins 3
antibiotiques, ce qui pourrait suggérer une origine de contamination humaine (Flores Ribeiro
et al. 2012). Ces 1,5% se retrouvent sur les sites C et D.

L'analyse de I'eau d’irrigation du site D nous a permis de mettre en évidence une
contamination continue avec une densité moyenne autour de 100 E. coli /100mL non
négligeable. La présence de souches multi-résistantes dans certaines campagnes et seulement
résistantes dans d’autres (campagne C1 et C2) suggere un apport variable, mais permanent,

de souches d’origine fécale, plutot animale (élevages), avec cependant une contribution
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humaine assez réguliére. Ce plan d’eau, de qualité sanitaire non satisfaisante pour son usage
(la densité de E. coli ne doit pas excéder 100 UFC / 100mL (JO UE N° 2017/C 163/01)), peut
donc étre défini comme un point critique sur I’exploitation D, mais le lien entre la
contamination de I'eau d’irrigation et celle des laitues, est quant a lui difficile a certifier. En
effet, comme énoncé au-dessus, la densité bactérienne de E. coli sur les feuilles est faible, bien
en dessous de celle de I'eau. La seule souche antibiorésistante isolée des laitues (campagne
C12) montre cependant un profil de résistance également présent dans I'eau pour la méme

campagne. Il est malgré tout délicat de conclure fermement avec une seule souche.

Quoiqu’il en soit, la présence de souches de E. coli résistantes et multi-résistantes aux
antibiotiques est avérée au niveau de la production de laitues sur les quatre sites et devrait
donc étre surveillée, méme si le nombre d’échantillons concernés et la densité des souches

sont faibles.
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Un nombre croissant de Toxi-Infections Alimentaires Collectives impliquant les
produits végétaux a été rapporté, dont la plus marquante en Europe fut celle causée par les
graines de fenugrec en 2011 (van Overbeek et al. 2014; Callejon et al. 2015; Radosavljevié et
al. 2016). Cela a conduit a de nombreux travaux scientifiques qui tendent a démontrer une
capacité d’adaptation de certaines bactéries entériques pathogénes aux végétaux, comme
Salmonella ou des souches entérohémorragiques de Escherichia coli. Dés lors, la persistance
d’autres bactéries entériques peut également étre attendue, notamment celle de souches
résistantes, voire multi-résistantes aux antibiotiques. Dans ce domaine, de nombreuses
études ont en effet rapporté que les contaminations fécales de I'environnement (effluents de
STEP, ruissellements sur paturages,...) étaient pourvoyeuses d’antibiorésistances, notamment
via I’émission de souches de E. coli porteuses de plasmides de résistances (Kovaci¢ et al. 2017;
Gao et al. 2017; Larsson et al. 2018; O’Flaherty et al. 2019a). Ces derniéres se disséminent
ensuite grace a la circulation des eaux environnementales et peuvent parvenir aux cultures
maraicheéres. L'ingestion de telles bactéries peuvent renforcer les phénomeénes de résistance
aux antibiotiques chez 'Homme et les animaux, compromettant ainsi grandement nos
moyens de défense contre les maladies d’origine bactérienne.

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés a I'implication des bactéries entériques
antibiorésistantes ou pathogénes dans la contamination des laitues, produits maraichers

consommeés crus.

La caractérisation de plasmides d’antibiorésistance, isolés de souches de E. coli issues
d’environnements aquatiques pollués, nous a permis de constater la capacité de transfert par
conjugaison de la plupart des 22 plasmides étudiés, au moins au sein de la méme espeéce,
voire, pour certains, vers un autre genre, Pseudomonas. |l faut souligner que ce genre est trés
répandu dans I'Environnement et qu’il pourrait se comporter comme un relai efficace dans les
phénoménes de circulation et d’évolution de I'antibiorésistance dans les milieux naturels qui
sont considérés comme des réservoirs dynamiques de genes de résistance (voir article en
annexe, Camiade et al., en cours de soumission). La conjugaison est le transfert horizontal de
génes le plus fréguemment recherché et mis en évidence au sein des populations

bactériennes et généralement dit le plus efficace (von Wintersdorff et al. 2016). Durant une
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étude sur les plasmides conjugatifs présents dans une riviére en Chine, Dang et al. (2017) ont
démontré que les genes de résistances plasmidiques étaient les genes dominants au sein de
la riviere, montrant ainsi le réle crucial des plasmides conjugatifs dans la dissémination des
génes de résistance.

Méme si tous les plasmides que nous avons étudiés ne sont pas conjugatifs, ils restent
transférables par transformation ou transduction. De plus, les nombreux éléments génétiques
gu’ils portent, comme les intégrons (10/22 plasmides portent des intégrons de classe 1 et 1/22
plasmides des intégrons de classe 2) ou des transposons (présence des genes de transposases
dans 19/22 plasmides) favorisent la circulation des génes d’antibiorésistance entre réplicons
au sein de la cellule. Un emboitage de ces différents éléments augmente encore I'efficacité de
leur dissémination. En effet, des intégrons peuvent étre hébergés au sein de transposons,
comme le Tn402-like, qui peuvent eux-mémes se transposer au niveau de plasmides par
exemple (Gillings 2017). En fonction de leur support génétique (chromosome, plasmide, ADN
de phage), ces éléments sont susceptibles d’étre transportés vers une autre bactérie, par
conjugaison, transformation ou transduction (Penadés et al. 2015; von Wintersdorff et al.
2016; Colavecchio et al. 2017; Gunathilaka et al. 2017). Lors de la transduction, ce sont
notamment des éléments génétiques tels que des transposons, des ilots génomiques ou des
plasmides qui sont transférés (Brown-Jaque et al. 2015). Chez les bactéries entériques, de
nombreux intégrons de classe 1, 2 et 3 ont été retrouvés, ceux de classe 1 étant les plus étudiés
a cause de leur large distribution parmi les bactéries a Gram-négatif d'intérét clinique et sont
les plus rapportés chez I'Homme et les animaux (Ploy et al. 2005; Stalder et al. 2012). Les
intégrons de classe 1 sont libérés dans I'environnement notamment via les STEP ou il a été
rapporté que 10'° bactéries portant des intégrons de classe 1 étaient reldchées chaque année
dans I'environnement au Royaume-Uni (Gaze et al. 2011). De plus, les STEP n’éliminant pas
les ADN des bactéries lysées, une augmentation de la quantité de genes intl1 codant
I'intégrase des intégrons de classe 1 au cours du traitement des eaux est observée (Gillings et
al. 2015) et le taux de dégradation de ces intégrons au sein des boues d’épuration (parfois
utilisées comme engrais) est assez lent, entrainant leur dissémination, notamment dans le sol
(Burch et al. 2014). Les fumiers porcins et bovins contiennent aussi beaucoup d’intégrons de

classe 1, pouvant aller jusqu’a 5.108 copies du géne intl1 /g
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(Sandberg and LaPara 2016; Gillings 2017). Les génes int/1 des intégrons de classe 1 issus de
d’isolats cliniques sont hautement conservé (possédant une identité nucléotidique de 99% a
100%) ce qui suggére une origine commune récente. A l'inverse, les genes intl1 d’intégrons de
classe provenant de I'Environnement (sol, sédiment, biofilm) ont montré une grande diversité
de séquences (Gillings et al. 2015). Ainsi, Gillings et al propose d’utiliser les intégrons de classe
1 «cliniques », c’est-a-dire ceux ayant une séquence du gene intll hautement conservé,
comme indicateurs de contamination fécale. De leur c6té, Borruso et al en 2016, ont montré
I’'absence d’intégrons de classe 1 dans de I'eau douce d’un parc national, zone peu soumise a
un impact anthropique, a la différence d’eaux provenant de zones urbaines, industrielles ou
agricoles. lls ont aussi remarqué que les intégrons de classe 1 présent dans les zones
industrielles ne présentaient pas de genes de résistances aux antibiotiques a contrario des
zones urbaines et agricoles, plus impactées par les rejets fécaux. Les auteurs ont alors émis
I’hypothése que la prévalence des intégrons de classe 1 et la nature des cassettes portées
pourraient étre développées en tant que bio-indicateur de I'origine de la contamination dans
des environnements d’eaux douces polluées (Borruso et al. 2016).

Les génes de résistance que nous avons identifiés sur les différents plasmides étaient
généralement identiques, les résistances majoritaires portées appartiennent a la famille des
B-lactamines, assez répandus dans I'environnement

Nos contaminations de jeunes plants de laitues, en conditions contrélées, par les
souches de laboratoire portant certains des plasmides de résistance d’intérét, d'une part, et
les souches environnementales associées, d’autre part, nous ont permis de mettre en
évidence trois facteurs influencant la persistance des souches d’E. coli choisies au niveau des
feuilles de laitues. Ces facteurs sont le temps de contact des bactéries avec les feuilles, la
variété de laitue étudiée, ainsi que l'origine des souches (laboratoire ou isolées de

I’environnement).
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En effet, nos investigations ont montré que plus le temps de contact entre bactéries et
feuilles augmentait, plus la fréquence de survie diminuait (sauf pour deux
environnementales). Cette létalité (ou entrée en état Viable Non Cultivable) pourrait provenir
des conditions de vie particuliéres a la surface des feuilles, qui n’est pas un environnement
favorable aux bactéries entériques, mais pourrait également venir de la plante elle-méme. Des
travaux ont démontré que, pour une méme taille d’inoculum, de E. coli O157:H7 ou
Salmonella, déposé sur des feuilles d’age différent, les densités bactériennes retrouvées aprées
3 jours d’incubation n’étaient pas les mémes (Brandl and Amundson 2008). La population
bactérienne cultivable restait plus importante sur les jeunes feuilles par rapport aux feuilles
moyennes. Selon les auteurs, cette différence pourrait étre expliquée par les exsudats
foliaires, qui, chez les jeunes feuilles, contiennent plus d’azote et de carbone, nutriments
pouvant permettre le développement bactérien (Brandl and Amundson 2008).

A la surface foliaire ce trouve aussi des communautés bactérienne formant la
phyllosphére. Elle peut étre composée de bactéries bénéfiques, appelées « Phyllospheric
Plant Growth-Promoting Bacteria » (Wagi and Ahmed 2017) ou de bactéries néfastes pour la
plante comme les phytopathogénes (par exemple Pseudomonas syringae). Cet ensemble
bactérien peut procurer de la nourriture aux bactéries entériques, par dégradation des cellules
végétales. Mais il peut aussi jouer un role d’éviction vis-a-vis des bactéries allochtones par
compétition au sein des niches écologiques, et lutte pour un abris, tels que les stomates,
fissures et crevasses qui offrent protection contre certains stress environnementaux, ou pour
les nutriments présents a la surface des feuilles (Cooley et al. 2003; Cooley et al. 2006; Brandl
2008; Williams and Marco 2014; Lopez-Galvez et al. 2018). En plus de cette compétition, les
bactéries entériques vont induire les défenses des plantes. En effet les végétaux vont
reconnaitre les flagellines des bactéries et déclencher une réponse immuntiaire (PTI) (Jo and
Park 2019).

Ces différentes interactions conduisent, comme nous I’avons constaté, a une chute rapide de
la survie de la plupart des bactéries entériques testées (mort ou entrée dans un état de grand
stress (état VNC)).

L’effet bactéricide au cours du temps que nous avons décelé dépend effectivement de la

variété des plants étudiés, confirmant que les propriétés physico-chimiques de la surface
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Figure 52: Architecture d'une feuille
de laitue Romaine (A) et Pommée (B)

vue _au_macroscope 3D a différents
grossissements. Sont visibles sur ces
photographies les cellules végétales
et les stomates
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Figure 53 chitecture d'une
nervure centrale de feuille de
laitue Romaine (A) et Pommée (B)
vue au macroscope 3D a différents
grossissements. Sont visibles les
cellules allongées de la nervure et
des trichomes
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foliaire et/ou la réaction de défense des plants sont différents. Nous avons vu plus haut que
les exsudats foliaires changent selon I’age de la feuille, ils change donc selon la variété, tout
comme la topologie de la feuille (Erickson et al. 2019). En effet, parmi les laitues se trouvent
de nombreuses variétés qui, au stade mature, sont largement différenciables en fonction de
la topologie des feuilles, comme la laitue Pommée, Romaine ou encore Batavia. Si, au stade
mature, ces variétés sont visuellement tres identifiables, les différences sont présentes dés le
stade jeune plant. Lors de nos expérimentations, nous avons pu remarquer une différence de
couleur et d’épaisseur entre les variétés Pommée et Romaine, ces derniéres étant plus
foncées et plus épaisses (Figures 52 et 53). Cette diversité morphologique pourrait se traduire

par des différences dans les réponses immunitaires mises en place par les végétaux.

Un troisieme facteur important intervenant dans la persistance des bactéries
entériques a la surface foliaire a pu étre identifié au cours de ces travaux: la souche
bactérienne elle-méme. Il est attendu que I'état métabolique des bactéries entériques ait une
grande importance pour qu’elles réussissent a s’installer durablement. Lors de nos
expérimentations, nos bactéries, en plus d’étre en phase exponentielle de croissance, étaient
étalées avec un peu de leur milieu de culture (LB). Pour beaucoup d’entre elles, ces conditions
optima ne leur a cependant pas suffit pour survivre en bon état métabolique et établir des
interactions fortes avec la feuille. Une étude de Quilliam et al en 2012, a montré que I'activité
métabolique de bactéries E. coli 0157 :H7 internalisées ou trés fermement attachées était
plus grande que celles juste posées a la surface, donc faiblement liées, suggérant ainsi que ces
bactéries entériques non seulement persistent sur les feuilles, mais arrivent aussi a
métaboliser des nutriments d’origine végétale (Quilliam et al. 2012).

Lors de ces travaux, nous avons pu mettre en évidence que les souches de E. coli issues de
I’environnement présentaient une meilleure survie sur feuille que les souches de DH5aMCR
transformées. Dans leur étude de 2018, Jang and Matthews ont montré |'existence d’'une
différence de survie entre les souches 0157:H7 et 0104:H4 sur la laitue, avec une meilleure
persistance de la derniere. Les différences se trouveraient notamment au niveau de leur
capacité a former un biofilm et de la sécrétion de polysaccharides (capsulaires dans le cas
présent) qui serait plus importante chez 0104:H4 (Jang and Matthews 2018). Dans notre cas,

la différence entre les souches de laboratoire et celles issues de I'environnement pourrait
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suggérer une possible pré-adaptation de ces dernieres vis-a-vis de stress environnementaux,
leur permettant un temps de survie plus long dans des écosystéemes naturels. En effet, il
semblerait que des pré-expositions a des stress permettent aux bactéries de mieux s’adapter
et méme de répondre a d’autres stress plus efficacement (Moghaddam et al. 2017). Deux de
nos souches récoltées dans I'environnement (effluents de STEP), multi-résistantes aux
antibiotiques et donc, tres probablement d’origine humaine, sont tout particulierement a
remarquer : ECa2409 et ECa2424 ont en effet su s'imposer au niveau de la niche écologique
foliaire, surmonter la réaction immunitaire du plant de laitue (chez les deux variétés) et se
maintenir pendant au moins 11 jours a la surface des feuilles.

Les plasmides sont susceptibles d’améliorer les capacités d’adhésion de leur souche-hoéte,
notamment, dans le cas des conjugatifs, grace aux pili de conjugaison qui peuvent se
comporter comme des facteurs d’adhésion (Hori and Matsumoto 2010; Berne et al. 2015).
Deux des plasmides de notre étude, pME8 (conjugatif) et pME11, sembleraient avoir un
impact positif sur I'adhésion de DH5aMCR, mais la dégradation rapide de I'état métabolique
de la souche de laboratoire sur les feuilles de laitue ne nous permet pas de I'affirmer.
Différents travaux ont pu établir des corrélations entre I'adhésion, la formation de biofilm et
la présence de multi-résistances, mais aucune preuve formelle ne permet de dire que la
présence de plasmides conjugatifs favorise réellement I'adhésion, sachant que le co(t
métabolique du plasmide peut étre important et diminuer la survie bactérienne (Lee et al.
2008; Rao et al. 2008; Alcantar-Curiel et al. 2018).

Nous avons tout de méme pu démontrer la survie de certaines souches environnementales
antibiorésistantes, pendant 11-12 jours, a la surface des feuilles de laitues (Romaines et
Pommées). Un essai préliminaire de suivi de survie, aprés contamination volontaire par
EC2146 et EC4952, a été réalisé sur 6 semaines. A l'issue de cette période, la présence de E.
coli cultivables était encore détectable. Le suivi a d( étre interrompu, car les laitues, cultivées
en pot, fanaient Cela montre tout de méme que des bactéries entériques multi-résistantes
sont capables de survivre sur feuille, en étant cultivables, jusqu’a 1,5 mois au minimum.
Notons également que la taille des populations bactérienne est un élément fort en faveur de
leur persistance. Si la contamination initiale est importante, comment exclure que quelques-

unes parviennent malgré tout a se maintenir ?
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L’étude sur parcelles maraichéres de quatre exploitations normandes a révélé une
qualité sanitaire satisfaisante des cultures de laitues, sans détection de bactéries entériques
pathogénes (Salmonella et les souches STEC ont été recherchées), sauf pour un échantillon
présentant une Salmonella difficilement cultivable. Le témoin de contamination fécale E. coli
a cependant pu étre dénombré sur 11,7% des échantillons de laitues collectés au total sur les
quatre exploitations (28/240 échantillons). Les densités étaient le plus souvent faibles et n’ont
pas remis en cause la qualité sanitaire des lots étudiés selon les criteres microbiologiques en
vigueur (arrété européen N°2073/2005). Cependant, certaines souches d’E. coli isolées a
partir des laitues portent des résistances aux antibiotiques, ce qui montre que la
consommation de végétaux constitue une voie de retour a I’'Homme pour I'antibiorésistance
et contribue a I'enrichissement de notre microbiote intestinal en bactéries résistantes et
multi-résistantes aux antibiotiques (Al-Kharousi et al. 2018). Nous reviendrons sur ce sujet un
peu plus loin.

L’eau d’arrosage de I'une des exploitations a été analysée et présentait une présence
constante d’E. coli a une densité réguliere de 100 UFC/100 mL, avec, par période, des apports
plus conséquents. Ce résultat n’est pas en rapport avec ceux obtenus sur les échantillons de
laitues de cette exploitation dans lesquels nous n’avons détecté des E. coli que dans 13,3%
des cas (8 échantillons sur 60). Nous devons cependant rester prudents dans cette
comparaison, car il nous a été difficile d’étre certains que les échantillons de laitues analysés
avaient bien i) été arrosés et ii) avec cette eau (une autre réserve d’eau est disponible sur
I’exploitation, mais plus éloignée). Quoiqu’il en soit, la production de I'année 2017 de ce
cultivateur a été de bonne qualité bactériologique, malgré le point critique lié a la qualité de
saréserve d’eau principale. Ce plus faible signal de E. coli sur laitues que dans I'eau d’irrigation
pourrait étre expliqué par une mortalité importante des souches bactériennes, exposées a de
nombreux parametres environnementaux. Les stress environnementaux, comme I’exposition
aux UV, la température, ainsi que la disponibilité en eau a la surface des feuilles, vont avoir un
impact sur les populations bactériennes, notamment sur les bactéries entériques dont la niche
écologique principale est tres différente. Pour ces derniéres, des études montrent une survie
plus importante lorsque les températures sont chaudes (printemps / été) plutdét que

lorsqu’elles diminuent (Heaton and Jones 2008; Xu et al. 2016). Cependant, une diminution
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des températures peut aussi induire un état VNC des bactéries entériques sur les feuilles, leur
permettant de se maintenir un temps (Dinu and Bach 2011). Lorsque I'on regarde les champs
maraichers en début d’année, vers mars-avril, des voiles d’hivernage ou des paillis (en papier
ou en plastique) peuvent étre installés pour protéger les jeunes plants des gelées tardives ou
des ravageurs tels que les oiseaux ou les lapins, qui semblent apprécier les feuilles tendres.
Ces protections sont également bénéfiques pour les bactéries entériques éventuellement
présentes, puisqu’elles les abritent des UV, les maintiennent dans une hygrométrie stable et
leur permettent de bénéficier de la chaleur provenant du sol, améliorant ainsi leur survie (Xu
et al. 2016; Lopez-Galvez et al. 2018).

Il ne faut pas oublier non plus la phyllosphére des laitues en champs, qui est largement plus
riche que celles des laitues cultivées sous serre, que ce soit au niveau de 'abondance de taxa
gu’a celui des genres bactériens prédominants, entrainant des compétitions certainement
plus importantes (Williams and Marco 2014).

Si I’'on considere les profils d’antibiorésistance présentés par les souches d’E. coli isolées des
laitues (des quatre exploitations) et de I'eau d’arrosage (de I'une des exploitations), nous
retrouvons une certaine homogénéité, avec trés souvent la présence de résistances aux
pénicillines (amoxicilline et ticarcilline, associées ou non a l'acide clavulanique) et a la
céphalosporine céfalotine. Ces résistances sont d’ailleurs tres souvent décrites comme
circulantes dans I’environnement. Au total, nous avons pu mettre en évidence des résistances
a 15 antibiotiques sur les 16 testées, y compris a I'imipeneéme (3 souches résistantes), couvrant
8 familles et sous-familles d’antibiotiques. Le seul antibiotique pour lequel nous n’avons isolé
aucune souche résistante au cours de cette étude sur parcelles est la gentamycine
(aminoside). Les souches résistantes que nous avons pu isoler des salades portent de 1 a 5
résistances, tournées vers 6 antibiotiques, uniquement des B-lactamines. Ces souches sont
peu nombreuses, mais présentes sur un aliment qui sera consommé lavé, mais sans cuisson.
Les souches résistantes que nous avons pu isoler de I'eau d’arrosage, et donc susceptibles de
parvenir au contact des laitues, portent de 1 a 9 résistances, tournées vers 14 antibiotiques
répartis sur 8 familles et sous-familles. Notre panel beaucoup plus important de souches

isolées a partir de I'eau peut expliquer cette différence.

279



Discussion

280



Discussion

Nous pouvons enfin remarquer que les souches multi-résistantes de E. coli (portant au moins
3 résistances), probablement d’origine humaine, présentent des profils d’antibiorésistance
trés proches, voire identiques a ceux portés par les plasmides que nous avons étudiés au début
de ce travail, notamment le profil AMX-AMC-TIC-TIM et AMX-TIC-CHL-TET. Rappelons que ces
plasmides ont été extraits de souches de E. coli isolées d’environnements aquatiques
contaminés par des rejets fécaux. Il serait donc intéressant d’isoler et de caractériser le
probable contenu plasmidique des souches multi-résistantes issues des laitues et de I'eau du

bassin d’irrigation.
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Conclusion générale et

Perspectives
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Selon l'arrété européen N°2073/2005, la qualité sanitaire des quatre exploitations
maraicheres étudiées est satisfaisante. Cependant, la présence de E. coli a elle aussi été
relevée sur les laitues et dans I'eau d’irrigation (densité plus importante), dont certaines
souches présentaient des résistances aux antibiotiques. Cela montre que, méme dans un pays
possédant des normes d’hygiéne strictes, les végétaux de consommation crus ne sont pas si
sains. En plus du risque sanitaire de la persistance de bactéries entériques pathogenes,
s’ajoute le risque émergent de l'antibiorésistance. La résistance aux antibiotiques et sa
dissémination deviennent un probléme majeur au cceur des inquiétudes de la société. La
grande question qui se pose maintenant est comment lutter contre la dissémination de
I’antibiorésistance. Des campagnes de sensibilisation pour une meilleure utilisation des
antibiotiques en médecine humaine ont été mises en place (« Les antibiotiques, c’est pas
automatique ») et un meilleur encadrement de l'utilisation des antibiotiques au niveau des
élevages pourrait étre envisageable. Il pourrait aussi étre concevable d’introduire des normes

ou des suivis concernant les antibiorésistances dans les produits alimentaires.

Au cours de nos études sur la survie et 'adhésion bactériennes sur les laitues, la
visualisation de nos souches et de leur organisation nous fait défaut. Est-ce que, selon |'origine
de la souche par exemple, les zones de colonisation sont les mémes ? Le biofilm formé est-il
différent selon les plasmides de résistance portés ? Comment apparaissent les souches que
I'on n’arrive pas a décrocher et que nous pensons en vie et fortement liées sur la laitue ? Pour
répondre a ces questions, des techniques d’imagerie seraient intéressantes a développer sur
surfaces végétales et a appliquer, notamment avec les kit dead or alive, permettant de
différencier les bactéries vivantes et mortes, ou des souches possédant un gene codant une
protéine fluorescente, comme la GFP*° par exemple.

D’autre part, nous nous sommes concentrés exclusivement sur la persistance des bactéries
sur les feuilles, étudiant ainsi des contaminations provenant du dessus de la plante (arrosage

par aspersion, phénomeénes d’éclaboussures ou de forts ruissellements), mais la

49 GFP : Green Fluorescent Protein
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contamination peut aussi venir de la terre, comme nous l'avons décrit dans I'étude
bibliographique. Il pourrait étre intéressant d’étudier I’éventuelle contamination de la plante
par des bactéries entériques pathogénes et/ou multi-résistantes aux antibiotiques via les
racines. Déclencheraient-elles des mécanismes de défense racinaire différents ? Il a été
montré que les Salmonella pouvait étre internalisée dans les racines, mais combien de temps
mettent-elles a pénétrer et a monter dans la racine ?

Enfin, comme nous I'avons vu dans la discussion, les bactéries de la phyllosphére, que I'on
pourrait considérer comme le microbiote végétal, peuvent influer sur la survie des bactéries
extérieures, qu’elles soient bénéfiques pour la plantes, phytopathogénes ou des bactéries
entériques. Les connaissances sur la structuration de ce microbiote végétale sont encore
faibles, et il serait donc intéressant de I'analyser sur les laitues en présence ou non de E. coli
et voir si des modifications de composition peuvent étre détectées (en métagénomique par

exemple).
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Tableau 11 : Souches environnementales et de laboratoire

Matériels et méthodes

Souches

Antibiorésistance

Références

Souches environnementales
EC 129

EC 210
EC421
EC 528

EC 1250
EC 2146

EC 2183
EC 2521

EC 2660

EC 5008
EC 5618

EC5718
EC 4952
ECa 1669

ECa 1704
ECa 1791
ECa 1760
ECa 2409
ECa 2424
ECa 2604

ECa 2587

Souches de laboratoire :
E. coli DH5aMCR
E. coli SC12 (W3101 Rifr)
P. fluorescens SBW25 Rifr

P. putida KT2440

AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-KAN-CHL-
TET-SXT-NAL-CIP-STR

AMX-AMC-TIC-TIM-KAN-STR-CHL-
TET-SXT-NAL-CIP

AMX-TIC-KAN-STR-CHL-TET-SXT-
NAL-CIP

AMX-TIC-GEN-KAN-STR-CHL-TET-
SXT

AMX-TIC-STR-CHL-TET-SXT

AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-STR-CHL-
SXT
AMX-TIC-CEF-STR-SXT

AMX-AMC-TIC-TIM-STR-CHL-TET-
SXT-NAL

AMX-TIC-STR-TET-SXT-NAL
AMX-AMC-KAN-TET-SXT-STR

AMX-AMC-TIC-TIM-CHL-TET-NAL-
STR
AMX-AMC-TIC-TIM

AMX-TIC-CHL-TET

AMX-TIC-TIM-AMC-CHL-TET-SXT-
NAL-CIP

AMX-AMC-TIC-TIM-TET-STR
AMX-TIC-KAN-TET-SXT
AMX-TIC-KAN-STR
AMX-TIC-GEN-TET-SXT-STR
AMX-TIC-KAN-SXT-STR
AMX-TIC-TIM-KAN-STR

AMX-TIC-TET-SXT-STR

recAl, mcrA, mcrB, hsdR, endA1l
recAl3, trpE, RIF
AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-CTX-AZT-
CFS-RIF
AMX-TIC-TIM-CTX-CEF-AMC-CHL-
SXT-NAL-FOS-RIF

Laroche-Ajzenberg et al (2015)
Laroche-Ajzenberg et al (2015)
Laroche-Ajzenberg et al (2015)
Laroche-Ajzenberg et al (2015)

Laroche-Ajzenberg et al (2015)
Laroche-Ajzenberg et al (2015)

Laroche-Ajzenberg et al (2015)
Laroche-Ajzenberg et al (2015)
Laroche-Ajzenberg et al (2015)

Ce travail
Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail
Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Hanahan (1983)
Kopecko et al (1976)

Laroche-Ajzenberg et al (2015)

Bagdasarian et al (1981)
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A. Caractérisation des plasmides

I.  Choix des souches

Dans un souchier de E.coli environnementales, nous avons choisi 21 souches parmi celles
possédant le plus de résistances et ayant, pour quelques-unes, déja fait I'objet de publications.
Ces souches comportent entre 4 et 12 résistances aux antibiotiques et ont été isolées d’eaux
de surfaces ou d’eaux souterraines lors de différentes campagnes de prélévement.

Ces 21 souches ont fait I'objet d’extractions plasmidiques et les plasmides ont été introduits
par transformation dans une souche de laboratoire DH5aMCR lors de précédents travaux de

théses (Tableau 11).

[I. Croissance bactérienne

Afin d’obtenir des souches en phase exponentielle de croissance ou stationnaire pour la
réalisation des conjugaisons, des suivis de croissance ont été effectués. Une pré-culture (5mL
de LB liquide) est réalisée a partir d’'une boite LB gélosée ensemencée avec une cryobille issue
du souchier conservé a -80°C. Apres incubation sur la nuit a 30°C ou 37°C selon la souche
étudiée, une culture bactérienne est réalisée et la DOsgg est mesurée toute les heures, a I'aide
d’un spectrophotometre (Genesys 20 Thermo Spectronic, ThermoFisher, USA) et les courbes
LogDOsgo = f(t) sont tracées.

Composition du LB liquide : 10 g.L! de bacto-tryptone ; 5 g.L'! d’extrait de levure ; 5 g.L'* de

NaCl; pH 7; 15 g.L'* d’agar pour les milieux gélosés

[Il.  Survie Bactérienne

Pour connaitre les concentrations en antibiotiques a utiliser pour les conjugaisons, des survies
bactériennes ont été réalisé a partir de cultures bactériennes en phase exponentielles (DOsso
=1). Des gouttes de 10uL des dilutions 101 a 10°® (réalisées dans de I'eau physiologique) sont
déposées sur des boites de LB gélosé complémenté avec l'antibiotique étudié a des
concentrations croissantes avec un écart de 5pg.mL? entre chaque. Ces « tests en gouttes »,
moins précis qu’'une numération classique par étalement de 0,1mL/boite, permettent

I’obtention rapide de la fréquence de survie sur les différents antibiotiques.
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Tableau 12 : Antibiotiques testés au cours de I’étude pour la détermination de la résistance aux antibiotiques de

E.coli, classés par famille

Familles Antibiotiques Abréviation Charge du disque (LG)
Pénicillines Amoxicilline AMX 25
Amoxicilline + Acide Clavulanique AMC 20+10
Ticarcilline TIC 75
Ticarcilline + Acide Clavulanique TIM 75+10
Carbapénémes Iminpéneme IPM 30
Céphalosporines | Céfalotine CEF 30
Ceftazidime CAZ 30
Céfotaxime CTX 30
Aminosides Gentamycine GEN 10
Kanamycine KAN 30
Streptomycine STR 10
Phénicolés Chloramphénicol CHL 30
Cyclines Tétracycline TET 30
Sulfamides Trimethoprime + Sulfamethoxazole SXT 75+ 1,25
Quinolones Acide Nalidixique NAL 30
Ciprofloxacine CIP 5
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sont déposés sur la gélose a I'aide d’un distributeur (i2A, France). Les boites sont ensuite
incubées pendant 24h, a la température optimale de croissance des bactéries testées.
Les boites sont ensuite interprétées a I'aide du lecteur automatique de plaque SirScan p (i2A,

France) et du logiciel SirWeb (i2A, France).

IV. Profils d’antibiorésistance

La résistance aux antibiotiques est déterminée par la méthode de diffusion sur gélose, selon
les recommandations du comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie.
Ainsi, seize antibiotiques (i2A, France), appartenant a différentes familles utilisées en
traitement médical humain et animal, sont testés sur les bactéries (Tableau12).

Une gélose Mueller-Hinton (i2A, France) est ensemencée par écouvillonnage avec une
suspension bactérienne, normalisée a environ 108 bactéries.mL?, réalisé dans 9 mL d’eau
physiologique a partir de colonies prélevées avec une anse stérile de 1uL d’une boite gélosée
de 24h. Des disques de papier-filtre imprégnés d’'une concentration connue en antibiotiques
sont déposés sur la gélose a I'aide d’un distributeur (i2A, France). Les boites sont ensuite
incubées pendant 24h, a la température optimale de croissance des bactéries testées.

Les boites sont ensuite interprétées a l'aide du lecteur automatique de plaque SirScan p (i2A,

France) et du logiciel SirWeb (i2A, France).

V. Conjugaison plasmidique

Sur un filtre de 0,45um placé dans sur un milieu gélosé LB, 100uL de la souche donatrice en

phase exponentielle de croissance (KT2240 ou SC12), sont déposés avec 100uL de la souche

réceptrice en phase stationnaire de croissance (DH5aMCR(pMEX>)). Aprés incubation de 24h

a 30°C (DH5aMCR(pMEX) x KT2440) ou 37°C (DH5aMCR(pMEX) x SC12), les filtres sont placés

dans 5mL de LB liquide, et mis 1h30 en agitation a 30°C ou 37°C, le temps nécessaire a
I'expression phénotypique dans un agitateur-incubateur (Innova 4300, New Brunswick

Scientific, USA). Une numération de 100uL sur milieux LB gélosés, en présence des

50 DH5aMCR(pMEX®?) : Souche de laboratoire DH5aMCR transformée par un plasmide pME portant le

numéro X

293



Matériels et méthodes

Tableau 13 : Amorces oligonucléotidiques utilisées pour les PCR de groupes d’incompatibilité.

Région Ciblée Amorces Séquences Taille amplicon (pb) Référence
B/Of 5-GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC-3’
RNAI 159
B/Or 5’-TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA-3’
FICf 5’-GTGAACTGGCAGATGAGGGAAGG-3’
repA2 262
FICr 5-TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT-3’
A/Cf 5’-GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA-3’
repA 465
A/Cr 5’-ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT-3’
Pf 5’-CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA-3’
Itérons 534
Pr 5’-TCACGCGCCAGGGCGCAGCC-3’
Tf 5-TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT-3’
repA 750
Tr 5’-CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC-3’
K/B f 5’-GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC-3’
RNA1 160
K/Br 5-TCTTTCACGAGCCCGCCAAA-3’
w f 5’-CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG-3’
repA 242
Wr 5’-GGTGCGCGGCATAGAACCGT-3’
e
FIA f 5-CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG-3’ 3
Itérons 462 o
FIAT 5’-GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG-3’ o
0}
FIB f 5-CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT-3’ s
repA 702 =
FIBr 5’-GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG-3’ 8
S
Yf 5’-AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG-3’ v
repA 765
Yr 5’-GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT-3’
11f 5’-CGAAAGCCGGACGGCAGAA-3’
RNA1 139
I1r 5-TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT-3’
Xf 5’-AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT-3’
Ori-y 376
Xr 5 -TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC-3’
HI1f 5’-GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC-3’
parA —parB 471
Hilr 5-TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA-3’
N f 5’-GTCTAACGAGCTTACCGAAG-3’
repA 559
Nr 5-GTTTCAACTCTGCCAAGTTC-3’
HI2 f 5’-TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC-3’
Itérons 644
HI2 r 5-GGCTCACTACCGTTGTCATCCT-3’
L/M f 5-GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG-3’
repA, B, C 785
L/Mr 5’-CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG-3’
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antibiotiques appropriés est ensuite effectuée. En paralléle des dilutions en cascade dans de
I’eau physiologique sont réalisées et des numérations en gouttes (10uL des dilutions 1013 10
6 déposés) sur chaque boite de sélection sont faites. Les transconjugants sont sélectionnés et
numérés avec une double pression de sélection aux antibiotiques, I'une permettant de
sélectionner le plasmide et I'autre de sélectionner la bactérie réceptrice. Le choix des
antibiotiques est effectué en fonction du profil de résistance du plasmide, de la souche
réceptrice et donatrice. Les numérations des bactéries réceptrices sont également réalisées
afin de pouvoir déterminer la fréquence de conjugaison :

Nb de transconjugants.mL™!

conj = " Nb de réceptrices. mL1

Les bactéries parentales seules sont également dénombrées sur LB et milieu double sélection
afin de calculer la fréquence de mutations spontanées :

_ Nbdemutant.mL™!
"~ Nb de réceptrices.mL~1

mut

VI. Groupe d’incompatibilité

Les ADN des transformants DH5aMCR ont été obtenus par choc osmotiques (eau ultra pure)
et choc thermique (10 min a 95°C).

Les groupes d’incompatibilité ont été détectés en utilisant la PCR based Replicon Typing
rapportée par Carattoli et al (2005) et améliorée Jonson et al (2007). Nous avons testé les
groupes suivant : Inc B/O, Inc FIC, Inc A/C, Inc P, Inc T, Inc K/B, Inc W, Inc FIA, Inc FIB, IncY, Inc
11, Inc X, Inc HI1, Inc N, Inc HI2 et Inc L/M par PCR multiplex (Tableau 13). Chaque groupe
détecté a été confirmé par PCR. Les PCR ont été réalisées sur 100-150 ng d’ADN, dans un
volume final de 50uL avec 200pM de chaque amorce, 1,5mM de MgCl,, 0.2mM de dNTP et
0,5U.uL! de la GoTaq G2 Flexi DNA Polymérase (Promega, France). Le programme PCR utilisé
comportait une étape de dénaturation de 5 min a 94°C suivi par 30 cycles de 30 sec a 94°C, 30
sec a 62°C et 1,5 min a 72°C. Une élongation finale a été réalisée pendant 5 min a 72°C. Les

controles positifs ont été gentiment fournis par A.Carattoli.

295



Matériels et méthodes

Tableau 14 : Amorces oligonucléotidiques pour la PCR des intégrons de classe | et Il.

Région ciblée | Amorces | Séquences Taille amplicon (bp) | Références
Intll f 5’-CCTCCCGCACGATGATC-3’ Bass et al, 1999
intl1 280
Intll r 5’-TCCACGCATCGTCAGGC-3’
Intl2 f 5’-CACGGATATGCGACAAAAAGGT-3’ Mazel et al, 2000
intl2 790

Inti2 r 5-GTAGCAAACGAGTGACGAAATG-3’
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VIl. Recherche des intégrons de classe | et |l

La recherche des génes intl1 et intl2 (Tableau 14) a été réalisé par PCR sur 100-150ng d’ADN
dans un volume final de 50uL avec 200uM de chaque amorce, 2mM de MgCl2 et 0.5U.uL?! de
GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, France). Pour les génes int/1, un cycle de
dénaturation de 10min a 94°C a été suivi de 30 cycles de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C et 1 min
a 72°C. Une élongation finale de 7 min a 72°C a ensuite été réalisée. Pour les génes int/2, le
cycle de dénaturation a duré 5 min a 94°C suivi de 30 cycle de 30 sec a 94°C, 30 sec a 64°C et

1 min a 72°C et I’élongation finale a duré 7 min a 72°C.

VIIl.  Stabilité des plasmides

Des isolements successifs des transconjugants en absence de pression de sélection sur milieu
LB ont été réalisés. Pour chaque isolement effectué, 50 colonies ont été repiquées sur milieu
complémenté en antibiotiques permettant la sélection du plasmide. Le nombre de
générations nécessaires a la formation d’une colonie a été estimée avec la formule suivante :

InN/In2.

IX. Séquencage plasmidique et analyse

Les plasmides des transformants DH5aMCR ont été extraits en utilisant Genopure Plasmid
Maxi Kit (Roche Diagnostic, Meylan, France) a partir d’'une culture de 300mL en suivant les
recommandations du fabricant. Le séquencage PacBio a été réalisé par la société GATC
(Konstanz, Allemagne). La détermination des groupes d’incompatibilité a été réalisée a I'aide

de la base de données PlasmidFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/)

organisé par H. Hasman et A. Carattoli et une cartographie des plasmides a été réalisée a l'aide

de BASYS Bacterial Annotation System (https://www.basys.ca/server4/basys/cgi/submit.pl).
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B. Développement des laitues

I.  Variétés cultivées

Les variétés étudiées étaient les laitues Pommée et Romaine. La laitue Pommée est la variété
la plus cultivée en France, tandis que la variété Romaine, qui est la plus cultivée aux Etats-Unis
et qui commence a arriver en France, est aussi la variété la plus étudiée dans la bibliographie
scientifique.

Au départ, des laitues Romaine Madriléne (Gondian, France) et Laitue Pommée Appia

(Gondian, France) ont été utilisées pour le développement des expérimentations.

Par la suite, des jeunes plants de laitues Romaine et Pommée nous ont été fournis au stade 4

feuilles par le SILEBAN (partenaire du projet PATHOGREEN).

[I.  Culture en serre

Les plants de laitues ont été cultivés dans une cellule S3 de la serre NormandSerre (partenaire
du projet PATHOGREEN). Leur culture jusqu’au stade 6 feuilles s’est faite avec une période de
jour de 12h a 21°C et une période nuit de 12h a 17°C avec une hygrométrie entre 70 et 80%
et un arrosage de 50mL tous les deux jours.

Les plants sont cultivés dans un pot contenant 2kg d’un mélange de 1/3 de terre a planter et

2/3 de terre végétale.

C. Adhésion des plasmides

I.  Sur surface inerte

A partir d’'une pré-culture de nuit, des cultures bactériennes d’'une DOsgonm = 0,2 sont
réalisées. 200l des cultures sont ensuite déposés dans les puits d’une microplaque et cette
derniere est incubée 2h a 37°C. Aprés le temps d’incubation les 200uL de culture sont retirés
des puits délicatement, en posant la pointe du cone au fond du puits contre une paroi avant
d’étre passé au spectrophotometre (Genesys 20 Thermo Spectronic, ThermoFisher, USA) pour
obtenir ce que I'on appelle la fraction planctonique, c’est-a-dire les bactéries non adhérées

dans les puits. En paralléle, les puits des plaques sont lavés délicatement avec 200uL d’eau
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ultrapure stérile puis 200uL de milieu nutritif LB neuf sont de nouveau déposé dans les puits.
Les plaques sont alors incubées 24h a 37°C pour permettre le développement d’un biofilm.
Le lendemain, les plaques sont sorties de I'’étuve et les 200uL de LB sont délicatement enlevés
des puits et jetés. Les puits sont ensuite lavés doucement trois fois avec 200uL d’eau ultrapure
stérile, afin de n’avoir que les bactéries bien adhérées, et 150uL de cristal-violet 1% sont
introduits dans chaque puits et laissés 30 min a température ambiante. Le cristal-violet est
ensuite enlevé doucement et jeté, les puits sont lavés deux fois a I’eau ultra-pure stérile pour
enlever I'excédent de colorant. Enfin 200uL d’éthanol 70% est utilisé dans chaque puits durant
1 min afin de dissoudre le cristal-violet piégé dans les bactéries. La solution est de nouveau
prélevée et la coloration est quantifiée a I'aide du spectrophotmetre pour obtenir la fraction
biofilm. En effet, grace au cristal-violet qui était piégé dans les bactéries nous pouvons estimer
par densité optique la proportion de bactéries adhérées aux parois des tubes.

Afin de pouvoir comparer I'adhésion des différentes souches, les résultats sont ramenés sous

la forme suivante :
DOsgo Biofilm
DOsg, Planctonique

Les expérimentations ont d’abord été réalisées sur des microplagques BioScreen de 100 puits
mais le diameétre des puits était trop petit pour effectuer les lavages sans perturber les biofilms
installés. Nous sommes donc passé sur des plaques Evergreen 96 puits en polystyréne
(Référence 222-8030-01F, Lot M1648, Evergreen Scientist, Buffalo, NY). L'avantage de ces
plagues est d’avoir un diamétre plus grand pour une meilleure manipulation, et qu’elles soient

stériles avec un emballage individuel ainsi qu’un couvercle.

[I.  Sur feuille de laitues

A partir de pré-culture de nuit, des cultures bactériennes a DOsgonm = 1 sont réalisées. Des
numérations de 0,1mL des dilutions 10~ et 10°® sur milieu gélosé sur LB sont effectuées et les
boites sont mises a 37°C pendant 24h afin de connaitre la densité exacte des cultures

bactériennes.
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100uL des cultures bactériennes sont ensuite étalées délicatement a la surface des feuilles de
laitue par goutte de 10uL a I'aide d’une anse stérile de 10uL. Sur chaque plant de laitue au
stade 6 feuilles, toutes les feuilles sont contaminées.

Autemps1,2,4,7,9et11joursaprés contamination, les feuilles les plus vieilles (les premieres
apparues) de chaque plant sont récoltées pour analyse. Elles sont mises dans un tube a
centrifuger de 50mL dans lequel sont introduits 20mL d’eau physiologique stérile. Les tubes
sont déposés a I’horizontale dans un agitateur incubateur (IKA 4001 ...) et agités a 230 rpm et
37°C pendant 1h afin de décrocher doucement les bactéries des feuilles et de les remettre en
bon état métabolique. Les tubes sont ensuite vortexés 3 min a puissance maximale (VWR,
Pennsylvanie) pour totalement décrocher les bactéries. Ensuite I'eau de lavage est utilisée
pour faire des numérations en goutte des dilutions 101 & 10® sur milieu gélosé Rapid’E.coli
(BioRad). Les boites sont incubées 24h a 37°C et vont permettre de connaitre le nombre de
bactéries décrochées de la feuille de laitue par rapport au nombre déposé. Le reste de I'eau
de lavage est filtré a I'aide d’un filtre 0.45uM (Millipore) et le filtre est conservé a -20°C dans
des boite de pétri de 20cm de diameétre.

La laitue est conservé a -20°c ou -80°C en attendant de réaliser des extractions d’ADN.

[Il.  Extraction ADN eau de lavage et feuille de laitues

Les extractions d’ADN des bactéries contenues dans les eaux de lavage et restées accrochées
sur la laitue sont réalisées avec le Kit FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, Illkirch-
Graffenstaden, France).

Les filtres et les feuilles de laitues sont découpées afin de rentrer dans les tubes lysing Matrix
E puis 978uL de Sodium Phosphate Buffer et 122uL de MT Buffer sont ajoutés (afin de
solubiliser les protéines membranaires, extracellulaires et les contaminants du sol). Les tubes
sont placés dans un FastPrep-24 5G (MP Biomedicals, lllkirch-Graffenstaden, France) 40
secondes a vitesse 6. Puis les tubes sont centrifugés 7 min a 13000g (Centrifuge 5415 R,
Eppendorf, Montesson, France). Le surnageant est transféré dans un microtube 1.5mL dans
lequel 250puL de Protein Precipitation Solution est ajouté (pour séparer les acides nucléiques
des protéines et des débris cellulaires). Le tube est retourné manuellement dix fois puis
centrifugé 5 min a 13000g. Le surnageant est de nouveau transféré dans un microtube de 2mL
dans lequel on ajoute 1ImL de Binding Matrix resuspendu au préalable (contient des billes de
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silice ou les acides nucléiques viendront se fixer). Le tube est mélangé par retournement
pendant 2 min puis laisser 3 min au repos. 500uL sont prélevés du surnageant et le reste est
resuspendu dans le tube. 700uL sont transférés sur une colonne avec filtre et le tout est
centrifugé 1 min a 13000g. Le tube collecteur est vidé et le reste du mélange est transféré sur
la colonne et centrifugé 1 min a 13000g. Ensuite, 500uL de SEW-M, dilué dans le I’éthanol,
sont ajouté dans la colonne et resuspendus avec les billes de silice avant d’étre centrifugé 1
min a 13000g (permet de solubiliser les protéines). Le tube collecteur est vidé et la colonne
est centrifugée une nouvelle fois 2 min a 13000g.

Le tube collecteur est changé et la colonne est laissée a sécher a I'air libre 5 min avant d’étre
resuspendue dans 75ulL d’eau ultra-pure. La colonne est centrifugée 1min a 13000g et le filtre
est jeté. Le tube collecteur contenant 'ADN élué est conservé a -20°C pour des PCR

ultérieures.

IV. PCR temps réel

Pour connaitre le nombre de bactéries présentes dans les eaux de lavages celles restées
accrochées sur la feuille de laitue, une recherche du géne uidA, codant la B-D-Glucuronidase,
présente en monocopie sur le chromosome bactérien de E.coil est effectuée.

Pour cela des dilutions successives au 1/10¢ de DH5aMCR a des concentrations connues sont
utilisées pour réaliser une gamme étalon. Les ADN des échantillons sont également dilués
jusqu’a 1072 pour éviter de possibles inhibitions.

Les PCR sont réalisées sur 5uL d’ADN extrait dans un volume final de 45uL avec 0.2uM
d’amorces et 1X de la GoTag PCR Master Mix (Promega, France). Le programme PCR comporte
une dénaturation initiale de 2 min a 95°C suivi de 50 cycle de 15 sec a 95°C et 1 min a 60°C.

Enfin une élongation finale est réalisée pendant 2 min a 72°C (Chromo 4, BioRad).

D. Evaluation microbiologique en champs

I. Préparation des échantillons

Les laitues sont appariées deux a deux au hasard pour former un échantillon. Elles sont ensuite
effeuillées pour séparer le coeur de la laitue Pommée des feuilles externes, appelées jupe.
Toutes les feuilles et le coeur sont découpés en petits morceaux de 1 a 2 cm a I'aide d’un
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scalpel stérile. Les jupes des deux salades sont mélangées a la main de facon homogene et la
méme chose est réalisée avec le cceur. Puis 12,5g de jupe et 12,5g de coeur sont pesés et
insérés dans un sac stomacher ave filtre (Seward, Angleterre) constituant un échantillon de
25g. Pour un méme échantillon 4 sacs stomacher sont réalisés pour permettre les différentes

analyses microbiologiques.

[I. Recherche de pathogenes sur laitues

1. Enrichissement

a. Salmonella spp

Au sac stomacher de 25g d’échantillons sont ajoutés 225mL d’Eau Peptonée Tamponnée
(Condalab, Pranodisa, Espagne) supplémentée avec une capsule de Rapid’Salmonella (BioRad)
pour réaliser une dilution au 1/10° de I’échantillon. Le sac est passé dans un broyeur-malaxeur
(Stomacher 400 Circulator, Seward, Angleterre) durant 1 min a 230 rpm. Le sac est ensuite
incubé 24h a 41,5°C.

Des isolements a I'anse 10uL sont par la suite réalisé sur milieu Rapid’Salmonella pour obtenir
des bactéries cultivables si présence. En paralléle 100uL du sac stomacher sont ajouté a 900pL
d’Eau peptonée tamponnée et incubé a 37°C durant 5h pour un second enrichissement. Puis

une extraction d’ADN est réalisée.

b. STEC

Au sac stomacher contenant 25g d’échantillon sont ajoutés 225mL de milieu SEB (BioRad),
milieu spécifique STEC. Le sac est passé dans un broyeur-malaxeur 1 min a 230 rpm. Le sac est

incubé 24h a 41.5°C puis une extraction d’ADN est réalisée.
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2. Extraction d’ADN

a. Salmonella spp

Les ADN sont extraits selon le protocole Standard Il du kit IQ-Check Salmonella 1l (BioRad).

Les 1 mL du second enrichissement sont introduit dans un microtube et centrifugés a 13000
rpm pendant 5 min. Le surnageant est enlevé et 200uL de réactif de lyse A sont ajoutés au
culot. Les tubes sont agités par retournement pendant 3 min puis incubés au bain-marie a
97°C pendant 10 min. Aprés un passage au vortex, les tubes sont centrifugés a 13000 rpm
pendant 5 min. Enfin 50uL du surnageant, contenant I’ADN sont conservé a -20°C pour réaliser

des PCR.
b. STEC

Les ADN sont extraits selon le protocole Easy | du kit IQ-Check STEC VirX (BioRad).

A 100pL d’enrichissement sont ajouté 100uL du réactif de lyse A dans un microtube puis
incubés a 97°C pendant 10 min au bain marie. Aprés un passage au vortex, les tubes sont
centrifugés a 13000 rpm pendant 5 min. 50l du surnageant sont transférés dans un nouveau

tube et congelés a -20°C.

3. PCR

Les PCR sont effectués en suivant les recommandations des kits IQ-Check. Le programme PCR
pour Salmonella et STEC sont les méme et peuvent étre effectués en méme temps.

Pour Salmonella, le mix PCR est composé de 40uL de la solution d’amplification (réactif C) et
de 5uL des sondes fluorescentes (réactif B) par échantillon plus 5uL d’échantillon pour un
volume final de 50pL.

Pour les STEC, le mix PCR contient 15uL de solutions d’amplification (réactif C) et 5uL de sonde
fluorescente (réactif B) par échantillon avec 5uL d’échantillon pour un volume final de 25pL.
La PCR possede une phase de dénaturation initiale de 10 min a 95°C, puis de 49 cycles avec 15

sec a 95°C, 20 sec a 58°C et 30 sec a 72°C.
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[Il.  Recherche de E.coli sur laitues

Au 25g d’échantillons contenu dans le sac stomacher sont ajoutés 225mL de Tryptone Sel
(Condalab, Pranodisa, Espagne). Le sac est passé dans un broyeur-malaxeur 1 min a 230 rpm.
Des numérations de 1mL et 100uL du sac (correspondant en réalité aux dilutions 10! et 102
sont effectuées sur milieu gélosé Rapid’E.coli (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette). Les boites sont

incubées 24h a 44°C pour obtenir les E.coli et les Coliformes Totaux.

IV. Analyses de I'eau d’irrigation

L’eau du bassin de réserve non couvert du site D a été prélevée a 3 endroits différents a I'aide
d’un seau propre et stockée dans des bouteilles de 1L stériles. Un volume de 60mL et de 10mL
d’eau est ensuite filtré sur filtre 0,45uM (Millipore) et les filtres sont déposés sur des milieux
gélosé Rapid’E.coli avec supplément spécifique pour le controle de I'eau (Bio-Rad) pour la
recherche de E.coli et sur milieux gélosé Rapid’Salmonella pour la recherche du pathogene.

Les boites sont incubées 24h a 37°C.
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ABSTRACT

Antibiotic misuse has caused enrichment of intestinal microbiota with antibiotic-resistant
bacteria. Thus, faecal rejects in the environment could impact the environmental resistome,
suspected to be a genes reservoir involved in construct and spread of multi-resistant bacteria.
The Pseudomonas genus, ubiquitous, largely represented in environment and including
pathogen species, is known to carry antibiotic resistances. The aim of this work was to list and
identify the Pseudomonas species present in different faecal discharges in the environment,
of animal or human origin, and to determine their antibiotic resistance pattern. Upon 2
sampling campaigns performed on 12 points, we collected and identified 316 Pseudomonas
isolates and established their resistance phenotype to 25 antibiotics. We detected 40 different
species and were able to propose a specific antibiotic resistance pattern for 14 of them. These
profiles present from 2 to 9 resistances, depending on the species. None of them show
resistances to aminoglycosides, tetracyclins or polymixins among the 8 families of antibiotics
tested. Four species carry a very weak number of resistances with none to B-lactams. These
results imply that the Pseudomonas resistome associated to an environment, first depends on
the Pseudomonas populations structure in the ecosystem. By analysing all the resistance
profiles, few horizontal transfers coming from Enterobacteria could be suspected, but no
plasmid transfer have been highlighted by conjugation assays. However, here too, transfer
efficiency could depend on Pseudomonas species involved. Finally, class 1 and class 2
integrons were sought in the strains that may have received resistance genes from

Enterobacteria.
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INTRODUCTION

The environment has been shown to participate in the alarming development and spread of
bacterial antibiotic resistances described in the last twenty years (von Wintersdorff et al.,
2016; Manaia, 2017; Larsson et al., 2018; Morehead and Scarbrough, 2018). The main route
involves faecal contamination of aquatic ecosystems, with water being a very efficient
dissemination vector (Laroche et al., 2010; Flores Ribeiro et al., 2012; Pruden, 2014; Manaia
et al., 2018). Indeed, as a consequence of common and excessive antibiotic use, numerous
multi-resistant enteric bacteria are released in the environment via faecal discharges
originating from human (wastewater treatment plants, WWTP, and septic systems) or animal
(field runoff). Notably, it is now well documented that Enterobacteria as Escherichia coli bear
frequently genetic elements widely involved in antibiotic resistance and its spreading, i.e.
plasmids, transposons and integrons (Bennett, 2008; Partridge, 2011; Stalder et al., 2012;
Laroche-Ajzenberg et al., 2014; Dang et al., 2017; Lekunberri et al., 2017;). Antibiotic
resistances released in environment (free resistance genes or bacteria-borne) can then
directly return to human intestinal microbiote via fresh fruits and vegetables contaminated by
irrigation water (Barak and Schroeder, 2012, Jung et al., 2014; Van Overbeek et al., 2014) or
even via drinking water in case of failure of water treatment (Flores Ribeiro et al., 2012 ; 2014).
In addition, strong enrichment of natural ecosystems in antibiotic resistances threatens to
transform environmental matrices in a reservoir from which antibiotic multi-resistant
bacterial pathogens can emerge and reach hospitals. Indeed, at least three processes seem to
be involved in the expansion of the environmental resistome after faecal contamination
(Manaia, 2017):

i) Survival of antibiotic-resistant enteric bacteria in the environment. The majority of gut

Enterobacteria do not survive for a long time out of the gastrointestinal tract, even if a little
minority could develop adaptation strategies (Van Overbeek et al., 2014). However, some
other gut bacteria are able to survive in soils, as Clostridium for example (Leclercq et al, 2016).
Thus, enteric bacteria could participate by themselves to the environmental resistome.

ii) Dissemination of the resistance genes coming from enteric bacteria in the environmental

bacterial community. Antibiotic-resistant faecal bacteria die and lyse in the receiving

ecosystem, more or less rapidly (1 to 4 weeks (Leclercq et al., 2016)). Resistance genes can

transfer to environmental bacteria by conjugation or transduction while the donor bacterium
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is still alive, or by transformation when genes are released in the natural ecosystem after lysis

(von Wintersdorff et al., 2016).

iii) Growth of environmental antibiotic-resistant bacteria living in the contaminated

ecosystem, because of nutrients brought by faecal discharges. This indirect effect on the

natural resistome is increasingly taken into account in literature (Udikovic-Kolic et al., 2014;
Leclercq et al, 2016; Manaia, 2017; Zhang et al., 2017).

Pseudomonas is widely involved in these phenomena, because it is a ubiquitous genus,
largely present in environmental ecosystems (soil, water, sediments, rhizosphere, plants...)
and a major ecological actor (Spiers et al., 2000, Philippot et al., 2013). Bacteria belonging to
this genus are known to harbour numerous antibiotic resistances, (especially to the B-lactam
antibiotic class) (Flores Ribeiro et al., 2014) and thus, they have full participation in the
environmental resistome. They don’t reside in the gut, but, as Gram-negative y-
proteobacteria, they are able to acquire genetic information from Enterobacteria by
horizontal transfers, especially conjugative antibiotic resistance plasmids (Laroche-Ajzenberg
etal., 2014), and so could become environmental receptacles of transferable resistance genes
coming from intestinal bacteria. In addition, as chemoorganoheterotrophic bacteria, it would
not be unreasonable to expect they are able to use faecal material as nutrients (Manaia et al.,
2018). Indeed, some authors have clearly shown that faecal contamination (manure) brings
nutrients which allow Pseudomonas growth (Udikovic-Kolic et al., 2014; Leclercq et al.,2016).

Among the Pseudomonas genus, Pseudomonas aeruginosa has focused the most of
attention because this human pathogen species is widely involved in nosocomial diseases and
is difficult to treat when strains are multidrug-resistant which is the case for more than 10%
of the P. aeruginosa strains isolated from patients in most European countries (Azam and
Khan, 2019). This bacteria has developed different resistance strategies: many mechanisms
are intrinsic (present in all bacteria of the species) and based on efflux pumps, low
permeability of outer membrane or antibiotic-inactivating enzymes encoded by chromosomal
genes, allowing it to exhibit resistances to many antibiotic classes such as B-lactams,
aminoglycosides, phenicols, cyclins, macrolides or quinolones (Li et al., 2015; Chatterjee et al.,
2016 ; Azam and Khan, 2019). Level of resistance can be regulated according to different

external factors or stress, from which presence of antibiotic, resulting in increase of efflux
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pumps expression or decrease in membrane permeability for instance (Riou et al., 2016; Azam
and Khan, 2019). In addition, some bacteria of the population can acquire resistance(s) by
horizontal transfer or mutation(s) (Azam and Khan, 2019). Thus, the antibiotic resistance
profile of a P. aeruginosa strain may vary according to its history and its meetings with others
bacteria. Environmental P. aeruginosa isolates can even present no resistance to tested
antibiotics, probably in case of low expression of intrinsic mechanisms and lack of acquired
resistances (Flores Ribeiro et al., 2014; Grosso-Becerra et al., 2014; Pappa et al., 2016;
Kittinger et al., 2016).

Knowledge about antibiotic resistances and diversity of the Pseudomonas species non-
aeruginosa, notably in environments impacted by faecal discharges, is by contrast rather
weak. A few studies have nevertheless addressed this question as those of Devarajan et al.
(2017) in sediments impacted by hospital or WWTP effluents in Africa and Switzerland,
Kittinger et al. (2016) in the River Danube or Spindler et al. (2012) in hospital effluents in Brazil.
However, contamination origin (human, animal, hospitals), selective growth media used,
antibiotics tested (nature and number) or isolates number were very different from one study
to another and, at this time, results are sometimes difficult to compare as discussed further.
More data are needed, because, according to the model proposed by Manaia (2017), the
Pseudomonas genus gathers i) species mainly environmental that are probably very efficient
as carriers inside the natural environment antibiotic resistome, and ii) pathogen ones,
ubiquitous, that are excellent vectors towards humans. Of course, their phylogenetic
proximity greatly encourages genetic exchanges between them and, not surprisingly, can
result in the emergence of multi-resistant pathogenic Pseudomonas strains.

In the present study, in order to describe the resistome of Pseudomonas spp in contact
with faecal releases, we have collected 316 Pseudomonas isolates upon two campaigns
conducted on 12 sampling points distributing on five sites contaminated by human or cattle
faecal wastes. For each isolate, we have determined species by sequencing thel6S rRNA gene
and tested resistance to 25 antibiotics, usually used to fight against pathogenic strains of
Enterobacteria or Pseudomonas in veterinary and human medicine. Investigations of class 1

and class 2 integrons and mating assays were also performed.
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MATERIALS AND METHODS

Study sites
The study area is located on a chalk Plateau in Normandie, on the north side of the Seine
estuary, (France). Samples were collected from five sites, fairly close to each other (within a
distance of 15 km): two WWTP (a classic WWTP and a lagoon-based WWTP) and three farms
(cattle breeding). For each site, several sampling points were studied: i) WWTP: raw waters,
partially treated waters and final WWTP effluents rejected in environment were sampled, ii)
farms: slury pit, manure or cow-dungs were collected. Two sampling campaigns were

achieved, the first, on 1 December 2011(C1) and the second, on 10 may 2012 (C2).

Pseudomonas isolation

From water samples, Pseudomonads (Pseudomonas and related genera) were selected
using membrane filtration (0.45 um HABGO047 Merck Millipore, Molsheim, France) on a
selective medium for Pseudomonas (CFC; AES Chemunex, Bruz, France), complemented with
a selective supplement (Pseudomonas CFC supplement; AES Chemunex, Bruz, France) and
incubated for 48 h at 28 °C. CFC supplement contains cetrimide (antiseptic), fucidine and the
antibiotic cefalotin (50 pg/mL).
For solid samples, 25g were added to 225ml of Tryptone Salt diluent (AES Chemunex, Bruz,
France) and homogenized by using a stomacher for 1min. The primary dilution of the sample
was thus obtained, then serial dilutions were performed in Tryptone Salt diluent. Adequate
dilutions were plated on CFC agar, complemented with CFC supplement, as indicated above,
and Petri dishes were incubated for 48 h at 28 °C.
For each sample, 50 colonies were randomly picked from the selective CFC medium and
purified on an identical medium. All the isolates were then stored at -80 °C with the cryo-bead

system (AES laboratory, Bruz, France).

Identification of the Pseudomonas isolates

The CFC medium is not totally specific for Pseudomonas. Thus, in order to confirm the isolates

genus, we amplified the oprl gene, encoding a major porin (lipoprotein) found in almost all
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the Pseudomonas spp, by using the PS1 / PS2 primer set that allows the amplification of a DNA
fragment of 249 bp (De Vos et al., 1997). Pseudomonas isolates (oprl+) were then identified
at the species level by amplifying and sequencing the 16S rRNA gene, using the 27F/533R
primer set that allows the amplification of a DNA fragment of about 526bp (27F: AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG and 533R: TTA CCG CGG CTG CTG GCA C) (Crampon et al., 2017).

DNA was extracted by heat shock: A cell suspension was performed in 200 uL of distilled water
and incubated 10 min at 94 °C. After centrifugation (3 min at 10 000 rpm) to separate cell
debris, 2 or 5 L of the supernatant was used for PCR.

PCR reactions were achieved in a final volume of 50 uL, the mix containing 200 uM of dNTPs,
1.5 mM of MgCly, 0.025 unit of Go Taq Flexi and the appropriate tampon (Promega, Lyon,
France). Respectively 0.30 uM of primers were added for opr/ gene and 0.20 uM for 16S rRNA
gene.

All the PCR reactions were carried out in a Perkin EImer thermocycler (Gene Amp PCR system
6700) and started with a denaturation step of 5 min at 94 °C and ended with a final elongation
step of 7 minutes at 72 °C. The amplification programmes were: For the opr/ gene, 27 cycles
of 1 minat 94 °C, 40 s at 57 °C and 1 min at 72 °C, and for the 16S rRNA gene, 30 cycles of 30
sat 95 °C,30sat 60 °Cand 30 s at 72 °C. The PCR products were analysed by electrophoresis
using a 1% agarose gel in Tris-acetate-EDTA buffer. The 16S rRNA amplicons were sequenced
by GATC Biotech society (Constance, Germany).

Affiliations to the species of Pseudomonas were conducted from the 16S RNA partial gene by
using both Blast with the NCBI 16S RNA sequences database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
and the RDP segmatch tool (https://rdp.cme.msu.edu/). Taxonomic affiliations were
confirmed by 16S rRNA phylogeny using the Pseudomonas type strains sequences (data not
shown). For a given isolate, we assigned an identification at the species level when both no
conflict between the different approaches was observed and %ID with the type strain
sequence was greater than 98%. Otherwise, we considered that the isolate was only "related"
to the species of the nearest type strain.

In order to better assess the evolutionary relationship between our isolates (i.e. between the
different species of Pseudomonas), an unrooted phylogenetic tree was carried out based on

NJ analysis (JC correction) of four concatenated housekeeping genes (gyrB gene, 798 bp; rpoB
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gene, 642 bp; rpoD gene, 564bp; and 16S rRNA gene, 1182 bp) from 87 Pseudomonas type
strains (Mulet et al., 2010; Bodilis et al. 2011).

Antibiotic resistance testing

Antibiotic resistance of Pseudomonas isolates was determined by the agar diffusion
method (Bonnet et al., 2010) using two sets of 16 antibiotic disks (I12A, Pérols, France). The
two sets tested correspond to the officially recommended drugs for use in veterinary and
human medicine against infections caused by Gram-negative bacilli: i) for Pseudomonas
aeruginosa: Ticarcillin (TIC, 75 pg), Ticarcillin+Clavulanic acid (TIM, 75+10 pg), Piperacillin (PRL,
75 pg), Imipenem (IPM, 30 pg), Aztreonam (AZT, 30 ug), Ceftazidim (CAZ, 30 pg), Cefsulodin
(CFS, 30 pug), Tobramycin (TOB, 10 ug), Gentamycin (GEN, 10 ug), Amikacin (AK, 30 ug),
Netilmicin (NET, 30 pg), Trimethoprim-Sulfamethoxazol (SXT, 75+1,25 pg), Ciprofloxacin (CIP,
5 ug), Levofloxacin (LEV, 5 ug), Colistin (CT, 50 ug), Fosfomycin (FF, 50 ug) and ii) for E. coli:
Amoxicillin (AMX, 25 pg), Amoxicilline+Clavulanic acid (AMC, 20+10 pg), Ticarcillin (TIC, 75 pg),
Ticarcillin+Clavulanic acid (TIM, 75+10 pg), Imipenem (IPM, 30 ug), Cefalotin (CEF, 30 ug),
Ceftazidim (CAZ, 30 pg), Cefotaxim (CTX, 30 pg), Gentamycin (GEN, 10 pg), Kanamycin (KAN,
30 pg), Streptomycin (STR, 10 pg), Chloramphenicol (CHL, 30 pg), Tetracycline (TET, 30 ug),
Trimethoprim-Sulfamethoxazol (SXT, 75+1,25 pg), Nalidixic acid (NAL, 30 ug), Ciprofloxacin
(CIP, 5 ug). Inoculations were carried out by Inoclick system (I12A, Pérols, France). After 24 h-
48 h at 28 °C, the Pseudomonas isolates were classified as sensitive, intermediate or resistant
using SIRSCAN Micro (I12A, Pérols, France) and according to French national guidelines (Bonnet
et al., 2010). E. coli CIP 7624 (ATCC 25922) and P. aeruginosa CIP 76110 (ATCC 27853) were
used as controls. The data were converted into a binary code (resistant or nonresistant, the
latter corresponding to sensitive and intermediate phenotypes). Seven antibiotics being
common to both sets, 25 different molecules were finally used to establish resistance

phenotype of isolates.

359



Annexe

360



Annexe

Mating
Mating experiments were performed on solid medium: 100 uL of exponentially-growing donor
strains (Pseudomonas isolates) and 100 uL of recipient strains in steady state (E. coli strain
W3101 resistant to rifampicin (Kopecko et al., 1976)) were placed on a 0.45 um filter HA047
(Millipore, France), previously deposited on a LB agar plate, then incubated overnight at 30
°C. Filters were collected and agitated with 5 mL of LB broth for 1.5 h at 30 °C to resuspend
bacteria. Transconjugants were selected for dual resistances on antibiotic-supplemented LB
agar. Selective antibiotics were chosen according to the resistance of the recipient strain
W3101 Riff on the one hand (rifampicin 50 ug mL?), and to the resistance pattern of the
Pseudomonas isolates studied on the other hand (tetracycline 10 ug mL?, kanamycin 25 ug
mL? or streptomycin 50 ug mL?). As control, parent strains were tested separately on the

selective media in each experiment.

PCR amplification of integrase genes

DNA was extracted by heat shock, as described above. The int/1 and intl2 genes, encoding
the class 1 and class 2 integrases respectively, were detected on an PCR Perkin Elmer
thermocycler (Gene Amp PCR system 6700) using specific primer pairs: intl1.F/intl1.R allowing
the amplification of a DNA fragment of 280 bp (Bass et al., 1999) and intl2.F/intl2.R allowing
the amplification of a DNA fragment of 790 bp (Mazel et al., 2000).

All PCR reactions were performed in a final volume of 25 x4l and were prepared as follows: 0.5
U of Tag polymerase (Go Taq Flexi) and the appropriate tampon (Promega, Lyon, France), 1,5
mM (intl2 gene) or 2 mM (int/1 gene) of MgCl,, 200 uM of each dNTP (Eurogentec, Belgium)
and 0.2 uM of the forward and reverse primers. For amplification of int/1, 0,1 mg/mL of BSA
was added. The amplification programme was carried out in a Perkin EImer thermocycler
(Gene Amp PCR system 6700) as follows: For amplification of int/1: 10 min at 94 °C, then 30
cycles of 1 min at 94 °C, 1min at 55°C, 1 min at 72°C, and a final extension of 7 min at 72 °C.
For amplification of int/2: 10 min at 94 °C, then 30 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 64 °C, 1 min
at 72 °C, and a final extension of 7 min at 72°C. The PCR products were analysed by

electrophoresis using a 1% agarose gel in Tris-acetate-EDTA buffer.
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Table 1. Distribution of Pseudomonas isolates according to campaigns and sampling points

RW: Raw waters; PTW: Partially treated waters; FEf: Final WWTP effluents; SP: Slury pit;

Distribution according sampling sites and campaigns (%)
N° of

Classic WWTP Lagoon-based WWTP Farm 1 Farm 2 Farm 3
Pseudomonas

Campaigns ) D M M D M
isolates RW PTW FEf RW PTW FEf SP

(fresh)  (stalls) | (field) (field) | (field)
(a) (b) (c) (d)  (e) (f) (8)

(h) (i) i) (k) ()

c1
170 06 53 59 | 35 06 147 |124 00 2,3 32,9 21,8 -
(01.12.2011)
c2 146 07 07 301 | 27 41 62 |226 00 0,0 205 1,4 | 11,0

(10.05.2012)

D: cow-dung; M: manure.
Faecal reject rather originating from humans are given in bold.
Highest percentages are shaded.

-: Not analysed
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RESULTS

Isolates distribution according to the campaign and the sampling point
To observe the contribution of the Pseudomonas genus to the environmental resistome in
ecosystems contaminated by faecal wastes and to study potential gene transfer from gut
microbiota, we collected 316 Pseudomonas isolates from five sites with 12 sampling points,
over two independent campaigns (on 1 December 2011 and 10 May 2012) (Table 1). As
expected, most of the isolates were obtained from faecal matrix which were in close contact
with the environment (slury pit, manure or cow-dung collected from field, final WWTP
effluents) rather than in raw faeces (raw waters of WWTP, partially treated waters, fresh cow-
dung or manure collected in cow stalls). No obvious impact of season can be noticed. Number

of recovered isolates in each campaign is very close (170 and 146), making comparisons easier.

Pseudomonas species distribution according to the campaign and the sampling point

Molecular identification of the 316 isolates was performed by sequencing the 16S
ribosomal RNA gene of each strain (see Materials and Methods section). For most isolates, an
affiliation at the species level has been obtained. However, some isolates were too distant
from species type strains and have therefore only been assigned as related to a given
Pseudomonas species. These isolates potentially belong to new species not yet characterized.
As seen on Table 2 and Figure 1, 40 different species (known or potentially new) of
Pseudomonas were overall identified, 29 per campaign from which 18 were common to both
campaigns. Among these 18 species, the two most represented are P. veronii and P. peli
(respectively 17,7% and 11,7% of all isolates). 22 species were only detected on one or the
other campaign (11 species each), for many because of a low number of representatives.
However, we can notice that P. oleovorans-related and P. antarctica were isolated only during
the campaign C1 (1 December 2011) despite a notable number of isolates (respectively 42 and
8). Similarly, P. guineae and P. marginalis (respectively 18 and 10 isolates) were only
encountered during the campaign C2 (10 May 2012). Regarding the 15 most represented
species, the isolates of each of them were collected along 1 or 2 campaign(s) and/or from
several sampling sites (2 to 7) (Table 2). Thus, we are quite sure that each species doesn't just
display identical clones of only one strain, but actually include different independent strains.

There is however an exception with P. marginalis which was detected only on May 2012 (C2),
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Table 2. Distribution of Pseudomonas species according to campaigns and sampling points

Isolates were collected in :

Pseudomonas species N° of isolates % of isolates N° of saNmp(I)ifng Sampling points
(€12 + C2b) in C1+C2 campaigns h (see Table 1)
points
P. veronii 56 (207 + 36°) 17,7 2 6 c,efgik
P. oleovorans-related 42° 13,3 1(C1) 2 j, k
P. peli 37 (132 + 24°) 11,7 2 8 b,cefgijk,l
P. guineae 18° 5,7 1(C2) 4 agjl
P. fragi 16 (15% + 1°) 51 2 5 cfgik
P. cedrina 16 (132 + 3%) 51 2 5 e fgik
P. migulae 11 (92 +2°) 3,5 2 4 c,fgk
P. asplenii 10 (5° +5°) 3,2 2 7 a,b,defgj
P. marginalis 10° 3,2 1(C2) 1 c
P. psychrophila 10 (5° + 5°) 3,2 2 3 ¢ gk
P. deceptionensis 9 (22 +7%) 2,8 2 4 cf gk
P. antarctica 8 2,5 1(C1) 3 d, g k
P. pseudoalcaligenes 8 (6% + 2%) 2,5 2 4 b,c,i,j
P. parafulva-related 7 (17 + 6°) 2,2 2 3 i, k
P. taiwanensis 7 (4% +3°) 2,2 2 6 ¢ b fgijk
P. japonica 4 (3% +1b) 1,3 2 3 c,d,j
P. vancouverensis 4> 1,3 1(C2) 1 g
P. jessenii 3 (22 +1%) 0,9 2 3 b,f g
P. panacis 3 (1% +2%) 0,9 2 2 f, k
P. plecoglossicida 3(22+1° 0,9 2 3 d,e,j
P. poae 3? 0,9 1(C1) 3 g, ik
P. alcaligenes 2° 0,6 1(C2) 2 d, e
P. baetica 22 0,6 1(C1) 1 g
P. chlororaphis 2° 0,6 1(C2) 1 g
P. fluorescens 2° 0,6 1(C1) 2 j, k
P. fulva-related 2(12+1"%) 0,6 2 1 j
P. koreensis 2 (12 +1%) 0,6 2 2 fg
P. libanensis 2(12+1°) 0,6 2 1 g
P. lurida 22 0,6 1(C1) 2 f,g
P. marginalis-related 2° 0,6 1(C2) 1 g
P. oryzihabitans 2° 0,6 1(C1) 2 d, k
P. punonensis 2° 0,6 1(C1) 1 c
P. alcaliphila 1° 0,3 1(C1) 1 j
P. amygdali 1° 0,3 1(C2) 1 j
P. lutea-related 1° 0,3 1(C2) 1 g
P. mandelii 1° 0,3 1(C1) 1 j
P. migulae-related 1° 0,3 1(C2) 1 c
P. monteilii 1° 0,3 1(C2) 1 i
P. moraviensis-related 1° 0,3 1(C2) 1 g
P. rhizosphaerae 12 0,3 1(C1) 1 g
P. umsongensis 1° 0,3 1(C2) 1 g
TOTAL 316 100,0
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in final effluents of the classic WWTP. We will have to take it into account. Finally, while the
species identified in this study are rather representative of the whole Pseudomonas genus, it
must be mentioned that only 2 isolates of P. fluorescens were detected (campaign C1) and no
P. aeruginosa or related species have been collected (Figure 1).

Antibiotic resistance patterns

We chose 25 antibiotics commonly used in human and/or veterinary medicine to treat
infections caused by Enterobacteriaceae or by Pseudomonas aeruginosa and we determined
antibiotic resistance pattern of the 316 Pseudomonas isolates. Testing such a number of drugs,
corresponding to 11 antibiotic families or subfamilies, allowed us to obtained a rather large
overview of isolates resistance phenotype. Moreover, we wanted to be able to detect a
potential horizontal transfer of resistance plasmids from enteric bacteria towards the
Pseudomonas genus. Indeed, a large number of E. coli strains present in human faecal
contaminations, harbour plasmids, often conjugative, carrying resistances to B-lactams,
aminoglycosides, tetracycline and/or sulfonamides (Laroche-Ajzenberg et al., 2014).

Table 3 summarizes the results. Only one resistance, to cefalotin (CEF), is common to the
316 isolates. This result was however expected, because the selective medium CFC, used to
select Pseudomonas isolates from our samples, contains cefalotin (50 ug/ml). Except this
resistance, if we take the whole panel of isolates into account and consider the genus level,
major resistances are to cefotaxime (CTX - 75,6%), amoxicillin (AMX - 74,7%),
amoxicillin+clavulanic acid (AMC - 72,8%), and fosfomycin (FF - 73,4%). On the contrary, less
to 3% of isolates present resistance to piperacillin (PIP), imipenem (IPM), ceftazidime (CAZ),
kanamycin (KAN), tobramycin (TOB), netilmicin (NET), tetracycline (TET), ciprofloxacin (CIP) or
colistin (CT). Finally, no isolate harbours resistance to gentamicin (GEN), amikacin (ANK) or
levofloxacin (LEV). So, among 25 antibiotics tested, only these three molecules (two
aminoglycosides and one quinolone) lead to a susceptible phenotype for all the 316 isolates.

However, results are very different when species is considered. In Table 3, we can see
antibiotic resistance patterns obtained for 15 species for which we collected at least 7 isolates
(up to 56), coming from several sampling points and/or periods (Table 2). It is clear that the
resistance level is very different from one to another species. Resistances to AMX and AMC
(aminopenicillin with or without penicinillase inhibitor), TIC and TIM (carboxypenicillin with or

without penicinillase inhibitor) and CTX (third-generation
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cephalosporin) are very high (> 80%) in 10 species (P. veronii, P. fragi, P. cedrina, P. marginalis,
P. migulae, P. psychrophila, P. asplenii, P. deceptionensis, P. antartica and P. taiwanensis).
Furthermore, these 10 species all carry a very high average number of resistances per isolate
(between 9,1 and 11,1 resistances per isolate) (Table 3). P. oleovorans-related stands apart of
this group, because most of the isolates are sensitive to TIC and TIM, although they are
resistant to AMX and AMC. Yet the resistances to amoxicillin and to ticarcilline are the most
often linked (Paterson, 2006). Resistance patterns of these 11 species vary mainly according
to fosfomycin (FF), chloramphenicol (CHL), trimethoprim-sulfamethoxazol (SXT), aztreonam
(AZT), cefsulodin (CFS) and nalidixic acid (NAL). We must however remain careful with the
phenotype of P. marginalis. Indeed, as raised before, the 10 isolates, collected at the same
time, on the same sampling point, could be clones of a unique bacterium and, so, we have
excluded this species for the further analysis.

The last four species present a very unexpected phenotype (P. peli, P. guineae, P.
pseudoalcaligenes and P. parafulva-related) (Table 3). Indeed, they carry very few resistances
and, in particular, show a very weak resistance, if any, to B-lactams. This result is striking,
because resistance to B-lactams are most often referred as a natural resistance in the
Pseudomonas genus. It can be noticed that these four species present resistant isolates to
streptomycin (STR), although we detected very few resistances to aminoglycosides among the

316 isolates.

Taken together, these results allowed us to assign to 14 Pseudomonas species detected in
this study a major antibiotic resistance pattern. For this purpose, we selected the antibiotics
to which the isolates of the species present a resistance percentage equal or superior to 90%
and thus, we propose distinctives profiles (Table 4). First of all, this confirms that studying
resistance at the Pseudomonas genus level is not appropriate (just the resistance to cefalotin

appears). At the species level, two groups emerge:

Figure 1. Unrooted phylogenetic tree based on Neighbor Joining analysis (JC correction) of four concatenated
housekeeping genes (gyrB gene, rpoB gene, rpoD gene and 165 rRNA gene) from 87 Pseudomonas type strains,
according to Bodilis et al., (2011). Bootstrap values of more than 80% (from 1000 replicates) are indicated at
the nodes. The bar indicates sequence divergence. Numbers in brackets correspond to the isolates identified

for each Pseudomonas species.
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Table 3. Antibiotic resistance patterns of the 15 major species of Pseudomonas isolated during the two sampling periods

% of resistance to 25 antibiotics

Practams . . Phenj | Tera | Sulfo- . Poly Fosfo-

Carba Aminoglycosides cycli | na- Quinolones o nic

Penicillins oo pene Cephalosporins cols | ne | mides MmN acig

Average
Species N° of isolates N°of R | AMX AMC TIC TIM PIP| AZT (IPM| CEF CAZ CTX CFS |GEN KAN STR ANK TOB NET| CHL [TET| SXT | NAL CIP LEV| CT FF
/ isolate

All isolates 316 78 74,7 72,8 630 620 06| 43,7 |19 1000 25 756 396 |00 03 152 00 06 06| 61,1 (13| 494 |446 03 00| 06 | 73,4

(40 species) ! (236) (230) (199) (196) (2) | (138)| (6) |(316) (8) (239) (125)| (0) (1) (48) (0) (2) (2) |(193)]| (4) | (156) | (141) (1) (0) | (2) | (232)
15 major species : 265:

P. veronii 56 10,4 98,2 982 982 982 18|964 (18 1000 54 982 393 |00 00 36 00 00 00982 00554982 18 00| 00 | 48,2
P. oleovorans-related 42 6,1 100,0 100,0 24 24 00| 00 |00 (1000 OO0 1000 OO (OO OO 643 00 00 00| 167 |00 214 | 71 0,0 00| 00 |100,0
P. peli 37 2,7 13,5 108 54 2,7 00| 2,7 |00 |2000 OO 135 81 (00 OO 54 00 00 00| 54 |00 2,7 81 00 00| 00 | 94,6
P. guineae 18 2,4 5,6 0,0 5,6 00 00| 00 |00 21000 00 5,6 00 |00 00 222 00 00 00| 00 |00 0,0 0,0 00 00| 0,0 |100,0
P. fragi 16 10,6 |100,0 100,0 100,0 1000 00| 12,5 | 0,0 |100,0 OO0 938 1000f OO0 OO OO OO0 OO0 0,0 (1000 0,0 (|100,0( 625 00 00| 00 | 87,5
P. cedrina 16 10,1 938 938 938 938 00| 938 |00 1000 63 938 500|00 OO0 OO OO OO OO|938 00|938 688 00 00| 00 | 31,3
P. migulae 11 10 81,8 81,8 100,0 1000 00| 54,5 | 0,0 |100,0 0,0 100,0 455 |00 00 00 00 O0 0,0 1000 0,0 1000 545 00 00| 00 | 81,8
P. asplenii 10 9,9 80,0 80,0 90,0 90,0 00| 40,0 | 0,0 |100,0 00 80,0 600 |00 00 300 00 00 00]900 00|90, (700 00 00| 0,0 | 90,0
P. marginalis 10 10 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0| 100 | 0,0 |100,0 OO0 1000 OO |OO OO OO OO OO0 00| 100 |O0| O0 |100,0 0,0 00| 0,0 |100,0
P. psychrophila 10 9,9 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0| 30,0 | 0,0 |100,0 0,0 100,0 1000/ OO0 OO OO OO OO O0] 70,0 |0,0|100,0| 10,0 0,0 00| 0,0 | 80,0
P. deceptionensis 9 9,1 100,0 100,0 100,0 100,0 O,0| 0,0 | 0,0 |100,0 OO0 889 1000/ 00 OO OO OO OO 00| 66,7 |00]| 889|667 00 00| 00 0,0
P. antarctica 8 9,3 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0| 12,5 | 0,0 |100,0 0,0 100,0 100,0 OO0 OO0 OO OO OO O0O]| 875 |00/|100,0 00 0,0 00| 0,0 | 250
P. pseudoalcaligenes 8 3,4 375 00 250 125 00| 00 |00 |100,0 00 0,0 00 |00 00 375 00 00 00| 25000/ 0,0 0,0 00 00| 0,0 |100,0
P. parafulva-related 7 3,1 14,3 0,0 0,0 00 00| 00 |00 (1000 OO0 143 286 |00 00 429 00 00 00| 143 |00 00 0,0 00 00| 0,0 |100,0
P. taiwanensis 7 11,1 85,7 85,7 100,0 100,0 0,0 |100,0 0,0 |100,0 14,3 100,0 71,4 | 00 OO0 00 OO0 00 0,0 |100000 | 8,7 | 71,4 00 00| 0,0 |100,0

Shaded boxes: major resistance pattern for each species

Antibiotics usually used to test Enterobacteriaceae: (underlined)

Amoxicillin (AMX) - Amoxicillin+Clavulanic acid (AMC) - Cefalotin (CEF) - Cefotaxim (CTX) - Kanamycin (KAN) - Streptomycin (STR) - Chloramphenicol (CHL) - Tetracycline (TET) - Nalidixic acid (NAL)

Antibiotics usually used to test P. geruginosa: (in italic)

Piperacillin (PIP) - Aztreonam (AZT) - Cefsulodin (CFS) - Amikacin (ANK) - Tobramycin (TOB) - Netilmicin (NET) - Levofloxacin (LEV) - Colistin (CT) - Fosfomycin (FF) 368

Antibiotics common to both sets: (in bold)

Ticarcillin (TIC) - Ticarcillin+Clavulanic acid (TIM) - Imipenem (IPM) - Ceftazidim (CAZ) - Gentamycin (GEN) - Trimethoprim-Sulfamethoxazol (SXT) - Ciprofloxacin (CIP)
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i) 10 species are highly multi-resistant and present a major pattern varying between 5 to 9
resistances. These resistances are mainly directed towards B-lactams (AMX, AMC, TIC, TIM,
CEF, CTX, and also AZT for three species and CFS for four species). Resistance to
chloramphenicol (CHL) or to trimethoprim-sulfamethoxazol (SXT) often complete the
phenotype (6/10 for each). Resistance to fosfomycin (FF) appears in three patterns (P.
taiwanensis, P. asplenii and P. oleovorans-related), but this resistance is relatively often
encountered in the 14 species (Table 3). It must be noticed that P. veronii is the only species
which harbours almost systematically resistance to nalidixic acid (NAL) (98,2% - 55
isolates/56).

ii) Four species present a major pattern with only two resistances, from which one is imposed
by the CFC medium (cefalotin). The second resistance is to fosfomycin (FF). These species, P.
peli, P. guineae, P. pseudoalcaligenes and P. parafulva-related, already cited above because
of their very weak resistance to B-lactams, present indeed a large majority of susceptible
phenotypes to the 23 other antibiotics tested (Tables 3 and 4).

Finally, comparison of the antibiotic resistance profile of close species reveals contrasting
results (Figure 1 and Table 4). While the P. pili and P. guineae species (P. anguillisepctica
group) are both particularly susceptible to antibiotics with only two resistances, the P.
psychrophila and P. deceptionensis species (P. fluorescens group), as well as P. oleovorans-
related and P. pseudoalcaligenes (P. oleovorans group) present different antibiotic resistance

profiles.

Research of conjugative plasmids and class 1 and 2 integrons

Many E. coli strains originating from human faecal contamination bear conjugative
resistance plasmids. These plasmids harbour genes conferring resistances to B-lactams (as
amoxicillin, ticarcillin or cefalotin), to aminoglycosides (as streptomycin, kanamycin or
gentamicin), chloramphenicol, tetracycline or sulfonamides (Laroche-Ajzenberg, et al., 2014).
We tried to detect these plasmids in the 316 Pseudomonas isolates of this study by examining
their resistance phenotype, then by performing mating experiments. Given the high
occurrence of resistances to B-lactams in isolates, we cannot used them as indicator.
Resistances to chloramphenicol and sulfonamides are very present too. However, as

mentioned above, just few isolates present resistances to kanamycin (1/316) and/or
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Table 4. Major antibiotic resistance pattern of 14 Pseudomonas species

Annexe

% of isolates

Species . N° of Major an'Fibiot_ic resistance pattern Sizeofthe  (5rrying the
isolates (Percentages of resistant isolates to each antibiotic > 90%) pattern pattern
(‘22 LS:;::SS) 316 CEF 1R 100 (316/316)
14 species : 255:
P. veronii 56 AMX-AMC-TIC-TIM-AZT-CEF-CTX-CHL-NAL 9R 96,4 (54/56)
P. fragi 16 AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-CTX-CFS-CHL-SXT 9R 93,8 (15/16)
P. cedrina 16 AMX-AMC-TIC-TIM-AZT-CEF-CTX-CHL-SXT 9R 93,8 (15/16)
P. psychrophila 10 AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-CTX-CFS-SXT 8R 100 (10/10)
P. antarctica 8 AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-CTX-CFS-SXT 8R 100 (8/8)
P. taiwanensis TIC-TIM-AZT-CEF-CTX-CHL-FF 7R 100 (7/7)
P. migulae 11 TIC-TIM-CEF-CTX-CHL-SXT 6R 100 (11/11)
P. deceptionensis 9 AMX-AMC-TIC-TIM-CEF-CFS 6 R 100 (9/9)
P. asplenii 10 TIC-TIM-CEF-CHL-SXT-FF 6R 90 (9/10)
P. oleovorans-related 42 AMX-AMC-CEF-CTX-FF 5R 100 (42/42)
P. peli 37 CEF-FF 2R 94,6 (35/37)
P. guineae 18 CEF-FF 2R 100 (18/18)
P. pseudoalcaligenes 8 CEF-FF 2R 100 (8/8)
P. parafulva-related 7 CEF-FF 2R 100 (7/7)

Antibiotics usually used to test Enterobacteriaceae: (underlined)

Amoxicillin (AMX) - Amoxicillin+Clavulanic acid (AMC) - Cefalotin (CEF) - Cefotaxim (CTX) - Kanamycin (KAN) - Streptomycin (STR) -

Chloramphenicol (CHL) - Tetracycline (TET) - Nalidixic acid (NAL)

Antibiotics usually used to test P. aeruginosa: (in italic)

Piperacillin (PIP) - Aztreonam (AZT) - Cefsulodin (CFS) - Amikacin (ANK) - Tobramycin (TOB) - Netilmicin (NET) - Levofloxacin (LEV) - Colistin

(CT) - Fosfomycin (FF)

Antibiotics common to both sets: (in bold)

Ticarcillin (TIC) - Ticarcillin+Clavulanic acid (TIM) - Imipenem (IPM) - Ceftazidim (CAZ) - Gentamycin (GEN) - Trimethoprim-Sulfamethoxazol

(SXT) - Ciprofloxacin (CIP)
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tetracycline (4/316) (Tables 3 and 5). These four latter strains are specially of interest, belong
to uncommon species, and bear many resistances (from 11 to 16) (Table 5). To test if the
resistances to kanamycin or tetracycline are carried by a conjugative plasmid, eventually
coming from E. coli, mating experiments were achieved between these four Pseudomonas
strains and a laboratory E. coli strain (W3011 Riff). No transconjugant was obtained however
and no transfer could be highlighted (Fconjugaison < 2. 10°8). Streptomycin resistance is more
frequently found among the 316 isolates (48/316), but stays unusual (Table 3). No conjugative
transfer of streptomycin resistance could also be detected in W3101 Rif® when we used
different mix of the 48 isolates resistant to streptomycin as donor population.

Targeting intl1 and intl2 genes, we have sought by PCR the presence of class 1 and class 2
integrons in the 48 isolates resistant to streptomycin. Indeed, these two classes of genetic
structures bear most often an aadA gene conferring resistance to
streptomycin/spectinomycin (Laroche et al., 2009). We have extended this investigation to
the four strains resistant to tetracycline and/or kanamycin and we detected the int/1 gene for
one strain which belongs to the P. libanensis species and harbours 13 antibiotic resistances,
including kanamycin and tetracycline resistances (Table 5). Overall, class 1 integrons were
detected in 13,5% of the strains (7/52) and no class 2 integron could be highlighted. Thus,
resistance phenotype of the tested strains seems weakly explained by presence of integrons.
However, occurrence of class 1 integrons could be underestimated, because the intl1 gene
sequence is not as conserved in environmental strains as in clinical strains (Stalder et al.,

2012). Therefore, the primers used might have had difficulties to hybridize.

DIScuUsSION

Environmental resistome is a reservoir of resistance genetic elements from which pathogen
bacteria could draw antibiotic resistance genes by horizontal transfer and develop multi-
resistance phenotypes. Itis now largely agreed that studies describing the resistome in various
environments are needed to evaluate risk and efficiency of this phenomenon (von
Wintersdorff et al., 2016). In the present work, we were interested in faecal waste streams
entering the environment, because they form an interface between enteric bacteria, in the
front line faced to antibiotic selection pressure, and Pseudomonas, an ubiquitous genus which

gathers environmental bacteria and pathogen bacteria.
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. . R R
Table 5. Resistance pattern of Pseudomonas isolates Kan and/or Tet and presence of

integrase genes

Campaign and

Isolate sampling site Pseudomonas Resistance pattern N of intl1 intl2
species resistances
(see Table 1)
CFC , . KAN - TET - AMX - AMC - TIC - TIM - AZT -
1831 C2g P. libanensis —E—CLX—- CFS—- CHL - SXT - NAL 13 1 0
CFC p TET-AMX—-AMC-TIC-TIM - AZT - IPM
810 Clg thizos haeme — CEF - CTX — CFS — TOB — NET - CHL — SXT 16 0 0
P - NAL - FF
CFC . TET - AMX - AMC -TIC - TIM - AZT - IPM —
692 Cif P. lurida CEF - CTX - CHL — SXT - NAL - FF 13 0 0
CFC . TET - AMX - AMC—TIC—TIM — AZT — CEF
658 Cif P. koreensis — CTX— CFS— CHL— SXT 11 0 0

Antibiotics usually used to test Enterobacteriaceae: (underlined)

Amoxicillin (AMX) - Amoxicillin+Clavulanic acid (AMC) - Cefalotin (CEF) - Cefotaxim (CTX) - Kanamycin (KAN) - Streptomycin (STR) -

Chloramphenicol (CHL) - Tetracycline (TET) - Nalidixic acid (NAL)

Antibiotics usually used to test P. aeruginosa: (in italic)

Piperacillin (PIP) - Aztreonam (AZT) - Cefsulodin (CFS) - Amikacin (ANK) - Tobramycin (TOB) - Netilmicin (NET) - Levofloxacin (LEV) -

Colistin (CT) - Fosfomycin (FF)

Antibiotics common to both sets: (in bold)

Ticarcillin (TIC) - Ticarcillin+Clavulanic acid (TIM) - Imipenem (IPM) - Ceftazidim (CAZ) - Gentamycin (GEN) - Trimethoprim-

Sulfamethoxazol (SXT) - Ciprofloxacin (CIP)
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For this purpose, we performed the identification of 316 Pseudomonas isolates collected
during two independent sampling campaigns (December 2011 and May 2012), on 12 different
sampling points in direct contact with faecal wastes originating from humans or animals.

Overall, 40 different Pseudomonas species were isolated (29 species per sampling
campaign, 18 of which are common to both). Only very few isolates come from the raw faecal
matrices, perhaps because of a microbial competition too high or unfavourable physico-
chemical conditions. If considering the 15 major species (n > 7 isolates), season (spring or
winter) does not seem to modify deeply the species representation: 11 species among 15
(73%) were recovered during the two campaigns. The two major collected species are P.
veronii and P. peli. Four species are only found in one or other sampling campaign: P.
oleovorans and P. antartica on December 2011, and P. guineae and P. marginalis on May 2012.
Nevertheless, Pseudomonas populations that are initially present in environment and able to
colonise area contaminated by faecal wastes, appear relatively homogeneous in our
investigation areas.

Only few other studies were carried out to describe the populations structure of cultivable
Pseudomonas non-aeruginosa in environment (i.e. identity and number of species) and
sampling sites are very different: sediments receiving hospital and communal effluents, and
coming from three countries (Switzerland, India and Democratic Republic of the Congo)
(Devarajan et al., 2017), water samples from the River Danube (Kittinger et al., 2016) or
untreated hospital effluents in Brazil (Spindler et al., 2012). When compared with these works,
our results highlight a large diversity in the environmental faecal matrices we studied (40
different species, each representing from 0,3 to 17,7% of the population). Indeed, in
sediments, Devarajan et al. (2017) described only 11 species (141 isolates) with two major
species, P. putida (42,2%) and P. aeruginosa (39,3%), then appears in third position P.
plecoglossicida (8,9%), and the latter eight species are represented for only less than 3% of
the identified Pseudomonas isolates. In our study, no P. aeruginosa was identified, but an
explanation could be that our samples were not impacted by hospital effluents. Kittinger et
al. (2016) have collected along the River Danube 520 Pseudomonas isolates, which are
distributed essentially between P. putida (66%) and P. fluorescens (27,1%). Identity of the 6,9%
remaining members is not specified in the paper, except 2 isolates that belong to the P.

aeruginosa species (also poorly represented in Danube, around 0,4%). Nevertheless, it is
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mentioned that the other isolated species represented less than 1% each. In the third study,
Spindler et al. (2012) obtained 124 isolates from hospital effluents, splited into eight different
species, from which P. pseudoalcaligenes (= 51%), P. aeruginosa (= 20%), P. mendocina (= 7%),
P. putida (= 5%), P. fluorescens (= 4%), and the latter three species are represented for only
less than 3%.

Thus, structure of detected Pseudomonas populations strongly varies according to the
studies, probably because the environmental conditions are not the same (especially
environmental samples nature), but also strategical and experimental choices have to be
taken into account. Indeed, methods to select and characterise isolates are different from one
study to another (selection media used, bacterial identification methods and size of isolates

panels are not always comparable).

We have determined resistance pattern of the 316 isolates obtained in this study by testing
25 antibiotics used in veterinary and/or human medicine to fight Gram-negative bacilli,
especially Enterobacteria or P. aeruginosa. All the isolates are resistant to cefalotin, but this
antibiotic is present in the CFC medium we used, at a selective concentration. This is a very
good example of the importance of the culture medium choice. Using such selective media is
absolutely necessary to discriminate between bacteria of interest and the others
environmental flora. But, in so doing, we direct results in a certain way. We can see that no
other resistance than to cefalotin is so general. However, among the 316 isolates, high are
resistances to amoxicillin and ticarcillin (penicillins), associated or not with clavulanic acid, to
cefotaxime (third-generation cephalosporin), to chloramphenicol, to trimethoprim-
sulfamethoxazol (sulfonamides) and to fosfomycin. By contrast, resistances to piperacillin
(penicillin), to imipenem, to ceftazidim (third-generation cephalosporin), to aminoglycosides
(except streptomycin), tetracycline, ciprofloxacin and levofloxacin (quinolones), and colistin,
are close to zero. No isolate is susceptible to the 24 antibiotics other than cefalotin.

The main result is that the resistance pattern depends on species of isolates. Thus, we are
able to propose a pattern followed by 90 to 100% of the isolates of 14 major Pseudomonas
species of our study. This typical resistance phenotype varies from 9 resistances in P. veronii,
P. fragi, and P. cedrina, to only two resistances in P. peli, P. guineae, P. alcaligenes and P.
parafulva-related. Resistances are overwhelmingly directed against some p-lactams

(amoxicillin, ticarcillin, cefotaxim), then we can observe resistances to sulfonamides (6
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patterns/14), chloramphenicol (5 patterns/14) and fosfomycin (5 patterns/14). Resistance to
aztreonam (monobactam) and cefsulodin (third-generation cephalosporin) complete
sometimes the signatures. Finally, we note that P. veronii is the only species to bear resistance
to nalidixic acid in its majority resistances and that P. oleovorans is sensitive to ticarcillin
although resistant to amoxicillin.

Thus, major resistance profiles defined here could cover until 5 antibiotic families or sub-
families, but, interestingly, four species among 14 don’t present resistances to B-lactams
(except to cefalotin) in their majority. Therefore, contrary to the generally accepted idea,
resistance to B-lactams, especially to penicillins, would not be a natural resistance of the
Pseudomonas genus (i.e. common to all bacteria of the genus). Of course, we must not forget
that resistance mechanisms developed by Pseudomonas spp, according to works on P.
aeruginosa, are in particular based on regulated systems, as efflux pumps or permeability
envelop control, whose efficiency depending on the microenvironment in which lives the
bacteria (Li et al., 2015). Further investigations on the presence and/or expression conditions
of these regulation mechanisms, especially in the four species cited above, would be necessary
and very interesting.

All these results show that each Pseudomonas species present a resistance signature, which
implies that Pseudomonas genus is not homogeneous in this regard. To study Pseudomonas
resistome in an ecosystem, it is therefore necessary to establish first the populations

structure.

In the three studies previously cited, the authors determined antibiotic resistances of the
Pseudomonas isolates collected, but number and nature of chosen antibiotics are different
from ours, as well as isolates number, that makes comparison more complex. For their study
in sediments receiving hospital and communal effluents, Devarajan et al. (2017) used 16
molecules (12 B-lactams, one aminoglycoside, two quinolones and one sulfonamide). Overall
(all species and all sampling site taken into account), results are comparable with ours
concerning penicillins, cefotaxime and sulfonamides (i.e. high resistance percentages), but
they found much more resistances to piperacillin, ceftazidime, aztreonam, imipenem and
streptomycin. 9 isolates among 141 were even resistant to the 16 antibiotics tested. These
results are given at the genus level and no distinction between detected species (essentially

P. putida and P. aeruginosa) was made. In P. aeruginosa isolates, overexpression of some
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efflux pumps was highlighted, but no down regulation of the oprD gene (involved in envelop
permeability).

Kittinger et al. (2016) used 10 antibiotics to test 520 isolates picked up from the Danube River
(five B-lactams, three aminoglycosides and two quinolones). Surprisingly, resistance to
meropenem (carbapenem) is the highest (30,4%) (note that amoxicillin, ticarcillin or ampicillin
have not been tested), then comes resistance to piperacilline/tazobactam (10,6%). The others
are less than 5%. It must be emphasized that 62,5% of the 520 isolates were susceptible to the
all 10 molecules tested (including the two isolates of P. aeruginosa collected) and that only 16
isolates (3,1%) present multi-resistances, from three to five resistances. These multidrug
resistant (MDR) bacteria belong to the putida or fluorescens species (8 isolates of each), major
species of this study (respectively 66% and 27,1%). These results show a rather low level of
antibiotic resistance associated with Pseudomonas spp circulating in the Danube River. This
could be related to the populations structure, their origin, or to lower selection pressure or
stress in this environment. The choice of tested antibiotics is also to consider.

Spindler et al. (2012) used 11 antibiotics (only B-lactams) to test 124 isolates collected from
hospital effluents. The highest resistance (more exactly “reduced susceptibility as defined by
the authors) is to ticarcillin (around 80%) and the lowest to meropenem (< 5%). 50% of the
isolates are MDR. Overexpression of efflux pumps seems to be involved in resistances to
imipenem and ceftazidime in some isolates of P. pseudoalcaligenes, P. aeruginosa and P.
oryzihabitans.

As seen above, mainly resistances to B-lactams, quinolones and sulfonamides are examined
in studies regarding Pseudomonas spp in the environment, with results sometimes difficult to
synthetize.

Evolution of the resistome is also related to the ability of resistances to transfer from one
bacterium to another. By their nature, our samples promote co-localisation between
Pseudomonas and Enterobacteria, both being Gram-negative bacteria and able to exchange
genes by horizontal transfers, especially by conjugation. We were interested in detecting such
transfers among Pseudomonas isolates of our study. Many Enterobacteria, notably E. coli,
harbour conjugative resistance plasmids (Luczkiewicz et al., 2010) bearing resistances to many
B-lactams (especially amoxicillin, ticarcillin, cefalotin), to aminoglycosides, chloramphenicol,

tetracycline and/or sulfonamides (Laroche-Ajzenberg et al., 2014). But many of these
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resistances are very frequently encountered in our isolates panel and most of them are
probably independently of a plasmid(s) presence. So, they cannot be used as beacon to detect
possible plasmids coming from Enterobacteria. By contrast, resistances to kanamycin and
tetracycline are very rare in isolates of this study (4 isolates among 316, i.e. 1,3%). Moreover,
we identified 48 isolates carrying resistance to streptomycin (15,2% of our panel). However,
we were not able to highlight the conjugative transfer of one of these three resistances
towards a laboratory E. coli strain. Nervertheless, these resistance phenotypes are atypical in
Pseudomonas spp and, despite our unsuccessful transfer attempts, could be plasmid-borne
anyway. Indeed, mating frequency could depend on the species of the Pseudomonas donor.
Thus, Devarajan et al. (2017) succeed in transferring B-lactams resistances to a laboratory E.
coli strain by conjugation, but with very low frequencies and only from four Pseudomonas
species among 11 (P. aeruginosa, P. putida, P. fulva and P. plecoglossicida). Moreover, the
authors observed that transfer depends on temperature (better at 30°C, temperature we
used). Thus, the four Kan® and/or Tet® isolates of the present study, belonging to the species
P. libanensis (KanRTetR), P. koreensis (TetR), P. lurida (TetR), P. rhizosphaerae (TetR), are
perhaps not able to conjugate with E. coli with a sufficient efficiency to be detected in
laboratory conditions. If these resistances are actually plasmid-borne, other explanations
could be conjugation regulation or integration of the plasmid in the chromosome, further
reducing transfer capacity by mating.
Then, we looked for class 1 and class 2 integrons in these 52 strains of a special interest.
Integrons are genetic elements able to capture, then express resistance gene cassettes. They
are neither transferable (from one cell to another), nor mobile (from one genetic locus to
another within a cell), but are often found on transposons and/or plasmids. In this way, they
are able to participate efficiently to the dissemination of antibiotic resistances in bacterial
communities. The majority of the variable regions of the class 1 integrons confers resistance
to streptomycin/spectinomycin (aadA gene) and, often, to trimethoprim (dfr gene). For their
part, most of class 2 integrons bear three cassettes (dfr1, sat1 and aadA1) allowing resistance
to trimethoprim, streptothricin and streptomycin/spectinomycin, respectively (Laroche et al.,
2009; Stalder et al., 2012). Among the 48 streptomycin-resistant isolates, 12,5% carry the int/1
gene, potentially explicating Str® phenotype in some isolates, but none int/2 gene was

detected. Among all their isolates (not only in the streptomycin-resistant isolates),
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Deravajan et al. (2017) reported comparable occurrences in Lake Geneva (sediments
receiving WWTP effluents), but much higher in the isolates from India (sediments receiving
untreated hospital effluents) (34% for the int/1 gene and 14% for the int/2 gene). These results
highlight the importance of wastewater treatment, especially when effluents are originating
from hospitals (Stalder et al., 2014). Surprisingly, in the isolates collected from Democratic
Republic of the Congo (sediments receiving untreated hospital effluents), the authors
detected class 2 integrons (13%), but no class 1 integron.

Finally, among the four isolates resistant to tetracycline and/or kanamycin, one of them bears
the intl1 gene, despite the lack of streptomycin resistance, suggesting that variable region of
this integron does not carry the gene cassette aadA. Presence of class 1 integron in this strain
strengthens however the belief that it harbours resistance genetic support(s) not frequently

found in Pseudomonas spp.

CONCLUSION

The Pseudomonas genus contribution to the environmental resistome is large, but variable
according studies and environments where it comes from. We were able to assign to each
major studied 14 species a typical resistance pattern which could be very different from one
species to another. Thus, variability of antibiotic resistances set related to Pseudomonas spp
will depend on populations assembly and so, on the quality of ecological niche (occupancy
level, available nutrients, physicochemical factors, toxins,...). Moreover, Pseudomonas is very
sensitive to its microenvironment and, in case of colonisation, interacts with it by many
physiological regulations, that notably could impact antibiotic resistances expression. Thus,
the Pseudomonas resistome probably depends not only on the identity of operating species,
but also on the nature of their microenvironment. Regarding transfer ability of this resistome,
its occurrence seems not very high, but given the very general breakdown of this genus and
the size of its population, even rare phenomena become alarming. It seems therefore not
reasonable to supply environmental Pseudomonas with antibiotic resistance genes coming
from human activities. In this context, we certainly need more informations on Pseudomonas
diversity in environment as well as ecological conditions that promote their populations

assembly and, thus, allow them to contribute to the environmental resistome evolution.
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Persistance de bactéries entériques antibiorésistantes ou pathogénes sur des végétaux de consommation
humaine (modeéle : la laitue)

Résumé : Depuis quelques années, des Toxi-Infections Alimentaires Collectives causées par la contamination de
produits frais, comme les laitues, par des bactéries pathogenes entériques (Salmonella, Escherichia coli productrice de
shigatoxines -ou STEC-) apparaissent de plus en plus nombreuses. La présence de ces bactéries dans cet
environnement inhabituel est un risque sanitaire émergent majeur, d'autant plus que les bactéries entériques,
pathogénes ou non, présentent fréquemment des résistances aux antibiotiques. Afin d’étudier la persistance des
bactéries antibiorésistantes ou pathogénes sur des laitues, la caractérisation de plasmides de résistance portés par
des souches de E. coli issues d’environnements aquatiques contaminés a été réalisé pour, par la suite, étudier leur
implication potentielle dans I'adhésion des souches-hétes sur différentes variétés de laitues. L’étude de la survie et de
I"'adhésion de souches de E. coli environnementales et de laboratoire, transformées avec les plasmides d’intérét, sur
de jeunes plants de laitues a permis de mettre en évidence trois points : 1) plus le temps de contact entre bactéries et
feuilles augmente et moins la survie bactérienne est importante ; 2) il existe une différence de survie et d’adhésion
selon les variétés de laitues étudiées; 3) il existe une différence de survie et d’adhésion entre les souches de
laboratoire et les souches environnementales, ces derniéres étant en meilleur état métabolique et montrant une
adhésion plus importante durant les 11-12 jours d’expérimentation. Aprés ces constatations de persistance des E. coli
antibiorésistantes en conditions contrélées, des études en champs sur 4 exploitations maraichéres normandes,
possédant des itinéraires techniques différents, ont été réalisées. La recherche de pathogénes entériques, Salmonella
et STEC, a été effectuée sur les laitues et une recherche de E. coli, témoin de contamination fécale, a été réalisée sur
les laitues ainsi que dans I'eau d’irrigation d’un des sites. Les résultats révelent une qualité microbiologique
satisfaisante des parcelles étudiées (selon I'arrété européen N°2073/2005) bien que des E. coli aient été régulierement
retrouvées au niveau des laitues, dont certaines antibiorésistantes. L’analyse de I'eau d’irrigation a montré la présence
continue de E. coli, dont des souches présentant des profils d’antibiorésistance communs a ceux retrouvés sur les
laitues, montrant que I'eau d’irrigation est I'une des sources critiques de contamination des végétaux en champs.

Mots clés : Bactéries entériques, E. coli, Salmonella, laitues, antibio-resistance, TIAC, survie bactérienne

Persistence of antibiotic-resistant or pathogenic enteric bacteria on plants for human consumption (model:

lettuce)

Abstract : In recent years, foodborne diseases caused by fresh products contaminated, such as lettuce, with enteric
pathogenic bacteria (Salmonella, Shigatoxin-producing Escherichia coli-or STEC-) increasingly. The presence of these
bacteria in this unusual environment is a major emerging health risk, especially since enteric bacteria, whether
pathogenic or not, are frequently resistant to antibiotics. To study the persistence of antibiotic-resistant or pathogenic
bacteria on lettuce, the characterization of resistance plasmids carried by E. coli strains from contaminated aquatic
environments was carried out in order to study their potential involvement in adhesion of host strains on different
varieties of lettuce. The study of the survival and adhesion of environmental and laboratory E. coli strains, transformed
with the plasmids of interest, on young lettuce plants allowed to highlight three points: 1) more time contact between
bacteria and leaves increases and less bacterial survival is important; 2) there is a difference in survival and adhesion
depending on the varieties of lettuce studied; 3) there is a difference in survival and adhesion between laboratory
strains and environmental strains, the latter being in better metabolic state and showing greater adhesion during the
11-12 days of experimentation. After the persistence of antibiotic-resistant E. coli strains under controlled conditions,
field studies on 4 Normandy vegetable farms, with different technical itineraries, were carried out. The search for
enteric pathogens, Salmonella and STEC, was carried out on lettuce and a search for E. coli, a control of fecal
contamination, was realized on the lettuce as well as in the irrigation water of one of the sites. The results reveal a
satisfactory microbiological quality of the agricultural plots studied (according to the European decree N ° 2073/2005)
although E. coli strains were regularly found at the lettuce level, including some antibiotic resistant. Analysis of the
irrigation water showed the continued presence of E. coli strains, including strains with common antimicrobial
resistance profiles to those found on lettuce, showing that irrigation water is one of the critical sources of plant
contamination in the field.

Key words : enteric bacteria, E. coli, Salmonella, lettuce, antimicrobial resistance, foodborne, bacteria
survival
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