N
N

N

HAL

open science

Antagonisme entre les especes du complexe

Scedosporium apiospermum et Pseudomonas aeruginosa
chez les patients atteints de mucoviscidose
Cindy Staerck

» To cite this version:

Cindy Staerck. Antagonisme entre les especes du complexe Scedosporium apiospermum et Pseu-
domonas aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose: caractérisation des molécules inhibi-

trices. Microbiologie et Parasitologie. 2014. hal-02096587

HAL Id: hal-02096587
https://hal.univ-lorraine.fr /hal-02096587

Submitted on 11 Apr 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/hal-02096587
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-memoires-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




Antagonisme entre les espéces du complexe Scedosporium
aplospermum et Pseudomonas aeruginosa chez les patients
atteints de mucoviscidose : caractérisation des molécules
inhibitrices

Cindy STAERCK

Laboratoires :

a. Groupe d’Etudes des Interactions Hotes Pathogénes (GEIHP, UPRES EA 3142, SFR 1 CAT
4208), Institut de Biologie en Santé PBH-IRIS, CHU, 4 rue Larrey, 49933 Angers, France

b. Substances d'origine naturelle et analogues structuraux (SONAS, UPRES EA 921, SFR
QUASAY 4207) UFR des Sciences Pharmaceutiques et Ingénierie de la Santé, Université
d’Angers, 16 Bd Daviers, 49045 Angers, France.

Sous la direction de :

Dr Maxime FLEURY (a), Dr Anne LANDREAU (b)

&

universite

angers




%erei(zments

Je tiens tout d’abord a vemercier Pr Jean-Philippe BOUCHARA pour m’'avoir
donné Lopportunité de réaliser mon stage de deuxiéme année de master au sein de
son équipe de recherche : Le groupe d’étude des interactions hotes-pathogeénes. Je vous
remercie aussi pour la participation au troisieme meeting de [ECMM/ISHAM

working group ayant eu lteu a Angers le 5 et 6 juin 2014.

Je remercie M. Maxime FLEURY, membre du laboratoire GEIHP, de m’avoir
encadré tout au long de ces six mois de stage. Mevci pour les nombreux conseils
concernant la véalisation des expériences, la rédaction, ainsi que pour les
présentations orvales. Merci pour ta/votre disponibilité et ta/votre sympathie. Et

merci d’assister d ma soutenance d Nancy.

Je remercie Mme Anne LANDREAU, membre laboratoive SONAS du de m’avoir
co-encadré sur la partie purification et caractérisation. Merci pour votre
disponibilité, votre aide et vos explications des différentes techniques danalyses
physicochimiques réalisées tout au long de ce stage. Merci aussi pour les nombreux
conseils concernant la rédaction de ce memoire. Je vous remercie aussi pour votre

sympathie.

Je remercie Gaélle, pour m'avoir épaulée lovs de la realisation des nombreux

antibiogrammes, de la préparation des milieux de culture, des filtrations...

Je remercie Lensemble de Céquipe pour leur sympathie, leur convivialité, leur
intégration et les conseils qu’ils ont pu me dispenser tout au long de ce stage. Merci d
Abdel, Amandine, Charlotte, Gaélle, Julia, Maxime, Patrick, Sandrine, Sara M,
Sarah G.

Je remevrcie Pr M-J JOLY-GUILOUX, et Dv EVEILLARD, pour nous avoir fourni

les souches de Stapfiylococcus vésistantes aux antibiotiques.






Je remercie Mme Caroline SERVANT, de Végépolis, pour sa sympathie, la
réalisation des analyses par HPLC-ELSD, ainsi que pour [évaporation des plaques

issues du micro fractionnement.

Je remercie Mme Ingrid FREUZE et M Benjamin SIEGLER de la plateforme
PIAM pour la rvéalisation des analyses par spectrométrie de masse et par RMN.

Je remercie Dr David GUILET, pour la véalisation des analyses par UPLC-MS.

Je remercie également Dimitri du SONAS pour ses conseils et son aide pour la

partie purification et caractérisation des molécules.

Je remercie [association vaincre la mucoviscidose pour le financement cette
étude et linvitation au 20 Colloques des jeunes chevcheurs d Paris, le 18 Février

2014.

Je tiens aussi d rvemevcier [ensemble des équipes pédagogiques du wmaster

BioMANE.






Sommaire







ADTEVIAIONS ...eeeeieieeeeeeeee ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e et e e eeseesaaaaaaeeeeeesessnsasaeeeesesennnaraneeeeeeeas

LISTES dES TIZUIES ..vivviiiiieiiiitieitiectte ettt ettt ettt e st e e tbeeab e et e e beesbeestbesssessbeesbeesbeesseessaesssesssessseesseenns
)5 ] TR 721 o) S 1 b SRS SRPURS
Liste des microorganiSmes ULIIISES ..........c.eivveeriierierieiiesieeteereeseesseesseesseesssesssessseesseesseesseesssesssessnes
INEEOAUCTION. ...ttt sttt ettt ettt et e bt e s bt e sabesateenteenbeebe e st esseesneeennes
L INtroduction @ENETALE...........oiiiiiiii ettt et ettt st ettt 1
II. L@ MUCOVISCIAOSE. -.eutietieiieitieeiie ettt ettt ettt ettt ettt e bt s at e s at e et eabe e bt e bt e sbeesseeemeeenbeenteenteans 1
AL HISEOTIQUE. ..cutiieiiie ettt ettt e ettt e e bt e et e e st e e esteeesaseeesseeassaeessseesssaeensseeasseeensseenssens 1
B. Laprotéine CETR ......ooooiiiiiiieiece ettt ettt st e e e tae e sebeeesaeeeaneas 2
C. Physiopathologie de 1a MUCOVISCIAOSE ......ccuveiiviieiiieiiieciie ettt ere e e ens 2
D. Les infections chez les patients atteints de la mucoviscidoSe.........ccvveeveecrierievieenieenieennnan, 2
I1. Le cOMPIEXE SCEAOSPOFIUNL.........ocovveeveiiiieeieeieeie ettt esteesteeeeesae e eveesteestaesesesesesssessseesbaesraens 5
AL HISTOTIQUE. ...veevvieeiieiieiteetee ettt et et ettt et sta e s teeetbeesbeesbeesbeesseesbaesssesssassseassessseesseesseesseens 5
Bl IdentifiCatiOn ........iiiiiiiiiii ettt ettt et e e eta e e eebeeeraeeeareas 5
LG - o) 10} 101 (<SSP PSRRURRPSRPIN 6
D. ENVITONNEMENT . ....eiutiiiietieitie ettt ettt ettt st ettt e bt e bt e s bt e sseesaeeenteenteenbeenseenseens 7
E. EPIAEMIOIOZIC .. ..v.veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 8
F. M¢étabolites produits par les souches du complexe Scedosporium. .............ccoveeeveveennannn... 9

IV. De la découverte des antimicrobiens a 1’émergence de souches multirésistantes aux

ANEIMICTODICTIS. ....tieieieetieeie st et ete et et et et e e e st este bt eseesee st eate s e eseeneeeseeseenseeneenseseeneenseeseeneansens 11
Matériels €t MELNOAES .......eoveeuieiieiieie ettt ettt et e e s et e seeneeneeeees 11
L. Materiels DIOLOZIQUES ..oveeruieeeiiiieeie ettt ettt ettt ettt st e st eente et e ebe e bt e s neeeneeennes 11

A. Souches fongiques utiliSEes et CUITUIES........ueruiriiieiieiierie e 11
B. Souches bactériennes utilisées et CUltures. ...........cceevierierieiieeieeeeeeeee e 12
II. Inhibition de cultures, antibiogrammes et antifongigrammes ...........cccccevverieeieeeeerieeneeniens 123
A. Mise au POINE AES FHOCULUNM .....cc.eeiuiiiiieiieit ettt 123

B. Inhibition de la croissance fONGIQUE ..........cccueeiiriieiieiieiieeie et 14






C. Inhibition de 1a croiSSance DACIEIIEIINE .........uvveveeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeee e 14

II1. Purification et caractérisation des métabolites antibactériens sécrétés dans le surnageant de

culture par Pseudallescheria boydii 4595........cc.vovieeieiiiiiiiieiieee ettt ve e 11

A. Extraction des métabolites fONGIQUES. .......cccueirveiriieriieriierieeie ettt sae e 15

B. Séparation et purification des molécules a activités antibactériennes. ...........cccceevverneenee. 16

C. Analyse des fractions a activité antibacterienne ............ccceeveereerierieiieerieeeeseesee e 18
RESUITALS ...ttt et b et bt ettt e b et e bt et et e s bt et e bt eatenteeneeeenees
I, Résultats PréliMIN@ITES ........cccvieeviirieriieriieitieieeeeeetreereereereebeeteesteesrseesbeesseesseesbeesseesssesesensnas 20
II. Mise au point des techniques de réalisation des antifongigrammes et antibiogrammes........... 20
A. Mise au point de I’antifongigramime............ccecvveevveerrieiieiieeriere e eereesreesreesreeesreesve e 20

B. Mise au point de ’antiblOZramime .............cocveeveerieeriieniesieeereereereereesreesseesreessnessnessveenns 20

II1. Inhibition de croissance entre Pseudomonas aeruginosa et Pseudallescheria boydii.............. 21

IV. Mise en évidence de ’activité du surnageant de culture de Pseudomonas aeruginosa sur la

CTOISSANCE TONZIGUE ..eovvieiiiiiiiiiieieeitertee et et e et e et e ebeesteesteestbeetbeesseesbeebeesssesssessseasseesseesseessaens 21

A. Surnageants de culture de Pseudomonas aeruginosa lyophilisés..........cccccovvvrivrinnnnene. 21

B. Surnageants de culture de Pseudomonas aeruginosa non lyophilisé.............c.cceeeeeneee. 21

V. Inhibition de la croissance bactérienne par le surnageant de culture de P. boydii 4595........... 22
A. Mise en évidence de I’activité antibactérienne des SUrnageants .........cc.cceeeeereereereeenenne. 22

B. Mise en évidence de I’activité des surnageants de P .boydii 4595 sur la croissance de

souches de Staphylococcus résistantes aux antibiotiqUES. .......cc.eeeveeereerriereenieneeereeneenns 23

C. Détermination de I’impact de la température sur la synthése de métabolites a activité

ANTIDACEETIEIINIE. ...ttt e e e e et e e e e e e e e e eeeeeeeesseeaeaeeeeeesesenareeeeeeens 23

VI Purification et caractérisation des métabolites antibactériens sécrétés dans le surnageant de

CUILUTE A€ P.DOYAIT 4595 oottt ettt ettt be e be bt e ssaessseesseessaessaessaens 24
A. RéESUltats des EXLIACTIONS ....c.uieiieiieiieiieitie ettt ettt et eite et et et e steeseeeseeeenaeenneenee 24
B. Identification des extraits présentant une activité antibactérienne.............cceeceeveereennnene. 25
C. Purification des métabolites a activité antibactérienne de 1’extrait cyclohexane.............. 26

D. Purification des métabolites a activité antibactérienne de 1’extrait Acétate d’éthyle ....... 27






DISCUSSION ©F PEISPECTIVES. ...vvievvieereerietiesttesttestreeteeseeseesseesseesssesssesssessseesseesseesseesseesssesssessseenns

I. Premier axe de recherche : la validation de 1’antagonisme entre Pseudomonas aeruginosa et

les especes du compleXe SCEAOSPOTTUNN .........cceecuveeuiecieciiieieeie ettt veereeaeens 28

II. Deuxiéme axe d’étude : Mise en évidence de I’inhibition de la croissance bactérienne par le

surnageant de culture de P. boydii 4595 et étude du spectre d’activité........cceevvereerverreennnenn, 29

III. Troisiéme axe: Purification et caractérisation de la ou des molécules a activité

ANTIDACTEIIEIINE. ..ottt e e et e e e e e e e e et e e e eeeseaaeeeeeesesasaeaeeesessennannees 30
23 10) 1074 221 ) o TP PRRPRR

P AN 111 15, =






Abréviations

ACN : Acétonitrile

AcOEt : Acétate d’éthyle

AF : Acide formique

AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique

BuOH : Butanol

CgH), : Cyclohexane

CBS : Centraalbureau voor Schimmelcultures

CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CIP : Collection Institut Pasteur

DAPG : 2,4-DiAcetylPhloroglucinol

DCM : Dichlorométhane

DMSO : DiMéthyl SulfOxyde

ELSD : Détecteur a diffusion de lumiére

GEIHP : Groupe d’Etude des Intéractions Hotes Pathogeénes
HPLC : High-Performance Liquid Chromatography
IHEM :Institut of Hygi¢ne and Epidemiology Mycology
ITS : Internal Transcribed Spacer

LB : Lysogeny Broth

LBA : Lysogeny Broth Agar

LMA : Laboratoire de Mycologie du CHU d’Angers
MF : Mac Farland

MS : Spectrométrie de masse

PDA : Détecteur a barrette de diodes

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RPM : Rotation Par Minute

SONAS : Substance d’Origine Naturelle et Analogues Structuraux
TSS II : Systéme de sécrétion de type 111

TUB : B-tubuline

UPLC : Ultra Perforrmance Liquid Chromatographie
UV : Ultra violet

WT : Wild Type

YPD : Yeast Peptone Dextrose

YPDA : Yeast Peptone Dextrose Agar






Listes des figures

Figure 1: A gauche, co-culture entre P. boydii (ensemencé en nappe) et de P. aeruginosa (déposé au centre de la
boite de culture). A droite culture de P. aeruginosa avec au centre un disque de papier buvard imprégné d’un

surnageant de culture de P. boydii 2

Figure 2: Organes touchés par la mucoviscidose. 5

Figure 3: Colonisation/infection retrouvé en 2012 chez les patients souffrant de la mucoviscidose, lien entre

agents infectieux et dge des patients(2) 6
Figure 4: Scedosporium apiospermum sur milieu solide (YPDA). 9
Figure 5: Aspect microscopique des conidies de Scedosporium apiospermum. 9

Figure 6: Un des Arbres phylogénétique du complexe Scedosporium, réalisé a partir des génes TUB (Félix

Gilgado et al. 2006) 8
Figure 7: Organes et tissus infectés par des souches du complexe Scedosporium (27). 8
Figure 8: lllustration de la récupération des surnageants en utilisant une unité de filtration. 12
Figure 9: Lyophilisateur alpha 1-4 LS. 12
Figure 10: Extraction du surnageant de culture de Pseudallescheria boydii par le solvant butanol. 14
Figure 11: Gradient d'élution de I'extrait cyclohexane. 12
Figure 12:Gradient d'élution des extraits dichlorométhane et acétate d'éthyle pour I'HPLC-ELSD. 12
Figure 13: Illustration de la co-culture entre P. aeruginosa et P. boydii 4595. 21

Figure 14: Inhibition de la croissance bactérienne par le surnageant de culture de P. boydii 4595 (surnageant 4).
De gauche a droite, inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus, de Staphylococcus epidermidis, et de

Pseudomonas aeruginosa. 22

Figure 15: Inhibition de la croissance de souches de Staphylococcus aureus par le surnageant n°3. De gauche a
droite, souche 140 019 0822 060(3), souche 145 008 821 01, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
23

Figure 16 : Profil HPLC a 254nm ayant servie a I’établissement des fractions. Concentration de I'extrait a

45mg/mL 25

Figure 17: Profil HPLC de I'extrait dichlorométhane sur lequel I'HPLC préparative a été réalisé, au-dessus le profil

a 254nm, en dessous le profil a 360nm. 25

Figure 18: Profil HPLC a 360nm de I'extrait cyclohexane, au dessus le profil complet, en dessous un

agrandissement a été réalisé sur le pic. 25

Figure 19: Chromatogramme des pics obtenus a 360nm, a droite celui correspondant au temps de rétention de

18.721min et a gauche celui correspondant au temps de rétention de 18.866min. 26

Figure 20: Résultats de la spectrométrie de masse sur l'extrait cyclohexane total, en haut le profil de séparation
par chromatographie liquide a 360nm en vert couplé au profil de la masse en noir. En bas le spectre masse

obtenu pour le maximum d’intensité. (en mode négatif) 26

Figure 21:Profil HPLC de I'extrait acétate d’éthyle sur lequel I'HPLC préparative a été réalisé, au dessus le profil a

254 nm, en dessous le profil a 360 nm. 27







Liste des tableaux

Tableau I: Classes des mutations provoquant la mucoviscidose (Boyle and De Boeck 2013). 4
Tableau Il: Récapitulatif des molécules synthétisées par les souches du complexe Scedosporium 8
Tableau lll: Présentation des souches fongiques utilisées. 12
Tableau IV: Présentation des souches bactériennes utilisées. 12
Tableau V: Culture de Pseudomonas aeruginosa. 12
Tableau VI: Paramétres des solvants d'extraction. 12

Tableau VII: Gradient d'élution utilisé lors de I’HPLC analytique sur I'extrait dichlorométhane et acétate d’éthyle.

12

Tableau VII: Gradient d'élution utilisé lors de I'HPLC analytique sur I'extrait cyclohexane 12

Tableau IX: Gradient d'élution utilisé lors de I'HPLC-ELSD sur les extraits dichlorométhane et acétate d'éthyle. 12

Tableau X : Gradient d’élution utilisé pour tous les échantillons en UPLC-MS. 12
Tableau XI: Parameétres d’UPLC-MS. 12
Tableau XlI: Mise au point de l'inoculum adéquat pour la réalisation des antifongigrammes. 16

Tableau XlII: Résultats des antibiogrammes réalisés a partir des surnageants de culture P. boydii 4595 (n=

nombre de réplication). 20

Tableau XIV : Résultats des antibiogrammes réalisés sur Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et
des souches de Staphylococcus aureus présentant des résistances aux antibiotiques. (n : nombre de réplication

par surnageant) 22

Tableau XV: Résultats des antibiogrammes réalisés a partir des surnageants issues des incubations a différentes

températures. (n : nombre de réplications). 24

Tableau XVI: Résultats des masses obtenues pour chaque extrait. 24

Tableau XVII: Résultats des tests d’inhibitions avec les extraits résultants de 'extraction liquide/liquide des
surnageants de culture de P.boydii 4595 (surnageant 4) ND : Non déterminée en raison d’un problémes

techniques . 24

Tableau XVIII: Réalisation des fractions sur l'extrait dichlorométhane et identification des fractions douées d'une

activité antibactérienne, NT : non testé 25

Tableau XIX: Fractions récupérées lors de I'HPLC préparative de I'extrait dichlorométhane 25

Tableau XX: Résultats de I'infusion en spectrométrie de masse de la fraction H6 de I'extrait dichlorométhane_ 25
Tableau XXI: Résultats des infusions en spectrométrie de masses de la fraction A6 de I'extrait dichlorométhane.

25

Tableau XXII: Résultats des spectrométres de masse de la perfusion de la fraction cyclohexane isolé. 26

Tableau XXIII: Fractions récupérées issu de I'HPLC préparative. 27







Liste des microorganismes utilisés

Souches bactériennes

o B. cereus : Bacillus cereus

o E. coli : Escherichia coli

o E. faecalis : Enterococcus faecalis

o K. pneumoniae : Klebsiella pneumoniae

o P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

o 8. marcesens : Serratia marcesens

o 8. aureus : Staphylococcus aureus

o 8. epidermidis : Staphylococcus epidermidis
o 8. agalactiae : Streptococcus agalactiae

o 8. pyvogenes : Streptococcus pyogenes

Souches fongiques

o A. fumigatus : Aspergillus fumigatus

o A. terreus : Aspergillus terreus

o E. epidermititidis : Exophilia epidermititidis

o P. boydii : Pseudallescheria boydii

o P.ellipsodea : Pseudallescheria ellipsodea

o P. minuspora : Pseudallescheria minuspora

o R argillacea : Rasamsonia argillacea

o 8. apiospermum : Scedosporium apiospermum
o 8. auranticaum : Scedosporium aurantiacum
o 8. dehoogii : Scedosporium dehoogii

o 8. prolificans : Scedosporium prolificans






Introduction




Figure 1: A gauche, co-culture entre P. boydii (ensemencé en nappe) et de P. aeruginosa (déposé au centre de la boite
de culture). A droite culture de P. aeruginosa avec au centre un disque de papier buvard imprégné d’un surnageant
de culture de P. boydii
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I. Introduction générale

L’analyse des résultats des examens bactériologiques et mycologiques des expectorations, des
patients atteints de mucoviscidose, réalisés par les laboratoires de Bactériologie-Hygi¢ne Hospitalicre
et de Parasitologie-Mycologie du CHU d’Angers, sur une durée de 3 ans, montre un antagonisme entre

Pseudomonas aeruginosa et les espéces du complexe Scedosporium apiospermum.

Peu d’études ont été réalisées sur ce potentiel antagonisme, seule une publication évoque cette
observation (Blyth et al. 2010). Selon 1’é¢tude de Christopher Blyth parue en 2010, il a été mis en
¢vidence que les patients atteints de la mucoviscidose colonisés par S. apiospermum étaient moins
sujet a des colonisations/infections a P. aeruginosa que les autres patients, et inversement. Ce qui

suggere 1’existence d’un antagoniste entre S. apiospermum et P. aeruginosa.

Des expériences préliminaires, réalisées au laboratoire, ont montré la présence d’une activité
antibactérienne in vitro dans le surnageant de culture du S. apiospermum vis-a-vis d’une souche
sauvage de P. aeruginosa, et la présence d’une activit¢ antifongique de la méme souche de P.

aeruginosa vis-a-vis de S. apiospermum (Figure 1, p 1b).

Ainsi le but de ce stage ¢tait, d’une part de reproduire 1’antagonisme précédemment observé. Et
d’autre part d’en étudier le spectre d’activité des inhibitions ainsi que de purifier et de caractériser les

métabolites a activité antimicrobienne produits par la bactérie et par le champignon.

1I. La mucoviscidose.

A. Historique

La mucoviscidose est la maladie héréditaire, a transmission autosomique récessive, la plus
fréquemment rencontrée dans la population caucasienne, son incidence est d’une naissance sur 3 500
(Registre Francais de la mucoviscidose)(Cimon ef al. 2007; Palma ef al. 2014). Une personne sur 25
est hétérozygote pour une des mutations provoquant la mucoviscidose. Cette fréquence peut paraitre
¢levée, mais cela peut s’expliquer par la faculté de résistance a certaines maladies infecticuses comme
le Choléra, que pourrait apporter cette mutation, comme c’est le cas entre la drépanocytose et le
paludisme (Rougeron 2013).Cette incidence varie selon les groupes ethniques, en effet chez les
personnes d’origine afro-américaine 1’incidence n’est que d’une naissance sur 15 000, ou encore d’une
naissance sur 31 000 au sein de la population américano-asiatique (Boyle et De Boeck 2013; Ratjen et

Doring 2003; Strausbaugh et Davis 2007)

Cette pathologie est connue depuis le Moyen-age. Déja a cette époque un lien avait été établi entre
la sueur riche en chlorure et la maladie, puisqu’un vieil adage de I’Europe du Nord déclare : « Malheur
a l'enfant chez qui un baiser sur le front a un gout salé. Il est ensorcelé et doit bientot
mourir»(Strausbaugh et Davis 2007). Cependant, c’est seulement en 1936 que la maladie est décrite

scientifiquement par le pédiatre Fanconi, puis par la pathologiste Dorothy Andersen, en 1938, qui
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Tableau I: Classes des mutations provoquant la mucoviscidose (Boyle et De Boeck 2013).

Protease

Normal 1 n m w v Vi
a gqcldu - a /c_l
1’ ; ; :_ Pl P
v l\h_,/&cmd
Mature Absent Absent Defective Detective Scarce CFTR
T functional functional functional channel T CFTR T functional membran|
CETR CFTR CFTR regulation charmnel CFTR stability

CFTR defect Mo functional Decreased channel Reduced synthesis Decreased CFTR
CFTR protein conductance of CFTR stability
Nomsense;
tati b : Missense; Splicing defect; Missense;
Typmt _— o iclJ::lti:.E aminoacid change missense aminoacid change
Gly542% Argl17His 3849+ 10kbC—T
Specific mutation Tepl282K Asr1303Lys GlyI7BArg Arg347Pra 78:5G—+A ‘:;hmm;x‘
examples® Arg55IX lle507 del Gly5515er Agl17cys 312041644 iy
62111G-T ArgSEGTH SerS4TAsn Arg234Trp 5T
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entre la maladie et la richesse de la sueur en ions chlorure est établi, mais ¢’est seulement en 1983, que
le défaut de la régulation du transport en ions chlorure sera identifié (Strausbaugh et Davis 2007). Le
chromosome 7 est identifi¢ en 1985 comme porteur du gene, mais c’est en 1989 que le geéne est
identifié, porté par la bande q31, d’une taille de 250kb et composé de 27 exons. Il code pour la
protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) composée de 1480 acides
aminées qui est un transporteur d’ion chlorure (Palma et al. 2014; Strausbaugh et Davis 2007;
Rommens 1989). Depuis que le géne a été reconnu 1970 mutations, engendrant la mucoviscidose, ont
été identifiées. Cependant en routine, une trentaine de mutations sont recherchées et représentent 85 a
90% des alleles mutés chez les malades (Registre Frangais de la mucoviscidose 2014; Strausbaugh et

Davis 2007; “Cystic Fibrosis Mutation Database: Statistics” 2014).

Les mutations responsables de la mucoviscidose peuvent étre classées en 6 classes (Boyle et De
Boeck 2013; Ratjen et Doring 2003 )(Tableau 1, p 2 bis). La mutation la plus couramment retrouvée en
France, avec une prévalence de 42,3%, appartient a la deuxiéme classe. Il s’agit d’une délétion de la
phénylalanine en position 508 sur la protéine CFTR (F508del) ( Registre Francgais de la mucoviscidose
2014; Ratjen et Doring 2003; Rommens 1989). Les mutations de type deux, engendrent un défaut de

transfert des canaux vers les membranes des cellules épithéliales.

B. La protéine CFTR

La protéine transmembranaire CFTR appartient a la famille des transporteur ABC, et est activée
via I’AMPc grace a I’activation d’un récepteur 3, adrénergique et d’une séquence codante polymorphe
(Ratjen et Doring 2003; Cant ef al. 2014). La protéine CFTR agit comme régulateur de la conductance
de la membrane apicale, en cas de mutations, les cellules ne délivrent plus d’ions chlorures dans le
milieu extracellulaire (Ratjen et Doring 2003). Pour compenser la différence d’osmolarité causée par
ces mutations, 1’absorption d’ions sodium est augmentée via les canaux sodiques présents au niveau
des ¢épithéliums. Cette absorption va provoquer une augmentation de la différence de potentiel

transépithéliale, alors supérieure a 35mV(Ratjen et Doring 2003).

Des données suggerent que la protéine CFTR transporterait le bicarbonate ou régulerait son

transport a travers la membrane des cellules épithéliales (Ratjen et Doring 2003).

Mais la protéine CFTR assure d’autres rdles, en effet elle est capable de réguler les pH des
organelles intracellulaire, la sécrétion de certaines protéines comme les mucines, les glycoprotéines, et
la production de protéines inflammatoires. Elle assure aussi le transport de I’ATP, du glutathion et

favoriserait I’endo/exocytose (Ratjen et Doring 2003; Mehta 2005; Lyczak et al. 2000)
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Figure 2: Organes touchés par la mucoviscidose.
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C. Physiopathologie de la mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie relativement bien connue du grand public de par sa
médiatisation. Au niveau pulmonaire, les différentes mutations sur le géne CFTR provoque une
absorption anormale d’ion sodium dans le lumen des voies respiratoires. Cette absorption associée a
un défaut de sécrétion en ions chlorures serait responsable d’une concentration isotonique en sels, ce
qui induirait un appauvrissement en eau du liquide péricilliaire. La perte en eau au niveau du lumen
augmente la viscosité du mucus et altére la clairance mucociliaire ainsi que celle de la toux (Ratjen

and Déring 2003; Lyczak, Cannon, and Pier 2000)

La viscosité provoque un encombrement bronchique (Lyczak, et al/ 2000; Collins 1992).
L’épithélium est envahi par les polynucléaires qui relarguent des élastases et des cytokines pro-
inflammatoires aboutissant a une inflammation primitive. De plus, ce processus inflammatoire est
exacerbé par les infections et engendre sur le long terme une hyperplasie des cellules glandulaires. Ces
deux processus déclenchent des 1ésions pulmonaires. Liées aux troubles respiratoires obstructifs, ces
Iésions peuvent conduire a la destruction de I’épithélium. La destruction de I’épithélium participe a
I’insuffisance respiratoire due a la dilatation progressive des bronches qui entraine une morbimortalité
chez 90% des patients (Lyczak et al. 2000; Cornelis and Dingemans 2013; Raisin 2014; Campodonico
et al. 2008; Kipnis et al. 2006).

La mucoviscidose ne touche pas uniquement les poumons. En effet, la protéine CFTR n’est pas
localisée uniquement au niveau pulmonaire, puisqu’elle est située au podle apicale des cellules
épithéliales, elle touche par conséquent de nombreux organes comme le pancréas, le tractus génital, le

foie (Figure 2, p3 bis).

D. Les infections chez les patients atteints de la mucoviscidose

Les patients affectés par la mucoviscidose sont, en raison de leur état immunitaire et de 1’état de
leurs voies respiratoires, sujets a des infections bactériennes et fongiques. Ces infections sont lies
notamment a 1’épaississement et a la déshydratation du mucus bronchique. Ces deux phénomenes
participent au piégeage des bactéries mais aussi des spores fongiques. De plus, ce type de mucus est
un milieu particuliérement favorable a la croissance de ces micro-organismes, et limite leur
¢limination par le systéme immunitaire favorisant ainsi la détérioration de la vie et de la santé du

patient, et par conséquent la mortalité des patients (Ratjen et Déring 2003; Collins 1992).

Selon certaines hypothéses les cellules épithéliales des voies respiratoires des patients atteints de
la mucoviscidose auraient des propriétés similaires aux glandes sudoripares. Des défensines seraient
inactivées par des concentrations en sels supérieures & S0mmol/L, permettant la multiplication des

micro-organismes a la surface de I’épithélium (Ratjen et Doring 2003).
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Figure 3: Colonisation/infection retrouvé en 2012 chez les patients souffrant de la mucoviscidose, lien entre agents
infectieux et Age des patients(Registre Francais de 1a mucoviscidose 2014)
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1. Les infections bactériennes
P. aeruginosa est ’espéce la plus communément retrouvée chez les patients atteint de la
mucoviscidose, mais elle n’est pas la seule, de nombreuses autres espéces peuvent coloniser ou
infecter les patients telles que : Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, et Stenotrophomonas

maltophilia ( Registre Frangais de la mucoviscidose 2014; Ratjen et Doring 2003).

Il existe un lien entre 1’age et 1’agent responsable de la colonisation/infection. Les patients sont
souvent colonisés dans un premier temps par des S. aureus,et des H. influenzae ce qui nécessite
I’administration d’antibiotiques comme la flucoxacilline durant 2 a 4 semaines (Ratjen et Doring
2003; Strausbaugh et Davis 2007) (Figure 3, p 4 bis). Dans certains centres, les bactéries des voies
respiratoires sont totalement éradiquées par des antibiothérapies et ce méme en absence de symptdmes
infectieux. En traitant par antibiotiques, 1’éradication des bactéries des voies respiratoires est obtenue
chez 75% des patients, cependant il existe des S. aureus qui sont capables de persister au niveau
intracellulaire. Il a ét¢ démontré que I’infection a S. aureus favorise I’installation de P. aeruginosa en

libérant des récepteurs épithéliaux permettant 1’adhésion du bacille (Cornelis et Dingemans 2013)

A 6 ans, les premiéres infections a P. aeruginosa sont mis en évidence puis augmentent jusqu'a
I’age adulte ou elles sont retrouvées chez prés de 80% des patients ( Registre Francais de la
mucoviscidose 2014; Strausbaugh et Davis 2007). Parallélement a 1’augmentation des infections a P.
aeruginosa celles a S. aureus et a H. influenzae diminuent avec 1’age ( Registre Francais de la

mucoviscidose 2014; Strausbaugh et Davis 2007).

P. aeruginosa provoque des infections aigues ou chroniques, en fonction de 1’état immunitaire de
I’hote et de ses facteurs de virulence. L’infection aigue est caractérisée par la faculté d’invasion, la
toxicité et la production de différents facteurs de virulence bactérien (lipopolysaccharide, adhésine,
flagelle, protéase, exotoxine A sécrétée par le biais du TSS III) aboutissant a des atteintes tissulaires et
a de fortes réactions inflammatoires (Campodonico et al. 2008; Kipnis et al. 2006). L’infection
chronique est due a la persistance du micro-organisme qui va progressivement muter et perdre certains
facteurs de virulence (pyocyanine, flagelle, acyl-homosérine lactone...), arréter la sécrétion d’élastase,
du TSS Il et surproduire 1’alginate permettant la formation d’un biofilm, P. aeruginosa devient alors
de type mucoide (Kipnis ef al. 2006; Moreau-et al 2008). Il n’est plus éliminé par le phénomene de

toux et se retrouve protégé de I’'immunité et des antibiotiques.

2. Les infections fongiques dans le cadre de la mucoviscidose

Les infections pulmonaires fongiques surviennent dans un second temps dans la mucoviscidose.
En effet les premicres infections bactériennes a S. aureus et P. aeruginosa apparaissent respectivement

aux alentours de 5,4 ans et 8,1 ans, tandis que les infections fongiques interviennent plus tardivement
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aux alentours de 13 ans (Figure 3, p 4 bis) ( Registre Francgais de la mucoviscidose 2014; Cimon et al.
2007). La colonisation de 1’appareil broncho-pulmonaire par des souches fongiques serait provoquée
par les infections bactériennes précédentes. Ces infections entrainent une détérioration des poumons et
plus particuliérement des cils, ce qui favoriserait I’installation des infections fongiques (Cimon et al.

2007).

Chez les patients, quatre champignons microscopiques, pouvant étre responsable d’infections
fongiques, sont principalement retrouvés. Il s’agit d’Aspergillus fumigatus, Scedosporium
apiospermum, Exophiala dermatitidis et Aspergillus terreus (Blyth et al. 2010; Cimon et al. 2007,
Cimon et al. 2014).

Chez les patients non greffés, la pathologie la plus commune est 1’aspergillose bronchopulmonaire
allergique, causée par A. fumigatus. Ce champignon est retrouvé chez 46% des patients atteints par la

mucoviscidose (Cimon et al 2007).

Scedosporium apiospermium est le deuxiéme agent retrouvé dans les pathologies infectieuses a
champignons filamenteux. La prévalence de S. apiospermum dans la colonisation bronchique est
comprise entre 3 et 17,4% selon les études effectuées (Cimon et al. 2014; Cimon et al. 2007,
Rougeron 2013), Ces différences s’expliquent par 1’absence de standardisation des méthodes de
détections. Ce champignon est en général responsable de colonisations chroniques mais quelques cas

de mycose bronchopulmonaire allergiques ont été signalés (Cimon et al. 2007).

ITI. Le complexe Scedosporium

A. Historique

La premiére infection a Scedosporium a été découverte en 1889 dans une otite (Cortez et al.
2008). Il faudra attendre 1911 pour que la premiére souche soit isolée et nommée dans un premier
temps Monosporium apiospermum, reconnu sous le nom de Pseudallescheria boydii a I’heure actuelle
(Cortez et al. 2008). La nomenclature de ces champignons a évolué de nombreuses fois, ces évolutions
sont en lien avec 1’évolution de la taxonomie. C’est en 1955 que pour la premiére fois cette souche a
¢été identifiée comme saprophyte dans les poumons. En 1991, le champignon a été pour la premiére
fois isolé chez trois patients atteints de la mucoviscidose, mais il faudra attendre 1’an 2000 pour que ce
champignon soit reconnu comme responsable d’infections fongiques au cours de la mucoviscidose

(Cortez et al. 2008; Lu et al. 2011)

B. Identification
L’identification peut étre réalisée de plusieurs facons, elle peut reposer sur des critéres

morphologiques ou sur la biologie moléculaire.
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Figure 4: Scedosporium apiospermum sur milieu solide (YPDA).

Figure 5: Aspect microscopique des conidies de Scedosporium apiospermum.
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3. Morphologie

L’identification grace aux critéres morphologiques demande une bonne connaissance et une bonne
expérience dans I’identification des champignons, elle peut étre réalisée de manicére sereine
uniquement par un manipulateur averti. Cette identification repose sur la morphologie macroscopique

et microscopique de la souche fongique.

a) Aspect macroscopique

D’un point de vue macroscopique, au bout de 7 jours de culture sur milieu YPDA, les colonies
présentent un aspect cotonneux. Dans un premier temps elles sont blanches, puis une coloration grise
apparait lors de la sporulation, et il peut y avoir excrétion d’exsudat (Figure 4, p 6 bis)

b) Aspect microscopique

Les espéces du complexe Scedosporium apiospermum sont composées d’hyphes hyalins non
septés, présentant des ramifications au bout desquelles se trouvent des conidies de forme ovoides, et

de taille comprise entre 4-9 x 6-10um (Figure 5, p 6 bis)

Cependant 1’analyse morphologique ne permet pas de distinction entre les différentes espéces de
Scedosporium en raison du manque de caractéres phénotypiques et de la plasticité morphologique
(Alanio 2013). Pour avoir une identification sur ces parametres, il faut tenir compte des conditions de

culture qui influencent directement le phénotype de la souche. (Annexe 1)

L’identification peut reposer sur des parametres biochimiques, notamment sur les sidérophores, ou
encore sur la biologie moléculaire qui permettent une meilleure validation du résultat et la mise en

place de la taxonomie

C. Taxonomie

La classification des champignons est de maniére générale basée sur la morphologie de ces
champignons. Mais les criteres morphologiques sont insuffisants pour distinguer les espéces fongiques
du complexe Scedosporium (Elad 2011). Cette classification a évolué avec 1’avénement des techniques

de biologie moléculaire.

Les especes de ce complexe font partie des ascomycetes, et plus particulierement de I’ordre des

Microascales, et appartiennent a la famille des Microascaceae (Lackner et al. 2012).

La taxonomie, de ce complexe de champignon, se fait grace au séquencage des régions ITS
(Internal Transcribed Spacer), mais ces régions offrent des résultats insuffisants pour distinguer les
especes du complexe Scedosporium (Gilgado et al. 2005; Gilgado et al. 2006; Gilgado et al. 2008;
Gilgado et al. 2010; Rainer et al. 2000; Alanio 2013; Bernhardt et al. 2013). Deux génes de la région
TUB sont plutdt utilisés pour la taxonomie. Ils contiennent les génes codants pour la B-tubuline, qui
est un marqueur moléculaire fiable permettant de différencier les especes du complexe Scedosporium.
Ces régions sont amplifiées a partir d’amorces dégénérées (Lu et al. 2011; Alanio 2013). Une analyse

phylogénique a partir des séquences, des geénes amplifiés est mise en place pour <¢tablir
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Figure 6: Un des Arbres phylogénétique du complexe Scedosporium, réalisé a partir des génes TUB ( Gilgado et al.
2006)
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le lien phylogénique entre les espéces (Lu et al.2011; Gilgado et al. 2008; Gilgado et al. 2005)(Lu et
al. 2011)

Ces marqueurs moléculaires ont permis d’identifier 5 espéces dans le complexe Scedosporium

(Lu et al. 2011; Kaltseis et al. 2009).

Le complexe Scedosporium apiospermum est constitué¢ d’au moins cingq especes parmi lesquels
sont retrouvées (Figure 6, p 7 bis) (Lu er al. 2011; Gilgado et al. 2005; Gilgado et al. 2008; Alanio
2013; Bernhardt et al. 2013)

- Scedosporium aurantiacum, (espécel)
- Pseudallescheria minutispora, (espece 2)
- Scedosporium dehoogii, (espece 3)
- Scedosporium apiospermum sensu stricto (espece 4)
- Pseudallescheria boydii qui comprend (espéce 5) :
o Pseudollescheria boydii sensu stricto,
o Pseudallescheria angusta,
o Pseudallesceria ellipsoidea

o Pseudallescheria fusoidea.

Par contre, I’espéce Scedosporium prolificans, n’appartient pas a ce complexe (Rougeron 2013;

Bernhardt ez al. 2013; Gilgado et al. 2005)

Dans I’étude de Gilgado, parue en 2007, les deux especes : S. apiospermum et P. boydii, ont pu
étre distinguées. En effet pendant de nombreuses années en raison des similitudes morphologiques
entre ces deux champignons, S. apiospermum était considéré comme la forme asexuée du champignon,
tandis que P. boydii était considéré comme la forme sexuée du champignon (Cortez et al. 2008;
Lackner et al. 2012). 11 n’en est rien puisqu’en séquengant la région TUB, il a été montré qu’il
s’agissait de deux espéces différentes (Kaltseis, ef al 2009).

D. Environnement

Les espéces du complexe Scedosporium, sont des champignons ubiquitaires, dont la niche
écologique n’est pas connue. Ils sont retrouvés dans différents environnements contaminés par
I’Homme, comme les sols industriels et agricoles (contenant des déjections animales), les eaux-
polluées car ils sont capables d’effectuer la bioremédiation (Lackner et al. 2012; Cortez et al. 2008;

Rougeron 2013; Kaltseis et a/ 2009).

Mais ils peuvent étre aussi retrouvés dans des zones urbaines comme les parcs. Une étude, portant
sur la terre contenue dans les plantes d’intérieur, a montré la présence de S. apiospermum (Rougeron
2013; Sidot et al. 2007; Kaltseis, et al. 2009). Par contre, ils sont relativement peu retrouvés dans les
environnements naturels (Sidot ez al. 2007). Une corrélation positive a été établie entre 1’abondance de
S. apiospermum et une concentration élevée du milieu en ammoniaque, ce qui expliquerait leurs

localisations (Sidot et al. 2007).
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Figure 7: Organes et tissus infectés par des souches du complexe Scedosporium (Cortez et al. 2008).
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La distribution des souches du complexe dans I’environnement est hétérogene, certaines souches
sont retrouvées préférentiellement dans certains milieux (Sidot ef al. 2007). Ces champignons se
trouvent majoritairement dans les régions tempérées et sont peu fréquents dans les régions tropicales
malgré leur tolérance thermique. Ils sont capables de survivre dans des milieux ou la pression en
oxygene est basse, et il tolere des concentrations en sels pouvant aller jusqu'a 5% (Rougeron 2013;

Cortez et al. 2008).

E. Epidémiologie

Les especes de ce complexe sont des pathogénes opportunistes, ils peuvent étre des agents de
colonisation ou responsables d’infections localisées ou disséminées dans différents organes (peau,
poumon, tissue...) (Figure 7, p 8 bis) (Rougeron 2013; Cortez et al. 2008; Lackner et al. 2012). Les

especes du complexe sont responsables de trois types d’infections :

Les infections localisées, font suite a une inoculation traumatique et se développent chez des
patients immunocompétents. Chez les immunodéprimés elles aboutissent a des scedosporioses
invasives. Elles sont responsables d’infections chroniques des tissus cutanés et sous cutanés, comme
des mycétomes, des arthrites, des ostéomy¢lites et des infections oculaires. En Europe et aux Etats
Unis, Scedosporium est le principal agent des mycétomes a localisation plantaires (Rougeron 2013;

Cortez et al. 2008).

Les infections résultant de colonisation des cavités naturelles, comme les poumons. Elles sont
dues a des altérations, par exemple du tractus respiratoire, qui permettent 1’inhalation des spores et leur
germination au niveau pulmonaire. Le développement du champignon peut aboutir a la formation de
boule fongique pulmonaire. Depuis quelques années des scedosporioses broncho-pulmonaires

allergiques semblables a celle d’Aspergillus émergent (Rougeron 2013; Cortez et al. 2008).

Les infections systémiques invasives, font souvent suite a un épisode de presque noyade
(suffocation par immersion dans un liquide) durant lequel des spores sont inhalées. Elles peuvent
provoquer des scedosporioses pulmonaires invasives, des infections disséminées, notamment chez les
immunodéprimées. Elles peuvent se localiser au niveau du systéme nerveux central ou elles sont

responsables d’abcés au niveau du parenchyme cérébral (Rougeron 2013; Cortez et al. 2008).

Les champignons du complexe Scedosporium, sont retrouvés dans les infections pulmonaires en
deuxiéme position aprés A. fumigatus dans le contexte de la mucoviscidose (Cimon et al. 2007). 1ls
sont impliqués dans la colonisation des voies respiratoires et de 1’arbre respiratoire (Cimon et al.
2007). La colonisation et I’infection sont favorisées par le mucus particulier retrouvé chez les patients
atteint de la mucoviscidose et font souvent suite a une infection bactérienne ayant diminuée les

défenses de I’hote (Kaltseis et al. 2009).
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Les infections sont d’autant plus dangereuses, dans le contexte de la mucoviscidose, que les
souches possedent un pouvoir pathogéne important et qu’elles sont naturellement résistantes a
I’amphotérine B ainsi qu’aux azolés, ce qui rend leur traitement plus difficile (Lima et al. 2007). 11 est
donc important de trouver des antifongiques qui seront capables d’inhiber ou de limiter la croissance

de ces champignons

La gravité de ces infections varie en fonction de I’état immunitaire de I’hdte, elles peuvent aller
jusqu'a la mort du patient (Cortez et al. 2008). Elles sont particulierement redoutées en période de
post-transplantation et de pré-transplantation ou le pronostic vital du patient sera engagé (Cortez et al.

2008).

F. Métabolites produits par les souches du complexe Scedosporium.

Il existe peu d’études sur les métabolites secondaires produits par les souches du complexe S.
apiospermum, au contraire de chez Aspergillus, mais en raison de son émergence, et de son
importance en pathologie, ses métabolites sont de plus en plus étudiés (Chabasse et 2009; Chabasse et

Bouchara 1997).

Le tableau II (p 9 bis) présente les différents métabolites, référencés, synthétisés par les souches
du complexe. Parmi ces molécules certaines possédent une activité¢ antimicrobienne, comme c’est le
cas de la tyroscherine et de ses dérivés qui ont une activité antifongique ou bien encore la gliotoxine et
ses dérivés qui possedent une activité bactériostatique vis-a-vis des Staphylococcus, et ce méme sur

des souches résistantes a la méthicilline, voir multirésistantes.

IV. Dela découverte des antimicrobiens a I’émergence de souches

multirésistantes aux antimicrobiens.

Depuis longtemps, I’antagonisme entre les champignons et les bactéries est reconnue, puisque déja

en 1987, le Docteur Ernest Duchesne avait étudié 1’interaction entre Penicillium glaucum et E. coli.

Les antibiotiques sont connus depuis les années 20, avec I’identification d’une molécule: la

pénicilline, synthétisée par le genre Penicillium. Elle a été isolée par Norman Heatley.

L’utilisation des antibiotiques, a été trés tot suivie de I’apparition des résistances qui se sont
répandues dans le monde bactérien. Il existe maintenant des souches multi-résistantes voir totalement
résistantes, si bien que certaines infections aboutissent a des échecs thérapeutiques, ces infections sont

par conséquent responsables d’une augmentation de la mortalité.

La résistance aux antibiotiques peut se faire selon deux mécanismes. Elles peuvent étre dues a des
mutations ponctuelles qui entrainent une résistance a une famille d’antibiotique. Ce type de résistance
est ensuite transmis a la descendance. L’autre mécanisme est dii a ’acquisition de génes induisant une

résistance a une ou plusieurs familles d’antibiotiques. Ces génes sont issus a 1’origine de souches qui
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Tableau I1: Récapitulatif des molécules synthétisées par les souches du complexe Scedosporium

[M+H]"  Formules
Activité biologique Espéces

m/z brutes

(“Pseurotin A| Cayman
inhibiteur de la P.boydii IFM | Chemical | Supplier”
Pseurotine A ; 127.05 CsH;N,O,
production en IgE 4642 2014; Pavlaskova et
al. 2010)
inhibiteur de
I’acylCoA, pas
.. S.sp
AS-183 d’activité 311.26 Ci9H350; 15549 (Kuroda et al. 1993)
antibactérienne a
100pg/mL
(Nirma et al. 2013;
Tyroscherine antifongique 334.27 | CyH3NO, P.sp Pavlaskova et al.
2010)
) ) P.ellipsoidea | (Katsuta et al. 2010;
YM-193321 antifongique 346.27 | CpH3NO, _
CBS128.78 Kamigiri et al. 2004)
antibactérien Ci3HsN,Oy P.sp
Gliotoxine 327.05 (Li et al. 2006)
activité anti-SARM S, MFB165
Dehydroxybis
dethio-bis antibactérien C5H,N,04 P.sp )
o ) 341.10 (Li et al. 2006)
(methylthio)g | activité anti-SARM S, MFB165
liotoxine
Bisdethiobis( i )
antibactérien Ci5sHyN>Oy P.sp )
methyl-thio)- o ) 357.10 (Li et al. 2006)
activité anti-SARM N MFB165
gliotoxine
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Activite

biologique

[M+H]

m/z

Formules

brutes

Espeéces

Pseudacycline role dans le P.boydii CBS | (Pavlaskova et al.
-A métabolisme 740.47 C39HN,O4 119458 2010)
-B non connu, 726.46 CisHgoN;O-
-C activité 754.48 C4oHgsN,0O4
-D immunosuppre 726.46 C;3HeoN,O7
-E ssive, pas 712.44 C;7Hs5sN,0O;
d’activité
antimicrobienn
e
2-N- sidérophore 741.40 C34Hs7NgOy, | S.aurantiacum | (Samuel Bertrand
methylcoprogen S.apiospermu 2009)
eB m
Pseudalline antifongique 257.04 C,H,,0OsNa P. boydii (Suetal. 2012)
TKF-4
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possédaient naturellement une résistance aux antibiotiques et dont les génes ont été transférés a
d’autres souches selon plusieurs mécanismes possibles. Les différentes antibiothérapies ont permis une
pression de sélection, qui a abouti au maintien et a la dissémination de ses genes au sein des

différentes familles ayant eux méme la capacité d’acquérir et de maintenir ces génes

Avec la dissémination de ces résistances, afin d’éviter les échecs thérapeutiques, il est important

de découvrir de nouveaux antibiotiques.

Il est reconnu que les champignons, tels qu’Aspergillus, Penicillium sont capables de produire des
antibiotiques, mais peu d’études ont ét¢é menés sur la synthése de métabolites antimicrobiens par
Scedosporium. Des molécules peuvent aussi étre produites par des bactéries comme Streptomyces et
Bacillus. De nombreuses études démontrent aussi la production par Pseudomonas aeruginosa de
métabolites antimicrobiens, comme les phénazines, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le DAPG (2,4-
diacetylphloroglucinol),qui sont doués d’une activité antifongique (Mezaache 2012; Haas et al. 2000).
Certaines ¢tudes ont démontré un lien entre la synthése de pyoverdine par P. aeruginosa et I’activité
antifongique (Varma et Chincholkar 2007), la pyoverdine ne serait pas directement un antifongique

mais elle participerait a I’activité antifongique des autres molécules (Manwar et al. 2004).
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Tableau I1I: Présentation des souches fongiques utilisées.

Familles Espéces Références Numéro Abrégé
IHME/ LMA | 15155/4 90 04595 P. boydii 4595
boydii LMA 110350 137 01 P. boydii n°4
Pseudallescheria
THME 14 457
minuspora LMA 110 350 824 01 colonie 3 | P. minuspora n°4
apiospermum IHME 14 462
LMA 110349 103 01 colonie 3 | S. aurantiacum n°2
aurantiacum
Scedosporium LMA 120 008 827 01
dehoogii LMA 110350905 01/4
prolificans LMA 805 656 41 13
fumigatus CBS 11326 1413
Aspergillus
terreus LMA 135400 121 07
Exophiala epidermititidis LMA 135356 10 75
Ramsansonia argillacea R. argillacea n°7

Systeme de mise
sous pression

Unité de filtration

Surnageant
non filtré

Surnageant

iltré

Figure 8: Illustration de la récupération des surnageants en utilisant une unité de filtration.
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I. Matériels biologiques

A. Souches fongiques utilisées et cultures
1. Souches fongiques utilisées
Lors de cette étude différentes souches fongiques ont été utilisées. Elles figurent dans le Tableau

III (p 11 bis).

2. Entretien des souches fongiques et culture en milieu solide

Les souches fongiques utilisées, ont été repiquées sur milieu YPDA (5g d’extrait de levure, 10g de
peptone pancréatique, 20g glucose, 20g d’agar par litre de milieu) par une piqlre centrale puis 4

périphériques a partir de souches sur milieu solide.

Les souches issues de ce repiquage, ont été conservées en chambre froide a 4°C, en boite de Pétri,

pour en assurer 1’entretien.

3. Récupération des spores
Apres 7 jours d’incubation, pour chaque souche, les spores ont été récupérées a partir des milieux
de culture solide avec 10 a 20mL d’eau ultra pure stérile par boite. A ’aide d’un rateau stérile le
milieu a été raclé, deux fois de suite pour récupérer le maximum de spores. La suspension obtenue a
été filtrée a travers des filtres de porosité de 45um, afin de séparer le mycélium des spores. Les filtrats
obtenus ont été aliquotés par volume de SOmL et centrifugés durant 5 min a 4600 rpm a 4°C. Apreés
centrifugation, les surnageants ont été éliminés et les culots repris avec ImL d’eau ultra pure stérile

avant d’étre regroupés. Le nombre de spores a ét¢ déterminé en utilisant une cellule de Mallassez.

4. Culture en milieu liquide
Les cultures en milieu liquide ont été réalisées avec le milieu YPD liquide (5g d’extrait de levure,
10g de peptone pancréatique, 20g glucose par litre de milieu), a partir des culots précédemment

obtenus, aux concentrations, températures, et volumes choisi, en fonction de 1’analyse a effectuer.
5. Récupération des surnageants de culture fongique et lyophilisation.

Au bout de 7 jours, les surnageants ont été filtrés a travers plusieurs membranes de porosité
décroissante [100um, 45pum, 1lpm (Millipore), Sum (Millipore), lum (Sartorius), 0.45pm
(Millipore)] via un systéme d’unité de filtration sous pression (Figure 8, p 11 bis). Le filtrat obtenu a
été aliquoté par volume de 20 ml dans des tubes coniques stériles (Falcon) tarés dont le bouchon aura
¢été préalablement percé puis recouvert de paraffine. Les tubes ont été dans un premier temps congelés
inclinés a -20°C avant d’étre transférés 30 min avant la lyophilisation a -80°C. Le film de paraffine a
¢été enlevé puis les tubes ont été placés droit dans le lyophilisateur. La lyophilisation a été faite durant
2 jours grace au lyophilisateur alpha 1-4 LS (Bioblock scientific) avec comme caractéristiques de
lyophilisation une température du condensateur a -61°C, une température du plateau a 19°C, et une

pression de 0.570 mbar (Figure 9, p 12 bis).
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Figure 9: Lyophilisateur alpha 1-4 LS.

Tableau IV: Présentation des souches bactériennes utilisées.

Familles Espéces Souches Références Numéro Mcl::ftl::.ede
Bacill WT CIP P.a0l WT
act neoiram B Pseudomonas A LasR Université P.a 1430
L. aeruginosa AExotoxine S P.a 3841 F5 LBA
enterobactéries ; de
AExotoxine A Washineton P.a 1148
AAlginate £ P.a 0765
WT CIP 65.8 (1812) LBA
LBA et
Résistants CHU 140 01(2)8 2206 gélose au
sang
Résistants CHU 145 018)8 2206
Staphylococcus | Registants CHU | 145067 31401
aureus Résistants CHU | 14003877901 | ..
Résistants CHU | 14004704501 esgrsle a
Résistants CHU 140 004 564 01 £
Cocci gram + Rés%stants CHU 145 084 34001
Résistants CHU 145 008 821 01
Résistants CHU 145 026 780 03
Staphyococcus LBA et
pryococe WT CIP 3813 gélose au
epidermidis sang
Streptococcus WT CIP 104.971 3813) | .,
agalactiae Gélose au
Streptococcus WT CIP 4313 sang
pyogenes
Enterococcus WT CIP 4813 LBA
Faecalis
Escherichia coli WT CIP 54.8 (4313)
Bacille gram - Iff:f%% WT CIP 4813
Enterobactéries P Serrati LBA
errata WT CIP 3613
marcesens
Bacille gram + | Bacillus cereus WT CIP 4813
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B. Souches bactériennes utilisées et cultures

1. Souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées tout au long de 1’étude sont présentées dans le tableau IV (p 12
bis). Toutes les souches proviennent de la collection Pasteur sauf les mutants de P. aeruginosa qui
proviennent d’une banque de mutants réalisés par insertion aléatoire d’un transposon (Université de
Washington). Les Staphylococcus présentant une résistance provenaient du laboratoire de
bactériologie du CHU d’Angers (Pr M-J Joly-Guiloux, Dr M Eveillard) et sont issus de prélévements

biologiques.

2. Culture en milieu solide
Les souches utilisées étaient présentés soit sur milieux solide ou dans du glycérol (Pseudomonas

wt et mutants)

Les souches non exigeantes conservées sur gélose LBA (5g d’extrait de levure, 10g de tryptone,
20g de NaCl, 20g d’agar pour 1 litre de milieu) et dans du glycérol, ont été repiquées sur géloses LBA,

incubées a 37°C durant 24h puis stockées en chambre froide et utilisées en fonction des besoins.

Les souches de Staphylococcus « résistantes » et les Streptococcus (plus exigeantes), été
conservées sur gélose au sang (gélose columbia+ 5% sang de mouton, laboratoires Humeau,). Elles

ont été repiquées sur ce méme milieu puis incubées a 37°C durant 24h et stockées en chambre froide.

3. Culture de Pseudomonas aeruginosa

Une préculture a été réalisée avec la souche de référence Pa 01 WT. La souche utilisée était
conservée a -80°C dans une solution de glycérol a 20%. Un aliquot de la solution de conservation a été
prélevé directement sous forme de glace, puis incubée a 37°C toute une nuit dans 3mL de milieu LB
liquide (5g d’extrait de levure, 10g de tryptone, 20g de NaCl pour 1 litre de milieu), sous agitation a
250 rpm.

Cinq cents microlitre de la préculture ont été incubés dans 25mL de milieu LB durant 7h a 37°C
sous agitation a 250 rpm, cette manipulation a été réalisée en duplicat. Au bout de 7h d’incubation,
différents volumes de cultures ont été ensemencés selon les conditions décrites dans le tableau V (p 13

bis). Ces suspensions bactériennes ont été incubées toute une nuit a 37°C sous agitation de 110 rpm..

4. Récupération des surnageants de cultures de Pseudomonas aeruginosa

Suite a cette incubation les différentes cultures bactériennes ont été centrifugées durant 25 min a
50 000g pour faire sédimenter les particules présentes. Ensuite chaque surnageant a été filtré.
successivement a travers différents de diameétres décroissants (Sum de diametre (Millipore), puis de

Ium (Sartorius), et 0.45um (Millipore)).
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Tableau V: Culture de Pseudomonas aeruginosa.

Volume de culture

Numéro | Volume de LB ;
Ensemencé

1 500mL (x2) 10mL

2 250 mL (x2) S5mL

3 100 mL (x3) 2 mL

4 200mL (x1) 4 mL
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Les filtrats obtenus pour chaque condition ont été aliquotés par volume de 20mL dans des tubes
coniques stériles de S0mL (Falcon) en vue de la lyophilisation de la méme manic¢re que dans le

paragraphe I-A-5

II1. Inhibition de cultures, antibiogrammes et antifongigrammes

A. Mise au point des inoculum
1. Mise au point de l'inoculum fongique pour la réalisation des antifongigrammes
Le but était de déterminer 1’inoculum fongique qui permettait d’obtenir au bout de 7 jours de

culture, un recouvrement total de la surface du milieu gélosé par la moisissure.

Les champignons ont été ensemencés, a partir des culots obtenus lors de la récupération des
spores, sur milieu YPDA a partir de a différentes concentrations comprises entre 1 x 10° spores/mL et

2 x 10’ spores/mL et selon différentes techniques : strie par écouvillonnage, inondations, rateau.

La technique des stries a été réalisée avec un écouvillon, en réalisant un ensemencement selon la
méthode des trois cadrans. La technique d’inondation a été réalisée en déposant 1 a 2 mL de
suspension de spore sur la gélose, et en tournant de manicre a recouvrir la totalité de la surface, avant
de récupérer le surplus. La technique du rateau a été utilisée en déposant 100uL d’une suspension de

spores a la pipette et en étalant la suspension au rateau sur la totalité de la boite.

Les milieux ont par la suite été incubés 7 jours a 37°C.

2. Mise au point de la technique de réalisation des antibiogrammes
Les antibiogrammes ont été réalisés pour identifier la technique la plus adaptée pour obtenir un

recouvrement total de la gélose par les colonies bactériennes.

IIs ont été réalisés en suivant les recommandations du Comité de 1’ Antibiogramme de la Société
Frangaise de Microbiologie émis en 2013 (Comité de I’antibiogramme de la société francaise de
microbiologie 2013). Deux techniques ont été réalisées, celle des stries et celle par inondation. Pour
toutes deux et pour toutes les souches une suspension dans de 1’eau stérile est réalisée a une densité de

0.5 Mac Farland (10°UFC/mL).

La technique des stries a été réalisée avec un écouvillon stérile en utilisant une dilution au 1/10°™
de la suspension de densité 0.5 Mac Farland pour les souches non exigeantes et directement a partir
du 0.5 Mac Farland pour les Streptococcus. La technique d’inondation a été réalisée en inondant la
gélose avec 2mL d’une dilution au 1/100°™ du 0.5 Mac Farland pour les souches non exigeantes, et

d’une dilution au 1/10°™ pour les Streptococcus.

Les milieux ont été séchés puis incubés a 37°C durant 24h.
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B. Inhibition de la croissance fongique

1. Réalisation des antifongigrammes

Les antifongigrammes ont été utilisés pour mettre en évidence une inhibition de la croissance des
souches fongiques par les surnageants de culture de Pseudomonas aeruginosa.

Les champignons présentés dans le tableau III (p 10 bis) ont été ensemencés, a partir des culots
obtenus lors de la récupération des spores, sur milieu YPDA aux concentrations établit dans le

paragraphe I-A-1len utilisant la technique d’écouvillonnage. Les milieux ont été incubés 24 h a 37°C.

2. Inhibition de la croissance des espéces fongiques par les surnageants de culture de P.
aeruginosa.
a) Préparation du surnageant de culture dont I’activité antifongique est testée.
Le lyophilisat de 20mL issue du surnageant de P. aeruginosa a été repris avec 1mL d’eau distillée
stérile afin de concentrer les éléments par un facteur proche de 20. La méme opération a été réalisée a

partir du milieu LB lyophilisé pour la réalisation des contrdles.

b) Antifongigramme

Les boites ensemencées avec les champignons a J-1, ont été récupérées puis a JO, pour chacune
des boites, un disque (12mm, Prat Dumas France) imbibé de 100uL de surnageant de culture
bactérienne lyophilisé a été déposé. Cette opération a été réalisée en duplicat sur chacune des souches
fongiques. Selon la méme méthode pour chacune des souches fongiques, un témoin a été réalisé en
imbibant le disque de milieu LB lyophilisé et non lyophilisé.

Les milieux ont été incubés a 37°C pendant 7 jours. Durant ces 7 jours des contréles quotidiens
ont été effectués pour visualiser une inhibition de croissance du champignon par le surnageant

bactérien.

C. Inhibition de la croissance bactérienne
1. Réalisation des antibiogrammes
Les antibiogrammes ont été utilisés pour mettre en évidence une inhibition de la croissance des

souches bactériennes par les surnageants de culture fongique.

Les souches bactériennes présentées dans le tableau IV (p 12 bis) ont été ensemencés, en suivant
le protocole décrit dans le paragraphe I-A-1 en utilisant la technique d’écouvillonnage, sur les milieux
propres a chacune des souches. Les milieux ont été séchés puis les disques imbibés de surnageants
fongiques ou de milieu ont été¢ déposés au centre des boites (12mm, Prat Dumas France). Une fois le
dépot effectué, les boites ont été séchées a I’air libre, avant d’étre incubées dans 1’étuve a 37°C, durant
24h. L’activité antibactérienne a été mise en évidence par la présence d’un halo d’inhibition autour du

disque, dont le diametre a été mesuré.
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Extrait butanol

Phase aqueuse

Figure 10: Extraction du surnageant de culture de Pseudallescheria boydii par le solvant butanol.
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2. Inhibition de la culture des souches bactériennes par les surnageants de culture fongique
a) Préparation des surnageants de culture dont I'activité antibiotique est testée
Les lyophilisats issus des surnageant de culture fongique ont été repris avec 1mL d’eau distillée stérile
afin de concentrer les ¢léments par un facteur proche de 20. La méme opération a été réalisée a partir du

milieu YPD lyophilisé pour la réalisation des contrdles

b) Antibiogramme

L’antibiogramme est réalisé a partir des boites ensemencées avec les souches bactériennes, figurant
dans le tableau IV, selon le protocole décrit dans le paragraphe 1I-B-1. Pour chacune des boites un disque
imbibé de 100uL de surnageant de culture fongique, lyophilisé repris, a été déposé.

Cette opération a ¢té réalisée en duplicat sur chacune des souches fongiques. Selon la méme méthode
pour chacune des souches bactériennes, un témoin a été réalisé en imbibant le disque de milieu YPD

lyophilisé et non lyophilisé.

Les milieux ont été incubés a 37°C pendant 24h.

III. Purification et caractérisation des métabolites antibactériens sécrétés

dans le surnageant de culture par Pseudallescheria boydii 4595

Le déroulement est présenté dans 1’annexe 2.
A. Extraction des métabolites fongiques.
1. Préparation des échantillons a extraire.
Les lyophilisats des surnageants du champignon ont été repris avec ImL d’eau ultra pure et regroupés
pour permettre I’extraction de I’ensemble des composés.
Cette technique été réalisée trois fois avec des quantités croissantes de surnageant fongique (20ml,

600mL, 1 400mL).

2. Extraction liquide/liquide
L’extraction liquide/liquide est une technique de séparation assurant la séparation d’un mélange par
I’intermédiaire de deux solvants non miscibles. La séparation est fonction du coefficient de répartition des
composés du mélange, qui se répartissent entre les deux solvants en fonction de leur solubilité et de leur

polarité. Apres décantation, les deux phases séparées sont récupérées.

Cette technique a été utilisée pour déterminer la phase dans laquelle se situe 1’activité du surnageant de

culture de P. boydii 4595. Cette phase permet de déterminer la polarité des métabolites actifs.

L’extraction liquide/liquide par épuisement successif a été réalisée a 1’aide de solvants de polarité
croissante : le cyclohexane (C¢Hy,), le dichlorométhane (DCM), I’acétate d’éthyle (AcOEt) et le butanol
(BuOH) (sigma aldrich >99.8%,) dans cet ordre respectif. L extraction a été réalisée avec un volume de
solvant pour un volume d’échantillon. Cette étape a été réalisée dans une ampoule a décanter de 250mL, a

raison de trois fois par solvant (Figure 10 p 15 bis) (BOURAHLA ).
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Tableau VI: Paramétres des solvants d'extraction.

Pression
Solvants Densité Pression d’évaporation
g/mL d’évaporation rotavapeur R-
200 buchi
Cyclohexane 0.902 235 mbar 99 mbar
Dichlorométhane 1.33 Pres's%on 461 mbar
atmosphérique
Acétate d’éthyle 0.779 240 mbar 94 mbar
Butanol 0.8 25 mbar 7 mbar
Eau 1 72 mbar 23 mbar

o0
Temps | %Eau + 0.1% AF Aé)N Débit
(en min) (A) (B) mL/min
0 90 10 1
30 58 42 1

Tableau VIII: Gradient d'élution utilisé lors de I'HPLC analytique sur l'extrait cyclohexane

Temps (en min) | %Eau +0.1% AF | %ACN Debl?
mL/min
0 98 2 1
5 98 2 1
10 85 15 1
20 5 95 1
40 5 95 1
100 0 ®
5 v 80
L =
g £ 60 /
€5 /
gga 40
5 0—‘//
a.
0
0 10 20 30 40
Temps d'élution en minutes

Figure 11: Gradient d'élution de I'extrait cyclohexane.

Tableau VII: Gradient d'élution utilisé lors de PHPLC analytique sur I'extrait dichlorométhane et acétate d’éthyle.
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3. Evaporation des extraits
Les extraits obtenus ainsi que la phase aqueuse ont été évaporés grace a un Rotavapeur R-200
(Butchi®). L’évaporation s’est fait a 100 rpm a une température de 40°C et a une pression propre a
chaque solvant (tableau VI p 16 bis). Une fois le liquide totalement évaporé, le contenu de chacun des
ballons a été repris avec du solvant et transféré dans un pilulier de 3mL a nouveau évaporé. Les

masses des différents extraits évaporés ont été pesées.

4. Activités antibactériennes des extraits

Pour chacun des extraits une solution a 10mg/mL a été réalisée dans du DiMéthyl SulfOxide
(DMSO, sigma aldrich). Les antibiogrammes ont été réalisés selon le principe décrit au paragraphe II-

B-2, mais avec un volume de 30 puL pour imbiber les disques

B. Séparation et purification des molécules a activités antibactériennes.
1. Analyse des extraits par chromatographie liquide haute pression HPLC en phase
inverse.
Le but est d’analyser la composition du mélange extrait selon les longueurs d’ondes d’absorption.
Cette étape permet également, un controle des différentes étapes de séparation.

La chromatographie liquide haute pression est une technique de séparation basée sur I’adsorption
des molécules. Ces molécules sont réparties entre la phase stationnaire solide et la phase mobile
liquide. La phase stationnaire choisie est constituée de silice greffée de groupement C18. Cette phase
est capable de retenir les composés les moins polaires. La phase mobile est composée d’un gradient
polaire. Lorsque le gradient est composé majoritairement d’eau, les molécules les plus polaires sont
décrochées, quand le gradient en eau diminue au profit de par exemple 1’acétonitrile, ce sont les
molécules plus apolaires qui sont décrochées et éluées. Plus le gradient s’enrichit en acétonitrile, plus
la phase mobile devient apolaire. Elle devient plus apolaire que la phase stationnaire ce qui permet aux

molécules de se détacher et d’étre éluées.

a) Préparation des échantillons
Les extraits ont été dilués a une concentration de Smg/mL ou 10mg/mL dans un mélange de 50%
d’eau ultra pure et 50% d’acétonitrile (ACN). La solution obtenue a par la suite été filtrée a travers un

filtre de cellulose ayant une porosité de 0.2nm (Interchim Uptidisc®).

b) HPLC analytique

L’analyse a été réalisée via le systeme Agilent 1100 HPLC (Agilent technologies): composé d’une
pompe, d’un dégazeur, et d’un détecteur PDA UV-visible. La phase mobile est constituée d’un
gradient d’eau ultra pure contenant 0.1% d’acide formique (Sigma aldrich,) (A) et d’ACN (B, Sigma
aldrich chromosolv HPLC), I’¢lution a été réalisée avec un gradient programmé et optimisé selon
I’extrait a analyser (tableau VII et VIII et figure 11, p 16 bis). Le débit choisi était d’un millilitre par

minute. La phase stationnaire correspond a une colonne de type nucleosil C-18 (BDS hypersil C18
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Tableau IX: Gradient d'élution utilisé lors de 'HPLC-ELSD sur les extraits dichlorométhane et acétate d'éthyle.

% o oy

Teml?s Eau + 0.1% AF % ACN Deblf
(en min) (A) (B) | mL/min

0 70 30 1

40 58 42 1

60 53 47 1
c 50
o 2 45
& 5
g § 40
Q
% § 35
a 30

0 20 40 60
Temps d'élution en minutes

Figure 12:Gradient d'élution des extraits dichlorométhane et acétate d'éthyle pour I'HPLC-ELSD.
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thermoscientific) de dimension 250 x 4.6 mm, avec des particules de Sum. Le volume d’injection était
de 20uL. Les chromatogrammes sont observés aux longueurs d’ondes suivantes : 210 nm, 254.4 nm,

280 nm et 360 nm.(BOURAHLA 2013)

2. Chromatographie liquide haute pression couplée a un détecteur a diffusion de lumiére
(ELSD)
Cette analyse permet de détecter des composés non UV absorbables, comme par exemple la
présence de peptides non cycliques suspectés dans la culture fongique. Cette technique repose sur le
méme principe que I’analyse par HPLC décrite dans le paragraphe I1I-B-1, mais 1’automate est couplé

a un détecteur a diffusion de lumiére.

Les extraits cyclohexane, dichlorométhane et acétate d’éthyle ont été préparés a une concentration
de Smg/mL. Lors de cette analyse, la colonne utilisée était celle ayant servie a ’HPLC analytique. Le
gradient d’¢lution utilisé pour I’extrait cyclohexane figure dans le tableau VIII (p 16 bis) Pour les
extraits dichlorométhane et acétate d’éthyle, le gradient d’élution utilisé est celui issu de la premiére
optimisation (tableau IX, Figure 12, p 17 bis). Le détecteur a diffusion de lumiére a été paramétré

(Température d’évaporation : 60°C, Température de nébulisation : 60°C, Carrier Flow nominal : 1)

3. Identification des fractions a activité antibactérienne par chromatographie liquide
haute pression semi préparative sur 'extrait dichlorométhane

Le but était d’identifier la zone d’élution, visualisable en HPLC, dans laquelle D’activité

antibactérienne est située. Un fractionnement a partir de 1’extrait dichlorométhane avec Smg solubilisé

dans un mélange de 50% ACN et 50% d’eau ultra pure. La colonne utilisée est la méme que celle de

I’HPLC analytique, le gradient utilisé lors de ce fractionnement de la premiere optimisation figurant
dans le tableau IX (p 17 bis). A partir du profil HPLC, 5 fractions ont été réalisées.

L’activité antibactérienne des fractions obtenues a été testée selon le protocole indiqué dans le

paragraphe I11-A-4.

4. Séparation par chromatographie liquide haute pression semi préparative sur les

extraits cyclohexane, dichlorométhane et acétate d’éthyle.

Un micro fractionnement a été réalisé sur les extraits. Sur I’extrait cyclohexane, le fractionnement
a été réalisé sur Smg, pour les extraits dichlorométhane et acétate d’éthyle il a été réalisé¢ sur 25mg
d’extrait. Le protocole de préparation des échantillons est le méme que dans le chapitre I1I-C-3. La
colonne utilisée est la méme que celle de ’'HPLC analytique, tout comme les gradients dont les

données figurent dans tableau VII et VIII (p 16 bis).

Les fractions ont été récupérées par intervalle de 30 secondes dans des microplaques de 96 puits.

Les volumes de solvant collecté des différentes injections ont été regroupé€s puis évaporés, soit par les
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rotavapeurs, soit par un évaporateur de plaques de Vegepolis, en respectant les paramétres

d’évaporation de I’acétonitrile puis de I’cau.

Les fractions pour lesquelles, un profil chromatographique identique a été observé, ont été

regroupées, séchées et pesées avant d’identifier les molécules.

C. Analyse des fractions a activité antibactérienne

1. Identification des molécules par chromatographie liquide a haute performance
couplée a la spectrométrie de masse.

L’objectif de cette analyse est de caractériser les pics d’absorption observables en UV par une

masse afin de pouvoir caractériser les molécules, ainsi que d’identifier leurs structures.

La spectrométric de masse est une technique qui consiste a ioniser des molécules, qui sont
séparées en phases gazeuse en fonction de leur rapport masse sur charge. L’échantillon a analyser
passe d’un état sous forme de goutte a celui de microgouttelettes contenant les molécules ionisées ou
non. Ce changement de forme est influencé par un champ électrique qui permet de charger les
molécules. Ce champ électrique additionné a un liquide permet la vaporisation de la goutte en
gouttelettes, dont la charge est dépendante du mode d’ionisation. L’ionisation peut se faire selon deux
modes, le mode positif ou le mode négatif. Les gouttelettes sont évaporées sous I’effet d’un courant
d’air chauffé pour donner des microgouttelettes chargées. Elles sont désolvatées grace a un potentiel
¢lectrique, a pression élevée ce qui va induire des collisions entre les molécules de gaz et le solvant.

En variant le potentiel ¢électrique, il est possible de fragmenter les molécules.

a) Préparation des échantillons
Les échantillons ont été préparés a différentes concentrations selon la quantité d’extrait a notre
disposition (10mg/mL, Smg/mL, 4mg/mL, ou 2mg/mL) dans un mélange 50% d’eau ultra pure et 50%

d’acétonitrile.
b) Analyse

Lors de I’analyse la méme colonne a été utilisée (voir I1I-B-1), les mémes gradients d’¢lution ont
été utilisés (Tableau VII et VIIL, p 17 bis) par contre différents solvants ont ét¢ utilisés (Eau ultra pure
+0.1% acide formique (Svahn et al. 2014) ; Eau ultra pure et acétonitrile (Kupfahl et al. 2008) ; Eau
ultra pure +1mM de formiate d’ammonium et acétonitrile +1mM de formiate d’ammonium (Cerqueira

et al. 2014))

Cette HPLC est couplée a un spectromeétre de masse. L’analyse a été effectuée a la Plateforme
d’Ingénierie et Analyses moléculaires (PIAM), avec 1’appareil HPLC Water 2795 (Agilent
technologies) couplé a un détecteur d’UV (Water 2487) et un spectrométre de masse basse résolution a
trappe d’ions équipé d’une source electrospray Bruker Esquire 3000 (Gaz de nébulisation : azote ;
débit de gaz : 7L/min ; pression : 30 psi ; température de vaporisation : 340°C, Gaz de fragmentation :
hélium). L’ionisation a été réalisée en mode négatif et positif. Un volume de 20uL a été injecté lors de

chacune ces analyses.Les résultats ont été traités avec le logiciel Bruker Daltonics DataAnalysis.
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Tableau X : Gradient d’élution utilisé pour tous les échantillons en UPLC-MS.

()
Temps i %ACN | Débit
(en min) Eau (B) | pL/min
A)
0 95 5 450
0.5 95 5 450
9 5 95 450
11 5 95 450

Tableau XI: Paramétres d’UPLC-MS.

Gamme (unité de masse atomique) | 150-1000
Spray voltage (V) 4000
Température de vaporisation (°C) 250
Sheath gas pressure 40
Température du capillaire (°C) 300
Tube lens off set 116
Skimmer off set 0
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2. Identification des molécules par Chromatographie Liquide UltraPerformante couplée a
la spectrométrie de masse (UPLC-MS)

Il s’agit d’une chromatographie liquide couplée a un détecteur de masse, qui est plus sensible que

la LC-MS. Elle permet de détecter des quantités plus faibles, et par conséquent elle est plus adaptée

aux métabolites a en mettre évidence.

Les extraits totaux (cyclohexane, dichlorométhane, et acétate d’éthyle) ont été dilués a une

concentration de 1mg/mL dans une mélange de 50% eau et 50% ACN (v/v).

Le gradient d’¢lution a été adapté a cette technique d’analyse figure dans le tableau X (p 18 bis).
La colonne utilisée est de type nucléosil C18, d’une dimension de 100 x 2.10mm avec des particules
de 100 A. Les solvants d’élution utilisés sont I’eau et I’acétonitrile avec un débit de 450uL/min.
L’analyse a été effectuée en mode positif et mode négatif. Les conditions ont été¢ optimisées afin de
permettre la détection. Elles figurent dans le tableau XI (pl8 bis). L’analyse a été réalisée sur

I’automate Accela (thermoscientific) couplé au détecteur de masse TSQ quantum acces max.
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Résultats




Tableau XII: Mise au point de I'inoculum adéquat pour la réalisation des antifongigrammes.

Concentrations de
Souches Pinoculum
(En spore/mL)
A.fumigatus CBS 5
113.26 >x 10
A.terreus 5
135400 121 07 >x 10
E.épidermititidis 7
135356 10 75 2x 10
P.boydii 45 95 2x10°
P.boydii n°4 2x 10°
P.minuspora n°4 1x10°
R.argillacea n°7 1x 10°
S.aurantiacum n°2 2x10°
S.dehoogii 5
110 350 905 2x 10
S.prolificans 5
8056561413 2x 10
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I. Résultats préliminaires

Dans cette partie vont étre exposé¢ les résultats ayant initialisés 1’étude.

Des expériences de co-culture entre P. aeruginosa et P .boydii 4595 ont été réalisées. Pour cela
une gélose YPDA a été ensemencée avec une concentration de spores de 10%et 107 spores/mL, incubée
une nuit 4 37°C. Ensuite 10 pL (7 x 10°CFU/mL) de culture de Pseudomonas aeruginosa wt, ou de ses
mutants, a été déposé au centre de la boite. Apres 7 jours d’incubation a 37°C, une zone d’inhibition a
¢été observée, entre P. boydii et P. aeruginosa wt, ainsi que pour les mutants testés (Las R, Exotoxine
A, TSS 111, Alginate) (Figure 1, p 1 bis) Cette inhibition n’a pas été retrouvée entre la souche fongique

et Staphylococcus aureus.

D’autres expériences ont été menées, afin de visualiser I’inhibition de la croissance de P.
aeruginosa par le surnageant de culture de P. boydii 4595. Pour cela des cultures liquides de 200mL
de P. boydii 4595 ont été ensemencées & des concentrations de 5 x 10° spores/mL, et incubée durant 7
jours a 37°C. Les surnageants ont été récupérés et lyophilisés par volume de 15mL. Les lyophilisats
ont été repris avec S00uL d’eau stérile, concentrant ainsi les métabolites par un facteur 30, et testés par
antibiogramme sur les souches bactériennes. Une inhibition de la croissance bactérienne de P.
aeruginosa wt a été observée (Figure 1, p 1 bis). Cependant aucune inhibition de la croissance

bactérienne des Staphylococcus, ni des mutants de P. aeruginosa n’a été observée.

II1. Mise au point des techniques de réalisation des antifongigrammes et

antibiogrammes

L’objectif était d’établir I’inoculum qui permettait de recouvrir la totalité de la gélose de la facon
la plus homogéne.

A. Mise au point de I’antifongigramme

La méthode d’ensemencement par écouvillonnage a été validée, celle-ci permettait d’ensemencer
la gélose de maniére uniforme, avec de bons résultats, et était reproductible méme avec de faibles

volumes de suspension au contraire des autres techniques.

L’inoculum de départ a été adapté pour chacune des souches, de maniére a ce que le champignon
recouvre la totalit¢ de la gélose, les concentrations choisies pour chacune des souches sont

représentées dans le tableau XII (p 20 bis).

B. Mise au point de I’antibiogramme
La méthode d’ensemencement par écouvillonnage a été validée puisqu’elle permettait d’obtenir un
ensemencement uniforme de gélose au contraire de la technique d’ensemencement par inondation qui

aboutissait a I’obtention d’un tapis trop dense.
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Figure 13: Illustration de la co-culture entre P. aeruginosa et P. boydii 4595.

Zone de dépot de la culture bactérienne

Culture fongique
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ITI. Inhibition de croissance entre Pseudomonas aeruginosa et

Pseudallescheria boydii

Dans un premier temps I’inhibition directe en co-culture entre P. aeruginosa Pa.01 WT et P.

boydii 4595 a été recherchée.

Lors de la lecture de ce test, aucune inhibition de la croissance fongique n’est observée, mais dans
le cas de P. boydii 4595 et P. boydii n°4, la souche fongique est présente a la périphérie de la culture
bactérienne sans qu’il n’y ait d’envahissement de celle-ci (Figure 13, p 21bis). Pour les autres
champignons testés, a savoir P. minuspora n°4, A. fumigatus CBS 113.26, S. prolificans 8056561413,
le champignon envahit totalement la culture bactérienne. Lors de cette co-culture, aucune

pigmentation verte due a la pyoverdine n’a été observée.

L’inhibition de la croissance entre Pseudomonas aeruginosa et Pseudallescheria boydii, n’a pas

¢té reproduite.

IV. Mise en évidence de ’activité du surnageant de culture de

Pseudomonas aeruginosa sur la croissance fongique

Le but de cette étude était de mettre en évidence I’activité du surnageant de culture de
Pseudomonas aeruginosa sur la croissance fongique.

A. Surnageants de culture de Pseudomonas aeruginosa lyophilisés

Les lyophilisats résultants des différentes conditions de culture de Pseudomonas aeruginosa
(Chapitre 2, 1-B-2) ont été testés sur plusieurs especes de champignons. Il n’y a pas de différence
d’inhibition entre les témoins pour lesquels les disques ont été imprégnés de LB et les tests ou les

disques ont été imprégnés de surnageant de culture.

Lors de la répétition des expériences, les mémes résultats, a savoir aucune inhibition de la

croissance fongique par le surnageant bactérien, ont été observés.

Les surnageants de culture de Pseudomonas aeruginosa testés ne présentent pas d’activité

antifongique vis-a-vis des souches présentés dans le tableau XII ( p 20 bis).

B. Surnageants de culture de Pseudomonas aeruginosa non lyophilisé
L’objectif était de déterminer si la lyophilisation pouvait étre un processus responsable de la
dégradation de la ou des molécules a potentiels antifongiques présentent dans le surnageant de culture

bactérienne.

Suite a des problémes de lyophilisation et au vu des résultats contradictoires avec les observations

précédentes, le surnageant de culture bactérienne non lyophilisé a été testé.
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Figure 14: Inhibition de la croissance bactérienne par le surnageant de culture de P. boydii 4595 (surnageant 4). De
gauche a droite, inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus, de Staphylococcus epidermidis, et de
Pseudomonas aeruginosa.

Tableau XIII: Résultats des antibiogrammes réalisés a partir des surnageants de culture P. boydii 4595 (n= nombre de

réplication).

Inclinaison Droit Incliné

Volume de
Conditions milieu 200 100 250 Témoin
de culture (en mL) YPD

(o)
N®du 123 4|5 | 7] 819
surnageant

Moyenne des diamétres des zones d’inhibition de la croissance
bactérienne en mm (disque ~ 12mm)

n=2

S. aureus 18 16 34 37 37 235 | 20.5 16 0
Cocclgram S. epidermidis | 0 | 20 | 28 | 33 | 365 | 0 | 235 | 15 0
E. faecalis 15 0 17 19 15 0 19 15.5 0
0 18 15 20 15 15 16 0 0
P. aeruginosa
Zone moins dense Zone moins dense 0
Bacille E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gram - K
C 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pneumoniae
S. marcesens 0 0 0 0 0 0 0 0 0
el B.cereus | 0 | 0 | 0 | 0 0 0 0 0 0
gram +
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Aucune inhibition de la croissance des champignons quelle que soit I’espéce fongique utilisée n’a
¢été observée. La culture fongique se développe au contact de la colonie bactérienne, et dans certains

cas, elle colonise le disque sur lequel le surnageant bactérien non lyophilisé a été déposé.

n conclusion, le surnageant de culture de Pseudomonas aeruginosa n’a pas d’activité
E 1 1 t d It de Pseud ’ d’activit

antifongique.

V. Inhibition de la croissance bactérienne par le surnageant de culture

de P. boydii 4595

A. Mise en évidence de I’activité antibactérienne des surnageants
Dans un premier temps, ’activité antibactérienne a été recherchée dans le surnageant de culture
fongique, et les conditions de culture adéquates pour la synthése de métabolites antimicrobiens ont été

1dentifiée.

Le surnageant de culture de P. boydii 4595, est capable d’inhiber la croissance des cocci gram +,
notamment celle de Staphylococcus aureus et Staphyloccocus epidermidis. Cette activité
antibactérienne a été retrouvée de manicre constante pour ces souches, avec des diamétres de la zone
d’inhibition de la croissance comprise entre 16 et 40 mm pour S. aureus. Pour S. epidermidis les
diametres d’inhibition étaient compris entre 16mm et 48mm. Ces résultats montrent la variabilité de la
synthése de métabolites secondaires par P. boydii 4595, puisque pour des conditions de cultures
rigoureusement identiques, les diamétres d’inhibitions varient du simple au double. Dans le cas de P.
aeruginosa, au bout de moins de 18h d’incubation, une zone de culture moins dense est observée a
proximité des disques sur lesquels les surnageants ont été déposés, mais au bout de 24h d’incubation,
cette zone moins dense n’est plus retrouvée. De maniéres générales les surnageants testés (numérotés
de 1 a 10) ne permettent pas d’obtenir d’halo d’inhibition franc avec P. aeruginosa, ce qui n’est pas le

cas avec les Staphylococcus (Tableau XIII, Figure 14, p 22 bis).

De maniére plus ponctuelle, une inhibition de la croissance d’Enterococcus faecalis a été
retrouvée. De plus, le surnageant fongique n’a pas d’activité antibactérienne sur I’ensemble des

bacilles gram — testés (E. coli, K. pneumoniae, S. marcesens, et B. cereus).

Les tests ont également été réalisés avec les surnageants de culture non lyophilisés. Dans ces
conditions aucune inhibition de la croissance bactérienne n’a été mise en évidence. Il semble donc que
I’étape de lyophilisation soit un processus essentiel qui permet de concentrer les molécules

potentiellement a activité antibactérienne.

La synthése de métabolites secondaires par P. boydii 4595 est tres variable comme le montre le

tableau XIII. La synthése de ces métabolites semble variée en fonction de la surface d’oxygénation du
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Figure 15: Inhibition de la croissance de souches de Staphylococcus aureus par le surnageant n°3. De gauche a droite,
souche 140 019 0822 060(3), souche 145 008 821 01, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis

Tableau XIV : Résultats des antibiogrammes réalisés sur Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et des
souches de Staphylococcus aureus présentant des résistances aux antibiotiques. (n : nombre de réplication par

surnageant)
Moyenne des diameétres de la zone d'inhibition
de la croissance bactérienne (en mm)
N° n=2
Témoin
surnageant 3 surnageant 4 YPD
S.aureus 25 37 0
t.epidermidis 25 33 0
140 019 822 06 (3) 24 25 0
145 019 822 06 (2) 0 22 0
145 067 314 01 0 20 0
140 038 779 01 0 0 0
140 047 045 01 19 22 0
140 004 564 01 21 19 0
145 084 340 01 20 21 0
145 008 821 01 16 20 0
145 026 780 03 19 19 0
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milieu. Lorsque le milieu de culture est incliné pendant 1’incubation, la surface d’oxygénation est plus
importante et dans ce cas ’activité antibactérienne est amoindrie.

A la vue des résultats expérimentaux, il a été décidé pour la suite des expériences de réaliser les
cultures bactériennes sur le méme modele que le surnageant n°4, qui présentait une activité a la fois
dirigée contre les Staphylococcus et Pseudomonas. Ces cultures ont donc été réalisées selon le méme
modele, ¢’est-a-dire en réalisant une culture de la souche fongique dans 200mL d’YPD, dans un flacon
droit, & une concentration de 5 x 10° spore/mL puisque que c¢’est pour ces conditions qu’une activité

antibactérienne a été mise en évidence vis-a-vis des Staphylococcus et de P. aeruginosa.

B. Mise en évidence de I’activité des surnageants de P .boydii 4595 sur la croissance de

souches de Staphylococcus résistantes aux antibiotiques.

Suite a ces résultats qui montrent principalement une inhibition de la croissance des espéces du
genre Staphyloccoccus par les surnageants fongiques. Ainsi, 1’étude a été ¢largie sur d’autres souches
de Staphylococcus résistantes aux antibiotiques. Pour cela, des antibiogrammes sur des souches
présentant divers profils de résistance aux antibiotiques ont été réalisés avec les surnageants 3 et 4,

pour lesquels une activité anti-Staphylococcus avait été observée (Tableau XIII, p22 bis).

En parall¢le, I’activité des surnageants a été controlée, et validée sur les souches de S. aureus et S.
epidermidis utilisées lors de la premiére évaluation avec des valeurs de diamétre d’inhibition de méme

ordre de grandeur que ceux qui avait précédemment été observés (Tableau X1V, Figure 15, p 23bis).

Les surnageants de culture de P. boydii 4595 testés, présentent une activité antibactérienne sur la
plupart des souches de Staphylococcus aureus résistants aux antibiotiques. Les valeurs des diamétres

d’inhibition étaient compris entre 16 et 25mm (Tableau XIV, Figure 15).

C. Détermination de I’impact de la température sur la synthése de métabolites a activité

antibactérienne.

Dans un deuxiéme temps, 1’étude s’est portée sur I’impact de la température sur la synthése de
métabolites a activité antibactérienne. Le but de cette étude était de déterminer la température
d’incubation de P. boydii 4595 la plus adéquate a la synthése des métabolites. Différentes
températures d’incubation ont été testées (25, 30, 37 et 40°C) et les antibiogrammes réalisés avec les
surnageants lyophilisés provenant des diverses conditions de températures ont été réalisés (Tableau

XV, p 24 bis Tableau XV).

L’inhibition de la croissance des Staphylococcus, préalablement démontrée, a été retrouvée
uniquement a certaines températures. Une hétérogénéité est donc noter, ce qui signe le caractére
aléatoire de la synthése de métabolites par P. boydii 4595 en fonction de la température. Aucune
inhibition de la croissance des souches de P. aeruginosa par les différents surnageants fongiques n’a
¢été observée. Il semble que la ou les molécule(s) a potentiel antibactérien soient synthétisée(s) pour
des températures de 25°C, 30°C et 37°C, avec un diametre de la zone d’inhibition plus important a

37°C. A 40°C, le champignon s’est trés peu développé et il ne présente aucune activité
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Tableau XV: Résultats des antibiogrammes réalisés a partir des surnageants issues des incubations a différentes
températures. (n : nombre de réplications).

Volume milieu (en mL) 200
Température (en °C) 25 30 37 40
Inclinaison Droit | Incliné | Droit | Incliné | Droit | Incliné | Droit
[spore/mL] 3.25x 10°
Moyenne des diamétres de la zone d’inhibition de la croissance
bactérienne (en mm) n=2
S. aureus 17.5 0 0 19.5 0 22 0
Cocci S. epidermidis 16.5 0 0 17.5 0 0 0
gram+
E. faecalis 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0
01 wT
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0
1430 B10
Bacille P. aeruginosa
aram - 3845 F5 0 0 0 0 0 0 0
E .coli 0 0 0 0 0 0 0
K. pneumoniae 0 0 0 0 0 0 0
S. marcesens 0 0 0 0 0 0 0
Tableau XVI: Résultats des masses obtenues pour chaque extrait.
Extraits Cyclohexane | Dichlorométhane | Acétate Butanol Phase
d’éthyle aqueuse
20 mL 21.5mg 15.8 mg 7.3 mg 327.7 mg 144 mg
volumede | g5, | 19.6mg | 36.6mg FEETE .
surnageant
1400 mL 6.7 mg 55.7 mg 50.1 mg 7,300 g 12 ¢

Tableau XVII: Résultats des tests d’inhibitions avec les extraits résultants de I’extraction liquide/liquide des
surnageants de culture de P.boydii 4595 (surnageant 4) ND : Non déterminé en raison d’un probléme technique.

Extraits Acétate el
Cyclohexane | Dichlorométhane Butanol | Phase Témoin
d’éthyle aqueuse DMSO
Moyenne des diametres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne (en
mm, n=2)
P. aeruginosa
PAOI WT 0 0 0 0 0 0
S. aureus 18.5 17.5 20 0 0 0
S. epidermidis 0 0 0 0 0 0
E. faecalis 0 0 0 0 0 0
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antibactérienne. De plus, il est observé que le caractére incliné des cultures ne favorise pas I’inhibition.
Ces données, bien que non statistiquement significatives, montrent que la température d’incubation a
37°C, et des cultures droites sont des caracteres adéquats pour la recherche d’une activité

antibactérienne.

VI Purification et caractérisation des métabolites antibactériens

sécrétés dans le surnageant de culture de P.boydii 4595.

L’objectif est de fractionner le surnageant en différents extraits organiques afin de purifier les

métabolites responsables de 1’activite.

A. Résultats des extractions

L’extraction a été réalisée, par trois fois sur des volumes de plus en plus important, afin d’avoir
suffisamment de quantité d’extrait pour tester 1’activité antibactérienne. L’extraction a permis de
séparer les molécules en fonction de leur polarité, les plus apolaires ont été extraites par le
cyclohexane, tandis que les plus polaires sont restées dans la phase aqueuse. Les masses les plus
importantes ont été recueillies pour les extraits butanoliques et les phases aqueuses, comme le montre
le tableau X VI (p 24 bis).

En outre, la composition HPLC analytique/UV du milieu de culture versus celle de chaque extrait

montre un bruit de fond non significatif validant la présence d’autres molécules.

B. Identification des extraits présentant une activité antibactérienne

Dans un premier temps, afin de cibler I’activité antibactérienne, les cinq extraits obtenus ont été
testés pour leur activité antibactérienne (Tableau XVII, p 24 bis). En paralléles, les extraits issues du
milieu de culture ont été testés et ont servi a la réalisation des témoins. Des témoins ont été réalisés
avec du DMSO afin de vérifier qu’il n’avait pas d’activité antibactérienne. Ces extraits et les témoins

DMSO n’ont montré aucune activité antibactérienne vis-a-vis des souches testées.

Les extraits obtenus ont été testés, afin d’identifier les fractions présentant un intérét pour notre
¢tude. Les antibiogrammes ont été réalisés sur P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis et E. faecalis.
Les extraits cyclohexane, dichlorométhane, et acétate d’éthyle ont été identifié comme présentant une
activité¢ antibactérienne vis-a-vis des Staphylococcus aureus avec des moyennes de zone d’inhibition
de 17.5mm a 20mm , par contre I’inhibition de la croissance de Staphylococcus epidermidis, n’a pas
été retrouvée (Tableau XVII, p 24 bis). Les expériences précédentes avaient démontré une activité

antibactérienne pour 1’extrait dichlorométhane sur Staphylococcus aureus(Breuil Alexandre).

D’aprés ces résultats, I’étude se concentrera en premier lieu sur 1’extrait dichlorométhane puis sur
les extraits cyclohexane et acétate d’éthyle. Ces trois extraits sont peu concentrés en métabolites

comme le montre le tableau XVI ( p 24 bis) et non proportionnel au volume d’extraction.

Page | 24



g
__/\\ -
; 1 1% 16 e
Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 Fraction 4 Fraction 5

Figure 16 : Profil HPLC a 254nm ayant servie a I’établissement des fractions. Concentration de I’extrait a 45Smg/mL

Tableau XVIII: Réalisation des fractions sur I'extrait dichlorométhane et identification des fractions douées d'une
activité antibactérienne, NT : non testé

1 0 a5 min 3 0 0
2 5 a8 min 15 20 0
3 8 a 12min <1 NT NT
4 12 a 14min 33 0 0
5 14 a 60 min 2 0 0

Tableau XIX: Fractions récupérées lors de 'HPLC préparative de I’extrait dichlorométhane

Hl 3a4.5 min 3.7
H6 18 4 20 min 1.2
A6 20 a 23 min 2.8
F7 24 a2 26 min 1.1
H7 26 a 29 min 33
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3. Séparation en 5 fractions de I'extrait
La séparation en 5 fractions a été effectuée selon le profil d’HPLC analytique couplée a I’'UV, sur
une quantité¢ de 17,1mg, selon le profil a 254 nm présenté dans la figure 16. Le but de cette séparation
¢tait d’identifier la zone d’¢lution dans laquelle se situe la ou les molécules a activité antibactérienne.
La purification et la caractérisation seront ainsi facilitées. Les faibles quantités de surnageant de
culture obtenues imposent de faire séparément les tests d’activité et la purification (Tableau XVIII, p

24 bis). Les activités antibactériennes des fractions réalisées ont été testées (Tableau XVIIL, p 25 bis)

L’activité antibactérienne a été retrouvée pour la fraction n°2, qui correspond a des temps de
rétention compris entre 5 et 8 min. Cette fraction est capable d’inhiber la croissance de S. aureus. Le
profil HPLC de la fraction n°2. En raison de la faible masse obtenue de la fraction 3, son activité n’a

pas pu étre évaluée (Tableau XVII, p 25 bis).

L’activité antibactérienne a été identifiée pour des temps de rétention de 5 et 8 min ce qui
correspond respectivement a une é€lution comprise entre 31 et 33% d’ACN, d’aprés le gradient

d’¢lution utilisé (Tableau IX, p 17 bis).

4. Microfractionnement de l'extrait dichlorométhane pour isoler la ou les molécules a
activité antibactérienne

Le but de cette analyse était d’isoler et d’identifier précisément la fraction contenant la molécule a

activité antibactérienne. Les profils HPLC complets sont présentés dans la figure 17 (p 25 ter). Les

fractions correspond a la zone d’activité ont été regroupées selon un profil HPLC-UV identique (

Tableau XIX, p 25 bis).

Avec le gradient d’élution utilisé lors de I’'HPLC préparative (tableau VII, p 17 bis), les temps de
rétention en analytique de 5 a 8 min correspondent ici a des temps d’élution compris entre 19,5 et
23min. Les fractions actives correspondant a ces temps de rétention (nommées H6 et A6) ont été

récupérées et analysées en priorité.

a) Analyse des fractions A6 et H 6 par spectrométrie de masse (infusion)

Les masses résultantes des infusions réalisées sur ces deux fractions sont présentées dans les
tableau XX p 25 ter et XIX p 25 quat .

Les masses observées ne correspondent pas a celles décrites dans la littérature pour des molécules
du complexe Scedosporium. Ces résultats laissent espérer 1’obtention de structures chimiques

originales les fractions sont en cours d’analyse RMN 'H et °C.
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Figure 17: Profil HPLC de I'extrait dichlorométhane sur lequel 'HPLC préparative a été réalisé, au-dessus le profil a
254nm, en dessous le profil 2 360nm.

Tableau XX: Résultats de I'infusion en spectrométrie de masse de la fraction H6 de I'extrait dichlorométhane

Fraction H6

[M + H] m/z MS 2
179
217.1
276.1
308.1
338.1

152.8

321.7 192.7

255.7
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Tableau XXI: Résultats des infusions en spectrométrie de masses de la fraction A6 de I’extrait dichlorométhane.

Fraction A6
[M+ H] m/z MS2
101.4
224.8
254 208.7
197.7
626
257
274.1 256
191.3
174
288.4
276 258.1
130.1
338.1
528.2
572.2
949.7
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Figure 18: Profil HPLC a 360nm de I'extrait cyclohexane, au dessus le profil complet, en dessous un agrandissement a
été réalisé sur le pic.
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Figure 19: Chromatogramme des pics obtenus 4 360nm, a droite celui correspondant au temps de rétention de
18.721min et a gauche celui correspondant au temps de rétention de 18.866min.
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C. Purification des métabolites a activité antibactérienne de I’extrait cyclohexane

1. HPLC analytique UV couplée a la spectrométrie de masse

L’analyse HPLC/MS de D’extrait cyclohexane total par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse, présente deux pics trés proches en temps de rétention, apparaissant un seul
massif majoritaire a 360 nm (figure 20 p 25 ter). Ces pics correspondent a une valeur de m/z de 307,91
en mode négatif soit une masse de m/z = 309. Ce massif doit correspondre a ’activité obtenue, étant

I’absence d’autres pics dans cet extrait actif.

2. Micro fractionnement de I'extrait cyclohexane

Le but de cette analyse était d’isoler et d’identifier le massif observé en HPLC/MS contenant la ou
les molécules a activité antibactérienne. L’analyse du profil d’HPLC/UV du massif isolé (3,8 mg) a
montré deux pics de temps de rétention respectivement de 18,70 min et 18, 90 min absorbant a 360 nm
(figure 18, p 26 bis). Ces pics présentent un profil similaire d’absorption dans I’'UV (Figure 19,p 26
bis) avec simplement un des maximum d’absorption, variant de 9 nm (340 nm a Tr = 18,70 min, et
349 nm a Tr = 18, 90 min). Ces observations posent 1’hypothése de deux molécules proches ou de

. N \ . . rer x ror 1 13
deux isomeres correspondant a ce massif. Le massif a été récupéré pour une analyse RMN "H et “C.

3. Analyse par spectrométrie de masse

a) Analyse par HPLC/MS de I'extrait total

L’extrait total a été analysé par HPLC/MS. un massif correspondant a celui observé lors du micro
fractionnement a été visualisé, pour un temps de rétention de 18,7 min. Le spectre de masse présenté
dans la figure 22, dans lequel deux pics de rapport m/z se démarquent en mode négatif. Le premier pic
a un rapport m/z de 308,91, le deuxiéme pic a quant-a-lui un rapport m/z de 344,95 (Figure 20, p 26
ter).

b) Analyse par infusion en spectrométrie de masse du massif isolé

Ce massif analysé par infusion résultant de la séparation par micro fractionnement de I’extrait
cyclohexane contient majoritairement les masses m/z 385,9, 341,7 et 309. La masse 341,7 retrouvée
en mode négatif semble correspondre a la suppression de deux adduit sodium sur la masse 385,9 soit
deux fois 23. La fragmentation MS2 respective de 385,9 et 341,7 aboutit a la formation de fragments
identiques : m/z = 293,8, 282,8, et 238,8 comme montrés dans le Tableau XXII. La transition de 341,7
a 293,8, correspond a une perte d’une masse de 47 qui pourrait correspondre a CH3S. La masse 309,
observée au début, pourrait correspondre a un fragment des deux autres 385,9 et 341,7. En effet, la
fragmentation MS2, de cette masse donne des fragments de masses proches de ceux observés pour
385,9 et 341,7 (m/z = 293.8, 278, 9, 234, 8). La transition de 309 a 293,8 pourrait correspondre a la
perte de CH;S (Tableau XXII, p26 quat).
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Figure 20: Résultats de la spectrométrie de masse sur I'extrait cyclohexane total, en haut le profil de séparation par
chromatographie liquide 2 360nm en vert couplé au profil de la masse en noir. En bas le spectre masse obtenu pour le

maximum d’intensité. (en mode négatif)
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Tableau XXII: Résultats des spectrométres de masse, de la perfusion de la fraction cyclohexane isolé.

341.7 613.3
297.8 582.9
385.9
238.9 316.1
331.1
282.8 287
297.8 686.4
282.8 286
341.7 267.8 240
238.8 304.1 211.22
210.8 163.1
293.8 132.1
278.9 90.4
263.8 668.9
309 406.6
274.1 256
234.8
226
163.1
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Tableau XXIII: Fractions récupérées issu de 'HPLC préparative.

Temps de bl
Fractions , P . d’extrait
rétention
(en mg)
H1 3a4.5 min 2.8
E6 21.5a23 min 8.8
H7 274 28 min 2.7
3.004
2 2.00
1.00]
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Figure 21:Profil HPLC de I'extrait acétate d’éthyle sur lequel I'HPLC préparative a été réalisé, au dessus le profil a
254 nm, en dessous le profil 2 360 nm.
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Cette analyse montre des valeurs de m/z similaires a ceux décrits pour la
dehydroxybisdethiobis(methylthio)gliotoxine de masse [M'] de 340 en LR-EI-MS (323, 309, 293,
265) précédemment décrite chez Pseudallescheria sp.(Li et al. 2006). Par contre les masses des autres
fragments different d’une masse 8 de ceux décrits pour la

dehydroxybisdethiobis(methylthio)gliotoxine.

D. Purification des métabolites a activité antibactérienne de I’extrait Acétate d’éthyle

1. HPLC analytique

Le gradient utilis¢, figurant dans le tableau VII était adapté a 1’extrait puisque qu’il a permis

d’obtenir un profil HPLC exploitable.

Lors de I’analyse par HPLC, en comparant les résultats obtenus pour ’extrait provenant du
surnageant de culture fongique a celui du milieu, il a été noté que le milieu absorbé peu, un seul pic est
visible a 254 et 280min avec une intensité de inférieur a 100mAU pour un temps de rétention de
4.90min.

2. Micro fractionnement de l'extrait acétate d’éthyle pour isoler la ou les molécules a

activité antibactérienne

Le but de cette analyse était d’isoler les pics obtenu sur le profil HPLC, de maniére a identifier la
fraction active. Pour cela une séparation fine a été réalisée en effectuant des fractions par intervalles
de 30secondes, les profils HPLC complets sont présentés dans la Figure 21 (p 27 bis). Les fractions
obtenues ont été analysées par HPLC avant d’étre regroupées (Tableau XIII, p 27 bis).

Une forte similitude est observée entre le profil de I’extrait dichlorométhane (Figure 17) et celui
de Dextrait acétate d’éthyle (Figure 21 21, p 27 bis). Les temps de rétentions ainsi que les
chromatogrammes des différents pics présentent de fortes homologies qui font suspecter la présence
des mémes molécules au sein des deux extraits. De plus ils présentent le méme profil en spectrométrie

de masse.
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Discussion et perspectives







La recherche de nouveaux antibiotiques est un enjeu majeur pour la prise en charge des
infections a germes multi résistants comme S. aureus et P. aeruginosa, responsables de nombreuses

infections. Ce stage s’est inscrit dans ce contexte, et s’est articulé autour de trois axes bien définis :

— lavalidation de I’antagonisme entre Pseudomonas aeruginosa et les especes du complexe
Scedosporium.

— I’étude des spectres d’activités des métabolites produits.

— la purification et la caractérisation des métabolites a activité antimicrobienne par P.aeruginosa et

Scedosporium.

I. Premier axe de recherche : la validation de ’antagonisme entre

Pseudomonas aeruginosa et les espéces du complexe Scedosporium

L’antagonisme observé dans la mucoviscidose entre Pseudomonas aeruginosa et les especes
de Scedosporium a été recherché in vitro. Des expériences préliminaires réalisées au laboratoire
avaient montré, dans le cas d’une co-culture entre P. aeruginosa et Pseudallescheria boydii 4595, un

antagonisme entre ces deux souches.

Ces expériences de co-culture ont été¢ & nouveau réalisées dans le cadre d’un stage de premiere
année de master en fin d’année 2013, puis lors de ce stage, sans qu’aucun antagonisme ne soit observeé.
Ces résultats ne sont pas en adéquation avec ceux qui ont initiés 1’étude. Cette absence d’antagonisme

a été validée plusieurs fois, malgré I'utilisation a I’identique du protocole, établi préalablement.

Cette différence de résultat peut étre expliquée par plusieurs hypotheses. L’une des premicres
hypothéses est que ni la bactérie et ni le champignon n’ont, dans ces conditions de culture, synthétisé
de métabolites a activité antimicrobienne. La deuxiéme hypothése est que la synthése des métabolites
a activité antimicrobienne se fait dans des conditions de culture particuliéres, qui ne sont pas
maitrisées, ou qui sont retrouvé uniquement chez le malade. La troisiéme hypothése est qu’il y ait eu
une erreur lors de la précédente manipulation, comme par exemple 1’utilisation de chloramphénicol
dans le milieu de culture. En effet, le chloramphénicol est couramment utilis¢ dans les milieux de

culture dans le laboratoire.

Cependant, il est bien observé chez les patients infectés par P. aeruginosa, une prévalence
pour les infections a Scedosporium plus faible que chez les patients non infectés. Et de méme chez les
patients colonisés/infectés par Scedosporium, une prévalence pour les infections a P.aeruginosa plus
faible que chez les patients qui ne le sont pas. Il semble donc bien exister un antagonisme entre ces
deux especes. Mais 1’antagonisme pourrait étre dii a d’autres facteurs que la syntheése de métabolites
antimicrobiens a la fois par la bactérie et le champignon. Cet axe demande encore a étre étudié afin

d’expliquer I’observation clinique qui a été faite et 1’exploiter. Il serait nécessaire d’identifier par
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exemple les conditions de cultures nécessaires a la mise en évidence de cet antagonisme, ou bien les

mécanismes in vivo responsable de cet antagonisme.

Des expériences ont ¢té menées sur le surnageant de culture de P. aeruginosa afin de voir si la
bactérie excrétait dans le milieu extérieur des métabolites a activités antifongiques capable d’inhiber la
croissance de Scedosporium. P.aeruginosa est capable de synthétiser des métabolites de nature
diverses doués d’une activité antifongique (phénazines, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le DAPG),
mais dans nos conditions aucune inhibition de la croissance fongique par le surnageant bactérien n’a
été mise en évidence. L’absence d’activité du surnageant sur différentes souches fongiques (P. boydii
4595, P. boydii n°4 P .minuspora n°4, S. prolificans 805 656 41 13 et A. fumigatus CBS 113 26 1413)
peut étre due a 1’absence de synthése de métabolites antimicrobiens dans les conditions de culture. 11
faudrait étudier différentes conditions de cultures et rechercher une activit¢ fongique dans le

surnageant de culture.

L’absence d’activité antifongique du surnageant de culture bactérien peut diriger les
recherches vers le lysat de la culture bactérienne, comme cela a été réalisé chez E.coli (Balhara et al.

2014)

I1. Deuxiéme axe d’étude : Mise en évidence de I’inhibition de la
croissance bactérienne par le surnageant de culture de P. boydii

4595 et étude du spectre d’activité

Des expériences préliminaires réalisées au laboratoire avaient montré [’inhibition de la

croissance de P. aeruginosa par le surnageant de culture de Pseudallescheria boydii 4595.

Les résultats des expériences réalisées tout au long de ce stage ont montré une incohérence
avec ceux précédent. Une activité antibactérienne du surnageant de culture de P. boydii 4595 a été
montré sur les Staphylococcus avec des diamétres de zone d’inhibition de la croissance comprise entre
16 et 40 mm pour Staphylococcus aureus, et de 16 a 48 mm pour Staphylococcus epidermidis. Cette
activité antimicrobienne a été observée également pour des souches de Staphylococcus présentant des
résistances aux antibiotiques avec des diametres compris entre 16 et 25mm. Précédemment, il a été
démontré que les surnageants de culture de P. boydii 4595 étaient aussi capable d’inhiber la croissance
de Streptococcus agalactiae avec un diamétre de la zone d’inhibition de la croissance bactérienne de
17mm (Breuil 2014). L’inhibition de la croissance de P. aeruginosa a été visible et mesurable (20
mm) de maniere franche qu’une seule fois. Il faut noter que sur certains antibiogrammes, une zone de

culture moins dense était observée a proximité du disque d’antibiogramme.

Ces résultats ont permis de réorienter 1’axe de recherche vers I’étude de I’activité du
surnageant de culture de P. boydii 4595 sur la croissance des cocci gram + et notamment, sur les
Staphylococcus.
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Différentes conditions de culture ont été testées et ont permis d’identifier parmi les conditions
évaluées, celle pour laquelle 1’activité antibactérienne du surnageant de culture de Scedosporium
donnait des valeurs d’inhibition plus ¢levée. La culture en milieu liquide doit donc se faire par volume
de 200mL a 37°C, avec une concentration en spores initiales de 5 x 10° spores/mL. Devant la variété
des résultats obtenus au cours de 1’étude, il a été supposé que la synthése de métabolites a activité
antibactérienne pouvait étre variable. En effet, malgré des conditions de culture identiques, les
diamétres observés étaient différents. Cette synthése dépend de facteurs environnementaux ou autres
non controlés. Des expériences complémentaires pourraient étre effectuées afin d’identifier le temps
d’incubation pour lequel I’activité antibactérienne est la plus forte (55, 7j, 10j, 14j). D’autres
conditions pourraient étre aussi testées comme le pH, I’incubation sous atmosphére enrichie en CO,, et

des conditions simulant celles retrouvées chez les patients atteints de mucoviscidose.

III. Troisiéme axe : Purification et caractérisation de la ou des

molécules a activité antibactérienne.

L’étude a été poursuivie afin de purifier et caractériser la ou les molécules a activité
antibactérienne vis-a-vis des Staphylococcus, produit par P. boydii 4595. L’activité antibactérienne
anti Staphylococcus a été observée dans les extraits cyclohexane, dichlorométhane et acétate d’éthyle.
Cette observation, permet d’émettre deux hypothéses. La premiére hypothése est qu’il existe plusieurs
molécules et la seconde hypothése est qu'une seule molécule pourrait étre solubilisée dans les trois

solvants.

Lors des différentes extractions, un faible rendement d’extrait a été obtenu pour les extraits
cyclohexane, dichlorométhane et acétate d’éthyle, ce qui a réduit le champ d’expertise. Cela a été
d’autant plus vrai aprés la séparation des molécules par HPLC semi préparative. Les rendements les
plus importants ont été obtenu pour les extraits butanoliques et aqueux. Dans ces deux extraits, les

sucres ont été solubilisés.

Ce probléeme pourrait étre résolu en réalisant des cultures en fermenteur, qui permettrait la
réalisation de culture en grand volume (>10L). De plus les conditions de culture devraient étre

optimisées afin de pouvoir produire en quantité le ou les métabolites a activités antibactériennes.

Un fractionnement par HPLC a permis d’identifier la zone d’élution dans laquelle se situait
I’activité. Elle a été observée dans la zone moyennement polaire. Un micro fractionnement a permis
une séparation des molécules, observables en UV, pour les trois extraits. Les molécules correspondant

aux zones d’¢lution responsables de I’activité antimicrobienne ont été analysées en priorité.

L’analyse de la fraction isolée dans I’extrait cyclohexane par spectrométrie de masse a permi

une premicére orientation, vers un dérivé de la gliotoxine: le dehydroxybisdethio-
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bis(meyhylthio)gliotoxine. En effet, les profils UV et les fragments en MS2 similaires a ceux de ce
dérivé ont été observés. Cette observation est logique puisqu’en 2006, il a été démontré qu’une souche
de P. boydii isolée d’une algue marine possédait une activité antibactérienne vis-a-vis des
Staphylococcus méthicilline résistant voir multirésistant. Cette activité a été imputée a ces dérivés de
la gliotoxine : le dehydroxybisdethio-bis(meyhylthio)gliotoxine et le bisdethiobis(methylthio)-
gliotoxine. L’identification de cette molécule nécessite une analyse de la Résonance Magnétique
Nucléaire (‘H,"”C, et 2 dimension). Cette analyse permettra de se rapprocher de la structure des

molécules.

L’analyse de deux fractions isolées de I’extrait dichlorométhane, n’a pas encore permis d’orienter

I’identification. Les analyses sont actuellement en cours pour identifier les molécules isolées.

De la méme facon, I’analyse de deux fractions isolées de I’extrait dichlorométhane, par RMN
(‘H,”C) sont actuellement en cours. Pour ces deux fractions les premiers résultats donnent une

ressemblance au niveau du 'H, mais les masses sont différentes, il s’agirait de molécules proches.

Le micro fractionnement a permis de séparer les différents pics obtenus, par la suite il sera
possible d’identifier les molécules correspondant a chacun des pics en analysant leur spectre de masse

et le résultat des RMN, permettant ainsi peut étre 1’identification de nouvelles molécules par P. boydii.

Lors des analyses, il a été observé que les profils HPLC/UV des extraits dichlorométhane et
acétate d’éthyle présentaient de nombreuses similarités. Les chromatogrammes des pics isolés et les
masses sont eux aussi du méme ordre de grandeur. De plus ces deux extraits présentent une activité
antibactérienne vis-a-vis des Staphylococcus. Ces deux aspects permettent d’émettre I’hypothése selon
laquelle les mémes molécules ou des dérivés, seraient extrait de manicre préférentielle dans certains
solvants. Au vu de cette supposition, il serait adéquat dans le futur d’éliminer les extractions par le
dichlorométhane mais de conserver ’extraction par le cyclohexane et I’acétate d’éthyle. Ce protocole

permettrait un enrichissement en métabolites, ainsi que leurs identifications.

La perte de I’activité antibactérienne sur Staphylococcus epidermidis des extraits, alors qu’elle
a ¢té observée de facon constante avec le surnageant de culture de P .boydii, peut s’expliquer par la
nécessité d'une certaine concentration de la molécule ou d’une synergie de molécules séparées lors de

I’extraction.

Apres D’identification de ses molécules et notamment de celle(s) douge(s) d’une activité
antibactérienne, une étude pourra étre menée sur les mécanismes d’actions de la ou des molécules a
activité antibactérienne et sur I’identification de maniére précise du spectre d’activité. Ces molécules
pourraient par la suite faire 1’objet d’étude de toxicités, a des fins thérapeutiques. Il pourrait aussi étre

intéressant d’étudier la perte d’activité des extraits sur S. epidermidis.

Ces molécules pourraient étre par la suite utilisées pour traiter les infections a Staphylococcus,

notamment les infections provoquées par des souches résistantes voire multirésistantes.
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Annexe 1 : Aspect macroscopique des souches fongiques utilisées

o Aspergillus fumigatus

o Aspergillus terreus

e  Exophilia epidermitidis

e Pseudallescheria boydii n°4




o  Pseudallescheria boydii 4595

e Pseudallescheria minuspora

e Rasamsonia argillacea

o Scedosporium apiospermum 14 462




o Scedosporium aurantiacum

o Scedosporium dehoogii

e Scedosporium prolificans




Annexe 2 Organigramme

Culture en milieu solide

Récupération des spores

v
Culture en milieu liquide

Récupération des surnageants de
culture fongique

Surnageant de culture

Test de I'activité antibactérienne

Cyclohexane Dichlorométhane Acétate d’éthyle | Butanol Phase aqueuse

Test de I'activité antibactérienne
Activité anti Staphylococcus dans les extraits cyclohexane, dichlorométhane et
acétate d’éthyle

HPLC Analytique Optimisation du gradient

Identification de la zone d’élution

HPLC semi preparative correspond a Pactivité

Micro fractionnement par HPLC semi Purification des molécules
préparative

Analyse des extraits totaux par LC-MS
Analyse des fractions par perfusion en
spectrométrie de masse

Identification des molécules
excrétées par P.boydii 4595

(en cours)
Analyse fractions contenant un seul pic par

RMN (proton, carbone, 2D)







Résume :

Dans le contexte de la mucoviscidose, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont responsables de
nombreuses infections bactériennes de ’arbre respiratoire. Quatre vingt pourcent des patients sont colonisés/infectés par
P .aeruginosa. D’autre part, le genre Scedosporium est le deuxiéme agent fongique filamenteux responsable des
colonisations/infections pulmonaires dans la mucoviscidose.

Chez les patients atteints de mucoviscidose, un antagonisme a ét¢ démontré entre P. aeruginosa et les especes du
complexe Scedosporium, dont Pseudallescheria boydii.Des expériences préliminaires réalisées par le GEIHP ont permis
d’observer in vitro cet antagonisme. Le but de cette étude était de valider cet antagonisme et d’identifier les métabolites
antimicrobiens.

L’antagonisme entre ces deux souches n’a pas pu étre confirmé, mais le surnageant de culture de P.boydii
15 155 (IHEM) a montré une activité¢ antibactérienne dirigé contre Staphylococcus aureus et S. epidermidis. Une
extraction a été réalisé sur le surnageant de culture, et les extraits cyclohexane, dichlorométhane et acétate d’éthyle ont
montré une activité antibactérienne. Le ou les métabolites sécrétés par P.boydii ont été purifiés et caractérisé par HPLC
couplée a la masse.

Les données d’HPLC/MS/UV de I’extrait cyclohexane montrent des similitudes avec les données analytiques de
la littérature de la déhydroxybisdethiobis(méthylthio)gliotoxine, active contre les Staphylococcus aureus. Les analyses
des autres extraits suggerent la présence de structures chimiques originales issues de P. boydii.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa, Scedosporium, Pseudallescheria boydii, Staphylococcus,

Antagonisme, Activité anti Staphylococcus, Mucoviscidose.
Abstract :

In the context of cystic fibrosis, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa are responsible for many
infection of respiratory tract. Eighty percent patients are colonized/infected by P. aeruginosa. One the other hand, the
genus Scedosporium, is the second filamentous fungal agent colonizing and infecting the lung of cystic fibrosis patient’.

Among patients with cystic fibrosis an antagonism have been described inter P.aeruginosa and the species complex
Scedosporium, which Pseudallescheria boydii. This antagonism had been found previously in the GEIHP laboratory. The
aim of this work has been to validate this antagonism and to identify the antimicrobial molecules.

Antagonism between these two strains could not be confirmed, but it have been demonstrated in this work that the
broth of P.boydii15155 (IHEM) has activity anti Staphylococcus aureus and epidermidis. An extraction has been realized
in the culture broth, and the extracts cyclohexan, dichloromethane and acetate d’ethyl have been showed an antibacterial
activity.

The secreted metabolite(s) by P.boydii have been purified and characterized by HPLC method coupled to ground.

The HPLC/MS/UV data ofcyclohexan to extract show similarities with the analytical data of the literature the
dehydroxybisdethiobis(methyl thio)gliotoxin, active against Staphylococcus aureus. Analysis of other samples suggests
the presence of chemical structures original from P. boydii.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Scedosporium, Pseudallescheria boydii, Staphylococcus, Antagonism,

activity anti Staphylococcus, Cystic fibrosis
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