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P. aeruginosa est une bactérie pathogène opportuniste fréquemment responsable d’infections associées aux soins : pneumonies, bactériémies, infections cutanées et infections urinaires (IU)1. Ces infections,
particulièrement difficiles à traiter, sont fréquemment récurrentes. Une étude précédente portant sur des souches urinaires de P. aeruginosa à l'origine de récidives avait montré l'accumulation de SNPs, d'indels et
la perte de matériel génétique par grandes délétions génomiques. L’objectif de notre travail était de poursuivre l'étude des mécanismes d’adaptation génomiques et phénotypiques de P. aeruginosa au tractus
urinaire2.

Introduction

Matériel et Méthodes

B) Formation de Biofilm en Milieu Mimant l'Urine (MMU) 

Résultats

Formation de biofilm par les isolats non délétés vs délétés en MMU

 Catégories fonctionnelles majoritaires :
 Relatifs aux phages, transposons ou plasmides (26,86 %)
 Enzymes putatives (13,25 %)
 Protéines de membrane (12,37 %)
 Transport de petites molécules (10,78 %)
 Régulateurs transcriptionnels (10,07 %)
 Catabolisme des composés carbonés (7,60 %)

Conclusion

(1) Lamas Ferreiro JL, Álvarez Otero J, González González L, Novoa Lamazares L, Arca Blanco A, Bermúdez Sanjurjo JR, et al. Pseudomonas aeruginosa urinary tract infections in hospitalized patients: Mortality and prognostic factors. Seguro AC, éditeur. PLoS ONE. 26 mai 2017;12(5):e0178178.
(2) Cottalorda A, Leoz M, Dahyot S, Gravey F, Grand M, Froidure T, et al. Within-Host Microevolution of Pseudomonas aeruginosa Urinary Isolates: A Seven-Patient Longitudinal Genomic and Phenotypic Study. Front Microbiol. 14 janv 2021;11:611246.

 3 patients atteints d'IU récidivantes à P. aeruginosa : A, D et F
 1 à 3 ECBU par patient (I à III)
 5 souches par ECBU : un isolat de référence au sein de ECBU I
 35 isolats

Mutations identifiées dans les génomes bactériens par comparaisons "intra-patients"

A) Analyses génomiques : recherche de mutations

Standardisation
 Inoculum DO600 = 0,01

Incubation
 24h, 37°C
 Conditions statiques

Coloration
 Cristal violet 0,1%

Lecture
 Absorbance 590 nm

Standard interne
 Souche de référence PA14

B) Formation de Biofilm en Milieu Mimant l'Urine (MMU) 

Patient A Patient D Patient F

SNPs 5 130 8

Indels 1 20 -

Mutations complexes - 2 -

Taille grandes délétions 361 kpb 35 kpb 103 kpb

26,86 %

13,25 %
12,37 %

10,78 %

7,60 %

10,07 %

D

C

A

B

A = substrats très efficacement utilisés
B = substrats efficacement utilisés
C = substrats peu utilisés
D = substrats très peu utilisés

 Parmi les substrats les plus utilisés : L-Lactate, Citrate et L-Malate → étroitement liés au cycle de Krebs

L-Lactate + Citrate : concentrations importantes (mM) dans l'urine

 Évolution intra-patient : chez les patients A et F : perte du catabolisme du β-hydroxy-butyrate

C) Profils métaboliques : GenIII Microplate (Biolog)

Fort développement bactérien

Faible développement bactérien

Catabolisme de sources de Carbone par des isolats délétés et non délétés

 Isolats du 2nd ECBU chez patient F : forte production de biofilm en MMU (cathéter urinaire chez ce patient)

 Tendance entre capacité à produire du biofilm en MMU et présence de grandes délétions chez les patients A et D

 Les principales catégories fonctionnelles impactées par les mutations étaient : 'Relatifs aux phages, transposons ou plasmides', 'Enzymes putatives' et 'Protéines de membrane'.

 Corrélation entre les grandes délétions génomiques et la forte capacité à produire du biofilm en MMU. Capacité exacerbée chez les isolats issus d'un patient avec un cathéter urinaire (Patient F).

 Les profils métaboliques ont permis de d'identifier que les substrats les plus utilisés étaient étroitement liés au cycle de Krebs. Ces analyses seront poursuivies pour mettre en évidence des adaptations métaboliques à l'arbre urinaire.

C) Profils métaboliques : GenIII Microplate (Biolog)

Standardisation 

 Transmittance 95%

Lecture cinétique

 Absorbance 590 nm

 21h, 37°C

 Conditions statiques

Inoculation

 GenIII Microplate

Indicateur d'oxydation

21 tests

de Sensibilité

71 sources

de Carbone

A) Analyses génomiques : recherche de mutations

Analyses fonctionnelles

 Annotation des génomes : Pgap

 Catégorisation fonctionnelle : PseudoCap

 Prédiction prophages :ProphET

Identification des Mutations

 SNPs

 Indels

 Mutations complexes

 Grandes délétions

Séquençage génomes entiers

 Isolat de référence : PacBio

 Autres isolats : Illumina

Patients et isolats bactériens

Isolats délétés

Isolats non délétés

Isolats délétés

Nombres d'isolatsn = 2n = 13 n = 6 n = 4 n = 5 n = 5


