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. Introduction

A. Emergence des entérobactéries multirésistantes : le «peril fecal» du
XX1°™ sigcle

1. Antibiotiques et antibiorésistance : un cercle infernal

Les antibiotiques ne sont pas une invention humaine. Ces molécules et les mécanismes
assurant leur neutralisation ont une origine environnementale datant de millions d’années (Stokes &
Gillings 2011).

En effet, dans les milieux tres compétitifs, certains microorganismes (e.g. Streptomyces spp.,
Nocardia spp., Actinomadura spp., Penicillum spp.) produisent des antibiotiques naturels
permettant 1’inhibition des concurrents (Baquero et al. 2013; Baquero & Cantén 2009). Pour éviter
une auto-toxicité, ces microorganismes presentent une antibiorésistance intrinséque. En paralléle,
leurs compétiteurs, eux aussi, élaborent ou acquierent des genes de résistance (e.g. Kluyvera spp. et
sa béta-lactamase a spectre étendu naturelle), assurant ainsi une homéostasie des communautés
microbiennes (Cordero et al. 2012). Dans I’environnement, on a donc un large réservoir de genes de
résistance, pour majorité inconnus, appelés « résistome intrinséque », auquel les microorganismes
ont facilement acces par le transfert horizontal de genes (Rolain 2013).

Or, ’homme s’est emparé depuis peu des antibiotiques, sans prendre en compte ce bagage
évolutionnaire. En effet, leur utilisation massive en clinique et en agriculture a provoqué une
sélection et une diffusion rapide des génes de résistance au sein des populations microbiennes,
notamment vers des bactéries pathogénes pour I’Homme (Hawkey & Jones 2009).

Comme I’illustre la Figure 1, seulement huit ans en moyenne séparent 1’introduction d’un
nouvel antibiotique et la description de premiers cas cliniques de résistance (Schmieder & Edwards
2012).

8 years average

B-lactams

Amphenicols | Chloramphenicol
Tetracyclines | Tetracycline

Streptomycin

it .
minoglycosides | O

Macrolides | Erythromycin

Glycopeptides | Vancomycin

Malidixic acid
Quinolones

Streptogramins | Synercid
Oxazolidinones | Linezolid
Lipopeptides | Daptomycin ; i :
4] = 10 15 20 25 30
Class Antibiotic Years from introduction to clinical resistance

Figure 1. Evolution des résistances aux antibiotiques
(Schmieder & Edwards, 2012).

Dans le cas des entérobactéries, I’introduction des peénicillines semi-synthétiques dans les
annees 1960, a été rapidement suivie par 1’apparition de souches sécrétant des béta-lactamases de
classe A d’Ambler, a spectre étroit, avec le site actif a serine, nommées TEM-1, TEM-2 et SHV-1
(Jacoby 2009, Bush & Jacoby 2010). Codées par des geénes plasmidiques, ces enzymes ont
disseminé vers différentes espéces d’entérobactéries (Jacoby 2009). La résistance a 1’amoxicilline et
aux céphalosporines de premiere génération qu’elles entrainent a favorisé la prescription des
aminoglycosides, des quinolones et surtout des céphalosporines de 3°™ génération (C3G).
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Or, cette exposition aux C3G a suscité 1’apparition dans les années 1980 de béta-lactamases
a spectre étendu (BLSE), enzymes de classe A, détruisant la plupart de béta-lactamines a
I’exception des céphamycines et des carbapénémes (Jacoby 2009). Les premiéres BLSE ont été
décrites chez Klebsiella pneumoniae et Serratia marcescens et dérivaient de pénicillinases SHV et
TEM par modification de quelques acides aminés (Bush 2013). Ces nouvelles béta-lactamases
étaient également codées sur des plasmides et transférables par conjugaison (cf. paragraphe 1C1).
Par la suite, plusieurs centaines de variants de ces enzymes ont eté décrits a travers le monde (Bush
2013). Ces BLSE étaient a I’origine de nombreuses épidémies hospitaliéres, impliquant
principalement des souches de K. pneumoniae et d’Enterobacter aerogenes et, dans une moindre
mesure, d’autres espéces d’entérobactéries (Haut Conseil de Santé Publique 2010).

Dans les années 1990 sont apparues des nouvelles BLSE, nommées CTX-M (Canton et al.
2012). Les genes de ces BLSE, les blactx-m, dérivaient des génes de résistances chromosomiques
naturels blak_y retrouvés dans les Kluyvera spp. appartenant a la flore intestinale humaine (Canton
et al. 2012). Plus de 130 variants de CTX-M ont depuis été décrits, hébergés le plus souvent par
Escherichia coli suivie de K. pneumoniae (Bush 2013). Ces nouvelles BLSE ont diffusé non
seulement au sein de souches hospitaliéres mais aussi communautaires (Haut Conseil de Santé
Publique 2010). Parallelement, des génes de résistance aux fluoroquinolones et aminoglycosides
(e.g. gnr ou aac(6’)-Ib-cr) ont diffusé au sein de ces mémes populations bactériennes suite a une
large utilisation de ces antibiotiques.

Ainsi, les prescripteurs ont eu recours aux béta-lactamines de derniére genération : les
carbapénémes. Leur utilisation a été rapidement suivie par 1’apparition des souches productrices de
carbapénémases, tout particulierement chez K. pneumoniae, puis chez d’autres especes
d’entérobactéries. Ces carbapénémases sont de différents types : des métallo-B-lactamases (IMP,
VIM, NDM), des béta-lactamases de classe A (KPC, GES, SME) et de classe D (OXA-48) (Bush
& Jacoby 2010). Comme blacrx.m, leurs genes dérivent probablement de genes de résistance
naturels. Il a été montré, par exemple, que blapxaas a été mobilisé a partir de Shewanella oneidensis,
une bactérie environnementale retrouvée dans les sédiments d’un lac (Poirel et al. 2004).

Ce cercle infernal, a donc abouti, durant ces cinquante dernieres années, a 1’émergence des
souches multirésistantes, hautement résistantes, voire toto-résistantes (Magiorakos et al. 2012).
Cette situation fait craindre la fin de 1’ére des antibiotiques (Carlet et al. 2012).

2. Entérobactéries multirésistantes : état des lieux

L’émergence de souches bactériennes multirésistantes constitue donc actuellement une
menace majeure en termes de santé publique, puisqu’elle peut aboutir, & courte échéance, a des
impasses thérapeutiques.

Pendant longtemps, les cocci a Gram positif (Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline — SARM ; Enterococci résistants aux glycopeptides - ERG) étaient au cceur des
préoccupations de la communauté scientifiqgue. Ces bactéries multi-résistantes (BMR) étaient
surtout responsables des épidémies hospitalieres des années 1990 et 2000 (Lucet & Birgand 2011).
Des mesures d’hygiéne, visant principalement la transmission manuportée, ont permis d’endiguer
partiellement ce phénoméne. Mais, depuis la fin des années 2000, malgré les précautions d’hygiene
introduites dans le systéme hospitalier, on a constaté une émergence d’entérobactéries
multirésistantes.

Pour les entérobactéries BLSE, a I’heure actuelle, les données épidémiologiques
rassemblées par le réseau EARSS-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network)
montrent les points suivants :
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une augmentation de la prévalence des E. coli résistantes aux C3G dans de nombreux pays
passant, par exemple, de moins de 5% en 2002 a plus de 30% en 2011 au Portugal et en
Grece et de 2,9% a 19,8% % en Italie (Figure 2) ;

une proportion des souches BLSE parmi les E. coli isolés des bactériémies dépassant 15 a 20
% dans de nombreux pays du sud et de I’est de 1I’Europe ;

une forte progression des souches productrices de BLSE parmi les K. pneumoniae : de 2 % a
plus de 20 % entre 2002 et 2011 en France. Cette tendance est notée dans tous les autres
pays européens ;

une multirésistance (C3G, fluoroquinolones et aminosides) restant inférieure a 5% dans la
plupart de pays, mais dépassant 10 % en Bulgarie, Gréce, Italie, Roumanie, Slovaquie et
atteignant 18% a Chypre.

Percentage resistance

Figure 2. Escherichia coli résistant aux céphalosporines de troisieme génération en 2002 et
en 2011 (modifi¢ d’aprés EARSS-Net)

En France, les données issues du réseau national de surveillance des BMR (BMR Raisin)

font également apparaitre une augmentation rapide de I’incidence des EBLSE avec :

une augmentation du taux de densité d’incidence d’EBLSE de 0,17 a 0,48 par 1000 jours
d’hospitalisation (JH) entre 2004 et 2010. Ce taux dépasse a présent celui des SARM sur
lesquels, pendant longtemps, se focalisait I’attention des autorités santiaires (Figure 3).

une prédominance de E. coli BLSE qui représentent maintenant prés de 60 % parmi les
espéces d’entérobactéries BLSE. K. pneumoniae et E. aerogenes, autrefois prédominantes,
correspondent seulement a 11,3 et 3,6 % des EBLSE.
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Figure 3. Densités d’incidence des SARM et des EBLSE entre 2003 et 2010 en France
(d’apres InVS).

Quant aux données relatives aux entérobactéries productrices des carbapénémases (EPC),
elles montrent leur progression alarmante au niveau mondial avec une large diffusion des enzymes
de type NDM dans le sous-continent indien, de type KPC dans le pourtour méditerranéen et dans le
nord-est des Etats-Unis, et de type OXA-48 en Afrique du Nord (Lucet & Birgand 2011).

Le réseau EARSS-Net indique que certains pays européens ont d’ores et déja des taux de
prévalence de K. pneumoniae résistantes aux carbapénemes supérieurs a 1%. Des évolutions
explosives ont été constatées dans certains pays du pourtour méditerranéen, ou le taux des EPC est
passé de moins de 1% en 2005 a plus de 15% en 2011 (Chypre, Italie), et atteint en Grece 68,2%
(EARSS-Net).

En France, le taux d’EPC reste inférieur a 1 % mais les bilans réalisés régulierement par
I’Institut de Veille Sanitaire (InVS) montrent une augmentation de cas rapportés passant de 2
signalements par an avant 2008 a 238 épisodes rapportés en 2012 (Figure 4). Les souches
concernées étaient le plus souvent des K. pneumoniae sécrétrices de carbapénémases OXA-48 et
KPC. Elles ont causé plusieurs épidémies, dont 56% a partir d’une souche importée de 1’étranger.
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Figure 4. Nombre de signalements des EPC en France entre janvier 2004 et avril 2013
(d’aprés InVS).
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L’ensemble de ces données montre que les entérobactéries multirésistantes constituent la
menace infectieuse la plus sérieuse pour les prochaines années. Les mesures de prévention
classiques visant a diminuer la transmission croisée et a réduire la pression de seélection par une
utilisation raisonnée des antibiotiques sont insuffisantes face a cette nouvelle classe de BMR. Une
meilleure compréhension des voies de leur dissémination est donc indispensable pour définir les
stratégies de lutte contre ce phénoméne.

3. Emergence de Escherichia coli BLSE CTX-M : le « peril fécal »

a) Epidémiologie de BLSE CTX-M

Le succés épidémiologique de E. coli BLSE CTX-M peut étre considéré comme le
paradigme de 1’émergence d’antibiorésistance.

La premiere description de BLSE CTX-M date de 1990 a Munich ou une souche de E. coli,
isolée du pus d’une otite moyenne chez un nourrisson, présentait une résistance au céfotaxime, tout
en restant sensible au ceftazidime (Bauernfeind et al. 1990). L’enzyme provoquant ce phénotype de
résistance a été nommée CTX-M-1 en référence a D’activité hydrolytique préférentielle de
céfotaxime (CTX) et au lieu de description (M-Munich).

Durant les années 1990, une série de publications concernant ce type d’enzymes, nommées
céfotaximases, a suivi : CTX-M-2 en Amérique du Sud, FEC-1 alias CTX-M-3 en Pologne, Toho 1
et 2 alias CTX-M-44 et CTX-M-45 au Japon (Canton et al. 2012). Depuis ces premieres
communications, plus de 130 enzymes CTX-M ont été identifiées (Bush 2013). On constate
actuellement une prédominance de certains types au niveau mondial, comme CTX-M-3, CTX-M-9,
CTX-M-14 et CTX-M-15. D’autres CTX-M sont présentes de fagon endémique : CTX-M-2 en
Amérique du Sud ou CTX-M-1 en Italie (Canton et al. 2012) (Figure 5).

B cTX-M-1
H CTX-M-2
B cTX-M-8
[ cTx-m-9

‘ Il Endemicity Sporadic reports No data ‘

Cusrent Opinion in Microbiology

Figure 5. Répartition géographique des différents groupes de BLSE CTX-M
(Cantén & Coque 2006).
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L’apparition en méme temps dans des pays trés distants d’enzymes du méme groupe (€.9.
CTX-M-3 en Pologne, Taiwan et en France entre 1996 et 1999), associées toujours a des plasmides
de caracteristiques similaires, suggere un role des déplacements internationaux dans la pandémie
actuelle (Cantén et al. 2012). Méme si cela ne peut étre affirmé avec certitude pour ces BLSE, le
role des voyages a bien été démontré, par exemple, pour la carbapénémase NDM-1 (Figure 6)
(Kumarasamy et al. 2010; Laupland et al. 2008).

Nepal
Bhutan

Bangladesh

@

6-5” Lanka

Figure 6. Dissémination internationale des EPC NDM-1 (Kumarasamy et al. 2010)

Aprés leur premiere description dans chacun des pays, on a observé une émergence rapide
des souches de E. coli CTX-M, dont la prévalence a dépassé celle des souches de K. pneumoniae et
E. aerogenes sécrétrices des BLSE TEM et SHV. Or, contrairement aux souches TEM et SHV,
provoquant des épidémies nosocomiales, les E. coli CTX-M ont rapidement disseminé dans la
communauté. Il est a présent clair que de nombreux cas de détection hospitaliere de E. coli CTX-M
ont été acquis dans la communauté et se sont révélés lors de I’hospitalisation sous pression
antibiotique (Haut Conseil de Santé Publique 2010). En conséquence, I’identification des patients a
risque de BLSE est impossible, contrairement aux autres BMR. Une mise en place de précautions
complémentaires d’hygiéne est donc difficilement envisageable pour E. coli CTX-M (SFHH 2009).

La dissemination au sein de la communauté ne se limite pas a la population humaine. Un
nombre croissant d’études montre la présence d’entérobactéries BLSE CTX-M, chez les animaux,
aussi bien domestiqués que sauvages (principalement Salmonella enterica et E. coli) (Haut Conseil
de Santé Publique 2010; Wellington et al. 2013).

Des souches sécrétrices de BLSE CTX-M ont égalément été détectées dans des produits
alimentaires d’origine animale (viande, ccufs) et végétale (Canton et al. 2012; Rolain 2013). Par
exemple, des pousses de soja contaminées par E. coli CTX-M-15 ont été a I’origine de 1’épidémie
de syndrome hémolytique et urémique en Allemagne en 2011 (Weiser et al. 2013).

Plusieurs études montrent également la présence d’EBLSE dans 1’environnement aquatique

(Haut Conseil de Santé Publique 2010) :
dans les effluents d’hopitaux,
dans les effluents de stations d’épuration,
dans le réseau d’eau de consommation (Népal),
dans des eaux de rivieres et des sediments de riviéres (Lupo et al. 2012).
Enfin, la pratique d’épandage de fumier en agriculture a aussi contribué a la dissémination
de CTX-M dans les sols (Wellington et al. 2013). Lors d’une étude récente, Hartmann et al. (2012)
ont détecté la présence de genes blactx.m dans 5% d’échantillons de feces bovins et 3 a 24%
d’échantillons de sol de plusieurs fermes de Bourgogne (Figure 7).
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Figure 7. Détection de genes blacrx-m dans les sols agricoles de Bourgogne
(Hartmann et al. 2012).

E. coli CTX-M est donc actuellement pandémique. Il est ainsi urgent de comprendre quels
ont été les moteurs de son émergence, puisque d’autres bactéries a Gram négatif mulitrésistantes
pourraient emprunter un chemin similaire (Lucet & Birgand 2011).

b) Facteurs de I’émergence de E. coli BLSE CTX-M

Plusieurs facteurs ont contribué a la large dissémination des BLSE CTX-M (Figure 8).
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Figure 8. Facteurs favorisant 1’émergence des BLSE CTX-M
(modifié d’aprés Canton et al. 2012).

Tout d’abord, des genes blactx.v sont associés a des supports génétiques mobiles
particulierement efficaces. Ils seront détaillés ultérieurement (Cantén et al. 2012).

La capacité des éléments génétiques mobiles & co-recruter d’autres génes de résistance est
un deuxieme facteur du succeés épidémiologique de CTX-M. Elle confére aux souches porteuses une
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multirésistance qui facilite leur sélection par différentes classes d’antibiotiques. Dans le cas des
genes blacrx-v, leur association aux genes de carbapénémases VIM, KPC et OXA-48 a déja été
décrite (un clone coproduisant CTX-M-15 et OXA-48 s’est méme répandu en Europe) (Potron et al.
2011; Canton et al. 2012). Des genes de résistance aux fluoroguinolones gnr ainsi que aac(6’)-1b-cr
conférant la résistance aux aminosides et certaines fluoroquinolones sont également souvent
associés aux blacrx-m (Canton & Coque 2006).

L’hébergement par des clones bactériens dits « a haut risque » est la troisieme raison de la
large diffusion des BLSE CTX-M. En effet, les E. coli BLSE CTX-M appartiennent souvent au
clone ST131. Ce clone présente notamment de bonnes capacités d’adhésion lui permettant de
persister dans le réservoir intestinal (Canton et al. 2012).

Enfin, de maniére plus générale, le caractere commensal de E. coli et sa forte concentration
au sein du tube digestif des mammiféres (10° par gramme de féces), favorisent sa dissémination.
Son excrétion quotidienne est en effet estimée & 10'® UFC dans les féces et 108 UFC en cas
d’infection urinaire. Au contraire, d’autres espéces d’entérobactéries (e.g. K. pneumoniae) ne sont
pas toujours présentes au sein de la flore intestinale et leur densité ne dépasse pas 10* UFC par
gramme de féces. Ceci explique en partie pourquoi E. coli CTX-M a pu devancer les especes
nosocomiales épidémiques classiques (e.g.. Klebsiella BLSE) qui prédominaient dans les années
1990.

Cette forte concentration de E. coli BLSE au sein du tube digestif lui vaut le terme du
« nouveau péril fécal » du XXI°™ siécle.

Jusqu’a présent négligée dans les programmes des autorités d’hygiéne, il est clair désormais
que la gestion du probléme des entérobactéries multi-résistantes ne peut se concevoir sans la gestion
des excreta. Dans ce contexte, il est essentiel de comprendre le réle du tube digestif dans
I’émergence et la dissémination de génes de résistance pour établir des stratégies efficaces visant a
enrayer ce phénomeéne.

B. Intestin : réservoir de genes de résistance

1. Réservoir intrinséque

De par son importante densité (150 fois plus de genes que le génome humain) (Gill et al.
2006), le microbiome intestinal (i.e. ensemble des génes de la microflore intestinale) peut
représenter un réservoir de génes de résistance aux antimicrobiens (ou résistome) (Sommer &
Dantas 2011).

Pendant longtemps, la prévalence de I’antibiorésistance dans ce réservoir était
majoritairement étudiée par des approches basees sur la culture, plus rarement sur I’amplification
génique. Ces premiéres méthodes ont montré, par exemple, que les souches commensales de E. coli
d’adultes sains représentaient un réservoir de génes de résistance au triméthoprime (dfrA),
sulphaméthoxazole (sul), tétracycline (tet) et ampicilline (blatem) (Bailey et al. 2010).

Cependant, ces deux approches sont insuffisantes puisque :

- la majorité des bactéries du microbiote intestinal (70-80%) reste non cultivable (Doré &

Corthier 2010),

- la détection par PCR cible seulement les génes de résistance connus (Schmieder & Edwards

2012).

Le développement récent de techniques de métagénomique a permis d’explorer le résistome
intestinal de facon plus représentative (Schmieder & Edwards 2012). Une approche de
métagénomique fonctionnelle (Figure 9) appliquée aux microbiotes intestinaux et salivaires de deux
adultes sains a notamment permis de détecter 95 nouveaux geénes de résistance potentiellement
exprimables, prouvant ainsi que 1’abondance et la diversité du résistome intestinal intrinséque
humain étaient jusqu’alors largement sous-estimees (Sommer et al., 2009).
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Figure 9. Analyse métagénomique de 1’antibiorésistance dans les communautés microbiennes

(Schmieder & Edwards, 2012).

2. Réservoir extrinseque
Les bactéries ingérées avec 1’alimentation et colonisant transitoirement I’intestin peuvent

contribuer au pool flexible des genes de résistance du microbiote indigéne. Plusieurs exemples
peuvent ainsi étre Cités :

en Europe, dans les années 1990, le gene de résistance a la vancomycine, vanA, a été détecté
chez les animaux d’¢levage chez lesquels 1’avoparcine (un analogue de la vancomycine) a
été utilisée comme facteur de croissance (Klare et al. 1995). Les entérocoques vanA ont
depuis émergé en clinique en tant que BMR prioritaires (SFHH 2009).

il est reconnu que des E. coli multirésistants (notamment CTX-M) provenant de
I’alimentation sont responsables d’infections urinaires. Ce phénoméne est baptisé
« foodborne urinary tract infections » (FUTI) (Nordstrom et al. 2013).

le résistome animal étant mieux apprécié par des études métagénomiques, la présence de
nombreux génes de résistance chez les animaux de rente ou sauvages a été constatée (Rolain
2013). Zhu et al. (2013) ont, par exemple, dénombré 149 génes de résistance chez les porcs
issus d’un ¢élevage intensif en Chine.

I’antibiorésistance est aussi largement représentée dans les piscicultures et sa transmission
vers les pathogenes humains a été montrée (Heuer et al. 2009).

les legumes peuvent également étre souillés par des bactéries multirésistantes, comme
Pseudomonas teessidea, portant le gene blactx.m-15, qui a été détecté sur des feuilles
d’épinards destinées a la consommation. De plus, des nouveaux génes de BLSE, les
blaruan-2, ONt été constatés chez Rhanella aquatilis, espece saprophyte retrouvée
habituellement sur des Iégumes crus (Rolain 2013).

beaucoup d’études ont €té consacrées aux probiotiques, Lactobacilli et Bifidobacteria, en
tant que sources de genes de résistance (Ammor et al. 2008)

De plus, les génes de résistance du réservoir digestif peuvent étre disséminés via les

déjections humaines et animales, enrichissant ainsi le réservoir environnemental par le biais des
stations d’épuration et du fumier (Wellington et al. 2013).
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Le résistome digestif établit donc de nombreuses interconnections avec les différents
réservoirs environnementaux (Figure 10) (Marshall et al., 2009; Schmieder & Edwards 2012).
Depuis 2008, ’APUA (Alliance for the Purdent Use of Antibiotics), une organisation non-
gouvernementale américaine, développe une approche multidisciplinaire pour étudier I’ensemble de
ce réseau complexe d’antibiorésistance. Elle a notamment lancé le projet ROAR (Reservoirs of
Antibiotic Resistance Project) qui tente de déterminer la prévalence et la dissémination de génes de
résistance dans les réservoirs commensaux et environnementaux (Marshall et al. 2009).

Rainfall

Wastewater
treatment

Figure 10. Voies de dissémination des genes d’antibiorésistance
(Schmieder & Edwards 2012).

L’implication du microbiote intestinal dans I’émergence de 1’antibiorésistance et sa
dissémination est de plus en plus évidente. Cependant, les acteurs et les mécanismes mis en jeu dans
les transferts de genes sont encore peu étudieés.

C.  Transfert horizontal de genes dans le tractus gastro-intestinal

Parce qu’il combine une grande densité bactérienne, un flux continu de nutriments, et qu’il
est parfois exposé a de fortes pressions sélectives en antibiotiques, 1’environnement intestinal peut
étre propice aux transferts de génes (Aminov 2011; Kelly et al., 2009).

1. Vecteurs et mécanismes impliqués dans le transfert de génes

a) Définitions
La dissémination de résistances aux antibiotiques entre bactéries est favorisée par des
supports genétiques regroupés sous la dénomination d’« éléments génétiques mobiles » (EGM).
Cette dissémination est associée a des phénomenes de transfert de génes horizontaux entre bactéries

(TGH) qui se regroupent en trois types : la transformation, la transduction et la conjugaison (Figure
11).
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Figure 11. Mécanismes impliqués dans les transferts horizontaux de génes
(d’apres Zaneveld et al. 2008).

La transformation correspond a 1’incorporation d’un ADN extracellulaire libre acquis par la
bactérie dans son environnement proche. Ces ADN extracellulaires sont soit libérés par la lyse de
cellules mortes ou de particules virales, soit excrétés par des cellules viables. Pour que la
transformation naturelle survienne, la bactérie doit développer un état physiologique de
« compétence », en réponse a des stimuli environnementaux particuliers (Thomas & Nielsen 2005).

La transduction correspond au transfert de matériel génétique, d’une bactérie a une autre, par
I’intermédiaire de bactériophages, qui sont des virus infectant spécifiquement les bactéries. Des
erreurs d’empaquetage survenant au cours du développement phagique, peuvent ainsi conduire a la
formation de particules virales contenant des morceaux de génome bactérien. Ces segments d’ADN
pourront €tre injectés dans une nouvelle bactérie lors d’une infection ultérieure, ou ils pourront se
maintenir s’ils sont intégrés au génome de 1’hote (Frost et al., 2005).

La conjugaison, quant a elle, est un mécanisme de transfert d’ADN qui fait intervenir un
contact intime entre deux partenaires. De ’ADN est transféré d’une bactérie donneuse vers une
bactérie receveuse a travers un pore de conjugaison. La conjugaison est considérée comme le
mécanisme de transfert de génes le plus important et le plus efficace (Sota & Top 2008). Différents
éléments peuvent étre transférés par conjugaison : des plasmides, des éléments de type ICE
(integrative and conjugative elements) mais aussi des régions de chromosomes bactériens
(Guglielmini et al. 2011; Frost et al. 2005). La conjugaison implique deux machineries protéiques,
I’une permettant d’établir le contact entre deux partenaires I’autre permettant de transférer un brin
d’ADN vers la bactérie receveuse. A 1’issue de la conjugaison, une copie de I’¢lément transféré
subsiste dans la bactérie donneuse tandis qu’une copie est acquise par la bactérie receveuse. La
conjugaison correspond donc a une mode particulier de réplication intercellulaire (Thomas &
Nielsen 2005).
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Figure 12. Représentation hiérarchique des éléments génétiques mobiles
(modifié d’aprés Canton et al. 2012).

Plusieurs eéléments peuvent participer a la capture, au maintien et a la dissémination des
génes de résistance (Figurel?2) :

- les séquences d’insertion et les transposons sont des séquences d’ADN capables de
promouvoir leur propre transfert d’un chromosome ou plasmide a un autre. Les séquences
d’insertion (IS de I’anglais insertion sequence) sont constituées d’un géne de transposase,
encadré par des séquences de nucléotides inversement répétés (IR — inverted repeats). Les
transposons sont constitués de deux IS encadrant un ou plusieurs genes, notamment des
génes de résistance. La transposase reconnait les IR aux extrémités du transposon, ce qui lui
permet de I’exciser de son site initial. Elle I’insére ensuite dans un site cible a un autre
endroit du génome, qui contient une séquence directement répétée (DR — direct repeats)

(Figure 13).
Séquence d’insertion
I}
f |
5 ATCCGGT... —.ACCGGAT 3
3 TAGGCCA. .. . TGGCCTA 5
IR Geéne transposase |R
5 , - 5
3 5
DR Geénes (ex. de résistance) DR
| J
Y
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Figure 13. Structure d’une séquence d’insertion et d’un transposon.
(IR —inverted repeats, DR — direct repeats ; modifié¢ d’aprés
Www.z0.utexas.edu/sjasper/images/18.18.gif).

- les intégrons peuvent contenir un ou plusieurs géenes de résistance sous forme de cassettes.
Les intégrons sont définis comme des plateformes fonctionnelles composées de trois
éléments clefs: un géne d’intégrase intl, un site spécifique de recombinaison att et un
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promoteur Pc (Figureld). Ainsi, les cassettes de genes peuvent étre facilement intégrées et
déplacées au sein d’un intégron par un mécanisme de recombinaison, site spécifique
catalysé par I’intégrase. Le promoteur va ensuite stimuler 1’expression du geéne déplacé dans
sa proximité. L’intégron, lui-méme, est un élément immobile porté par des transposons ou
des plasmides, plus rarement par des chromosomes bactériens.

Pc
intI [—’ att! c1 attCi attc2
- (= »
Y 3 C3
A V
attC3
Pc.
intI ﬁ it att! c3 attC3 4 attCi attc2
| : ‘
, —» —

Figure 14. Structure d’un intégron et mécanisme de recombinaison de cassettes.
L’intégrase codée par le géne intl assure 1’excision et I’insertion des casettes (e.g. C3), par recombinaison entre
les sites att (ici attl et attC3). Pc — promoteur de casettes ; attl, attC1, attC2 — sites spécifiques de recombinaison ; C1,
C2, C3 — casettes de genes (d'apres Barraud & Ploy 2013).

- les plasmides peuvent se définir comme des entités d’ADN circulaire, parfois linéaire,
capables de se répliquer indépendamment du chromosome. Les plasmides conjugatifs
peuvent se transférer vers d’autres cellules bactériennes. Les espéces bactériennes acceptant
le transfert définissent le spectre d’hotes du plasmide qui peut étre plus ou moins large. La
cellule bactérienne peut contenir plusieurs types de plasmides, a condition que leur présence
ne s’exclue pas mutuellement par la compétition pour une étape de transfert conjugatif.
Cette exclusion mutuelle, nommée incompatibilité, a permis la classification des plasmides
en « groupes d’incompatibilité » (Toussaint & Merlin 2002; Thomas & Nielsen 2005).

- les ICE (pour Integrative and Conjugative Elements ou transposons conjugatifs) se
transférent également par conjugaison, mais ne se répliquent pas de maniére autonome. Ils
doivent s’intégrer au génome de I’héte par un mécanisme de recombinaison « Site
spécifique » pour pouvoir étre maintenus (Toussaint & Merlin 2002).

Tous ces éléments participent ensemble a la variabilité génétique des procaryotes en agissant
comme une source de recombinaison, permettant une fixation plus rapide de nouveaux genes. Ces
génes peuvent coder des traits avantageux, permettant une adaptation aux pressions sélectives
locales, comme la résistance aux antibiotiques ou la capacité d’utiliser de nouvelles sources de
carbone (Jones 2010).

b) EGM et la dissémination de BLSE CTX-M

L’exemple des BLSE CTX-M illustre I’activit¢é des EGM. En effet, les génes
chromosomiques blax.y de Kluyvera spp., dont dérivent les blactx-m, SOnt entourés de séquences
d’insertion (IS) servant & leur mobilisation (Canton 2012). Il a été démontré que les événements de
mobilisation des génes blacrx-.w ont été dix fois plus fréquents que ceux des autres genes de béta-
lactamases de classe A (Barlow et al. 2008). Une fois mobilisés, ces genes se sont retrouvés dans les
intégrons, eux-mémes situés au sein des transposons, véhiculés ensuite par des plasmides
conjugatifs (Figure 12). En effet, le géne pandémique, blactx-m, €st souvent porté par des plasmides
FIl dont le spectre d’hotes comprend I’ensemble des entérobactéries. Les transferts de ces
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plasmides, particulierement adaptés a ce groupe, sont fréquents. Leur persistance dans les
receveuses est egalement facilitée. Ainsi, on a rapidement vu émerger les enzymes CTX-M,
initialement décrites chez E. coli, K. pneumoniae et Salmonella spp., dans d’autres espéces
d’entérobactéries. De plus, d’autres plasmides, présentant un plus large spectre d’hotes (IncN,
IncL/M) ont participé a une dissémination des CTX-M vers des bacilles a Gram négatif non
fermentants, comme Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. et Stenotrophomonas
maltophilia (Canton et al. 2012).

C) EGM dans le microbiome intestinal

Des études métagénomiques ont montré que le microbiome intestinal héberge de nombreux
EGM (plasmides, transposons, intégrons et phages) (Ogilvie et al., 2012; Jones 2010). Les éléments
les mieux caractérises, a ce jour, proviennent surtout des especes bactériennes cultivables. Celles-ci
ne constituent pourtant qu’une portion trés minoritaire de la flore intestinale. A ce titre, notre vision
de la diversité des EGM dans le microbiote est probablement fortement biaisée (Ogilvie et al.,
2012).

Le role de ce pool flexible de génes dans le développement et le fonctionnement du
microbiote intestinal reste peu exploré. Sa participation dans la dissémination des genes de
résistance est mieux documentée. Le Tableau 1 regroupe quelques exemples d’EGM porteurs de
genes de résistance aux différentes classes d’antibiotiques.

Tableau 1. EGM porteurs de génes d’antibiorésistance chez des bactéries intestinales.

Elément ; .
génétique Espece bactérienne Genes/phenotypes Référence
mobile de résistance
Enterobacteriaceae
aminosides, quinolones, . .
pMG252 Klebsiella pneumoniae céphalosporines, Martinez-Martinez et
: al. 1998
sulfamides
: . gnrs, aac, str, cat, sul,
pK245 Klebsiella pneumoniae tetD, dfr Chen et al. 2006
pNDM-HK Escherichia coli blaxow.1, blarew, aac, Ho et al. 2011
arm, sul, mph, mel
Anaérobies stricts
Tc"Em"DOT . N Salyers & Shoemaker
(ICE) Bacteroides fragilis tet Q 1995
CTnDOT (ICE) the?;((:)tteargrlndiiion tetQ, ermF Valentine et al. 1988
plP417 Bacteroides vulgatus nimA Breuil et al. 1989
plP421 Bacteroides fragilis nimD Trinh et al. 1995
Bactéries a Gram +
pIP816 Enterococcus faecalis vanA Sletvold et al. 2010
Tn916 (ICE) Enterococcus faecalis tetM Clewell et al. 1995
Streptococcus R ..R Thompson & Collins
pIPS01 agalactiae MLS®, cat 2003
pK214 Lactococcus lactis tet Perreten et al. 1997

Génes de résistance :

gnr (quinolones), tet (tétracycline), erm (érythromycine), nim (metronidazole), van

(glycopeptides), aac et arm (aminoglycosides), str (streptomycine), cat (chloramphénicol), sul (sulfamides), dfr
(triméthoprime), bla (béta-lactamines), mph et mel (macrolides). MLS® résistance aux macrolides, lincosamides et
streptogramines, cat” résistance au chloramphénicol, mulit-R — résistances multiples.
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Ainsi, des relations ont pu étre établies entre la dissémination des génes de résistance aux
antibiotiques et des éléments mobiles du microbiote intestinal. Outre les plasmides
d’Enterobacteriaceae vecteurs de génes de BLSE et de carbapénémases (Ho et al., 2011; Wu et al.,
2010), on retiendra par exemple 1’isolement d’entérocoques porteurs de plasmides véhiculant des
génes de résistance aux glycopeptides (van) (Arias & Murray 2012). Des plasmides conjugatifs et
ICE (e.g. CTnDQOTSs) porteurs de plusieurs génes de résistance (tet, erm, nim) ont aussi été décrits
chez les especes du genre Bacteroides qui prédominent dans le microbiote colique (Salyers &
Shoemaker 1995; Trinh et al., 1996; Breuil et al., 1989; Valentine et al., 1988)

2. Facteurs influencant le transfert de genes

Des nombreux facteurs présents au sein du microbiote vont pouvoir influencer I’efficacité de
la dissémination des EGM.

a) Facteurs bactériens

Parmi les facteurs liés aux bactéries, la nature méme de 1’élément mobile va impacter le
type, I’efficacité et la fréquence des transferts. Voici quelques exemples :

- la nature du pilus codé par un EGM conjugatif peut influencer son spectre d’hotes. En effet,
il existe une spécificité du pilus pour les lipopolisaccharides et les protéines de la membrane
externe de la cellule receveuse (Licht & Wilcks 2005). Les pili codés par les plasmides de la
famille IncP ont une faible spécificité de la surface, expliquant notamment que les plasmides
les possédant puissent étre retrouvés a la fois chez des bactéries Gram-positives et Gram-
négatives (Samuels et al. 2000).

- les propriétés du pilus de conjugaison influencent aussi I’efficacité des transferts. Ainsi, des
pili rigides, plus fragiles, sont plus efficaces pour les transferts de plasmides sur des surfaces
solides, tandis que les pili flexibles permettent des conjugaisons dans des milieux liquides et
sur des supports solides (Bradley et al., 1980).

- la nature de I’appareil réplicatif codé par les plasmides est aussi importante. Sa compatibilité
avec les systemes réplicatifs de la cellule hote est indispensable pour la réplication et donc la
maintenance du plasmide dans les descendants de la cellule (Thomas & Nielsen 2005).

- les espéces des bactéries donneuses et receveuses en présence ainsi que leur état
physiologique vont également jouer un rdle sur le spectre d’hotes, le taux et I’efficacité des
transferts (Licht & Wilcks 2005).

b) Facteurs intestinaux

Hormis les facteurs bactériens, divers facteurs environnementaux vont jouer sur les TGH : la
température, le pH, la disponibilité des substrats carbonés, 1’organisation du milieu, la densité et la
diversité de la population bactérienne (Frost & Koraimann 2010). Selon certains auteurs, le milieu
intestinal offre une combinaison de conditions favorables aux transferts de genes (Aminov 2011).

Au sein du microbiote, I’afflux continu de nutriments permet aux bactéries de maintenir
leurs métabolismes. En effet, il a été demontré in vitro que la carence en nutriments limitait les
transferts de certains plasmides (Fox et al., 2008).

En outre, on peut supposer que la densité bactérienne intestinale est telle qu’elle favorise les
contacts intercellulaires nécessaires notamment pour la conjugaison.

Par ailleurs, il est possible de retrouver des antibiotiques au niveau de I’intestin. Ceux-Ci
peuvent impacter les phénomenes de transfert, en raison de la pression sélective qu’ils exercent
mais aussi pour leurs possibles effets stimulateurs. Les travaux de Doucet-Populaire et al. (1991)
ont, par exemple, montré que 1’administration dans 1’eau de concentrations subinhibitrices de
tétracycline a des souris gnotobiotiques décuplait le transfert du transposon Tn1545 d’une souche
d’Enterococcus faecalis vers une souche de Listeria monocytogenes. Lartigue et al. (2006) ont
constaté que la mobilisation de la séquence d’insertion ISEcpl associée au gene blacrx.m était
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augmentée par des facteurs de stress tels que les antibiotiques ou la température (40°C). Les auteurs
suggerent que la température du tube digestif, en favorisant la mobilisation de genes CTX-M,
pourrait contribuer a 1’extraordinaire dissémination de ces enzymes.

C) Réponse SOS et transfert de genes

Beaber et al., (2004) ont élucidé certains mécanismes moléculaires favorisant le transfert de
genes.

Ces mécanismes font notamment appel a la réponse SOS des microorganismes. Elle est
déclencheée lors des agressions causant la fragmentation de I’ADN génomique bactérien. Les genes
de protéines impliquées dans la réparation de I’ADN sont regroupés au sein d’un systéme appelée
« régulon SOS ». En 1’absence de stress, I’expression de ce régulon est constamment freinée par un
répresseur. Or, les fragments d’ADN simple brin, apparaissant lors d’une agression, activent la
protéine RecA, enzyme clivant le répresseur du « régulon SOS » (Figure 15).

D’autres génes que ceux impliqués dans la réparation de I’ADN peuvent étre déréprimés lors
de la réponse SOS. Ainsi, pour 'ICE SXT, la réponse SOS léve la répression des genes de
conjugaison (notamment tra) et augmente plus de 300 fois le taux de son transfert (Beaber et al.,

2004).
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Figure 15. Réponse SOS et transfert de génes de shigatoxine (SXT)
(Baeber et al. 2004).

De nombreux autres facteurs présents dans 1’intestin peuvent déclencher la réponse SOS de
facon directe ou indirecte : des variations de pH, des médiateurs bactériens impliqués dans le
quorum sensing ou, potentiellement, des hormones de 1’h6te (Hughes et al. 2009; Clarke et al. 2006;
Radwan et al. 2009).

Une expérience in vitro a en effet montré que des concentrations physiologiques de
noradrénaline augmentaient le transfert horizontal d’un plasmide conjugatif d’une souche clinique
de Salmonella enterica vers une souche de E. coli. L’expression de genes tra est ici aussi
augmentée (Peterson et al., 2011). Le mécanisme exact et son lien avec la réponse SOS ne sont
pourtant pas encore bien connus. Cette observation suggere toutefois, que le stress de I’hote pourrait
¢galement impacter le type et la fréquence des transferts génétiques dans [D’intestin par
I’intermédiaire des catécholamines déversées dans sa lumiére.

3. Exemples de transferts horizontaux de génes in vivo

L’implication du microbiote intestinal en tant que réservoir et source de dissémination des
plasmides de resistance est de mieux en mieux documenteée.
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a) Preuves indirectes

Des exemples indirects des TGH survenus in vivo sont fournis par 1’observation de profils

plasmidiques identiques provenant des différents isolats cliniques, comme le plasmide pKpQUIL
retrouvé dans une souche de Klebsiella pneumoniae et une souche de E. coli, isolées chez un méme
patient (Goren et al., 2010).
Le fait que ’on retrouve des geénes identiques, partagés par des especes bactériennes intestinales
appartenant a des phyla différents, suggeére également, que des transferts horizontaux peuvent avoir
lieu, méme entre des especes phylogenétiquement éloignées (Figure 16) (Salyers et al., 2004;
Alauzet 2009).

Gram-positifs Gram-négatifs

Bacillus spp.
Clostridium spp. [ Bacteroides spp. ]
Staphylococcus spp.

Clostridia spp.

[ Bacteroides spp. ]

Actinomyces spp. f’(_?ampyfobacter spp- Y
Bifidobacterium spp. Fusobacterium nucleatum

Clastridia spp. Gardnerella vaginalis
- Haemophilus spp.

Neisseria spp.

Streptococcus spp. Qfe.t'ﬂandfa spp. J
" Bacteroides spp. h
Firmicutes Prevotella spp.
| Porphyromonas spp. )

i i ™
Actinomyces Bacteroides spp.
odontolyticus Prevotella spp.
Porphyromonas spp.
Fusobacterium spp.
k_Ve!HoneHa spp. )

Firmicutes

Propionibacterium spp.

Figure 16. Génes de résistance communs aux bactéries a Gram négatif et a Gram positif
(d’aprés Salyers et al. 2004 et Alauzet 2009).

b) Exemples de conjugaison bactérienne in vivo

Parmi les principaux meécanismes de transfert connus, la conjugaison est celui qui a été le
mieux exploré et démontré. Le transfert conjugatif de plasmides et d’autres EGM a été montré in
vivo dans I’intestin de différents modéles mammiféres et aviaires, avec des échanges survenant
entre des especes proches ou plus éloignées de bactéries appartenant a tous les phyla majeurs
(Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria) (Licht & Wilcks 2005; Ogilvie et al.,
2012). L’espece la plus utilisée en tant que donneuse est E. coli, mais plusieurs autres especes
Gram-négatives et Gram-positives ont été testées (Tableaux 2 et 3).

Par exemple, la transmission des transposons Tn916 et Tnl1545, porteurs de génes de
résistance a la tétracycline (tetM) ou a I’érythromycine (ermB), a été décrite a partir d’une souche
de E. faecalis vers d’autres E. faecalis et vers L. monocytogenes (Bahl et al., 2004; Doucet-
Populaire et al., 1991). Les Lactobacillus spp., largement utilisés dans le secteur agroalimentaire,
notamment en tant que probiotiques, pourraient aussi étre a 1’origine de TGH de génes de résistance
(Feld et al., 2008; Tuohy et al., 2002). De méme, le transfert de pLFEZ1, porteur de résistances aux
macrolides, lincosamides et streptogramines, de Lactobacillus plantarum vers E. faecalis a été
rapportés dans 1’intestin de la souris (Feld et al. 2008).
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Tableau 2. Exemples d’études de transferts d’EGM in vivo a partir des bactéries a Gram négatif.

Donneuse Receveuse Elément génétique mobile Environnement intestinal Reéference
R1drd19, RP4 souris STR Licht ef al ,1999_ 2003
E388 SOUMS aXéniques Duval-Iflah ef @l 1994,
E coli E. coli et HFA - 1996 -
R64, Roddrd-11 poussins axéniques Sensonetti ef al, 1980
pKIKS rats axéniques Bahl et al, 2007
Hly porcs Klimuszko ef al , 1989
Campvlobacter |C. jejuni plasmide tetO poussins Avrain ef al_, 2004
Jefuni
Serratia E. coli pYDI1 SOUrls axéniques Duval-Iflah ef al,, 1980
liguefaciens et HFA
Salmonella Enterobacteriaceae | Plasmide blaCTX-M rats HFA Faure ef al,2010
enterica
serovar Virchow
5. enterica E.coli p2 S0Urs Stecher er al ,2012
serovar
Tvphimurium
K pneumaniae E.coli 5 plasmides souris STRP Schjorring et al, 2008

Tableau 3. Exemples d’études de transferts d’EGM in vivo a partir des bactéries a Gram positif.

Donneunse Recevense Elément génétique mobile ou géne Emvircnnement mtestinal [Féférence
pAMTLT, pANTTI |hamster Hirvekee ef f. 1992
E. fascalis F10 cochon miniatre Licht ef & 2002
Tn 016 |rafs axeniques Bahl of af 2004
E. faecalis L. monocytogenes Tn 1543 |souris axénigues Elc:l1.u=:1|3tlggrl -Populaire ef af.
) pAT1R1 |sourls axémigues Dioucet-Populaire of af
£- coll 1992
E. fascium E. fascium pCAL 1 pCAL2 |souris Lester et al 2004
Ve [homme Lester ef af. 2006
Tn 1546 (vard, tefl, ermB) |souris axénigues Moubareck ef al 2003
vemd, vemB |souris axéniques Dizhl ef &l 2007
E. fascium Ve |souris Mater ex el 2003
E. fascalis
\Lactobacillus vy, |sours axéniques Mater e el 2008
acidophilus
pAMEL |souris axeniques Morelli of o 1982
Laciococcus  |L. lactis pAME1, pCK1 (plasmide recombinant) [rats HFA Tuohy ef al 2002
lactis
E. fascalis pAME |souris Lzimi of al. 1996
pIL205 + mobilisation des plasmides  |souris axénigques Gruzza ef al. 1993
ok
Tn216-like |rats axénigues Boguslawska ef ol 2009
Lactobacilius  |E. fascalis pLFE1 (grmB) axémiques, souris  |Feld er el 2008
\pleritcrurn STE.
Plasmides fefld ermE |rafs axeniques Jacobsen ef al 2006
Clostridiom |E. faecalis Tnl1549ike (vamB2) SOUTLS EXFHIQUes Launay ef al 2006
ymibiosum E faecium

STR — modéle murin avec microbiote natif traité par streptomycine; HFA — human flora associated (modéle murin
gnotobiotique hébergeant une flore intestinale d’origine humaine présélectionnée in vitro).
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C) Exemples de transformation in vivo

Des événements de TGH par transformation ont été recherchés dans le tube digestif,
notamment dans le cadre des risques liés a la consommation de produits provenant d’organismes
génétiqguement modifiés (OGM). IIs n’ont pas été détectés pour le moment (Licht & Wilcks 2005).
Ceci peut étre lié a une trop faible sensibilité des techniques actuelles pour détecter des éveénements
de transfert rares. Une autre raison peut étre la stratégie des études, notamment du moment
d’échantillonnage aprés 1’introduction de I’OGM dans le milieu intestinal (Nielsen & Townsend
2004).

d) Exemples de transduction in vivo

Il existe également peu de données concernant la transduction au sein du microbiote
intestinal (Licht & Wilcks 2005). Il a été toutefois démontré que le phage CTX® codant pour la
toxine cholérique pouvait étre transmis efficacement a Vibrio cholerae dans I’intestin murin. Cette
transduction était méme plus efficace dans le milieu intestinal qu’in vitro (Licht & Wilcks 2005). Il
en était de méme pour la transduction du gene de la shiga-toxine (stx1) porté par un phage lysogéne
H-19B, vers E. coli dans le tractus digestif de la souris (Licht & Wilcks 2005).

Les flux génétiques semblent donc étre importants entre les populations bactériennes
intestinales. Le paragraphe suivant fait un état des lieux des principales approches utilisées pour
explorer ces TGH in situ.

D.  Méthodes d’étude de transfert horizontaux de génes

Il existe plusieurs approches pour étudier le transfert de genes : une approche indirecte,
basée sur des évidences rétrospectives du transfert; et une approche directe faisant
expéerimentalement démonstration des événements de transfert.

Avec I’approche indirecte, les événements de transferts horizontaux sont déduits a partir de
trois types possibles d’évidences tirées de la comparaison de séquences nucléiques (Gogarten &
Townsend 2005; Ochman et al., 2000) :

- une dissonance entre la phylogénie des genes étudiés et la phylogénie des
organismes les hébergeant,
- une perte de synthénie (conservation de 1’ordre des génes) au-dela des blocs de génes
transférés,
- la proximit¢ d’EGM (plasmide, séquences d’insertion, ICE,...) pouvant
éventuellement expliquer le transfert.
Par exemple, les génes de béta-lactamase a spectre étendu blactx.m retrouvés dans les isolats
cliniques des entérobactéries ont une forte homologie avec les genes chromosomiques de béta-
lactamase de Kluyvera spp. Dans le chromosome de Kluyvera spp., ces genes sont localisés a
proximité des séquences d’insertion ISEcpl et ISCR1 qui ont trés vraisemblablement permis leur
mobilisation et transmission via, notamment, des transposons (Cantén 2012).

L’approche directe est, quant a elle, basée sur des études expérimentales mettant directement
en évidence les événements de transfert par 1’analyse des caracteéres acquis, modifiés ou perdus par
les bactéries étudiées. A ce jour, la plupart des expériences de transfert réalisées en conditions
environnementales se sont surtout focalisées sur la dissemination de plasmides conjugatifs, et plus
rarement sur la transformation naturelle.

Les paragraphes suivants donnent un apercu de différentes méthodes permettant de détecter
le transfert de plasmides dans des matrices environnementales. Dans tous les cas, ces approches
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reposent sur 1’introduction d’une bactérie donneuse portant un plasmide d’intérét dans une matrice
quelcongue ou la présence de transconjugants sera ensuite détectée.

1. Les différentes méthodes de détection des événements de transfert

a) Détection basée sur la culture

Les approches basées sur la culture sont probablement les plus populaires et les plus faciles
a réaliser. La plupart du temps, elles consistent a inoculer une matrice environnementale avec un
couple de bactéries (une donneuse portant le plasmide d’intérét et une receveuse) choisies pour leur
caractéristiques selectionnables (Sgrensen et al., 2005). Apres incubation, des transconjugants sont
isolés et énumerés sur un milieu sélectif approprié (Figure 17).

Bactérie donneuse —»( O)

Plasmide —&0) O

!

Inoculation _F:ultu;e :
(milieu sélectif)
) .
e D =3

=%

Bactéries receveuses

Transconjugant

Figure 17. Etude de TGH par I’approche basée sur la culture en milieu sélectif
(d’apres C. Merlin).

Cette approche permet donc d’évaluer la permissivit¢é d’un environnement ou d’une
condition sur un transfert modéle. Doucet-Populaire et al., (1992) ont ainsi pu étudier le transfert du
plasmide pAT191 (codant pour la résistance a la kanamycine) dans I’intestin des souris
gnotobiotiques, grace a un croisement modele mettant en jeu une souche donneuse de E. faecalis et
une souche receveuse de E. coli résistante a la tétracycline. Les transconjugants ont pu étre détectés
sur un milieu contenant les deux antibiotiques.

Bien gue largement répandue, cette approche présente plusieurs limitations introduisant des
biais dans ’appréciation des échanges génétiques. En effet, lorsque la flore autochtone est utilisée
comme receveuse, on constate que :

- un marqueur de sélection évident n’est pas toujours disponible ;

- tous les transconjugants n’exprimeront pas nécessairement les marqueurs de
sélections acquis ;

- la fraction de bactéries cultivées n’est pas représentative de la population bactérienne
réelle (20-30% de la flore intestinale (Doré & Corthier 2010; Sgrensen et al., 2005).
Ces microorganismes non cultivables n’en demeurent pas moins des donneurs
potentiels d’EGM susceptibles de continuer a jouer un réle dans leur dissémination.
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Globalement, ces limitations suggerent que les transferts génétiques in situ sont sous-estimés
lorsque I’on utilise seulement des approches basées sur la culture.

b) Détection basée sur la PCR quantitative

Récemment, des approches moléculaires basées sur la PCR quantitative ont permis de
contourner les limitations associées aux méthodes culturales pour suivre le transfert de plasmides
dans des communautés microbiennes complexes (Bonot & Merlin 2010). Dans cette approche, un
plasmide d’intérét est apporté a une communauté microbienne grace a une bactérie donneuse.
L’évolution de la quantité de plasmide et de son hote donneur est suivie spécifiqguement par PCR
quantitative, au cours du temps, dans des extraits d’ADN totaux. En partant du principe que le
transfert conjugatif est un mode de réplication intercellulaire, la dissémination du plasmide se
manifeste par une augmentation du rapport « plasmide / bactérie donneuse » (Figure 18).

DH5a(pB10)
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Figure 18. Principe d’étude de TGH par qPCR
(Merlin et al. 2011).

Cette approche, élaborée simultanément par plusieurs laboratoires, dont le LCPME a Nancy, a déja
permis d’étudier le transfert des plasmides pB10 et pRE25 vers la microflore indigéne de matrices
aussi complexes que des boues de station d’épuration, des sédiments de riviere ou encore un
fermenteur colique modéle (Merlin et al., 2011; Bonot & Merlin 2010; Haug et al., 2011). Précisons
toutefois, que certains auteurs comme Haug et al. (2010; 2011) ont proposé une variante ou la
quantification de la bactérie donneuse, marquée par un gene gfp, est réalisée par comptage de
bactéries fluorescentes. L’approche moléculaire présente plusieurs avantages par rapport a une
démarche basée sur la culture :
- sarapidité la rend applicable a un grand nombre d’échantillons simultanément ;
- une analyse directe de I’ADN permet de s’affranchir, a la fois, de la notion de cultivabilité et
des problémes liés au spectre d’hotes dans lequel les marqueurs de sélection sont exprimes ;
- sa grande sensibilité permet d’étudier la dynamique des transferts en inoculant seulement
une faible quantité de cellules donneuses. Ceci limite la perturbation des communautés
indigénes par 1’inoculum, comme c’est le cas dans les approches traditionnelles (van Elsas et
al., 2004).
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Cette approche ne permet cependant pas I’isolement de transconjugants, empéchant donc 1’étude
des hotes susceptibles d’accueillir le plasmide transféré. Une telle démarche reste donc globale, et
ne permet d’étudier le transfert de plasmides qu’a 1’échelle du métagénome.

C) Détection basée sur la fluorescence

Des approches utilisant des genes rapporteurs codant pour des protéines fluorescentes ont
également été développées afin d’estimer le transfert de plasmides dans des milieux complexes
(Serensen et al., 2005). Ces approches sont particulierement intéressantes quand on étudie les
transferts de génes dans des environnements naturels, puisque I’expression de la fluorescence ne
nécessite aucun substrat particulier. Elles reposent sur I’utilisation d’un plasmide modéle, modifié
par I'insertion d’une cassette codant pour une protéine fluorescente, tel que la GFP (pour Green
Fluorescent Protein) ou la RFP (pour red fluorescent protein) (Christensen et al., 1996). Chez
I’héte donneur, la transcription du géne de la protéine fluorescente peut étre réprimée par un
répresseur codé par le chromosome de la donneuse si bien que la fluorescence n’est exprimable
qu’aprées transfert vers des espéces dépourvues de répresseur (Figure 19).
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Figure 19. Etude des transferts de génes par une approche basée sur la fluorescence
(Serensen et al. 2005).

Typiquement, le plasmide, modifié par un géne de GFP sous contréle d’un promoteur Py, est placé
dans une souche donneuse dont le chromosome code un gene lacl® (Normander et al., 1998). Des
approches alternatives ont été proposées en marquant la bactérie donneuse par un second gene de
protéine fluorescente intégré au chromosome, permettant ainsi de s’affranchir du probléme de
répression du gene de fluorescence plasmidique chez la bactérie donneuse (Haagensen et al., 2002).
Il est alors possible de distinguer les souches donneuses (doublement marquées) des souches
transconjugantes (marqueur plasmidique seul) par leur fluorescence (Sgrensen et al., 2005).

En pratique, 1’émission de fluorescence peut étre examinée par microscopie a
épifluorescence. C’est techniquement la seule méthode qui permet de localiser les zones de transfert
dans une matrice complexe (Nancharaiah et al., 2003). Cette approche s’est, par exemple, avérée
particulierement intéressante dans 1’étude de transfert de plasmides en biofilm (Haagensen et al.,
2002; Krol et al., 2011).

L’émission de fluorescence peut également étre explorée en cytométrie en flux pour une
énumération rapide et fiable des donneuses et des transconjugantes, permettant d’assurer la
robustesse statistique des analyses. Cette technique a, par exemple, été utilisée pour quantifier le
taux de transfert du plasmide pKJK10::gfp porté par une souche de E. coli::laclvers une souche de
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Pseudomonas putida, permettant une identification claire des populations cellulaires des donneuses
et des transconjugants (Figure 20) (Sgrensen et al., 2003).

a X

transconjugants
fluorescents

o

LT - TR | e A C C C | |
G G

(o (o)

N
I\ N\ §
BRVA /
AT A

/\ /\I\ i XX /‘: /

Figure 20. Détection des transconjugants par la cytométrie en flux.

a) diagramme de points de la fluorescence verte (FL1) versus granulométrie interne (SSC). La population des
transconjugants exprimant la fluorescence verte est entourée par le cadre vert b) le tri cellulaire (FACS) sépare les
cellules a fluorescence verte des cellules non fluorescentes sur un filtre-membrane c¢) I’ADN est extrait des cellules

récupérees sur filtre. On amplifie le géne de I’ADNr 16S par PCR et on établit une collection de clones d) le séquengage
des clones permet d’obtenir les informations sur la phylogénie des bactéries transconjugantes indigénes du milieu étudié

(Serensen et al. 2005).

Outre le comptage automatisé, le couplage de ’approche fluorescente et de la cytométrie
présente aussi 1’avantage d’utiliser un trieur cellulaire pour séparer et récupérer les transconjugants
en fonction de la fluorescence émise. Les populations ainsi isolées pourraient ensuite étre analyséees
par des méthodes moléculaires afin d’identifier leur appartenance phylogénique (Figure 20). Les
seuls travaux ayant utilisé une telle approche sont ceux de Musovic et al., (2006). lls ont identifié
des transconjugants dans une population bactérienne de rhizosphére apres 1’inoculation d’une
souche donneuse de P. putida::lacl® (pKJK10 ::gfp).

Suivre le transfert de plasmide par une approche basée sur la fluorescence présente
cependant quelques biais. Tout d’abord, les observation peuvent étre limitées par la présence

d’¢éléments autofluorescents dans les matrices naturelles (Sgrensen et al., 2005; Bonot 2010). De
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plus, le géne rapporteur inséré dans le génome bactérien ou sur le plasmide peut avoir des
conséquences sur les propriétés du plasmide et de son hote. En consequence, la fréquence de
transfert ou la physiologie globale de la bactérie peuvent étre affectées (Segrensen et al., 2005).
Enfin, I’expression des protéines fluorescentes peut varier selon I’hote les hébergeant et selon les
conditions environnementales (température, anaerobiose).

On retiendra donc que chaque approche élaborée pour suivre le transfert de plasmides au
sein de communautés bactériennes complexes présente ses avantages et ses inconvénients. Ceci
souligne I’intérét d’associer plusieurs techniques qui apporteront des éclairages différents sur les
TGH étudiés dans des modeéles distincts.

2. Les différents modeéles permettant d’étudier le transfert de génes in
situ

Le transfert de génes a longtemps été étudié in vitro en utilisant des milieux liquides, a partir
de souches pures. Cette approche, ou tous les paramétres sont contr6lés (composition des milieux,
température, durée de contact ...) est relativement réductrice, dans la mesure ou elle ne rend pas
compte de la complexité des communautés microbiennes et des conditions environnementales
naturelles. Afin de mimer ces communautés bactériennes complexes, de nombreux modeles ex vivo
et in vivo ont été élaborés. On s’intéressera plus particulierement aux modeles expérimentaux
permettant d’étudier les transferts de génes au sein du microbiote intestinal.

Des systémes ex vivo, reproduisant partiellement les conditions du milieu intestinal, ont été
utilisés avec succes pour étudier I’influence de certains parameétres sur les conditions de transfert
des genes (Blake et al., 2003). Par exemple, Haug et al. (2011) ont ensemencé un fermenteur avec
des féces humaines afin de mimer 1’environnement colique et 1’ont inoculé avec une souche de E
faecalis contenant le plasmide conjugatif de multirésistance pRE25*. Ce travail a notamment
permis de montrer que, dans un environnement reproduisant le microbiote intestinal humain, ce
plasmide de résistance aux antibiotiques pouvait étre transféré a une bactérie pathogéne co-inoculée
(L. monocytogenes) et a d’autres membres indigénes de la flore digestive, tels que Enterococcus
avium (Haug et al., 2011). Ces derniers constitueront & leur tour un réservoir intestinal de génes de
résistance. Les modeles ex vivo ont des limites, puisqu’ils ne rendent pas compte de I’ensemble des
facteurs mis en jeu : réaction immunitaire de I’hte ou variabilité des communautés bactériennes
tout au long du tube digestif, notamment (Cerf-Bensussan & Gaboriau-Routhiau 2010; Doré &
Corthier 2010).

Bien que plus difficiles a mettre en ceuvre, les modeles animaux reflétent mieux la diversité
et la complexité de I’environnement intestinal. Les expérimentations les plus répandues sont
effectuées sur les rongeurs dont le tractus intestinal partage des caractéres communs avec 1’intestin
humain (Schjerring & Krogfelt 2011).

On distingue plusieurs modeles possibles utilisant soit des animaux axéniques (sans flore
intestinale), soit des animaux gnotobiotiques (ensemencés avec une flore présélectionnée), ou
encore des animaux avec un microbiote natif. Ce dernier modele présente vraisemblablement
I’avantage de se rapprocher le plus possible des conditions naturelles, de prendre en compte la
diversité naturelle et ’effet barriére de la flore indigéne contre 1’implantation de souches exogenes
(van der Waaij et al., 1971).

Ces différents modeles animaux ainsi que leur utilisation dans le cadre de I’étude des
transferts de génes ont été revus par Schjgrring & Krogfelt (2011). Dans tous les cas de figure, les
expériences proposées consistent a inoculer 1’animal avec des bactéries donneuses et receveuses, et
de rechercher des transconjugants dans les contenus intestinaux et les feces. A notre connaissance,
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la flore intestinale receveuse n’a jamais encore été utilisée en tant que systéme receveur dans des
études in vivo. Quoi qu’il en soit, la plus grosse difficulté rencontrée dans les études in vivo mettant
en jeu le microbiote natif, réside dans I’effet de barriére. Il est cependant possible de le contourner
en administrant certains antibiotiques (ampicilline, clindamycine, métronidazole, kanamycine,
streptomycine) qui baissent 1’abondance de certaines sous-populations indigenes, libérant ainsi une
niche pour I’implantation de la souche bactérienne inoculée (Hentges et al., 1985).

La détection des transconjugants dans les modeles animaux a flore native reste toutefois
beaucoup plus difficile, car leur nombre peut se situer en dessous des limites de détection des
méthodes appliquées (Licht et al.,, 1999; Feld et al., 2008). Cependant, si le nombre des
transconjugants et leur persistance peuvent étre estimes avec des techniques suffisamment sensibles,
ces informations refleteront mieux les risques réels de la dissémination des génes par le biais du
réservoir intestinal animal et humain.
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1. Problématique et objectifs du travail

L’utilisation massive des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire favorise
I’émergence des bactéries multirésistantes, un défi croissant en termes de contréle des infections
bactériennes (Carlet et al. 2012). L’échange des ¢éléments génétiques mobiles entre les bactéries
constitue une des voies importantes de la dissémination de genes de résistance aux antibiotiques.
L’intestin des mammiféres constitue un réservoir conséquent de ces genes et des EGM qui les
véhiculent (Rolain 2013). De plus, le tube digestif représente un lieu propice aux transferts de genes
(Aminov 2011). Il semble donc légitime et nécessaire d’explorer les mécanismes de transfert de
génes de résistance dans le milieu intestinal.

La plupart des travaux portant sur ce domaine se sont intéressés au réle des antibiotiques
dans la stimulation des échanges génétiques (Bahl et al., 2004; Doucet-Populaire et al., 1991).
Cependant, certains arguments suggerent 1’existence de stimuli de transfert autres que la pression
antibiotique seule. On a constaté, par exemple, une forte prévalence du gene tetQ chez les
Bacteroides sp. intestinaux bien avant I’introduction massive de la tétracycline dans la
thérapeutique (Salyers et al., 2004). Dans ce contexte, I’Equipe d’Accueil 7300 ‘Stress Immunité
Pathogénes’ de I’Université de Lorraine s’intéresse actuellement plus particuliérement a 1’influence
du stress chronique de I’hote sur les échanges génétiques entre bactéries au sein du microbiote
intestinal.

Or, I’exploration des THG in vivo reste difficile et encore peu répandue (Tableau 2 et 3).
Quelques équipes seulement ont travaillé sur des mammiferes avec un microbiote natif (Lester et
al., 2004; Feld et al. 2008; Lester et al., 2006; Licht et al., 1999; Licht et al., 2003; Schjerring et al.,
2008). Dans la majorité des cas, la détection des transconjugants a été faite par culture sur milieux
sélectifs. Compte tenu des points faibles d’une telle approche (faible nombre d’espéces intestinales
cultivables, variabilité d’expression de résistance chez les transconjugants...), il semble nécessaire
d’élaborer un nouveau modele d’étude des transferts des génes in vivo.

L’objectif de ce travail a été de définir les caractéristiques expérimentales optimales
permettant d’explorer a I’aide de méthodes plus sensibles que la culture, a savoir la qPCR et la
cytométrie en flux, le devenir d’une bactérie donneuse possédant un plasmide d’intérét et la
diffusion de ce dernier au sein du microbiote intestinal murin.

La premiére étape de ce travail a consisté a optimiser la stratégie expérimentale (inoculation,
souches donneuses utilisées, collecte des échantillons ...) d’apres les données de la littérature. Nous
avons ensuite évalué les performances d’une méthode de PCR quantitative et d’une méthode de
cytométrie en flux pour étudier, aprés inoculation orale, le devenir de deux souches de E. coli et de
leur plasmide (pB10) dans les feces murines.
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I1l. Matériel et méthodes

A. Modéle animal

1. Modele murin

Les modéles animaux reproduisant le plus fidelement la complexité des conditions
intestinales humaines sont les modeles murins avec un microbiote naturel. Or, dans le
contexte du laboratoire, nous nous intéressons aux effets du stress de 1’hote sur la qualité et le
comportement du microbiote intestinal. Nous avons donc exclu la possibilité de travailler
avec des souris axéniques ou gnotobiotiques et notre choix s’est porté sur des souris avec
flore intestinale native, C57BL/6. Cette souche de souris a été utilisée car les autres travaux
microbiologiques et immunologiques de 1’équipe sont effectués a 1’aide de C57BL/6.

Des souris C57BL/6 males d’un méme lot, &gées de 8 semaines (Charles River,
Arbresle, France), ont donc été utilisées. Elles ont été maintenues dans des cages individuelles
a usage unique (Tecniplast SUMC, France) avec couvercle filtrant, mangeoire et biberon a
usage unique. Les cages étaient placées dans une armoire ventilée, thermo-régulée avec
rythme nycthéméral réglable 12h/12h (A-BOX, Noroit, France). Le fond des cages était
recouvert d’une litiére de cellulose. Les souris étaient alimentées ad libitum avec une
nourriture standard (granulés, Special Diets Services, Royaume Uni) et recevaient de 1’eau
stérile ad libitum avec ou sans antibiotique. L’ensemble des expérimentations animales ont
été reéalisées dans le respect de la reglementation en vigueur.

2. Stratégie expérimentale
Une recherche bibliographique (Tableau 4) a permis de définir la stratégie
expérimentale :
- la nature et les modes d’administration de I’antibiotique utilisé pour exercer une
pression de sélection,
- les modalités d’inoculation des souches bactériennes étudiées,
- ladurée de suivi des souris post inoculation.
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Tableau 4. Résumé des caractéristiques expérimentales de différentes études de TGH in vivo.
(d’apres la bibliographie des études du transfert horizontal de génes dans ’environnement intestinal des animaux avec microbiote natif. Abréviations : admin. — administration; UFC —

unité formant colonie, p.o. — per os, administration orale).

Antibiotique

Environnement Durée (molécule, dose, el Mode Souche Elément -
- . ; . , donneuse . . Souche donneuse . Référence
intestinal (jours) | mode admin., début (UFC) d’inoculation receveuse mobile
avant inoculation)
p.o. apres 24h de
. Streptomycine 8 jedne, 100pL, . E.coli . Schjorring et al.
Souris 19 0,5 g/L, eau, 24h 3.10 suspension dans K.pneumoniae MG1655 5 plasmides 2008
saccharose 20%
. p.o. 200pL,
Souris 18 58 tr/eftomyczlzt; 2.10° suspension dans E. faecium E. faecium p%’?&'}_; Lester et al. 2004
giL, eau, NaCl 0,9% P
. p.o. 100pL,
Souris 15 SStr/eEtomyczlzt; 9.10 suspension dans E coli E. coli pRgJI;ng, Licht et al. 1999
g/L, eau, saccharose 20%
Souris Erythromycine, eau gavage Lactococcus lactis | E. faecalis pAMP Igimi et al. 1996
Streptomycine
- lg/Lou p.0. suspension .
Rats sgsrrzlsques, 18 érythromycine 10° dans saccharose La?;?\?:f&lr:jus E. faecalis E)el_rzEBl) Feld et al. 2008
0,025 mg/souris, 20% P
eau, 24h
. 25 ml de culture
Mini-cochons 79 Streptomycine 4,7.10° liquide mélangé a E. faecalis E. faecalis pCF10 Licht et al. 2002

59/L, eau

la nourriture
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La démarche expérimentale adoptée est présentée dans la Figure 21. Les études in vivo
ont été réalisees avec deux souches bactériennes donneuses : E. coli DH5a (pB10::mini-Tn5-
gfpl) et E. coli Afli (pB10 ::rfp). Pour I’évaluation de chacune de ces souches, 6 souris « test »
ont été inoculées avec une suspension (200pL) de la souche bactérienne étudiée (6.10" UFC)
et 6 souris « témoins » avec une solution stérile (200pL). Au total 24 souris ont éte utilisées :

- 6 souris (P1-P6) ont été inoculées avec une suspension de E. coli DH5a (pB10::mini-
Tn5-gfpl)

- 6 souris (F1-F6) ont été inoculées avec une suspension de E. coli Afli (pB10 ::rfp)

- 12 souris (T1-T12) ont recu une solution stérile de saccharose a 20% dans du LB.

Les suspensions ont été préparées, apres ajustement de la DO a 600 nm, dans une
solution de LB stérile a 20 % de saccharose (LB-Miller, Difco, Rungis, France). Cette
solution a été utilisée pour I’inoculation des souris témoins. Pour I’inoculation des souches
bactériennes, nous avons renoncé au gavage. En effet, il constitue une source de stress. Or,
notre modele devait permettre in fine d’étudier I’influence de stress sur le TGH in vivo. Nous
avons donc adopté la modalité d’inoculation la moins traumatisante, & savoir 1’administration
orale a I’aide d’une pipette.

Pour assurer l’ingestion de la totalit¢ de [I’inoculum, dix-huit heures avant
I’inoculation, toutes les souris ont été mises a jeun (en eau et en nourriture). APres
I’inoculation, I’eau et la nourriture ont été remises ad libitum.

Nous avons choisi d’administrer de la streptomycine, utilisée dans différentes études
de transfert de génes in vivo, en raison de son impact relativement ciblé sur la flore intestinale
(Sekirov et al., 2008). Deux doses de streptomycine ont été utilisées. La dose la plus forte
(5g/L) est celle utilisée par la majorité des auteurs (Tableau 4). La dose la plus faible (0,5 g/L)
permet d’obtenir des concentrations intra-luminales proches de celles observeées en
thérapeutique humaine (Sekirov et al., 2008). Nous avons également évalué le degré de
colonisation des souches étudiées en I’absence de streptomycine afin de savoir s’il était
possible de se départir de ce facteur confondant éventuel dans des études ultérieures. Ainsi,
deux jours avant I’inoculation et durant les 15 jours qui ont suivi, de I’eau stérile sans
antibiotique ou additionnée de sulfate de streptomycine (Sigma-Aldrich, Lyon, France) a 0,5
ou 5 g/L a été administrée aux souris selon le schéma suivant :

- souris P1, P2, F1, F2 et T1-T4 : solution de streptomycine a 5 g/L,

- souris P3, P4, F3, F4 et T5-T8 : solution de streptomycine a 0,5 g/L

- souris P5, P6, F5, F6 et T9-T2 : eau stérile.

Les solutions aqueuses ont été renouvelées tous les 3 jours afin d’éviter la dégradation de
I’antibiotique.

La cinétique d’apparition de transconjugants a, jusqu’a ce jour, été étudiée seulement
dans les modéles mettant en jeu une souche donneuse et une souche receveuse (Tableau 4).
Dans ces conditions, les transconjugants émergeaient rapidement aprés 1’inoculation de la
donneuse. Certaines études ont toutefois rapporté une détection tardive des transconjugants (a
Jos; Schjorring et al. 2008). Prenant en compte ces éléments, la collecte des feces a été
effectuée selon le schéma suivant :

- pour les souris témoins : J.3, Jo, J5, Jig €t Jis

- pour les souris test : Jo, Ji1, J2. J3, Js5, J7, Jo, J11, J13 €t Jss.

Il est a souligner que toutes les expérimentations réalisées hors armoires ventilées, ont
été réalisées dans des pieces séparées selon qu’il s’agissait de souris « test » ou de souris
« témoins ». De plus, ces manipulations ont été réalisées sous PSM lorsqu’il s’agissait de
souris « test ».
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Figure 21. Stratégie expérimentale établie pour I’inoculation et 1’échantillonnage de

souris.

En fin d’expérimentation (Ji5), les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale
aprés avoir été endormies a l'isoflurane, afin de récupérer le contenu intra-luminal de
différentes portions de I’intestin (gréle, caecum, colon). Ces derniers prélévements ont été
conserves a -80°C.

B.  Cultures bactériennes et conjugaisons

1. Choix du plasmide et des bactéries donneuses pour I’étude de

TGH in vivo

a) Plasmide pB10

Le plasmide pB10 a été choisi comme modéle en raison des différents avantages qu’il
procure :
il s’agit d’un plasmide naturel de 64,5 kb isolé¢ de boues de station d’épuration. Par

conséquent, il pourrait provenir d’un héte bactérien originaire de matiere fécale ;
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- il appartient a la famille des plasmides a large spectre d’hote IncP-1 et se transfere par
conjugaison avec une grande efficacité (plus de 80% de transfert en croisement
biparental) (Younes Bou Orom, 2008, LCPME, Master 2) ;

- la connaissance de sa séquence donne acces a des approches expérimentales mettant
en jeu de la biologie moléculaire.

Bonot & Merlin (2010) ont identifié une région unique dans la structure de pB10 qui a
permis d’élaborer des amorces et une sonde spécifique permettant la détection de ce plasmide
par gPCR (Tableau 11).

Par ailleurs, le plasmide pB10 a été modifié en insérant un transposon mini-Tn5-gfp,
ce qui rend 1’élément détectable par 1’émission de fluorescence verte. Lors de ce travail,
Bonot (2010) a obtenu plusieurs plasmides, avec différents sites d’insertion du transposon
(Figure 22). Les tests effectués sur des souches possédant ces différents plasmides avaient
montré qu’une des insertions (pB10::mini-Tn5-gfp-1) influait peu les propriétés du plasmide
et la physiologie de la cellule hote. Cette construction a donc été choisie pour notre étude.

L’expression de la GFP par les bactéries portant le plasmide pB10::mini-Tn5-gfp
permet de les détecter en cytométrie en flux (CMF). Dans ce plasmide, le gene de la GFP est
sous le contrdle d’un promoteur P et ne peut donc s’exprimer que dans un contexte
génétique dépourvu du répresseur Lacl (ou faiblement pourvu en Lacl). C’est le cas de E. coli
DH5a, la souche donneuse choisie pour cette étude.
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Figure 22. Structure génétique du plasmide pB10 (d’aprés Schliiter et al., 2003)

Les genes sont représentés par des fleches indiquant le sens de la transcription. Le code couleur utilisé
identifie les génes impliqués dans une méme fonction ou structure. La localisation des insertions du mini-Tn5-
gfp sur la structure du plasmide est indiquée par des fleches rouges. Le clone de type 1 (pB10::mini-Tn5-gfp 1) a
été choisi pour cette étude.

b) E. coli DH5a

La souche de E. coli DH5a (Tableau 5) a été choisie comme vecteur du plasmide car
elle possede une séquence unique (la jonction des régions flanquant la délétion A(argF-
lac)U169) permettant sa détection spécifique par qPCR (Bonot & Merlin 2010). Elle colonise
peu l’intestin aprés 1’inoculation orale et n’est pas pathogéne pour la souris (Chart et al.,
2000). Cette élimination rapide de la souche peut étre assimilée a la présence éphémeére de
bactéries exogenes transitant par le tube digestif des mammiféres. L’absence de colonisation
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pourrait étre envisagée comme un avantage, puisqu’une disparition rapide de la souche
donneuse rend la détection de transconjugants plus facile. A contrario, un passage intestinal
trop rapide pourrait empécher la survenue des événements de transfert.

c) E. coli Afli

Cette souche a été obtenue a partir de E. coli MG1655 aprés deux altérations
génétiques dans son chromosome (Tableau 5) :

- une delétion de génes fliE-fliR (flagelle) remplacés par un vecteur de clonage portant
le géne cat (résistance au chloramphénicol) ;

- une insertion des genes amp (résistance a 1’ampicilline) et gfp (fluorescence verte
due a la production de la GFP).
E. coli Afli a servi a la construction d’une souche donneuse qui, apres introduction du
plasmide pB10 ::rfp, disposait d’un marquage chromosomique et plasmidique. Ceci a été
réalisé afin de pouvoir suivre par CMF le devenir de ce plasmide et de la souche donneuse au
sein du microbiote intestinal.

De plus, nous avons posé 1’hypothése que E. coli MG1655 Afli avait, du fait des
altérations des genes flagellaires et par analogie a ce qui a été montré par Gauger et al. (2007),
un pouvoir de colonisation supérieur a E. coli DHSa.

2. Souches bactériennes et milieux de culture utilisés

Les caractéristiques de 1’ensemble des souches utilisées dans notre travail sont décrites
dans le Tableau 5.

Cupriavidus necator, E. coli DH5a, E. coli Afli et E. coli CM275, utilisées pour la
construction des souches donneuses, ont été obtenues de la collection de Christophe Merlin
(LCPME). Ces souches étaient conservées en milieu glycérolé a -80°C. Les cultures ont été
réalisées en milieu riche « LB-Miller » (Difco, BD, Le Pont-des-Claix, France). Pour les
milieux solides, de I’agar a été ajouté a 15 g.L™. Les cultures ont été incubées a 30°C
(Cupriavidus necator) ou a 37°C (E. coli) en aérobiose. Les cultures liquides ont été
effectuées au bain-marie agitant. Sauf exceptions (spécifiées dans le texte), une pression de
sélection a été maintenue par ajout au milieu de culture d’un ou plusieurs des antibiotiques
suivants : rifampicine (100 pg.mL-1), tétracycline (20 pg.mL-1), kanamycine (100 pg.mL-1),
acide nalidixique (20 pg.mL-1), streptomycine (100 pg.mL-1), ampicilline (100 pg.mL-1).

Prevotella baroniae DSMZ 169727, Mycobacterium chelonae CIP 104535,
Enterococcus faecium BM 4339 et Bacteroides thetaiotaomicron ATTC 29741 ont été
utilisées pour valider la méthode d’extraction d’ADN de féces. Ces souches ont été
conservées en milieu glycérolé a -80°C. Les conditions de culture ont été les suivantes :

- P. baroniae et B. thetaiotaomicron : Brucella agar (Sigma-Aldrich, Lyon, France)

avec adjonction d’hémine et de vitamine K incubé a 37°C en anaérobiose.

- M. chelonae et E. faecium : milieu TSS (bioMérieux, Craponne, France) incubé a

37°C en aérobiose.
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Tableau 5. Souches bactériennes

Identifiant® Souche/noms Génotypes®/caractéristiques® | Référence/origine

Souches utilisées pour I’élaboration du modéle de détection de TGH in vivo

Cupriavidus necator
CM224 | JMP228::lacl™(pB10 | Rif R, AmxF, Str, Sul®, Tet® Bonot 2010
::miniTn5-gfp-1)

¢80 lacZAM15 recAl endAl

Escherichia coli gyrA96 (Nal") thi-1

CM 55 DH50. hsdR17(rk., mg+) SupgE44 Sambrook et al. 1989
relAl deoR A(lacZYA-

argF)u169

Escherichia coli

DH5a Nal?, Amx®, st Sul®, Tet®, .
CM363 (pB10::miniTn5-gfp- GFP* cette étude
1)
Escherichia coli F"%mbdé"”"eg rfb'S(;rph'l R
CM275 MG1655 (pB10::rfp) Amx"~, Str RSIIZJIID+ Tet™, Km™~, | De Gelder et al. 2005
Escherichia coli Aattamp_ gfp (ApT GFPY), .
CM38 | MG1655 gfp Afl AFIE-R::cat (CmF) Francius et al. 2011
Escherichia coli Aattamp_ gfp (Ap" GFP™),
LBM13 MG1655 gfp Afli | AfliE-R::cat (Cm"®) Str®, Sul®, cette étude
(pB10::rfp) Tet®, Km®, RFP*

Souches utilisées dans le choix de 1a méthode d’extraction d’ADN de féces des souris
DSMZ 169727 Prevotella baroniae niml Alauzet et al. 2010
CIP 1045357 | Mycobacterium ITS Skerman ed.1989

chelonae
BM 4339 | Enterococcus faecium vanD Perichon et al. 1997
ATTC 29741 Bacteroides rmies Teng et al. 2004

thetaiotaomicron

(@) ATTC: American Type Culture Collection; CIP: Collection de I'lnstitut Pasteur ; DSMZ :
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen.

(b) Les descriptions de genes respectent la nomenclature génétique en vigueur.

R R R R R R R R

(c) Ap , AmxR, Cm , Km ,Nal ,Rif ,Str ,Sul ,Tet : résistances a , 1‘ampicilline, I’amoxicilline, le
chloramphénicole, la kanamycine, 1’acide nalidixique, la rifampicine, la streptomycine, la
sulfaméthoxazole et la tétracycline respectivement. GFP , RFP : production de la « Green
Fluorescent Protein » et de la « Red Fluorescent Protein » respectivement.

3. Conjugaison bactérienne

Pour construire la souche de E. coli DH5a et Afli portant les plasmides marqués, nous
avons effectués des conjugaisons sur milieux solides. Pour ce faire, les bactéries donneuses du
plasmide d’intérét et les bactéries receveuses (cf. 8 précédent) ont été cultivées separément
pendant 16 heures a 30°C ou a 37°C respectivement, en milieu LB liquide. Puis, 50 pL de
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chaque suspension ont été mélangés sur une boite de milieu LB gélosé. En paralléle, 50 pL de
chaque suspension ont été déposés sur milieu LB afin de servir de contréle. Les milieux ont
été incubés 16 h a 30°C ou 37°C. Apres conjugaison, les bactéries du mélange ont été étalées
sur des milieux sélectifs permettant de sélectionner les bactéries transconjugantes (ayant recu
le plasmide a I’issue de la conjugaison bactérienne). Apres croissance a 37°C, les colonies
bactériennes sélectionnées ont de nouveau été purifiées sur le méme milieu sélectif.

Ainsi, pour obtenir DH50(pB10::mini-Tn5-gfpl), la bactérie donneuse Cupriavidus
necator (CM224) contenant le plasmide pB10::mini-Tn5-gfpl a été conjuguée avec la
bactérie receveuse E. coli DH5a (CM55). Des transconjugants DHS5a(pB10::mini-Tn5-gfpl)
ont ensuite été sélectionnés sur milieu LB supplémenté en acide nalidixique (résistance portée
par DH5a) et tétracycline (résistance portée par pB10) a 37°C (une température qui n’autorise
pas la croissance de C. necator).

Pour la construction de Afli(pB10 ::rfp), nous avons introduit le plasmide pB10::rfp de
E. coli CM275 dans la souche de E. coli MG1655 Afli CM358. Des transconjugants ont été
sélectionnés sur milieu LB supplémenté en ampicilline (résistance de CM358) et en
tétracycline (résistance portée par pB10) a 37°C.

4, Vérification des transconjugants par PCR et microscopie a
épifluorescence
Aprés isolement sur milieux sélectifs, la qualité des transconjugants obtenus a été
veérifiée par PCR en utilisant des amorces ciblant :
- larégion A(argF-lac) U169 pour E. coli DH5a (CM363) ;
- larégion Afli pour E. coli Afli (LBM13) ;
- larégion tronquée du géne tnpA codant pour la transposase de 1’IS1071 pour pB10.
Les séquences des amorces utilisées sont présentées dans les Tableaux 11, 12 et 13.
Les réactions de PCR ont été réalisées selon les protocoles détaillés en § 11 C 3 e.

Par ailleurs, I’émission de fluorescence verte (pour le géne gfp) ou rouge (pour le gene
rfp) a été recherchée en microscopie a épifluorescence. Pour cela, quelques colonies de
bactéries cultivées sur milieu gélosé (24-48 heures de croissance) ont été collectées et remises
en suspension dans 10 pL de tampon phosphate salin (PBS). La suspension a été placée sur
lame, séchée, lutée (milieu de montage Eukitt 03989, FLUKA, Sigma-Aldrich) puis observée
a ’objectif a immersion x100 en contraste de phase et en microscopie a fluorescence (Aex 490
nm — filtre d’émission: Agm 520 nm pour la fluorescence verte et Aex 540 nm - filtre
d’émission : Agm 610 nm pour la fluorescence rouge) avec un microscope a épifluorescence
(Olympus VS 120, Olympus, Center Valley, PA, Etats-Unis).

C. Biologie moléculaire

1. Extraction et purification de ’ADN total a partir du matériel
fecal murin

a) Les méthodes d’extraction testées
La premiere partie de ce travail a consisté a choisir une méthode d’extraction de
I’ADN a partir du matériel fécal murin en comparant I’efficacité de sept techniques. En se
basant sur le principe de lyse cellulaire, elles pouvaient étre regroupées comme suit :
1. Quatre procédés utilisant une lyse chimique et enzymatique de parois cellulaires :
a. une méthode commercialisée pour I’extraction des ADN a partir des
souches bactériennes a Gram positif (MasterPure Gram Positive DNA
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Purification Kit; Epicenter, Madison, WI, Etats-Unis) (appelée
ultérieurement MG+) avec ajout d’une étape supplémentaire de purification
en phénol/chloroforme,

b. une méthode semi-automatisée (NucliSENS sur 1’automate EasyMAG de
bioMérieux) (EM),

Cc. une trousse commercialisée, spécialisée dans I’extraction d’ADN & partir
de milieux fécaux (QuiAmp DNA Stool Mini Kit; Quiagen, Hilden,
Germany) (QS),

d. une méthode manuelle utilisée pour extraire de I’ADN bactérien a partir de
boues de station d’épuration (Bonot et al, 2010) (BO).

2. Trois méthodes utilisant une lyse cellulaire mécanique par agitation avec des

billes :
a. la trousse ZR Fecal DNA MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA, Etats-
unis),
b. le coffret FastDNA SPIN Kit for Feces (MP Biomedicals, Solon, OH,
Etats-Unis),

c. le coffret FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals).
Pour les trois dernieres trousses, I’ agltatlon avec des billes a été effectuée a I’aide de
FastPrep Instrument (MP Biomedicals) & 6,0 ms™ pendant 40 secondes.
Les principales caractéristiques de toutes les méthodes sont décrites dans le Tableau 6.

Tableau 6. Caractéristiques des méthodes d’extraction d’ADN comparées.

e Méthode HEinoels E Récupération Cout c Temps de

AT d’extraction s de PADN moyen manipulation®
cellulaire® (€/coffret) P
Lyse chimique et enzymatique
. MasterPure e
MG+ phénol Gram Positive L, TLC précipitation 209 24h
QuiAmp colonne de
QS DNA Stool e, T silice 211 2h
particules de
EM EasyMag TLC silice 111° 1h15min

magnétisées
Protocole manuel (lyse chimique et physique — sonication)
Bonot et al

BO 2010 SDS, US précipitation - 48h
Lyse mécanique et chimique
i colonne de
ZR ZR fecal billes, TLC matrice HRD 227 1h
FpF FasDNAfor e e colonnede 386 1h15min
feces silice
FpS FasDNATOr - pyes pc  colonne de 386 1h30min
soil silice

& Si spécifiée, L=lysosyme, T=température, TLC=tampon de lyse cellulaire, SDS=sodium dodécyl sulphate.

® Quelques éléments si spécifiés, PK=protéinase K, BME= béta-mercaptoéthanol.

¢ Prix catalogues en ligne consultés en juillet 2013 (basés sur 50 purifications pour QS, ZR, FpF, FpS, 100
purifications pour MG+).

4 Colit moyen pour 16 échantillons d’aprés Dundas et al. (2008).

¢ Temps moyen pour extraire I’ADN a partir de 12 échantillons.
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Apres quelques tests préliminaires realisés sur des échantillons de feces murines et de
contenus intra-caecaux de masse différente (25 mg, 50 mg, 100 mg, 500 mg), la comparaison
a été effectuée sur les échantillons de 50 mg (en cing répétitions par méthode).

Les féces etant trés secs, tous les échantillons ont été suspendus dans du PBS
additionné de 0,1% de Tween 80 (humidification) pendant 10 minutes puis vortexés pendant 1
min.

b) Evaluation de la concentration et de la qualité des ADN
extraits

La concentration en ADN dans les échantillons a eté déterminée par deux méthodes :
fluorimétrie (Qubit® dsDNA HS Assay avec fluorimetre Qubit 2.0 ; Carlsbad, CA, USA) et
spectrophotométrie UV (spectrophotometre NanoDrop®Technologies, Wilmington, DE,
USA). Avec le fluorimetre, la concentration en ADN peut étre évaluée en utilisant un agent
intercalant fluorescent spécifique de I’ADN double brin. En spectrophotométrie, la
concentration en ADN est estimée par mesure de I’absorbance a 260 nm ou une unité
d’absorbance en UV correspond & 50 pg.mL™ d’ADN double brin.

La présence d’éventuelles contaminations a été évaluée par des mesures d’absorbance
a 280 nm. Le rapport A260 / A280 doit étre compris entre 1,8 et 2 pour relater un bon niveau
de pureté de I’ADN. Un rapport inférieur a 1,8 est le signe d’une contamination de I’extrait
par les protéines. Un rapport supérieur a 2 est le signe d’une contamination par des ARN.

Le niveau de dégradation des ADN extraits a été estimé par 1I’¢tude de la taille et du
nombre de fragments (Bio-Rad Gel DOC system, Bio-Rad Laboratories Hercules, CA, Etats-
Unis) apres séparation par électrophorése (90 min a 50V) sur gel d’agarose a 0,8 % en tampon
TBE ou I’on a incorporé un agent intercalant (GelRedTM, Biotium, Hayward, CA, Etats-Unis).

2. Evaluation de la présence d’inhibiteurs de la PCR dans les
ADN extraits

La présence d’inhibiteurs de la PCR dans les ADN extraits a été évaluée en ajoutant
10 et 25 ng d’ADN 4 une quantité connue de plasmides pB10 (10° copies.uL™). La qPCR
ciblant pB10 a été réalisée en utilisant les amorces présentées dans le Tableau 11, avec une
détection en SYBR Green sur le thermocycleur Bio-Rad MiQ ™2 real-time PCR system (Bio-
Rad Laboratories). Les caractéristiques des réactions de PCR quantitative sont détaillées dans
le Tableau 7.
Tableau 7. Caractéristiques du mélange réactionnel et du programme de PCR quantitative.

Mélange réactionnel Programme d’amplification
Réactifs Volume Etapes Durée Tempoerature Nombre
(1) (°C) de cycles
MESAFAST g-PCR
MasterMix for SYBR Assay 125 Dénaturation initiale 5 minutes 95 1
(Eurogentec)
Amorce sens (5 uM) 0.5 Dénaturation 15 secondes 95
Amorce anti-sens (5 M) 0.5 Hybrldatlpn & 1 minute 60 40
Elongation
H,0 10.5 Elongation finale 5 minutes 72 1
ADNg (= 0.1-1 ng) 1 Courbe de fusion 10 secondes 60 a 95 71
Volume final 25

59




a) Evaluation de la charge bactérienne totale des ADN extraits

La charge bactérienne totale des ADN métagénomiques a été estimée en amplifiant 1
ng des ADN extraits par les différentes méthodes avec les amorces panbactériennes ciblant le
géne de I’ARNr 16S : Eub338F et Eub518R (Tableau 8). Une détection en SYBR Green sur
le thermocycleur Bio-Rad MiQ™?2 real-time PCR system a été utilisée. Les caractéristiques
des réactions de PCR quantitative sont détaillées dans le Tableau 7.

Des courbes étalon de 6 points (de 10 & 107 copies) ont été réalisées avec des dilutions
successives des amplicons de 1500 pb de I’ADNr 16S de Bacteroides thetaiotaomicron
ATCC 29741 obtenus avec les amorces 8F et 1525R (Tableau 8) selon le protocole décrit
dans 8 Il C 3 c. Les conditions de la PCR classique permettant d’obtenir les amplicons de
1500 pb de ’ADNr 16S sont présentées dans le Tableau 9. Il faut préciser que les amorces
Eub, utilisées pour quantifier la charge bactérienne des ADN extraits des feces, amplifient un
fragment au sein de I’amplicon de 1500 pb.

Tableau 8. Amorces ciblant le géne de I'ADNr 16S.

Taille de
Amorce Séquence (5’— 3°) I’amplicon | Positions* Références
(pb)
Eubsss | ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG 338-357
Eubsis” ATT ACC GCG GCT GCT GG 196 535518 | CUoetal. 2008
8F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 8-27
1525R | AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA 1500 1545.1525 | Chen etal. 2000

* définies sur le géne de I'ARNr 16S de E. coli (n°® d’accession CU928161).

Tableau 9. Caractéristiques du mélange réactionnel et du programme de PCR
classique (thermocycleur Biometra T1).

Mélange réactionnel Programme d’amplification

— Volume . Température Nemise
Réactifs Etapes Durée o de
(1) °C) ovel
ycles
Tampon PCR 10X sans 5 Dénaturation 5 minutes 95 1
MgCl, initiale
MgCl, (50 mM) 2 Dénaturation 45 secondes 95 40
dNTP (10 mM) 1 Hybridation 45 secondes 55
Amorce sens (50 uM) 1 Elongation 45 secondes 72
Amorce anti-sens (50 M) 1 Elongation finale 5 minutes 72 1
Tag DNA polymérase (5 0.4
U/ul, Invitrogen)
H,O pour biologie 37.6
moléculaire qsp 50 pl
ADNg (~ 0.1-1 ng) 2
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b) Evaluation de la capacité de lyse de différents types de paroi
bactérienne

Afin d’évaluer la capacité de chaque méthode d’extraction a lyser différents types de
paroi bactérienne, des quantités calibrées de trois espéces bactériennes ont été inoculées a des
échantillons de féces et des échantillons de contenu intra-caecal. Les souches utilisées étaient
les suivantes :

- Prevotella baroniae DSM 16972" présentant une paroi fine de bactérie & Gram négatif,

- Enterococcus faecium BM 4339 présentant une paroi épaisse de bactérie a Gram
positif,

- Mycobacterium chelonae CIP 104535" présentant une paroi épaisse comportant des
acides mycoliques.

Les souches ont été choisies car elles présentent trois structures de paroi différentes
mais aussi parce qu’elles posseédent chacune une séquence chromosomique spécifique et
monocopie (géne niml pour P. baroniae, géne vanD pour E. faecium et séquence ITS pour M.
chelonae).

Apres inoculation du mélange bactérien aux echantillons de mateériel fécal, I’ADN
génomique a été extrait a I’aide des sept méthodes testées. Le nombre de copies de chaque
séquence signature a ensuite été évalué par une approche de gPCR en utilisant le protocole et
le mélange réactionnel qui sont décrits dans le Tableau 7. Les amorces utilisées en gPCR sont
présentées dans le Tableau 10. Il est & noter que ces trois espéces bactériennes ne sont pas
présentes au sein du microbiote intestinal natif de la souris. L’absence de séquences ITS, niml
et vanD a été vérifiée au préalable en gPCR sur des ADN extraits a partir de féces de souris
témoins.

Des gammes étalon de 6 points (de 10> & 10’ copies) ont été réalisées avec des
dilutions successives des ADN génomiques de chacune des souches, selon le protocole décrit
dans le paragraphe « Gammes étalon, controles positifs et contréles négatifs ».

Tableau 10. Amorces ciblant ITS, niml et vanD.

Taille de
Amorce Cible Séquence (5°— 3°) PPamplicon | Référence
(pb)
ITSf GTTTCTGTAGTGGTTACTCGCTT
Ngan et al.
ITS 336 2011
ITSr GAT AAG CCTC GGG GAG CTG
Nim5f CCT ACT TCC GCA GCG TCA TCG CCT TT Cette etude
géne nim 457 Trinh et al
Nimsr GCT TCC TTG CCT GTC ATG TGC TC mi9§6 al.
VanD; R TAA GGC GCT TGC ATATAC CG )
gene Perichon et
vanD 461 al. 2000
VanD, TGC AGC CAAGTA TCC GGT AA )

3. Extraction d’ADN a partir de souches bactériennes pures
Les préparations d’ADN génomique bactérien ont été réalisées a partir de cultures sur
milieux gélosés adaptés, avec le coffret QlAamp DNA mini kit (Qiagen) selon les
recommandations du fabricant. L’ADN extrait a été élué dans du tampon Tris-EDTA (acide
éthylene diamine tétra-acétique) et conservé a -20°C pour une utilisation différée, ou a 4°C
pour une utilisation immédiate.
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L’ADN plasmidique utilisé¢ pour la quantification du pB10 par gPCR a été extrait
selon le protocole de Birnboim & Doly (1979) a partir de la souche CM102 de E. coli
préalablement cultivée a saturation en LB liquide, a 37°C, sous agitation (160 rpm). Les
bactéries ont été collectées par centrifugation (1 minute & 10000g) a partir de 1,5 mL de
culture. Le culot cellulaire a été mis en suspension dans 100 puL de tampon GTE (50 mM
glucose, 25 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA, pH 8). Les cellules ont été lysées par ajout de 200 pL
de NaOH/SDS (0,2 M NaOH, 1 % dodécylsulfate de sodium) et agitation douce (6
retournements du tube). Les débris protéiques ont alors été extraits par ajout de 150 pL
d’acétate de potassium a 5 M, 200uL de phénol et 200uL de chloroforme, puis mélangés au
vortex pendant 2 secondes. La phase phénolique a été séparee par centrifugation (vitesse
15000 g, 10 minutes) et la phase aqueuse a été transvasee dans un nouveau tube de 1,5 mL.
Les ADN ont été précipités par ajout de 800 uL d’éthanol absolu et centrifugation (vitesse
150009, 10 minutes). Le surnageant a éte retiré et les culots ont été rincés avec 1 mL
d’éthanol a 70 % suivi d’une nouvelle centrifugation (vitesse maximale 15000 g, 10 minutes).
Finalement, le surnageant a été retiré et les culots ont été séchés avant d’étre réhydratés avec 5
uL d’eau ultrapure.

4, Détection des souches bactériennes donneuses (DH5a et Afli)
et du plasmide pB10 par gPCR

a) Détection de DHSa et de pB10 par qPCR

(1)  Amorces et sondes utilisées

Les amorces et les sondes utilisées dans cette étude ont été élaborées par Bonot &
Merlin (2010) et sont disponibles dans les Tableaux 11 et 12.
Le couple d’amorces Tnl-in et Tnl-out ainsi que la sonde Tnl marquée en 5°-FAM et en 3°-
TAMRA sont spécifiques d’une région tronquée du géne tnpA codant pour la transposase de
I’IS1071 spécifique du plasmide pB10. Le couple d’amorces DH5-in et DH5-out, ainsi que la
sonde DH5 marquée sont spécifiques de la délétion A(argF-lac)U169 caractéristique de la
souche de E. coli DH5a. Cette délétion correspond a la perte d’un fragment de 97239 pb entre
les génes mmuP et mhpD de la souche de E. coli K12. Les amorces et les sondes utilisées ont
été synthétisées par Applied Biosystems (Foster City, CA, Etats-Unis).

Tableau 11. Sondes et amorces utilisées pour la détection de pB10 par gqPCR

Nom Séquence Taille de I’amplicon
Amorces
Tnl-in 5’- CAATACCGAAGAAAGCATGCG -3’ 135 pb
Tnl-out 5’- AGATATGGGTATAGAACAGCCGTCC -3’
Sondes
Tnl (FAM)5’-CCTCCACGGTGCGCGCTG-3’(TAMRA)

Tableau 12. Sondes et amorces utilisées pour la détection de DH5a par qPCR

Nom Séquence Taille de I’amplicon
Amorces
DH5-in 5’-ACCGGGTACATCATTTCC-3° 140 pb
DH5-out 5’-GCCCCGGTAAGAATGAT-3’
Sondes
Tnl (FAM)5’-CCTCCACGGTGCGCGCTG-3’(TAMRA)
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(2) Conditions des PCR quantitatives ciblant pB10 et
DH5a

La quantification par g°PCR du nombre de copies du plasmide pB10 et de la souche
donneuse E. coli DHS5a au sein des échantillons fécaux a été réalisée selon le mélange
réactionnel suivant :

- TagMan® Universal PCRMaster Mix, NoAmpErase UNG (Applied Biosystems) : 12,5 pL;
- Amorce sens (10 uM): 2 uL;

- Amorce anti-sens (10 uM): 2 pL ;

- Sonde (10 uM): 0,5 pL;

- AND extrait (10 ng/pL): 2,5 pL ;

- Eau pour biologie moléculaire ADN/ARN-free (Applied biosystems) : gsp 25 pl.

Les réactions de gPCR ont été réalisées dans un thermocycleur StepOne Plus (Applied
Biosystems) en barettes de tubes. Les cycles d’amplification ont été les suivants : un cycle de
10 minutes a 95°C suivi de 45 cycles de 15 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C.

Chaque échantillon a été testé en duplicat. Pour chaque gPCR, des gammes étalon de 7
points (10° & 10° copies) ont été réalisées en duplicat & partir ’ADN pur plasmidique et
d’ADN chromosomique selon le protocole détaillé en §111C3c.

b) Mise au point de la gPCR pour la détection de E. coli
Afli

(1) Recherche de séquences spécifiques
La recherche de zones spécifiques sur un fragment de séquence de E. coli Afli de 2865
nucléotides, dont nous disposions, a été réalisée par comparaison de cette sequence a celles
contenues dans les bases de données nucléotidiques « nr/nt» (Non redundant nucleotides
collections) a I’aide du logiciel en ligne BlastN («Basic Local Alignment Search Tool»,
NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

(2) Développement d’amorces et de sondes spécifiques
pour E. coli Afli
Les amorces et les sondes FAM - TAMRA spécifiques de E. coli Afli ont été élaborées
avec les logiciels FastPCR ((Kalendar et al. 2011) et PrimerBLAST
(www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Les couples ont été sélectionnés manuellement
par localisation sur la séquence. lls devaient répondre aux caractéristiques optimales des
sondes et des amorces, définies par le cahier des charges Applied Biosystem et PrimeTime
gPCR application guide (IDTDNA.com).
Ainsi pour les amorces, les paramétres requis étaient :
- une longueur optimale de 22 nucléotides (18-30 bases),
- une température de fusion comprise entre 60-64°C,
- un pourcentage en bases G et C compris entre 35-65%.
Les sondes ADN correspondantes a chaque couple devaient remplir les exigences suivantes :
- un pourcentage en bases G et C compris entre 35 et 65%,
- D’absence de base G a I’extrémité 5° de la sonde (pour éviter la suppression de
fluorescence du fluorophore FAM en 5°),
- une température de fusion comprise entre 66 et 70°C,
- une taille la plus petite possible mais supérieure a 15 nucléotides (20-28 bases).
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La qualité des sondes et des amorces a été vérifiée in silico pour s’assurer de I’absence
de formation de dimeres. La spécificité a été testée a 1’aide du logiciel BLAST « Basic Local
Alignment Search Tool » (blast.ncbi.nlm.nih.gov). Les amorces et les sondes FAM/TAMRA
(Tableau 13) ont été synthétisées par Eurogentec (Eurogentec, Angers, France).

Tableau 13. Sondes et amorces utilisées pour la détection de Afli par gPCR.

. Taille de
Nom Séquence , .
I’amplicon
Amorces
fli5_F 5’-TGTTGCGATATGTGAGTGAGCTT-3’ 205 pb
fli5_R 5’-ATTTTCGCCAAAAGTTGGCCCA-3’
fli3_F 5’-AAGGCGACAAGGTGCTG-3’ 197 pb
fli3_R 5’>-TTGAGTGAGTTTGCCCCAT-3’
Sondes

S_fli5 (FAM)5’-AACGTTACGGAACCTGTGACGGAA-3’(TAMRA)
S_fli3 (FAM)S’-CGATTCAGGTTCATCATGCCGTCTGT-3(TAMRA)

(3) Conditions de gPCR ciblant E. coli Afli

Pour des questions organisationnelles, les réactions de gPCR pour la souche donneuse
E. coli Afli ont di étre réalisées en utilisant le thermocycleur Bio-Rad MiQ™?2 real-time PCR
system (et non pas StepOne, Applied Biosystem, comme pour pB10 et DH5). Le mélange
réactionnel suivant a été utilisé :
- gPCR MasterMix NO ROX 2x (Eurogentec) : 12,5 uL;
- Amorce sens (10 pM): 1.5 uL ;
- Amorce anti-sens (10 uM): 1.5 pL ;
- Sonde (10 pM): 0,75 pL ;
- AND extrait (10 ng/uL): 2,5 uL ;
- Eau pour biologie moléculaire ADN/ARN-free (Applied biosystems) : gsp 25 pl.

Les cycles d’amplification ont été les suivants : un cycle de 10 minutes & 95°C suivi de
45 cycles de 15 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C.

Les réactions ont éte réalisées en duplicat. Pour chaque gPCR, des gammes étalon de 7
(10° & 1 copies) ont été réalisées en duplicat & partir ’ADN chromosomique selon le
protocole détaillé en § 111 C 3 c.

(4) Conditions de la PCR en point final ciblant E. coli Afli

Lors des mises au point de la détection de E. coli Afli, les réactions de PCR
« classique » ont été réalisées dans un volume final de 25 pL contenant 200 UM de chaque
dNTP, 0,8 uM de chaque amorce, 1,5 unités d’ADN polymérase (Invitrogen, Carlsbad, CA,
Etats-Unis), 3 mM de MgCI2 et 1x de tampon de réaction. Les cycles de PCR, réalisées sur le
thermocycleur Biometra T1 (G6tingen, Allemagne), ont consisté en une étape initiale de
dénaturation de 5 minutes a 95°C, suivie de 30 cycles d’amplification (dénaturation a 94°C
pendant 30 sec, hybridation a 60°C pendant 30 sec, élongation a 72°C pendant 30 sec) et
d’une étape d’¢longation finale de 7 min a 72°C. Les produits de PCR ont été analysés par
¢électrophorese sur gel d’agarose a 1% en tampon TBE.

C) Gammes étalon, controles négatifs et controles

d’inhibition
Des gammes étalon allant de 10" & 10% ou 10" copies de différentes séquences cibles
(ADNr 16S, niml, vanD, ITS, pB10, DH5a et Afli) ont été reéalisees en duplicat pour chaque
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gPCR afin de valider I’efficacité, le seuil de détection, les seuils de quantification des qPCR,
et pour quantifier I’abondance relative de ces séquences dans les échantillons analysés. Les
courbes étalons ont été réalisées avec des dilutions successives d’un facteur 10 des ADN
extraits des souches porteuses de séquences cibles (Tableau 5). Pour I’ADNrl6S, les
amplicons de 1500 pb du gene rrn16S ont servi a établir la gamme.

Le nombre de copies des genes cibles a été calculé a partir de la formule suivante :
(NA x [ADN]) / [(taille du génome, du plasmide ou de I’amplicon) x 660]
= nombre de copies du gene cible / ml
ou:

- NA correspond au nombre d’Avogadro (6,02 x 102 mol™) ;
- [ADN] correspond & la concentration d’ADN (en g.ml™) ;
- lataille du génome (ou de I’amplicon) est exprimee en paires de bases (Tableau 14) ;
- la masse d’une paire de bases est égale & 2 x (330 g.mol™).

Tableau 14. Tailles des genomes utilisées pour établir les gammes étalon.

Souche/plasmide Taille (Mb)
pB10 0,0645
Escherichia coli DH5a 4,52
Escherichia coli MG1655 Afli ~ 4,64
Prevotella baroniae 3,30
Mycobacterium chelonae 2,26
Enterococcus faecium 2,90

Deux témoins négatifs ont systématiquement été realisés pour chaque PCR. lls
consistaient en un ajout d’eau ultra-pure a la place d’ADN matrice. Pour les gPCR ciblant
pB10, DH5a et Afli, les contrdles d’inhibition ont été réalises au hasard sur deux échantillons
a chaque plaque de gPCR réalisée. lls consistaient a ajouter une concentration connue d’ADN
de pB10, de DH5a ou de Afli, et a vérifier ensuite la correspondance de la concentration
d’ADN cible détectée en PCR.

D. Cytomeétrie en flux

1. Préparation des échantillons

Le protocole de préparation du surnageant de féces a été choisi d’aprés une analyse
bibliographique (Tableau 15). On obtient avec ce protocole des surnageants de féces de
qualité reproductible et représentatifs de la population cellulaire fécale (van der Waaij et al.
1994, Zoetendal et al. 2002).
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Tableau 15. Protocoles de préparation des surnageants de féces pour 1’analyse en CMF

Protocole Référence

féces humaines, 0,5 g + PBS 4,5 ml; vortex 3 min. avec 5-10 billes

(3 mm); centrifugation 700 g 1 min - récupération 1 mL de Ben-Amor et al. 2005
surnageant
feces humaines, 0,5 g + PBS 4,5 ml; vortex 5 min. avec 5-10 billes
(3 mm); centrifugation 700 g 1 min - récupération 1 mL de Zoetendal et al. 2002
surnageant

feces des rats 0,5 g+ PBS ; vortex ; centrifugation 200 g 2 min >

récupération 50 pL de surnageant Bahl et al. 2007

feces humaines, 0,5 g + PBS 4,5 ml; vortex 5 min; centrifugation 35

g 20 min - récupération 20uL de surnageant van der Waaij et al. 1994

Les échantillons de feces ont été analysés immédiatement apres leur collecte ou apres
une période de 14 jours de congélation a -20°C (spécifié dans les résultats).

Pour extraire les cellules bactériennes, 250 mg de feces ont été suspendus dans 4,5 mL
de PBS filtr¢ a 0,2 um. L’ensemble a ét¢é homogénéisé au vortex pendant 1 minute en
présence de 5 billes de verre stériles de 5 mm de diameétre. Apres une centrifugation a 700g
pendant 1 minute, 1 mL de surnageant a été récupéré.

Pour fixer la dilution optimale des surnageants de féces, plusieurs approches ont été
envisageées :

- un ajustement de la dilution a partir des mesures de la densité optique (DO). Cette
approche donnait des résultats variables, probablement a cause des particules non
biologiques contenues dans les féces qui faussaient les mesures de la DO.

- Un ajustement par rapport au débit d’événements enregistré par le cytométre
(optimum de 200-1000 évenements/sec, maximum 4000). Cette approche donnait
des résultats fiables.

Gréace a cette approche, nous avons constaté que la concentration des surnageants était peu
variable d’un échantillon a 1’autre. Ainsi une dilution systématique des surnageants de feces
(d’un facteur 100 pour I’analyse des événements fluorescents et d’un facteur 1000 pour
I’analyse des événements totaux) donnaient des débits cellulaires attendus. Les dilutions
systématiques des surnageants au 1/100°™(protocole 2) et 1/1000°™ (protocole 1) ont donc
été retenues.

Immédiatement avant chaque acquisition en cytométrie, les échantillons ont été
vortexés pendant 15 secondes.

2. Analyse des échantillons par cytométrie en flux
Un cytometre FACS-Calibur (Becton Dickinson) avec un laser argon de 15 mW et de

longueur d’onde d’excitation de 488 nm a été utilisé pour les analyses. Pour la détection de la
fluorescence verte, un filtre de bande passante 530 +/-30 nm (FL1) a été appliqué. Les
voltages des photodétecteurs ont été réglés a :

- EO1 pour FSC (forward scatter, reflétant la taille relative des particules),

- 300 mV pour SSC (side scatter ou granulométrie relative),

- 400 mV pour le détecteur FL1 (fluorescence verte).
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Tous les parameétres ont été mesures en utilisant une amplification logarithmique. Pour limiter
le bruit de fond, des seuils d’acquisition ont été fixés a 45 (SSC) et 240 (FL1). Les données
ont été analysees avec le logiciel CellQuest (Becton Dickinson). Pour représenter les
évenements totaux et fluorescents, des histogrammes mono-paramétriques SSC et FL1 ont été
combinés a un histogramme bi-paramétrique (SSC vs FL1).

L’acquisition des évenements a été effectuée en deux temps :

I’acquisition des événements totaux (protocole 1) a eté effectuée pendant 120

secondes avec un débit théorique faible (environ 12 pL/min).

- Pacquisition des événements fluorescents (protocole 2) s’est déroulée pendant 900
secondes avec un débit théorique élevé (environ 50-60 pL/min).

Le volume d’échantillon utilisé pour chaque acquisition a été calculé en mesurant la
différence de masse de 1’échantillon avant et apres 1’acquisition.

Le marquage des cellules des surnageants de feces a été effectué pour vérifier la
cohérence des énumérations des évenements cellulaires totaux. Ceci a été réalisé sur des
surnageants de féces dilués jusqu’a environ 10° cellules/mL. Chaque échantillon de 1 mL a
été marqué pendant 15 minutes a 1’obscurité avec 0,5 UL de SYBR green Il (a 10000X), un
marqueur fluorescent des acides nucléiques. L’ensemble des échantillons marqués a été
analysé par cytométrie en flux. Le cytometre a été paramétré pour une acquisition en SSC
avec une mesure de fluorescence en FL1 (fluorescence verte, longueur d’onde 515 a 545 nm)
sans seuillage. Le gain octroyé au photomultiplicateur FL1 était alors de 540 mV et de 350
mV pour SSC.

Le cas échéant, pour la détection cytométrique de cellules marquées a la rfp
(fluorescence rouge), des filtres de bande passante : 585+/-20 nm (FL2) et 610+/-20 nm
(FL3) a été appliqué. Les gains de photomultiplicateurs ont été réglés comme suit : SSC 385
mV, FL1 520 mV, FL2 500 mV.

E.  Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel Minitab ® 16.2.3
Statistical Software. Pour I’analyse, les résultats de gPCR ont été transformés en logarithmes
décimaux. Les données ont été exprimées comme moyennes +/- erreur type de la moyenne.
La normalit¢ des données a été testée en utilisant le test d’Anderson Darling. Les
comparaisons multiples ont été conduites en utilisant le test ANOVA avec la correction de
Welch (qui n’exige pas que les déviations standard des données comparées soient identiques).
Un test post-hoc de Tukey-Kramer a ensuite été réalisé pour identifier les groupes
significativement différents. Les différences ont été considérées comme statistiquement
significatives lorsque p était inférieur a 0,05.
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1\V. Résultats

Ce travail s’inscrit dans un projet de I’Equipe d’Accueil 7300 ‘Stress Immunité
Pathogenes’ de 1’Université de Lorraine. Il vise & étudier le transfert de génes au sein du
microbiote intestinal.

L’étude du transfert de geénes en conditions environnementales est relativement
complexe. L’étudier in vivo au niveau du microbiote intestinal ajoute un degré de difficulté a
I’expérimentation.

Dans ce contexte, une premiere partie de ce travail a consisté a définir les conditions
expérimentales ad hoc pour étudier le transfert d’un plasmide modéle dans le microbiote
intestinal murin. Dans une deuxieme partie, des expérimentations ont porté sur 1’évaluation de
deux approches (QPCR et CMF) pour détecter le plasmide d’intérét ainsi que la bactérie
donneuse dans les feces apres son inoculation orale.

A.  Bactéries vectrices des plasmides

Des souches bactériennes donneuses ont éteé élaborées par conjugaison sur milieux
solides. Apres purification sur milieux sélectifs, les transconjugants obtenus ont été analysés.
Un des transconjugants, CM363, issu de la conjugaison de C. necator (pB10::mini-
Tn5gfpl) et de E. coli DH5 a, présentait les caractéristiques suivantes :
- son génome portait a la fois les séquences spécifiques de DH5a et de pB10
amplifiables par PCR,
- une fluorescence verte était observée en microscopie a fluorescence (Figure
23).
Le transconjugant CM363 a donc été retenu pour la suite de cette étude.

Figure 23. Expression de la GFP chez Escherichia coli DH5a (pB10::mini-Tn5gfp1).
Bactéries observées en microscopie a épifluorescence (x1000).

Un des transconjugants, LBM13, issu de la conjugaison de E.coli Afli et de E.
coli(pB10::rfp) (CM 275), présentait les caractéristiques suivantes :
- son génome portait a la fois une séquence spécifique de pB10 et de Afli,
- apres 48-72 heures d’incubation, les colonies formées sur milieu LB gélosé
présentaient une coloration rosée caractéristique de la production de RFP
(Figure 24),
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- les cellules observées au microscope a épifluorescence présentaient une
fluorescence orangée qui suggere un double marquage vert-rouge (Figure 25).

Figure 24. Aspect des colonies de E. coli Afli (pB10::7fp) sur milieu gélosé.

Figure 25. Double fluorescence de E. coli Afli(pB10::rfp) (LBM13).
Bactéries observées en microscopie a épifluorescence (x1000).

L’utilisation de cette souche pour la détection de TGH en cytométrie en flux pouvait
donc étre envisagée. Une mise au point de sa détection par qPCR a également été nécessaire.
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B.  Suivi du plasmide pB10 et de ses souches donneuses par qPCR
dans les feces murines

1. Sélection d’une méthode d’extraction et de purification
d’ADN total a partir de féces murines

L’extraction d’ADN est une étape clé dans les approches basées sur la biologie
moléculaire. Elle garantit la qualité optimale de I’ADN pour une utilisation en PCR. 1l s’agit,
en général, d’obtenir un ADN en concentration importante, faiblement altéré par les étapes
d’extraction et de purification, et contenant peu de contaminants susceptibles d’inhiber la
réaction d’amplification par PCR.

Cependant, aucune étude comparative de méthodes d’extraction n’a jusque-la été
effectuée sur du matériel fécal murin. Pourtant, les modéles murins sont fréeqguemment utilisés
en recherche expérimentale, notamment dans les études comparatives de la flore intestinale,
puisqu’ils permettent de s’affranchir de certains biais. Ces modeles se caractérisent en effet
par :

- une faible variabilité interindividuelle de la flore intestinale (contrairement a la
flore humaine) (Thompson et al. 2010),

- un controle aisé du génotype, des paramétres environnementaux et du régime
alimentaire (Turnbaugh et al. 2006),

- une extrapolation plus aisee des resultats (souris « humanisées » hébergeant
une flore proche du microbiote humain) (Gootenberg & Turnbaugh 2011).

Dans ce contexte, sept techniques d’extraction ont été testées afin d’identifier une

méthode garantissant 1’obtention d’ADN de féces et de contenus intestinaux murins
utilisables en PCR.
Pour ce faire, I’ADN total a été extrait par les sept techniques (énumérees dans le Tableau 6) a
partir d’un pool de feces d’une souris collectées pendant 4 jours et congelées a — 20 °C. Ces
techniques ont également été appliquées a un pool de contenus caecaux issus de 2 souris. Ce
pool a été congelé a — 80 °C immédiatement apres prélevement.

Les fabricants recommandent différentes quantités de matiére initiale. Nous avons
donc testé, lors des essais préliminaires, des échantillons de 50, 100, 150 et 200 mg. Pour des
échantillons de 100 mg ou plus, I’ADN obtenu par plusieurs techniques était de mauvaise
qualité, ce qui est probablement di a la surcharge du systéeme de purification (e. g. colonne de
silice). C’est pourquoi nous avons finalement évalué I’ensemble de techniques sur des
échantillons de 50 mg.

La qualité des méthodes d’extraction a été analysée selon cinq critéres :
- le rendement de I’extraction en termes de concentration d’ADN,
- la présence de contaminants co-extraits,
- D’intégrité des acides nucléiques obtenus,
- lacharge bactérienne totale contenue dans les ADN extraits,
- la capacité de lyse de différents types de paroi bactérienne par les techniques
testées.
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a) Rendement d’extraction

(1) Comparaison des techniques d’analyse des rendements

La concentration d’ADN extrait a ¢été analysée a 1’aide d’une méthode
spectrophotométrique et d’une méthode fluorimétrique. Dans un premier temps, nous avons
comparé ces deux techniques, afin de choisir celle qui garantit une évaluation optimale des
rendements.

En effet, la mesure spectrophotométrique, technique la plus répandue, est basée sur la
détermination de I’absorbance & 260 nm (A260). Or, cette longueur d’onde n’est pas
spécifique uniquement de I’ADN double brin, mais également des acides nucléiques simple
brin (ADN et ARN) et des nucléotides, contaminants fréquents des ADN extraits.

La méthode fluorimétrique, utilisant un agent intercalant fluorescent spécifique de
I’ADN double brin, permet de s’affranchir de ces problemes, rendant les mesures des
rendements d’extraction beaucoup plus fiables.

La comparaison des résultats des rendements obtenus avec les deux techniques lors de
cette étude a confirmé ces biais, comme [Dillustre le Tableau 16. Effectivement, la
spectrophotométrie surévaluait les concentrations de I’ADN total. Les rendements ont donc
été calculés a partir des dosages fluorimétriques.

Tableau 16. Comparaison des techniques fluorimétriques et spectrophotométriques.
Rendement ADN (ug/g+tSEM)  Rendement ADN (ug/g+SEM)

Abréviation - technique fluorimétrique — spectrophotométrie FEPPO A2
Qubit Nanodrop TEE CATEES
Féces
QS 35,47 +1,39 172,42 + 15,70 4,86
FpS 58,02 + 7,60 129,89 + 6,18 2,24
FpF 63,69 + 5,13 96,03 £ 7,34 1,51
EM 19,66 £ 9,54 171,95 +86,20 8,75
ZR 64,20 + 24,20 99,34 + 44,20 1,55
MG+PH 25,90 £ 10,70 217,55 £ 25,00 8,40
BO 134,00 + 15,80 318,74 £ 87,70 2,38
Contenus intestinaux
QS 5,09 £ 0,96 20,97 + 3,61 4,12
FpS 74,55 + 1,59 151,34 £ 13,10 2,03
FpF 36,64 + 8,63 40,87 + 4,39 1,12
EM 7,83+1,95 41,70 + 11,90 5,33
ZR 7,04 £511 27,05 + 15,90 3,84
MG+PH 6,83 £ 1,46 31,62 + 1,69 4,63
BO 6,34 +£2,37 16,98 + 3,90 2,68

(2) Analyse des rendements

Les mesures fluorimétriques ont montré des variations importantes en termes de
rendement avec des concentrations d’ADN extraits, variant de 19,7 a 134 ug/g pour les féces
et de 5 a 74 ug/g pour les contenus intra-caecaux (Tableaux 17, 18).
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Pour les extractions a partir des feces, le protocole de Bonot et al. (2010) (BO),
combinant la lyse mécanique par ultrasons a la lyse chimique, a permis le plus fort rendement
de 134 ug/g. Ce rendement a été significativement supérieur a ceux obtenus avec les autres
méthodes (p = 0,001), sauf pour la trousse ZR Fecal (ZR) dont les rendements ont été trop
aléatoires pour étre compares.

Les méthodes utilisant la lyse mécanique par agitation avec des billes (ZR, FpS, FpF), ont
permis d’obtenir de bons rendements allant de 58 a 64 ug/g de féces (Tableau 17). Il est a
noter toutefois que ZR donne des résultats variables d’un échantillon a 1’autre (Tableau 17).

Les méthodes d’extraction chimique (QS, EM, MG+) ont eu des rendements plus faibles (19 a

35 pg/g).

Tableau 17. Résultats des extractions d’ADN des féces avec les sept méthodes testées.

Rapport Charge bactérienne
Abréviation Méthode (F; Z?;?gg?i&% DO 260/280 | (log n copies rrn 16S/g

B (£SEM) feces £SEM)

QS QuiAmp Stool 35,47 £1,39 2,10+£0,01 11,15+ 0,02
FpS FastDNA soil 58,02 £ 7,60 1,92 + 0,02 11,97 £ 0,04
FpF FastDNA feces 63,69 £ 5,13 2,23+0,03 11,81 +0,04
EM EasyMag 19,66 + 9,54 1,99 £ 0,02 10,75+ 0,24

ZR ZR fecal 64,20 + 24,20 1,60 £ 0,54 11,41 +£0,38
MG+PH Master G+ 25,90 + 10,70 1,62 +0,05 10,64 £ 0,15
BO Bonot 134,00 £ 15,80 1,93 £0,03 12,02 +0,10

En ce qui concerne les extractions réalisées a partir des contenus intra-caecaux, FpS a
été significativement plus performante que toutes les autres méthodes (p<0,001), avec un
rendement de 74,5 pg/g. FpF a permis un rendement deux fois plus faible (36,6 pg/g). Toutes
les autres méthodes ont eu un rendement médiocre, variant de 5 a 7,8 pg/g (QS, BO, MG+,

EM, ZR — Tableau 18).

Tableau 18. Résultats des extractions d’ADN des contenus caecaux avec
les méthodes testées.

Rendement ADN Rapport Charge bactérienne
Abréviation Méthode (na/g DO 260/280 (log n copies rrn 16S/g
contenustSEM) (xSEM) contenus=SEM)
QS QuiAmp Stool 5,09 £ 0,96 2,16 £ 0,05 10,30 +£0,13
FpS FastDNA Soil 74,55 + 1,59 1,94 £ 0,01 11,94 +£0,06
FpF FastDNA Feces 36,64 + 8,63 2,98+0,14 11,30 £ 0,02
EM EasyMag 7,83+1,95 1,93+0,01 10,83+0,11
ZR ZR fecal 7,04 £5/11 1,23 +£0,58 10,73 £0,17
MG+PH Master G+ 6,83+ 1,46 1,95+ 0,04 10,54 + 0,07
BO Bonot 6,34 +£2,37 1,79+0,10 10,75+ 0,23

b) Pureté des ADN extraits et présence d’inhibiteurs

La pureté des ADN extraits a été évaluée par le rapport d’absorbances A260/A280.
Nous avons constaté une variabilité importante des niveaux de contaminations. Pour les féces,
un rapport compris entre 1,8 et 2 (indiquant une bonne pureté) a été obtenu avec les méthodes
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FpS, EM et BO (Tableau 17). Pour les trousses MG+ et ZR, le rapport était inférieur a 1,8,
signifiant une contamination probable par des protéines ou du phénol. De plus, la pureté des
ADN extraits avec la trousse ZR était aussi la plus variable. Les méthodes QS et FpF
donnaient des extraits avec un rapport dépassant 2, ce qui peut indiquer une contamination par
des ARN.

Si les mesures de pureté des ADN peuvent donner des indications sur le niveau de
contamination et éventuellement sur un risque d’inhibition des réactions de PCR, un test
d’amplification par PCR était nécessaire pour le vérifier.

En effet, les milieux complexes, tels que les prelevements intestinaux, peuvent
contenir des fortes quantités de substances diminuant 1’efficacité de la Tagq polymérase (sels
biliaires, protéines, polysaccharides, composés aromatiques). La présence éventuelle de ces
inhibiteurs a été déterminée par PCR en temps réel en ajoutant une méme quantité du
plasmide pB10 aux échantillons d’ADN extraits par les 7 méthodes testées. Les
amplifications de pB10 ont été effectuées en présence de 10 et 25 ng d’ADN issu du matériel
fécal. Ces quantites correspondent aux conditions standard de PCR quantitative adoptées dans
les protocoles de détection de la souche donneuse et de son plasmide (cf. chapitre « Mateériel
et méthodes »).

En présence d’inhibiteurs de PCR, on observe une augmentation du seuil de détection
(Ct) du plasmide pB10. Nous n’avons observé aucune inhibition pour des échantillons de 10
ng d’ADN total (moins de 2% d’augmentation de seuil de détection). En augmentant la
quantité¢ d’ADN extrait de féces, on augmente en parallele la quantité d’éventuels inhibiteurs
co-extraits. Dans notre étude, I’analyse des amplifications avec des échantillons de 25 ng
d’ADN total a montré une inhibition partielle de ’amplification du pB10 pour les extraits
obtenus avec la méthode MG+ (13 — 90 % d’inhibition).

En conclusion, nous avons exclu la possibilité de faux négatifs partiels ou totaux dus
aux inhibiteurs pour 6 des 7 méthodes testées, du moins dans les limites des quantités d’ADN
totaux testees.

c) L’intégrité des ADN
L’intégrité de I’ADN extrait est un parametre important pour sa bonne amplificabilité.
Elle a été évaluée a partir des profils électrophorétiques obtenus sur gel d’agarose a 0,8%
(Figure 26). Un ADN integre et de bonne qualité migre peu dans le gel alors qu'un ADN
ayant subi de nombreuses cassures lors de 1’extraction migre plus loin ou apparait sous forme
de « trainée ».
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Figure 26. Intégrité des ADN extraits avec les sept méthodes testées.

Concernant les extractions d’ADN a partir des échantillons de féces, on a constaté que
5 des 7 méthodes (FpS, FpF, EM, ZR, QS) testées ont permis d’obtenir des ADN peu altérés
par ’extraction (fragments de plus de 5 kb). Les ADN extraits par les méthodes BO et MG+
présentaient une dégradation partielle (fragments de moins de 1 kb).
Pour les ADN extraits des contenus caecaux, seules les trousses FpS et FpF ont permis de
conserver 1’intégrité de I’ADN extrait. Avec la méthode MG+, la dégradation a été partielle.
Le protocole BO causait une forte fragmentation de ’ADN extrait. Enfin, les quantités
d’ADN obtenues avec les protocoles QS, EM et ZR ont été trop faibles pour étre visualisées
(Figure 26).

d) Charge bactérienne totale

Le critere important d’évaluation des méthodes d’extraction est la quantité de génomes
bactériens présents dans I’ADN total extrait, rendant compte de la représentativité de la
population bactérienne issue du matériel fécal. Elle a été estimée dans notre étude par la
quantification du nombre de copies de I’ADNr 16S.

Les résultats de gPCR sont représentés dans la Figure 27 et les Tableaux 17 et 18.
Pour les feces, le nombre de copies du géne rrnl6S était significativement plus élevé
(p<0,001) pour les méthodes utilisant la lyse mécanique avec des billes (FpS et FpF) et le
protocole de Bonot et al. (2010). Les quantités obtenues par les méthodes utilisant
uniquement la lyse chimique (QS, EM, MG+) étaient environ 10 fois moindres. Le rendement
de la méthode ZR était trop aléatoire pour étre comparé.

En ce qui concerne les contenus caecaux, la méthode FpS était significativement plus efficace
(p<0,001) que les autres méthodes.
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Figure 27. Charge bactérienne des ADN extraits par différentes méthodes testées.

e) Capacité de lyse des parois bactériennes

Le dernier critere évalué était la capacité de chaque méthode a lyser des parois
bactériennes d’épaisseur et de constitution différentes. La nature de la paroi peut en effet
influencer les rendements d’extraction d’ADN. Cette capaciteé a été jugée d’apreés les résultats
obtenus pour trois espéces « modeles » :

- P. baroniae (paroi fine des bactéries a Gram négatif),
- E. faecium (paroi épaisse des bactéries a Gram positif),
- M. chelonae (paroi contenant des acides mycoligues).

Les Figures 28 et 29 présentent les résultats de détection de génes spécifiques de ces
trois espéces « modeéles » apres extraction d’échantillons de féces et de contenus intra-caecaux
inoculés avec 10° UFC de P. baroniae DSMZ 16972", 10° E. faecium BM 4339, 10" M.
chelonae CIP 104535 (inocula vérifiés par numération sur gélose).
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Figure 28. Nombre de copies de niml, vanD et ITS détecté dans les féces.
(p<0,001 : * FpS vs EM ; ** FpS vs MG+, EM, QS, BO ; *** FpS vs QS, FpF, EM, MG+, BO)
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Figure 29. Nombre de copies de niml, vanD et ITS détecté dans les contenus intestinaux.
(p<0,001 : * FpS vs: QS, FpF, EM, ZR, MG+; ** FpS vs QS, EM, ZR, MG+, BO; *** FpS vs QS,
FpF, EM, ZR, MG+, BO)

Une seule méthode (FpS) a permis d’obtenir des rendements d’extraction proches de
100%. Avec les autres méthodes des rendements d’extraction plus faibles ont été observés, en
particulier pour E. faecium et M. chelonae (rendements d’extraction variant de 44% a 94%).

Au total, nous avons montré que la méthode FastDNA for Soil était la seule, parmi les
méthodes testées, qui permettait d’obtenir une quantité d’ADN total importante avec un
rendement d’extraction de I’ADN cible proche de 100%, une excellente qualit¢ de ’ADN
extrait, et ce, quelle que soit la nature de la paroi bactérienne. Cette technique a donc été
retenue dans la suite de ce travail.
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2. Suivi de pB10 ::mini-Tn-gfpl et de E. coli DH5a par qPCR

a) Validation de la technique d’analyse

Avant d’appliquer I’approche moléculaire au microbiome intestinal, il était nécessaire
de s’assurer de la spécificité des amorces/sondes utilisées pour la PCR quantitative.

Pour cela, nous avons testé vingt échantillons de féces de souris non inoculées.
L’ADN total a été extrait avec la méthode d’extraction « FastPrep Soil ». Des réactions de
gPCR ciblant le plasmide pB10::mini-Tn5-gfp1 ainsi que le chromosome de son hote DHSa
CM363 ont été effectuées en duplicats. Aucune amplification n’a été constatée dans les
échantillons issus de souris non inoculées. Ces résultats montrent une bonne spécificité des
amorces utilisées.

La sensibilité de détection de E. coli DHS5a (pB10::mini-Tn5-gfpl), aprés extraction de
féces préalablement inoculés in vitro (gamme décroissante de 8.10° bactéries/50 mg a 8.10"
bactéries/50 mg) avec cette souche, a été évaluée. Le plasmide pB10::mini-Tn5-gfpl et le
chromosome de son hote DH5a ont été quantifiés par qPCR. Les nombres de copies de
pB10::mini-Tn5-gfpl et de DHS5a attendus dans les extraits ont été calculés en partant du
principe que chaque cellule contient 5 a 15 copies du plasmide pB10 (7 en moyenne) et une
copie d’ADN chromosomique (Adamczyk & Jagura-Burdzy, 2003). Les résultats obtenus
sont présentés dans la Figure 30. lls montrent que :

- les quantités de pB10::mini-Tn5-gfpl et de DHS5o mesurées étaient
respectivement 10 et 100 fois inférieures aux valeurs attendues;

- la relation entre le nombre de copies attendu et le nombre de copies mesuré
était linéaire. La proportion des plasmides par rapport a leur hote était stable
d’un échantillon a I’autre. Ceci montrait une performance constante de la
récupération et de la quantification de I’ADN par les méthodes choisies;

- le plasmide pB10::mini-Tn5-gfpl et le chromosome de DH50 étaient
respectivement quantifiables de 10° & 10° et de 10* & 10’ copies par gramme de
feces.
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Figure 30. Sensibilité de la méthode de détection de DH5a et de pB10 dans les féces murines.
Les réactions de qPCR ont été réalisées en duplicats et les valeurs représentées correspondent aux moyennes de
duplicats. Les écarts entre les valeurs étaient trop faibles pour étre représentés sur les points moyens.
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Les résultats d’amplification obtenus pour les gammes ¢talons montrent que la
quantification par qPCR reste fiable jusqu’a 10 copies/réaction pour pB10, et 10°
copies/réaction pour DH5a. Ce sont les limites en deca desquelles la relation entre le seuil Ct
et la concentration d’ADN n’était plus linéaire (Figure 31).
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Figure 31. Détermination de la limite de détection de pB10 et de DH5a sur ADN cible pur.

b) Détection de DH5a (pB10::mini-Tn5-gfpl) dans les féces de
souris inoculées

Aprés avoir vérifié la faisabilité d’une détection par gPCR de DHS5a et de pB10::mini-
Tn5-gfpl dans I’ADN issu de feces, CM363 et son plasmide ont été recherchés dans les feces
de souris inoculées selon le protocole présenté dans la Figure 21.

La Figure 32 montre que les ADN de DHS5a et de pB10::mini-Tn5-gfpl étaient
détectables deés J; dans les féces des souris inoculées avec CM363. Les quantités mesurées
étaient maximales a J; et décroissaient ensuite rapidement pour atteindre la limite de détection
a J, pour ’ADN de DH5a, et a J;3 pour le plasmide pB10::mini-Tn5-gfpl. L’évolution des
signaux n’était a priori pas influencée par le traitement antibiotique administré aux souris
(évolution homogéne en présence ou non de streptomycine). Le rapport entre le nombre de
copies de pB10 et celui de DH5a (de I’ordre de 107) était cohérent avec celui constaté lors des
ajouts dosés et stable pendant les 48 premieres heures. Ces résultats sont en faveur de
I’absence de transfert détectable du plasmide pB10::mini-Tn5-gfpl vers la flore indigéne. Les
plasmides détectés étaient hébergés par la souche CM363.
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Figure 32. Evolution des quantités de pB10::mini-Tn-gfp1 et de DH5a dans les ADN

totaux de féces de souris inoculées par la souche vectrice CM363.

Chaque point représente une moyenne de 2 valeurs (un échantillon analysé en duplicat en gPCR). Les
écarts entre les valeurs étaient trop faibles pour étre représentés sur les points moyens. La zone bleue définie sur
les graphiques correspond a la zone d’incertitude de détection (perte de proportionnalité entre le nombre de
copies d’ADN cible réellement présent et le nombre de copies détecté par gPCR).
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3. Elaboration d’ « amorces/sondes » spécifiques pour la
détection de E. coli Afli par gPCR

a) Identification de sequences cibles pour E. coli Afli

Nous disposions d’un fragment de séquence de E. coli Afli de 2865 b, comportant le
vecteur de clonage. Celui-ci avait servi a supprimer une serie de geénes fli (fliF-fliR) du
génome de E. coli K12 MG1655 dont Afli est dérivée. 1l s’agissait de localiser dans cette
séquence des régions uniques pouvant servir des cibles spécifiques pour une PCR
quantitative.

Pour cela, des recherches d’homologies de séquence ont été effectuées grace a BlastN
(Blast pour «Basic Local Alignment Search Tool» et N pour nucléotides)
(blast.ncbi.nlm.nih.gov). BlastN est un logiciel d’alignement et de comparaison de séquences
ADN avec d’autres séquences de la banque de données GENBANK.

Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 33.
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Figure 33. Comparaison d’un fragment de séquence de E. coli Afli par BlastN.
Les traits rouges symbolisent des séquences présentant une forte homologie avec la séquence cible. Les noms et
I’origine des génes présentant une forte homologie sont représentés schématiquement sur fond bleu.

Les jonctions entre le génome de E. coli et le vecteur de clonage qui y a été inséré
peuvent donc étre facilement identifiées. Ces jonctions sont uniques et spécifiques de E. coli
Afli. Elles ont donc été utilisées pour 1’élaboration d’amorces (fli5 F et R ainsi que Fli3 F et
R) et de sondes (TagMan S_fli 5 et S_fli3) spécifiques, situées de part et d’autre de ces
jonctions (Figure 34 et Tableau 13).
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Figure 34. Amorces et sondes congues pour la détection de E. coli Afli par gPCR.

b) Spécificité des couples d’amorces pour E. coli Afli

Tout d’abord, la spécificité de deux couples d’amorces vis-a-vis de leur cible a été
estimée en PCR qualitative. Les couples d’amorces ont été utilisés pour des amplifications a
partir de I’ADN extrait de E. coli Afli et d’autres souches de E.coli (DH5 et MG1655). Pour
I’ADN de E.coli Afli, nous avons obtenu des amplicons de taille attendue (environ 200 pb)
avec le couple d’amorces « fli5 ». Les amorces « fli3 » produisaient également des fragments
de taille attendue, mais provoquaient en plus la synthese d’autres amplicons de taille
supérieure.

Avec les autres souches de E. coli, les amplicons obtenus avec les amorces « fli3 »
étaient non spécifiques (seuls les résultats pour E. coli MG1655 sont montrés) en raison d’une
moindre spécificité de ces amorces vis-a-vis de la région ciblée (Figure 35). Pour ces souches
aucune amplification n’a été constatée avec les amorces « fli5 ».

Les couples d’amorces ont ensuite été testés avec des ADN totaux extraits des feces de
trois souris différentes. Lors de cet essai, aucune amplification n’a été constatée pour le
couple d’amorces « fli5 », tandis que des amplicons de tailles différentes de celle recherchée
ont été observées pour le couple « fli3 ». La spécificité de ce jeu d’amorces pouvait toutefois
étre améliorée en PCR quantitative grace a 1’adjonction de la sonde TagMan. En effet, aucun
signal n’a été détecté lors des qPCR utilisant le couple amorces /sonde « fli 3 » avec les
souches de E. coli DH5 et MG1655, ni avec des echantillons de féces de souris non inoculées.

Amorces Amorces
« fli5 » « fli3 »
S| Sp=8C E | £ &8
-
oy . .
200pb . 200 pb -
100 pb - 100 pb

Figure 35. Migration sur gel d’agarose des produits PCR
obtenus avec les amorces « fli »
(MT — marqueur de taille, pb — paires de bases).
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C) Efficacité de PCR des différentes combinaisons « sonde
/amorces »

L’efficacité de qPCR pour les combinaisons « sonde/amorces » « fli3 » et « fli5 » a été
estimée afin de sélectionner la meilleure. Dans ce but, des réactions de gPCR ont été réalisées
avec les deux couples d’amorces/sonde, en faisant varier le nombre de copies d’ADN
génomique de E. coli Afli dans une gamme de concentrations (variant de 4,4.10" copies a
4,4.10° copies par réaction). Pour chaque concentration, 3 réactions de gPCR ont été réalisées.
Les résultats sont présentés sur les Figures 36 et 37.
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Figure 36. Estimation de I'efficacité de la qPCR avec les combinaisons sonde/amorces
« fli5 » .
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Figure 37. Estimation de I'efficacité de la gPCR avec les combinaisons sonde/amorces
«fli3 ».
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L’efficacité E d’une réaction de qPCR est calculée selon la formule :
E = (100MPente)_1) * 100

La pente correspond au coefficient directeur de la droite de régression entre les valeurs
de Ct (cycle seuil de détection) et le log de la concentration en ADN correspondant. La droite
de régression est obtenue pour la gamme de dilution de séquences cibles. Ainsi, une efficacité
de 100% correspond a une pente de -3,33 sur la droite étalon. Cela signifie qu’a chaque cycle,
la quantité de produits PCR double.

Selon les critéres déefinis dans la norme XP NF T90-471, les amplifications PCR sont
généralement considérées comme bonnes lorsque 1’on obtient un coefficient de corrélation
R?>0,99 (signifiant un bon alignement de I’ensemble des points de gamme sur la droite de
régression) et une efficacité comprise entre 75% et 125% . Ceci correspond a un coefficient
directeur de la droite de régression compris entre -4,115 et -2,839. En dehors de cette
fourchette, le systeme ne peut étre considéré comme valide.

Pour le couple amorces/sonde « fli 5 », la pente de la droite de régression, était égale a
-3,7139. L’efficacité calculée était égale a 85,8%. Cela signifie que les valeurs de Ct obtenues
étaient légerement inférieures a celles attendues pour la gamme de dilution des ADN. Pour le
couple amorces/sonde « fli 3 », la pente de la droite de régression était égale a -3,6653, donc
plus proche de la valeur idéale (-3,33). L’efficacité calculée était de 87,5%.

En conclusion, I’efficacité de qPCR avec le couple « fli 3 » était supérieure au couple
« fli 5 ». Sachant que I’utilisation de la sonde TagMan a permis d’augmenter la spécificité de
la réaction de gPCR, le couple sonde/amorces « fli 3 » a été retenu pour la suite de la mise au
point de la gPCR.

d) Optimisation des conditions de gPCR

Afin d’optimiser la sensibilité de la qPCR, différents essais ont été réalisés en faisant
varier successivement les concentrations des amorces, de la sonde puis de I’ADN total.

(1) Détermination des concentrations optimales
d’amorces pour la détection de E. coli Afli

Des réactions de gPCR ont été réalisées deux fois en triplicat avec des concentrations
en amorces variables (0,3 - 1 uM). Les tests ont été effectués sur de I’ADN génomique pur de
E. coli Afli (10* copies par réaction) et & une concentration de sonde fixe (0,1 puM). Les
résultats sont présentés dans la Figure 38.

La meilleure détection (avec le cycle seuil le plus précoce : 30,32) a été obtenue pour
une concentration de 0,6 puM. Cette concentration a donc été retenue pour les réactions de
gPCR.
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Figure 38. Optimisation de la concentration des amorces « fli 3 »

pour la détection de E. coli Afli.

Pour chaque concentration, la valeur représentée correspond a la moyenne de 6 valeurs de Ct et la barre d’erreur

2

représente leur écart type.

Détermination de la concentration optimale de
sonde pour la détection de E. coli Afli

Deux séries de trois réactions de qPCR ont été réalisées avec I’ADN de E.coli Afli (10*
copies) en faisant varier la concentration de sonde (0,1 - 0,4 uM) et & concentration d’amorces
fixe (0,6uM). Les résultats sont présentés dans la Figure 39.
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Figure 39. Optimisation de la concentration de la sonde « fli 3 »

pour la détection de E. coli Afli.

Pour chaque concentration, la valeur représentée correspond a la moyenne de 6 valeurs de Ct et la barre d’erreur

représente leur écart-type.
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Aucune différence marquée n’a été observée en termes de Ct moyen lorsqu’une
concentration de 0,3 ou 0,4 UM était utilisée. En revanche, 1’écart-type était moins important
pour la concentration de 0,3 uM. Les réactions de qPCR ont donc été réalisées avec cette
concentration de sonde.

(3) Détermination de la concentration optimale d’ADN
total pour la détection de E. coli Afli

Le but de cette étape était de trouver le meilleur compromis entre une concentration
d’ADN matrice (extrait de féces) la plus €levée possible et une réaction d’amplification par
gPCR optimale. Pour cela, nous avons préparé un échantillon de féces inoculé avec 10" UFC
de E. coli Afli et avons réalisé une extraction avec la méthode « FastPrep Soil ». Les réactions
de qPCR ont été réalisées, ensuite, en duplicat en utilisant des concentrations croissantes de
I’ADN extrait (10 - 200 ng).
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Figure 40. Concentration d’ADN matrice optimale pour la détection de E. coli Afli par
gPCR.

Les concentrations d’amorces et de sonde sont fixes (égales a 0,6 uM et 0,3 UM respectivement). La
valeur représentée correspond la moyenne des 2 valeurs de PCR.

Les résultats obtenus (Figure 40) montrent que le nombre de copies de E. coli Afli
détecté était relativement proportionnel a la quantité d’ADN apportée jusqu’a la concentration
de 50 ng par réaction de PCR. Pour les concentrations supérieures ou égales a 100 ng cette
proportionnalité n’était plus respectée. Deux explications sont possibles :

- une inhibition de la réaction par une trop forte quantit¢é d’ADN total qui a
entrainé une moindre accessibilité aux séquences ciblées,
I’existence d’un plus grand nombre de contaminants, en relation avec un apport
plus important d’ADN extrait.

Considérant les protocoles établis pour DHS5a et pB10 (25 ng d’ADN initial) et les
quantités d’ADN extrait disponibles et considérant les possibles phénomeénes d’inhibitions
déterminés plus haut, les qPCR ont été réalisées avec 25 ng d’ADN matrice.

(4) Sensibilité globale de la méthode

La sensibilité globale de la méthode choisie in fine (couple sonde/amorces fli3,
concentration d’amorces de 0,6 pM, concentration de sonde de 0,3 uM et quantit¢ d’ADN
matrice de 25 ng) a été évaluée. Dans ce but, des quantités décroissantes de E. coli Afli
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(pB10 ::rfp)(de 10% & 10* UFC) ont été ajoutées & des échantillons de 50 mg de féces de souris
immédiatement avant 1’extraction de I’ADN avec le kit « FastPrep Soil ». Les réactions de
gPCR ont ensuite été réalisées en duplicat. Les résultats obtenus sont représentés dans la
Figure 41.
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Figure 41. Sensibilité globale de la méthode de détection de Afli (pB10)
dans les feces murines.

Les réactions de gPCR ont été réalisées en double et les valeurs représentées correspondent aux moyennes de
duplicatas. Les écarts entre les valeurs sont trop faibles pour étre représentés sur les points moyens.

L’essai a montré que :

- les quantités de pB10::rfp et de Afli mesurées étaient respectivement environ
10 et 100 fois inférieures aux valeurs attendues;

- la relation entre le nombre de copies attendu et le nombre de copies mesuré
était linéaire. La proportion des plasmides par rapport a leur héte était stable
d’un échantillon a 1’autre. Une performance constante de la récupération et de
la quantification de I’ADN a été observée ;

- le plasmide pB10:rfp et le chromosome de Afli étaient respectivement
quantifiables de 10° & 10° et de 10*& 10 copies par gramme de féces.

e) Suivi de E. coli Afli et de pB10 ::rfp par gPCR dans les feces
des souris inoculées
La détection spécifique de E. coli Afli par gPCR étant mise au point, la souche
donneuse LBM13 et son plasmide pB10 ::rfp ont été recherchés dans des feces de souris
inoculées selon le protocole expérimental utilisé (Figure 21).
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Les feces ont été collectées selon le calendrier préetabli. Les ADN totaux ont été
extraits avec la méthode « FastPrep Soil ». Afli et pB10::rfp ont été quantifiés par qPCR.

Les résultats de la quantification ont révélé (Figure 42) :
- la présence d’ADN de Afli et de pB10::rfp dés J; dans les féces des souris
inoculées avec LBM13,
- une influence du traitement antibiotique sur la détection de la souche donneuse
(Figure 42) :
o dans les féces des souris traitées par la plus forte dose de
streptomycine, Afli est restée détectable durant toute la durée de
I’expérimentation.
o la présence de Afli dans les féces des souris traitées avec la dose réduite
d’antibiotique ou avec la solution témoin était plus aléatoire.
Lorsque la présence de Afli était détectee, le rapport pB10/Afli était en faveur d’un
transfert :
- aJ2 pour une des deux souris traitées par 0,5 g/L de streptomycine,
- 2 J5 pour une des deux souris traitées par 5 g/L de streptomycine,
- a J15 pour une (différente de la précédente) des deux souris traitées par 5 g/L de
streptomycine.
Il est & souligner, que pB10 a été détecté en 1’absence de Afli :
-aJ2,J3, J5 et J15 pour une des deux souris traitées par 0,5 g/L de streptomycine,
- aJ2 et J15 pour une des deux souris non traitées par streptomycine.
Ces résultats suggerent 1’existence de transferts du plasmide pB10::rfp vers la flore
endogene.

Cette premiére série de resultats montre que la détection par qPCR des souches
donneuses (DH5a et Afli) ainsi que celle du plasmide pB10 dans les feces est possible.
Comme attendu, la colonisation de Afli a été favorisée en présence de streptomycine. Pour
Afli, pour laquelle une colonisation plus importante a été détectée, des transferts plasmidiques
ont été mis en évidence chez des souris traitées ou non avec de la streptomycine.

87



pB10 (n copies / pg ADN)

10°
10%

7 doze
10 SpUris ¢ SeptomyCing
10# u F1 (5g/L)

F2 (Sg'L)

5
10 FS 05
104 F4{0,5gL)
107 mFS(0EML
1:]2 mFE (0 EML)
10¢
0

2 n [} JE] 5 115
A fli (n copies / pg ADN)
108
10°
10% B F1(5gM)
F2 (SgL)
10 | =riosen)
102 Fd {0,5g0)
mFS[0EML)

1
10 _ B srow
0 5] n 1z JE] I5 115

ratio pB10/A fli
104
103 mFL (5gL)
Fz (SgfL)
102 F= (0,5g1)
10t I Fi (0,5E/L)
®FS (0 EL)
0 I - [ | I I =relosi
2 i 1z 13 15 115

Figure 42. Evolution des quantités de pB10::7/p et de Afli par PCR, dans des ADN totaux de

féces de souris inoculées par la souche vectrice LBM13.
Chaque colonne représente une moyenne de 2 valeurs (un échantillon analysé en duplicat en gPCR). Les écarts
entre les 2 valeurs sont trop faibles pour étre représentés. Les rectangles bleutés correspondent aux zones
d’incertitude de détection.
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C.  Suivi de pB10 ::mini-Tn-gfpl et de sa donneuse par cytométrie en
flux

1. Mises au point de la détection de E. coli DH5a (pB10 ::mini-
Tn-gfpl) par cytométrie en flux

a) Définition des zones de comptage

Nous avons, dans un premier temps, défini des zones permettant de detecter la
population cellulaire non marquée et de la distinguer du bruit de fond. Pour cela, des
acquisitions ont été préalablement réalisées avec le milieu de dilution choisi pour cette étude
(PBS filtré sur 0,2 um) en absence et en présence de différentes dilutions de cellules. Le
passage du PBS seul a permis de définir la zone du bruit de fond lors d’une acquisition en
granulométrie relative (SSC) (Figure 44 A).

Des acquisitions en SSC ont ensuite été réalisées pour des suspensions bactériennes pures de
E. coli DH5a (CM55) non marquées (environ 10° cellules/mL). Les cellules bactériennes
étaient facilement identifiables par I’analyse de la distribution du signal en SSC (Figure 44 B)
avec un pic net en regard de la valeur 10" (unité arbitraire).

Enfin, le surnageant de féces fraiches d’une souris non inoculée a été préparé selon le
protocole choisi pour cette étude et dilué d’un facteur 10* dans du PBS filtré. Lors des
acquisitions en cytométrie, le pic en SSC a également pu étre observé en regard de la
graduation 10" (unité arbitraire) (Figure 44 C). En analysant la distribution du signal acquis,
un seuil d’acquisition en SSC a pu étre fixé a SSC=70 (unité arbitraire) (Figure 44 C, seuil
symbolisé par la ligne rouge) de maniére a limiter I’acquisition du bruit de fond. Ainsi, seuls
les évenements dont la granulosité relative dépassait ce seuil ont été acquis par le fluorimetre.
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Figure 43. Définition de 1’événement cellulaire non marqué et du bruit de fond en CMF.
Nous nous sommes assurés que les cellules porteuses du plasmide pB10::mini-Tn5-
gfpl émettaient un signal de fluorescence détectable par le cytometre. Pour ce faire, une
suspension bactérienne pure de E. coli DH5a (pB10::mini-Tn5-gfpl) a été realisée en PBS
filtré (environ 10" cellules/mL) puis analysée en cytométrie. La distribution de la fluorescence
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obtenue pour le canal FL1 montrait un pic net en regard de la graduation 10% (unité arbitraire)
(Figure 44).
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Figure 44. Cytogrammes obtenus avec E. coli DH5a (pB10::mini-Tn-gfp1).
Les gains des photomultiplicateurs ont été réglés a 300 mV (SSC) et 400 mV (FL1).

Aprés avoir identifié les régions des cytogrammes correspondant aux cellules
fluorescentes ou non marquées, nous avons défini les fenétres d’analyse pour le comptage des
éveénements d’intérét.

Ainsi, deux fenétres (R2 et R1) ont été définies pour représenter respectivement les
populations de cellules fluorescentes et non fluorescentes. Pour la détection des bactéries
fluorescentes, la fenétre R2 a été dessinée a Iintersection des régions FL1=[2.10", 8.107] et
SSC=[2.10° 8.10"] (Figure 45). La fenétre R1, correspondant aux cellules non fluorescentes,
a été dessinée sous la région R2 (Figure 45). La population bactérienne fécale non marquée a
pu ainsi étre énumérée dans la région R1 et les cellules fluorescentes dans la région R2.
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R1 : cellules non marquées
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Figure 45. Définition des fenétres d’acquisition.
b) Vérification de la pertinence du protocole 1

La justesse de la quantification de cellules fluorescentes et non fluorescentes dans les
féces murines avec le protocole 1 a été évaluée.
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(1)  Cellules non marquées

Pour les cellules non marquées, nous avons Vérifié que, dans les féces, des particules

de granulosité interne (SSC) similaire a celle des cellules bactériennes ne faussaient pas les
énumérations dans la région R1.
Pour cela, les surnageants ont été préparés a partir des feces de cing souris non inoculées.
Deux démarches ont été effectuées en paralleéle. D’une part, I’énumération des événements
cellulaires totaux a été réalisée selon le protocole 1. D’autre part, les cellules de ces mémes
surnageants ont ét¢ marquées au SYBR green II avant d’étre énumérées en cytométrie en flux.
La démarche utilisée pour définir la région de quantification des évenements marqueés était
analogue a celle deétaillée dans le paragraphe précédent. Les énumérations cellulaires obtenues
avec ces deux démarches étaient similaires (Tableau 19).

Tableau 19. Fiabilité des énumérations des évenements définis par la fenétre R1.

Echantillon Fenétre R1 SYBR Green 11
(cellules/mL) (cellules/mL)
1 1,62.10° 1,34.10°
2 1,66.10° 1,58.10°
3 2,39.10° 1,45.10°
4 2,66.10° 1,41.10°
o 2,81.10° 2,44.10°

(2)  Cellules fluorescentes

La fiabilit¢ de la quantification cytométrique des événements fluorescents a été
évaluée a partir d’ajouts dosés de bactéries fluorescentes dans des suspensions cellulaires
issues de feéces. Pour ce faire, un surnageant de féces d’une souris non inoculée a été préparé
selon le protocole 1. Des quantités décroissantes (10° & 10° cellules/mL ) de E. coli DH5a
(pB10::mini-Tn5-gfpl) (CM363) ont été ajoutées au surnageant. Ces préparations ont été
analysées en CMF avec un seuil d’acquisition SSC=70 pendant 120 secondes. Les résultats
des énumeérations étaient globalement inférieurs (d’environ 1,9 log) aux valeurs attendues et
le signal était rapidement perdu, les évenements fluorescents devenant indétectables pour des
concentrations inférieures & 10* cellules/mL (Figure 46). L’énumération des événements
fluorescents n’était donc pas fiable avec cette approche, qui de ce fait n’a été retenue que pour
réaliser la quantification des événements cellulaires non fluorescents dans les surnageants de
feces.
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Figure 46. Fiabilité¢ des énumérations des événements fluorescents selon le protocole 1.

C) Enrichissement du signal fluorescent pour augmenter la
sensibilité de la méthode

Le protocole 1 avait été établi afin de montrer la fréquence des événements
fluorescents par rapport aux évenements totaux. La dilution imposée ne nous a permis de
détecter qu’une cellule fluorescente pour environ 10* & 10° cellules non fluorescentes. Afin
d’améliorer la sensibilité de la détection des cellules exprimant la GFP de pB10::mini-Tn5-
gfpl, le signal fluorescent a €té enrichi en augmentant la concentration des échantillons
analysés. Afin de pouvoir examiner des échantillons fortement concentrés, sans dépasser 4000
événements/sec (pour que les capteurs aient le temps de revenir a 1’état de base entre deux
mesures), un seuil d’acquisition adapté a di étre fixé pour le détecteur de fluorescence FL1.
Ce seuil (FL1=240 en valeur relative) a été fixé en se basant sur le diagramme obtenu pour
une suspension pure de E. coli DH5a (pB10::mini-Tn5-gfpl) (CM363). De plus, le temps
d’acquisition a été augmenté (900 secondes) afin d’analyser un plus grand nombre de cellules
(10%) tout en permettant d’étudier entre 6 et 12 échantillons / jour (protocole 2).

La fiabilité des énumérations avec le protocole 2 (visant la détection des cellules
exprimant la GFP) a ensuite été évaluée. Des quantités décroissantes de E. coli DH5a
(pB10::mini-Tn5-gfpl) (10° & 10° cellules /mL) ont été mises en suspension dans un
surnageant de feces préparé comme décrit dans « Matériel et méthodes ». Chaque suspension
a été analysée par cytométrie et le nombre d’événements fluorescents en FL1 a été
comptabilisé dans la fenétre R2. En mesurant la masse de I’échantillon avant et aprés
’acquisition en cytométrie, le volume d’échantillon analysé a pu étre déduit. Pour I’ensemble
des suspensions testées, les concentrations d’évenements fluorescents étaient cohérentes avec
les concentrations attendues (Figure 47) (linéarité : 10%- 10° cellules/mL).
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Figure 47. Cohérence des énumérations selon le protocole 2.

2. Détection de DH5a (pB10::mini-Tn5-gfpl) dans les feces de
souris inoculées

Apres avoir optimis¢ ['utilisation du cytometre pour le comptage d’événements
fluorescents rares, la quantification de DH5a (pB10::mini-Tn5-gfpl) dans les féces de souris
inoculées a pu étre envisagée. Compte tenu de nos résultats préliminaires, nous avons decidé
d’appliquer une démarche dissociée en deux acquisitions successives :

- la premiére acquisition avait pour but d’évaluer la concentration cellulaire
totale (protocole 1). La concentration et la proportion d’événements
fluorescents au sein de la population bactérienne fécale pouvaient également
étre appréciées, lorsqu’ils étaient numériquement importants.

- la deuxieme acquisition visait une sensibilitt maximale de détection des
évenements fluorescents (protocole 2).

Les cellules fluorescentes ont été recherchées sur les mémes prélévements de féeces
que ceux utilisés pour la quantification par gPCR.

Le protocole d’acquisition en deux temps étant chronophage, des analyses
cytométriques réalisées immédiatement apres la collecte des féces étaient difficilement
envisageables. Il a donc été décidé de conserver 1’ensemble des feces en aliquots de 250 mg a
-20°C au fur et a mesure de la collecte, et de les analyser respectivement 14 jours plus tard, de
maniére a respecter une méme période de congélation pour tous les échantillons. Afin
d’évaluer I’effet de ce conditionnement, les échantillons collectés & 24 heures post inoculation
ont été analysés avant et apres congélation.

Dans les échantillons de féeces collectés a J; et analysés immédiatement apres collecte,
on retrouvait en moyenne 1,8.10" cellules fluorescentes/g de féces et 3.10' cellules totales/ g
de feces (Figure 48). Pour ces mémes échantillons analysés aprés congélation, on retrouvait
en moyenne 1,5.10° cellules fluorescentes et 3,5.10° cellules non marquées/g de féces. En
moyenne, la persistance des cellules recherchées apres 14 jours de congélation était de 2 + 1%
pour les cellules fluorescentes et 1 + 0,3 % pour les cellules totales.
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Figure 48. Influence du conditionnement des échantillons sur le nombre d’événements
détectés.

L’ensemble des prélévements aux différents temps post inoculation ont été analysés
aprés 14 jours de congélation. Une population d’événements fluorescents définis par la
fenétre R2 a été détectable apres congélation dans les échantillons collectés a 48h (pour les six
souris inoculées) et & 72h (pour quatre des six souris inoculées) (Figure 49). Dans les
échantillons obtenus a Js et Jis, les événements fluorescents n’étaient plus détectables. Aucune
population fluorescente n’était détectée dans I’ensemble des 18 échantillons de souris témoins
testés. L’évolution des signaux ne semblait pas influencée par I’administration de
streptomycine.
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Figure 49. Suivi du nombre d’événements fluorescents apres inoculation de E. coli CM363.

3. Mises au point de la détection de E. coli Afli (pB10 ::rfp)

Une suspension de E. coli Afli portant le plasmide pB10 ::rfp (LBM13), réalisée a
partir d’une culture de 24 heures sur milieu gélosé, a été analysée par cytométrie. Comme
attendu, les cellules étaient parfaitement identifiables par 1’analyse de la distribution du signal
sur le canal SSC ou I’on observe un pic entre les graduations 10* et 10? (unité arbitraire). En
paralléle, un pic a été observé entre 10" et 10% sur le canal FL1 (fluorescence verte), attestant
donc de la présence du marquage chromosomique par le géne de la GFP. Par contre, les
acquisitions réalisées sur les canaux FL2 (fluorescence jaune/orange) et FL3 (fluorescence
rouge) n’ont pas permis de détecter de signal (Figure 50).
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Figure 50. Cytogrammes et diagrammes obtenus pour E. coli LBM13.
Une suspension de 10%cellules/mL de E. coli Afli::gfp (pB10::rfp) (LBM13) a été analysée en CMF avec des
gains de photomultiplicateurs SSC 385, FL1 520, FL2 500.
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V. Discussion

Ce travail a permis pour la premicre fois d’explorer la faisabilit¢ d’un modéle
expérimental de détection des transferts de génes vers 1’ensemble du microbiote intestinal
murin. Ceci n’avait été jusqu’a présent appliqué qu’a des écosystémes environnementauX tels
que la rhizosphére ou les boues de stations d’épuration (Musovic et al., 2006; Merlin et al.,
2011). En effet, 1I’étude des transferts des génes de résistance aux antibiotiques in vivo n’a été
réalisée jusqu’a ce jour qu’en utilisant des modéles essentiellement murins ou le devenir d’un
plasmide d’intérét a été évalué aprés inoculation d’une bactérie donneuse et d’une bactérie
receveuse. Cette approche ne permet pas d’explorer ’influence sur les transferts génétiques
des différents acteurs présents in vivo. L’¢tude directe des transferts génétiques d’une bactérie
donneuse vers I’ensemble du microbiote nécessite de mettre en place une démarche
expérimentale permettant de suivre de fagon fiable le devenir du plasmide étudié, et est de ce
fait plus complexe. A I’aide d’une des méthodes utilisées (qPCR), nous avons pu mettre en
évidence de maniere inconstante ’existence de transferts du plasmide pB10 d’une des
bactéries donneuses testées (Afli) vers le microbiote intestinal. Ces résultats ont souligné
I’importance du choix de la souche donneuse (et, tout particuliérement, de sa capacité de
colonisation intestinale : Afli vs DH5a) et ont montré que la détection de transferts, bien que
plus fréquente en présence de streptomycine, était observée méme en I’absence de pression de
sélection.

Chart et al. (2000) ont montré que E. coli DHS5a était rapidement éliminée apres
inoculation des souris. Cette souche avait été choisie dans notre étude afin de mimer le
comportement d’une bactérie donneuse qui, bien que présente de maniére transitoire dans le
tube digestif, aurait pu étre la source de transferts vers d’autres bactéries résidentes. En effet
le transfert de génes dans 1’environnement intestinal peut étre un phénomeéne rapide (Licht et
al. 1999; Schjerring et al. 2008). Dans notre étude, la présence de DH5a dans les féces n’a été
détectée que pendant 48 heures aprés 1’inoculation, indépendamment de I’administration de
streptomycine. L’inadaptation de cette souche a I’environnement intestinal ne peut donc pas
étre contrebalancée par une pression de sélection. Aucun transfert du plasmide pB10 n’a pu
étre mis en évidence durant la totalité de la période d’étude.

Plusieurs travaux se sont intéressés aux facteurs augmentant les capacité de
colonisation intestinale de E. coli (Leatham et al. 2005; Fabich et al. 2011; Gauger et al. 2007;
Francius et al. 2011). 11 a été rapporté que des mutations des geénes codant 1’appareil
flagellaire améliorait I’implantation intestinale de ces souches, probablement par un gain
énergétique 1ié a ’absence de mobilité et/ou une surexpression de genes impliqués dans les
métabolismes énergétiques (Fabich et al. 2011). Il est probable que les capacités de
colonisation de E. coli Afli observées dans notre étude sont en relation avec le fait que cette
souche présente des délétions de plusieurs genes flagellaires. La colonisation de E. coli Afli
était favorisée par la présence de streptomycine. Toutefois, les phénomenes de transfert du
plasmide étaient également détectés apres inoculation de cette souche en 1’absence
d’administration de streptomycine. Ceci suggere que 1’on pourrait, dans des études futures,
évaluer I’influence d’un stress chronique sur le TGH en 1’absence d’antibiotique.

Schjorring et al. (2008) ont montré, qu’aprés inoculation a des souris d’une souche de
K. pneumoniae (donneuse) et d’une souche de E. coli (receveuse), seul un échantillonnage
prolongé des féces (30 jours) a permis de détecter I’émergence des transconjugants issus de la
flore endogene. Dans notre étude, 1’¢lévation du rapport pB10/Afli a été observée a J5 et J15
post inoculation chez deux souris traitées par la plus forte dose de streptomycine.
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Par rapport a la culture, la qPCR permet en théorie de détecter de maniére plus
specifique des transconjugants au sein d’un microbiote complexe, et ce, quel que soit leur
niveau de croissance. De plus cette méthode permet d’analyser des échantillons congelés. Le
nombre de génomes examingés reste cependant limité par la quantité d’ADN mis en jeu lors de
la réaction d’amplification. Ainsi, en prenant la taille moyenne d’un génome bactérien (2
Mb), I’analyse de 2 x 25 ng d’ADN permet le criblage d’environ 10" génomes par réaction.
Ceci pourrait expliquer, au moins en partie, la variabilité des résultats de qPCR obtenus lors
de notre étude. Cette variabilité pourrait également étre expliquée par I’inoculum utilisé lors
de ces premiers essais (environ 6.10° UFC). Afin de pallier cette fragilité de la qPCR, il
pourrait étre envisagé d’augmenter la quantité de bactéries donneuses inoculées sans toutefois
dépasser les doses (10° & 10** UFC par jour) utilisées pour I’administration de probiotiques
(Wolvers et al. 2010). Une autre solution serait d’examiner les contenus intestinaux ou les
concentrations de la souche donneuse et d’éventuels transconjugants pourraient étre plus
élevées (en particulier au niveau du caecum). En effet, la composition bactérienne fécale ne
reflete pas la composition des contenus intestinaux (Pang et al. 2012).

L’approche par cytométrie en flux a permis de quantifier de maniére spécifique la
souche DH5a(pB10::mini-Tn5-gfpl) dans la matrice testée. En utilisant une approche
permettant d’analyser I’ensemble de la population cellulaire (protocole 1), le seuil de
détection de la CMF était d’environ 1/10* cellules analysées. Ce seuil de détection a pu étre
nettement amélioré (1/10° cellules) en limitant 1’acquisition au seul signal fluorescent (seuil
FL1), en concentrant les échantillons analysés et en prolongeant le temps d’acquisition
(protocole 2). La détection par CMF du plasmide pB10::mini-Tn5-gfpl dans les féces des
souris inoculées laisse envisager une utilisation de cette technique pour isoler et identifier les
transconjugants, ce qui n’est pas possible avec la qPCR. En effet, un atout incontestable de la
CMF est la possibilité de séparer les cellules d’intérét, sur la base de fluorescence. Une sous-
population mineure de cellules, telles que quelques transconjugants, diluée dans I’immensité
d’un mélange complexe pourra ainsi étre physiquement isolée par utilisation d’un trieur
cellulaire (FACS — fluorescence activated cell sorting).

Pour effectuer un tri cellulaire, 1’utilisation d’une souche possédant un double
marquage fluorescent permet de séparer les bactéries donneuses des transconjugants. La mise
au point d’une telle souche a été possible lors de ce travail. En effet, E. coli Afli (pB10::rfp)
porte un marquage chromosomique gfp et plasmidique rfp. L’analyse de cette souche en CMF
n’a pas permis de détecter la fluorescence rouge liée a la RFP plasmidique. Ceci pourrait étre
expliqué par une trop faible expression de la RFP par les cellules bactériennes apres 24 heures
de croissance. Cette hypothese est toutefois peu probable, étant donné que la fluorescence
rouge était visible en microscopie a épifluorescence apres 24 heures d’incubation des souches.
L’absence de détection de la fluorescence rouge liée a la RFP est plus probablement due au
fait que la longueur d’onde du laser Argon, servant de source d’excitation des fluorochromes
dans le cytometre FACSCalibur (488 nm), n’est pas optimale pour la RFP (maximum
d’excitation 558 nm). L’utilisation d’un cytometre présentant un éventail plus large de
longueur d’onde d’excitation est donc a envisager.
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V1. Conclusion — perspectives

La stratégie expérimentale développée dans notre travail nous a permis de montrer
qu’il était possible de suivre le devenir des souches donneuses et du plasmide pB10 dans les
féces des souris par qPCR. Cette méthode, bien qu’imparfaite, a ¢galement permis de mettre
en évidence le transfert de pB10 au sein de la flore intestinale.

La CMF a permis de détecter le plasmide pB10::mini-Tn5-gfpl au sein de féces. Pour
ce qui concerne la détection de E. coli Afli(pB10 ::rfp), nous avons été essentiellement
confrontés a ’absence de la détection de la fluorescence rouge (RFP) a priori liée a la nature
du cytometre utilisé.

La stratégie expérimentale évaluée dans ce travail nécessite donc d’étre optimisée
avant d’étre appliquée a un plus grand nombre d’animaux. Pour ce faire, il est notamment
envisagé d’utiliser un inoculum plus important et d’utiliser, outre E. coli Afli, une autre
souche - E coli MG1655* - connue pour ses capacités de colonisation. Dans cette perspective
nous avons d’ores et déja pu obtenir au sein de notre laboratoire un variant fluorescent de
cette souche: E. coli MG1655*(pB10 ::rfp). Il est a souligner que le génome de E. coli
MG1655* a été entierement séquencé et qu’il a été montré qu’il existait une délétion
d’environ 500 pb dans le gene flhD (impliqué dans la synthese flagellaire) lui procurant une
trés bonne capacité de colonisation de 1’épithélium intestinal. Cette délétion pourrait servir de
cible pour dessiner des amorces et une sonde spécifiques permettant sa détection par qPCR.
Un double marquage fluorescent de la souche serait également envisageable pour une
détection en CMF.

Apres optimisation d’un systéme de double marquage détectable en CMF, les bactéries
fluorescentes pourront étre isolées grace a un trieur dans une solution ou sur des filtres. Ces
bactéries pourront alors étre soumises a une analyse basée sur 1’utilisation d’une banque
métagénomique de I’ADNTr 16S permettant in fine d’étudier la diversité et la phylogénie des
transconjugants (Sgrensen et al. 2005).
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RESUME DE LA THESE :

L’émergence des bactéries multirésistantes constitue un défi croissant pour le contréle
des infections bactériennes. L implication du microbiote intestinal dans la dissémination de
genes de resistance au sein du tube digestif est de plus en plus évidente. Cependant les acteurs
et les mécanismes mis en jeu dans les transferts de genes sont encore peu étudiés. Ce travail
vise & mettre au point un modele d’étude de transfert d’un plasmide dans le microbiote
intestinal murin.

Deux méthodes de détection du plasmide (pB10) et de ses hdtes bactériens
(Escherichia coli DH5a et E. coli Afli) ont été utilisées et comparées. L une est basée sur la
quantification spécifique des séquences ADN cibles par PCR quantitative. L’autre met en jeu
des variants fluorescents énumérables par cytométrie en flux.

Ce travail a révélé qu’aprés inoculation par voie orale, le plasmide et ses bactéries
vectrices restaient détectables dans les feces pendant 3 jours (E. coli DH5a(pB10)) ou 15
jours (E. coli Afli(pB10)). Le transfert du plasmide vers des bactéries endogenes n’a pas été
observé pour DH5a(pB10). Pour Afli(pB10), les résultats suggerent une dissémination du
plasmide chez les souris avec ou sans pression antibiotique.

Les résultats obtenus dans ce travail permettront de mettre en place un modéle
optimisé pour la détection de transfert de genes au sein du microbiote intestinal murin.

TITRE EN ANGLAIS:

Development of a protocol for plasmid transfer detection in the gastrointestinal tract of mice.
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