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Contexte s — </

Les souches de Pseudomonas aeruginosa (Pyo) proches de la toto-résistance aux antibiotiques sont en augmentation. Pyo tend également a acquérir des
résistances aux ammoniums quaternaires (Chlorure de Didécyldiméthylammonium, CDMA) utilisés dans les détergents/désinfectants usuels.

Cette problématique est autant retrouvée en médecine vétérinaire et humaine.
\

3 Objectifs l P
A partir de souches de Pyo isolées de prélevements humains, équins et environnementaux :
1. Déterminer leur niveau de résistance aux antibiotiques et au CDMA
2. Etudier le biofilm qu’elles forment

3. Déterminer les supports génétiques de la résistance au CDMA.

Materiel et méthodes

» w En « statique » En « dynamique »
Résistance aux antibiotiques Résistance au CDMA . y G Effet d’'un inhibiteur de : :
ombe RND sur la M1 du Mesure de I'expression Recherche de
Impédancemeétrie Microscopie 3D a fluorescence m Pomp S des pompes RND mutation protéiques
Suspension bactérienne a 0,5 MacFarland | noculation
I Inoculation des plaques Suspension bactérienne
Détermination des | Génomes assemblés
Détermination des CMI CMI par micro-dilution Incubation a 37 °C 50 mg/L PBNA Extraction d’ARN
par diffusion sur gélose sur plaque ' .
ibi ., & ier pi Recherche de mutations
(Antibiogramme) Mesure d'impédance |- > Arr’et au premler pIC y : M‘lCMI par micro-dilution qucléotidi (blastn)
CDMA sur 24 h d’Index Cellulaire EM e - sur plaque ucléotidiques
n— . (Ammom.um Sienature (0,5 Dyn/cm?) (Société Francaise de
Antibiotiques Antibiotiques quaternaire) ’ 8 . Marquage Live/Dead® : Microbiologie) -
cliniques vétérinaires d’Index Cellulaire I ',I'raductlon de la
Seuil : ceﬁ:ﬁﬁiﬂ:ﬁéﬁce/apoi‘:gi;:sTnﬂfucer Traitement anti_ % ‘ qRT'PCR Sequence (expasy)
Recommandations e photoblanchiment N 28 Génes testés -
Seuil : diametres préconisés par d’utilisation du Simeaie - — S — mexA, mexB, oprM Recherche d
la Société Francaise de T T Obser.vatlon 3D au Suivi au mlfrosc?pe a37°C mex;:_ mex/__, oprN’ ec. erc sl e
Microbiologie (62,5 mg/L) ' MICTOSLOPE I8 5 (Tl ' ' mutations (blastp)
e | e SN AS N - N N\
Résultats _"— S N S . L e
Souche 12693 Souche 51414 Souche 17498 Souche de référence 12693 (Sensible au CDMA) : 'ajout de PBNA entraine une diminution
0.8- (Sensible au CDMA) 0., |(Résistante auCDMA) o (Résistante au CDMA) significative de la CMI au CDMA pour les souches
Résistance Résistance - sensibles (p-value<0,01), mais aussi pour les
ID Collection Origine (6 classes 5 06 0.6 0.61 o souches intermédiaires et résistantes (p-
testées) au CDMA = 04 04 04 w value<0,0001). Les pompes RND semblent donc
% ' ' ' impliqguées dans la résistance au CDMA.
12693 Institut Pasteur Humaine 0/6 Sensible 0.2- 0.2- 0.21 Souchelealinels a4l (ResistanteralleDAlE: En comparaison des données obtenues pour la
76.110 Institut Pasteur Humaine 1/6 Sensible 0.0 : . . . 0.0 . . : — 0.0 . . . . Gt b PA.Ol,(126?3)’ les genes mexA
O 5 10 15 20 0O 5 10 15 20 O 5 10 15 20 et mexB sont surexprimés uniquement chez les
17264 CHU de Caen Environnementale 5/6 Résistant Temps (h) Temps (h) Temps (h) souches 17264 et 17498 (résistantes aux CDMA)
_ o o avec un fold-change supérieur a 1,5). Clest la
17498 CHU de Caen Humaine 6/6 Resistant Temoin negatlf BBH + eau Différents profils d’index cellulaire obtenus. pompe RND MexA/B-OprI\/I qui semble impliquée,
17499 CHU de Caen Humaine 6/6 Sensible — Culture en BBH
) I | I ] I ] Souche humaine 17498 (Re5|stante au CDMA) : 172ﬂ498
20621 LABEO Equine 3/6 Résistant o
q / p1 A S—— ’Z@W
32525 LABEO Equine 2/6  Intermédiaire LIk, ‘ |
17499
40793  LABEO Equine 1/6 Résistant @ ° S
’ v NalC ~annad ArmR —1rocS2 rocA2
42174 LABEO Equine 4/6  Intermédiaire e
, 17264, 17498
51414 LABEO Equine 2/6 Résistant | Observation en microscopie 3D a fluorescence du biofilm formé au premier pic Suivi de la formation de biofilm en « dynamique » Schéma des mutations protéiques retrouvées sur
d’Index Cellulaire (8 heures) aprés marquage Live-Dead. Vert = cellules viables ; grdce a [lutilisation du BioFlux, observation au I'opéron mexA/mexB/oprM et ses régulateurs,
Rouge = cellules a membrane altérée microscope a 1h, 5h et 10h. d’apreés Housseini B Issa et al., 2018.

= ‘Co nclusion

Flashez et contactez
Albertine LEON

albertine.leon@Ilaboratoire-labeo.fr

| Cette étude préliminaire :
- a permis de montrer I'existence d’une résistance cumulée aux antibiotiques et au CDMA

- n'a pas pu mettre en évidence de corrélation entre la résistance au CDMA et |la formation d’un type de biofilm
F B e conarmnal i T e L =
R s s EPHY e 2019 - semble indiquer une implication de la pompe RDN MexA/B-OprM comme support génétique de la résistance au CDMA
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