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INTRODUCTION

A. LES ANTIBIOTIQUES

1. Définitions

Les antibiotiques sont des médicaments utilisés pour traiter et prévenir les infections
bactériennes.! lls peuvent étre d’origine naturelle lorsqu’ils sont produits par des micro-
organismes, synthétigues quand ils sont synthétisés au laboratoire ou méme semi-
synthétiques lorsqu’ils sont produits de fagon naturelle puis modifiés chimiquement.? Les
antibiotiques présentent deux types d’effets thérapeutiques : bactériostatiques quand ils
inhibent la croissance bactérienne et bactéricides lorsqu’ils détruisent les bactéries. Ces effets
ont lieu a des concentrations supérieures ou égales a la Concentration Minimale Inhibitrice
(CMI) qui est définie comme étant « la plus faible concentration d’antibiotique capable d’inhiber
in vitro toute culture visible de la souche étudiée pendant une période de temps définie ».> Si
les antibiotiques sont bien connus pour leurs utilisations en thérapeutique, leurs effets en
concentrations sub-inhibitrices sont moins évidents. Aprés avoir décrit les différents modes
d’action des antibiotiques en thérapeutique, leurs effets en doses sub-inhibitrices seront

abordés.

2. Utilisation des antibiotiques en thérapeutigue

Au niveau thérapeutigue, les antibiotiques ont différents modes d’action tels que l'inhibition de
la synthése de la paroi bactérienne, l'inhibition de la synthése des protéines, l'inhibition du
métabolisme de '’ADN, ou encore I'altération de I'intégrité de la membrane plasmique.* Pour
chaque mode d’action, différentes familles d’antibiotiques sont utilisées. Tout d’abord, les
antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne sont constitués des B-lactamines,
des glycopeptides et de la fosfomycine. Ces molécules peuvent entrainer la destruction de la
bactérie en inhibant la synthése du peptidoglycane, un des éléments constitutifs de la paroi
bactérienne.?* Les antibiotiques inhibant la synthése des protéines sont composés des
aminosides, des macrolides et apparentés, des tétracyclines, des rifamycines, de I'acide
fusidique et des oxazolidinones.* Selon les antibiotiques, les cibles peuvent varier. A titre
d’exemple, les rifamycines inhibent la transcription, c’est-a-dire la copie de 'ADN sous forme
d’un simple brin d’ARN messager (ARNm) et les aminosides altérent la traduction a partir de
ARNm en s’attaquant aux ribosomes (complexes ribonucléoprotéiques impliqués dans la
synthése protéique).2* Les antibiotiques inhibant le métabolisme de 'ADN sont, quant a eux,
représentés par les quinolones, les imidazolés, les sulfamides antibactériens et les

nitrofuranes.* Par exemple, les quinolones empéchent la réplication de 'ADN (production de
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deux molécules d’ADN a partir d’'une seule) et 'association sulfamides/triméthoprime entraine
une diminution de la fabrication des acides nucléiques (ADN et ARN) aboutissant a un
ralentissement de la croissance bactérienne.?* Enfin, les antibiotiques altérant la membrane
cytoplasmique sont les polymyxines (dont la plus connue est la colistine).# Ces antibiotiques
altérent la membrane plasmique aprés avoir désorganisé la membrane externe de la paroi
cellulaire des bactéries a Gram négatif. Une présentation plus détaillée des mécanismes

d’action des différents antibiotiques retrouvés dans ces familles est présentée en annexe I.

3. Impact des antibiotiques en concentrations sub-inhibitrices

Les progres de la recherche montrent que des concentrations sub-inhibitrices en antibiotiques
peuvent induire des effets majeurs sur le métabolisme bactérien, notamment en modulant la
transcription des génes.® Dans ces conditions, les antibiotiques peuvent induire ou réprimer

toute une variété de fonctions :

= Formation de biofilms : amas structurés de cellules bactériennes attachés a une
surface et résistants a des conditions environnementales hostiles.® La tobramycine,

par exemple, induit la formation de biofilm chez Pseudomonas aeruginosa.’

= Répression des fonctions de locomotion bactérienne.? A titre d’exemple, la mupirocine
inhibe la formation des flagelles bactériens et rend non mobiles des bactéries telles
gue P. aeruginosa et Proteus mirabilis (point de départ de la formation des biofilms

bactériens).

= Réponse SOS : mécanisme de régulation permettant la réparation de 'ADN a la suite
d’'un stress génotoxique causant des dommages a '’ADN.° Outre les systemes de
réparation de I’ADN, cette réponse au stress induit aussi des fonctions impliquées dans
la virulence bactérienne, le déclenchement de la phase lytique de prophage ou encore

le transfert de certains éléments conjugatifs par exemple.

= Stimulation de certains éléments génétiques mobiles impliqués dans le transfert de

génes de résistance aux antibiotiques.'°

Si les exemples cités ci-dessus montrent que les antibiotiques peuvent stimuler certaines
fonctions bactériennes, notamment en influencant la transcription des génes
correspondants, les concentrations sub-inhibitrices en antibiotique sont inactives d’'un point
de vue thérapeutique. Cependant, a faible dose, les antibiotiques peuvent entrainer
'adaptation des bactéries vers des formes résistantes en stimulant, par exemple, le

transfert de génes d’antibiorésistance.
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B. LANTIBIORESISTANCE

1. Définitions

L’'usage excessif des antibiotiques et la mauvaise prévention des infections contribuent au
développement de résistances liées a I'évolution des bactéries.! Ces résistances peuvent étre
naturelles lorsqu’elles sont liées a une caractéristique propre a une espéce bactérienne
(phénotype sauvage) ou acquises quand elles nécessitent une modification génétique par
mutation ou acquisition de matériel génétique étranger (phénotype résistant).* Dans tous les
cas, 'usage des antibiotiques dans le traitement des infections a tendance a sélectionner les

variants résistants au détriment des formes bactériennes sensibles aux antibiotiques utilisés.

2. Mécanismes de résistance

Les résistances aux antibiotiques, qu’elles soient naturelles ou acquises, peuvent se
manifester via différents mécanismes tels que I'imperméabilité et/ou I'efflux, le défaut d’affinité
(modification de la cible), la résistance par modification enzymatique de I'antibiotique et la

protection de la cible.

a. Imperméabilité et/ou efflux

Un des moyens possibles de résistance aux antibiotiques consiste a ne pas accumuler
I'antibiotique au sein de la bactérie.* Ce phénoméne peut étre naturel lorsque la paroi, la
membrane externe ou la membrane plasmique ne sont pas perméables a 'antibiotique. Des
résistances acquises existent également telle que celle rencontrée chez P. aeruginosa vis-a-
vis de l'imipenéme qui est consécutive a la disparition d’'une porine impliquée dans les
phénomenes de perméabilité de la membrane externe.!! L’efflux actif des antibiotiques par la
bactérie est un autre moyen utilisé pour éviter I'accumulation de I'antibiotique dans la bactérie.*
Aprés étre entré dans la bactérie, I'antibiotique est pris en charge par des protéines de
I'enveloppe cellulaire permettant son évacuation. C’est le cas chez P. aeruginosa qui est
naturellement résistant vis-a-vis de nombreux antibiotiques. La premiére résistance acquise
par efflux identifiée date, quant a elle, de 1980 avec I'excrétion de la tétracycline par

Escherichia coli.

b. Défaut d'affinité

Une autre résistance possible est I'altération de la reconnaissance de la cible.* Les bactéries
a Gram positif et anaérobies strictes sont naturellement résistantes contre I'aztréonam qui a

peu d’affinité pour les Protéines Liant les Pénicillines (PLP) impliqguées dans la synthese du
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peptidoglycane et qui sont retrouvées dans la membrane plasmique de ces bactéries. La
résistance acquise se traduit, quant a elle, par une modification de la cible et une perte de
I'affinité des antibiotiques pour cette cible. Certains staphylocoques sont devenus résistants
contre les B-lactamines a la suite de I'acquisition de matériel génétique (géne mecA) codant

pour la synthése d’'une nouvelle PLP ayant une mauvaise affinité pour ces antibiotiques.

c. Reésistance par modification enzymatique de I'antibiotique

La résistance par modification enzymatique est le mécanisme de résistance le plus important
car il concerne de nombreuses classes d’antibiotiques et pratiquement toutes les espéces
bactériennes.* Il consiste en une modification de I'antibiotique par des enzymes présentes
dans la bactérie et aboutissant a une perte de I'activité de I'antibiotique. Les B-lactamases, qui
détruisent le cycle B-lactame et rendent I'antibiotique inactif, peuvent étre d’origine naturelle

ou acquise via des plasmides ou des segments d’ADN chromosomiques.

d. Protection de la cible

La protection de la cible de l'antibiotique est un phénoméne réversible réalisé par des
protéines.? A titre d’exemple, 'une des résistances acquises les plus fréquentes pour Listeria
monocytogenes vis-a-vis des tétracyclines est la protection ribosomale.*®* Les protéines de
protection ribosomale sont des protéines cytoplasmiques qui ont une homologie avec les
facteurs d’élongation EF-Tu et EF-G.'* En se liant au ribosome, ces protéines de protection
vont causer une altération de la conformation ribosomale empéchant ainsi la fixation des

tétracyclines.

3. Conséguences du développement des résistances aux antibiotiques et solutions

apportées

L’antibiorésistance constitue une réelle menace pour la santé mondiale car les infections
deviennent de plus en plus difficiles a traiter et la mortalit¢t augmente.! De plus, les
interventions de la médecine moderne telles que les transplantations d'organe et la
chimiothérapie deviennent plus risquées en I'absence de prévention des infections. Les
résistances aux antibiotiques entrainent également une augmentation des dépenses de santé
qui sont liées a I'utilisation de médicaments plus colteux en alternative aux antibiotiques de
premiére intention devenus inefficaces mais aussi a 'augmentation de la durée du traitement

et de I'hospitalisation.

Considérant le probléeme posé par l'antibiorésistance, il est urgent de changer notre

comportement vis-a-vis des antibiotiques en améliorant la prescription et I'utilisation de ces
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médicaments mais également en réduisant la propagation des infections. Améliorer la
compréhension des mécanismes de résistance est indispensable pour mieux utiliser les
antibiotiques : étre actif sur les bactéries impliquées dans les infections, limiter 'émergence
des souches résistantes et éviter I'apparition de nouveaux mécanismes de résistance.* La
prévention peut se faire via différents moyens tels que la vaccination, le lavage des mains
régulier, la protection lors des rapports sexuels, une bonne hygiéne alimentaire, etc.! Dans le
secteur agricole, il serait bénéfique de ne plus utiliser les antibiotiques en tant que facteurs de
croissance ou pour prévenir des maladies mais uniquement sous contrble vétérinaire dans le
cas d'une infection avérée. Enfin, il est important de continuer a développer de nouveaux
antibiotiques, vaccins et outils de diagnostic. Pour faire face a [Iantibiorésistance,
I'Organisation Mondiale de la Santé a mis en place un plan d’action mondiale qui a été
approuvé par I’Assemblée mondiale de la Santé en mai 2015. Ses objectifs stratégiques sont
d’augmenter la sensibilisation et la compréhension des résistances, de renforcer la
surveillance et la recherche, de réduire les incidences des infections, d’optimiser I'utilisation
des antibiotigues et d’investir de maniere durable pour combattre les résistances aux

antibiotiques.
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C. CONCENTRATIONS SUB-INHIBITRICES EN ANTIBIOTIQUES ET

DISSEMINATION DE L’ANTIBIORESISTANCE

1. Transfert horizontal de génes de résistance aux antibiotigues

Dans un nombre relativement limité de cas, il a été montré qu’en concentrations sub-

inhibitrices, certains antibiotiques pouvaient favoriser le processus de transfert horizontal de

genes (notamment les génes de résistance aux antibiotiques) qui se définit comme I'échange

de matériel génétique entre des organismes non apparentés.’® A titre d’exemple, dans une

étude publiée en 2005, Ubeda et al. ont montré que le transfert de genes est favorisé par la

réponse SOS, elle-méme induite par des concentrations sub-inhibitrices en antibiotiques

comme évoqué précédemment.’® Globalement, trois étapes sont nécessaires pour que le

transfert de géne horizontal ait lieu : un contact entre la bactérie et de ’ADN exogene, I'entrée

de ce dernier dans la cellule bactérienne et son maintien ainsi que sa transmission a la

descendance.’” On distingue trois grands mécanismes de transfert horizontal :

2.

Transformation : capture, internalisation et intégration d’ADN libre exogéne par la
bactérie.’® La transformation requiére un état de compétence de la bactérie vis-a-vis

de ces trois étapes.

Transduction : transfert d’ADN entre bactéries par l'intermédiaire de phages (virus
infectant les bactéries)!’. La transduction résulte d’une erreur d’encapsidation au cours
de laquelle de 'ADN bactérien a été empaqueté et véhiculé par une structure virale

jusqu’a une nouvelle bactérie hote.

Conjugaison : transfert d’ADN d’une cellule bactérienne a une autre par I'intermédiaire
d’un contact direct entre les cellules. L’ADN acquis par conjugaison doit étre capable
de se répliquer de maniére autonome ou étre intégré au chromosome de la bactérie
réceptrice pour étre conservé et transmis a la descendance. Parmi les éléments
génétiques transférés par conjugaison, on retrouve notamment les plasmides et les
éléments intégratifs et conjugatifs (ICE). Au cours de ce travail nhous nous sommes

particulierement intéressés aux ICE de la famille SXT/R391.

ICE de la famille SXT/R391

Les ICE forment le groupe d’éléments génétiques mobiles le plus représenté au sein du monde

bactérien. lls se définissent comme des éléments chromosomiques mobiles qui peuvent avoir

une taille allant de 18 a 600 kilobases.'’ ls ont la capacité de s’exciser du chromosome de la
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cellule donneuse, de se circulariser et de se transférer vers une cellule réceptrice par
conjugaison. Une intégration de I'lCE dans le chromosome de la cellule réceptrice permet
ensuite de garantir son maintien dans la descendance. Les ICE contiennent de nombreux

génes qui s’organisent en différents modules fonctionnels comme le montre la figure 1.

DR DR
T'_' P O T 3 T T _
Module d’adaptation Module de Muodule de conjugaison Module de

régulation recombinaison

Figure 1 : Structure génétique modulaire d'un ICE'’

Le module de recombinaison est dédié a la mobilité intracellulaire en codant notamment pour
une intégrase qui permet I'excision et l'intégration de I'élément génétique au génome de son
héte. Le module de conjugaison code pour toutes les protéines nécessaires au transfert
conjugatif de I'lCE. Le module de régulation exerce, quant a lui, un contréle sur le processus
de conjugaison en fonction des stimuli extérieurs. Enfin, le module d’adaptation contient des
génes auxiliaires qui conférent un avantage a la cellule héte comme par exemple la résistance
aux antibiotiques. Les différentes étapes du transfert conjugatif des ICE sont présentées sur

la figure 2.

Donor Recipient

2. ssDNA nic 3. ssDNA transfer / RC replication 4. Circularization and second strand synthesis

i \ f Mob
_
it DNA DNA =
synthesis TasS syn!hesus
) Mob T4CP
- —~

1. Excision ] 1 Integration

chomosome

5 Integration

Figure 2 : Mécanisme de transfert conjugatif des ICE*®

Le transfert d’'un ICE d’une bactérie a une autre fait intervenir plusieurs étapes. Tout d’abord,
une recombinaison site-spécifique entre les sites attL et attR permet I'excision de I'lCE du
chromosome dans la cellule donneuse. Ensuite, une relaxase mobile (Mob), faisant partie d’'un
complexe multiprotéique nommé relaxosome, reconnait 'origine du transfert (oriT : « origin of
Transfer ») de I'lCE. La protéine Mob génére ensuite une coupure dans un des brins et se lie

de maniére covalente a I'extrémité 5’ du brin coupé. Au cours d’une étape de réplication en
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cercle roulant (RC réplication : « Rolling-Circle replication »), un complexe nucléoprotéique a
un brin d’extrémité 5 se forme et s’étend tout en s’éloignant du modéle circulaire dont
'extrémité 3’ s’allonge au fur et a mesure par le biais de 'ADN polymérase. Le complexe
nucléoprotéique interagit ensuite avec une protéine de couplage de type IV (T4CP : « Type IV
Coupling Protein ») qui va générer I'énergie nécessaire a sa translocation a travers un systeme
de sécrétion dit « de type IV » (T4SS : « Type IV Secretion System ») et dédié au transfert du
brin d’ADN vers la bactérie réceptrice. Aprés transfert dans la cellule réceptrice, la protéine
Mob entraine une ligature entre les deux extrémités de la molécule d’ADN simple brin alors
qgue le brin complémentaire est synthétisé. L’intégration dans le chromosome de la cellule
réceptrice est ensuite médiée par recombinaison entre les sites de recombinaison attP de I'lCE

circulaire et attB du chromosome.

Les ICE de la famille SXT/R391 sont des éléments génétigues mobiles autotransmissibles
capables de conférer des génes de résistance aux antibiotiques et autres fonctionnalités
adaptatives a des hotes bactériens tels que Vibrio cholerae, 'agent du choléra.?° SXT et R391
sont des ICE étroitement apparentés dérivés d’isolats cliniques de Vibrio cholerae et
Providencia rettgeri, respectivement.? Comme évoqué précédemment, le transfert conjugatif
des ICE de cette famille peut étre stimulé a travers la réponse SOS, elle-méme activée par
plusieurs antibiotiques tels que la ciprofloxacine ou le triméthoprime.® Ces deniers induisent la
réponse SOS de fagon directe (via un dommage a 'ADN) chez diverses bactéries et lorsqu’ils
se retrouvent a des concentrations sub-inhibitrices. Ainsi, I'utilisation de certains agents
antimicrobiens peut stimuler la dissémination des génes de résistance portés par les ICE de

la famille SXT/R391 vers un large rang d’espéces via le transfert horizontal.

L’effet stimulateur des antibiotiques en concentrations sub-inhibitrices sur la dissémination de
certains éléments génétiques mobiles vecteurs d’antibiorésistance a été décrit a plusieurs
reprises. Ce phénoméne est particulierement préoccupant car il signifie que si les antibiotiques
sont responsables de la sélection de résistances a hautes concentrations, ils continuent
d’exercer des effets a basses concentrations en favorisant la dissémination de résistances.
Cependant, la notion de concentrations sub-inhibtrices est relativement vague car elle ne
précise pas dans quelle gamme de concentrations ces antibiotiques restent effectifs. Définir
ces concentrations effectives est cependant de premiére importance car cela permettrait
d’identifier ou ces stimulations d’éléments génétiques mobiles sont susceptibles d’avoir lieu.
S’agit-il de concentrations rencontrées dans l'organisme immédiatement aprés une
antibiothérapie ou s’agit-il de concentrations relativement faibles telles que celles rencontrées
dans I'environnement ? On sait aujourd’hui que la production des médicaments par 'industrie
pharmaceutique et 'excrétion partielle des médicaments consommés par les humains et les

animaux sont a l'origine d’une dissémination des antibiotiques dans I'environnement.?? Si les
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concentrations rencontrées dans I'environnement s’avéraient étre effectives, alors les rejets
d’origine anthropique participeraient aussi a la dissémination de la résistance. Dans le but de
renforcer notre contrdle de la dissémination des résistances aux antibiotiques, il serait
intéressant de déterminer les concentrations en antibiotiques effectives pour la stimulation du
transfert de genes de résistance et de les comparer a celles rencontrées dans

'environnement.
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D. ACTIVITES DE RECHERCHE SUR L’ANTIBIORESISTANCE AU LCPME

Le Laboratoire de Chimie Physique et Microbiologie pour les Matériaux et 'Environnement
(LCPME) centre ses recherches sur I'étude des interfaces minérales et biologiques en milieux
aqueux.?® L’équipe de Microbiologie Environnementale (MIC) s’intéresse aux interactions
entre micro-organismes du milieu hydrique et leur environnement. Les objectifs de cette
équipe sont notamment de comprendre les phénomeénes expliquant la persistance de virus ou
d’éléments génétiques mobiles (vecteurs d’antibiorésistance) dans I'environnement mais
aussi de s’intéresser a I'action des antibiotiques sur le transfert d’éléments génétiques mobiles

tels que les ICE dont ceux de la famille SXT/R391 sont étudiés comme modéle.

Nous avons vu précédemment que le transfert conjugatif de I'élément mobile SXT peut étre
activé par le systéme SOS via certains antibiotiques. Plus précisément, le systéme SOS induit
des promoteurs de génes bactériens qui favorisent le transfert conjugatif de cet ICE. Au
LCPME, 48 antibiotiques ont été testés sur I'activité de différents promoteurs de I'lCE SXT.1°
L’objectif était de savoir si ces antibiotiques pouvaient stimuler le transfert de I'élément SXT.
Pour cela, une approche a consisté a voir si les promoteurs de I'lCE SXT étaient activés ou
non en présence de ces antibiotiques. En partant du principe que tous les antibiotiques ne
sont pas nécessairement inducteurs de ces promoteurs, il a été nécessaire de commencer
I'étude par un criblage destiné & identifier les antibiotiques stimulateurs. Un tel criblage
nécessite de connaitre les concentrations actives. Or elles sont a priori indéterminées au
moment du criblage. Pour tenir compte d’'un ensemble de concentrations, il est possible de
réaliser une gamme de concentrations et d’étudier les niveaux d’'induction pour chacune de
ces concentrations. Mais une telle approche ne permet pas d’étudier de maniére exhaustive
toutes les concentrations en antibiotique, ni d’identifier une induction de promoteur qui aurait
lieu entre deux valeurs des concentrations étudiées. Pour s’affranchir de ce probléme et
étudier un ensemble exhaustif de concentrations possibles, I'idée a alors été de travailler sur
un gradient de diffusion sur gélose. Il restait & disposer d’'un moyen efficace pour détecter

I'activation des promoteurs de SXT.

Pour cela, des bactéries génétiguement modifiées (biosenseurs bactériens) portant des
fusions transcriptionnelles promoteur-luxCDABE ont d’abord été préparées. Avec de telles
constructions, linduction des promoteurs bactériens peut étre observable en mesurant
I'intensité de luminescence émise par ces bactéries génétiguement modifiées. Ces bactéries
ont été ensemencées sur un milieu gélosé. Puis, un disque contenant une concentration
initiale donnée en antibiotique a été déposé sur le tapis bactérien. En diffusant, I'antibiotique
génére un gradient de concentration qui permet alors d’étudier 'ensemble des concentrations

inférieures ou égales a la concentration initiale imbibée dans le disque (figure 3).
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Disque chargé en antibiotique
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Figure 3 : Exposition de bactéries biosenseurs a des gradients de concentration en antibiotique obtenus par
diffusion en milieu gélosé (crédit : C. Merlin, LCPME)

Boite de Petri

La présence d’une concentration inductrice au sein du gradient de concentration étudié peut
étre visualisée par I'émission d’une lumiére localisée au niveau de cette concentration. La
lumiere émise étant somme toute de faible intensité, une caméra CCD a haute performance
est alors utilisée afin de pouvoir réaliser un luminogramme (figure 4.b). Un logiciel informatique
est ensuite utilisé pour traiter les intensités de luminescence mesurées et des facteurs
d’induction ainsi que des rayons d’induction maximale du promoteur bactérien sont obtenus.

Le type d'imagerie obtenue est présenté sur la figure 4.
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Figure 4 : Antibiogramme a la lumiére visible (a) et luminogramme mesuré a l'aide d’'une caméra CCD a haute
sensibilité (b) (crédit : C.Merlin, LCPME)

Le rayon d’induction maximale du promoteur bactérien peut étre déterminé en mesurant la

distance entre le centre du disque et I'endroit sur la gélose pour lequel l'intensité de
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luminescence est maximale. Il est aussi possible de tracer le facteur d’induction en fonction

de la distance par rapport au disque (figure 5).

Extraction de données
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Repet #1 H Guiloteau -

induoﬁon

2.5 —
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o

0.0

10 30 50 70
distance par rapport au disque (pixel)

Figure 5 : Exemple de traitement de données permettant d’obtenir I'induction de luminescence émise en fonction
de la distance par rapport au disque (crédit : C. Merlin, LCPME)

Ce genre d’expérimentations a permis d’identifier les promoteurs de I'élément mobile SXT
spécifiguement régulés par des antibiotigues a concentrations sub-CMI. L'un de ces
promoteurs (Psoss), impliqué dans la régulation centrale de l'élément SXT, s’est avéré
particulierement bien répondre au stress génotoxique. Cependant, si cette approche permet
d’identifier des promoteurs régulés par un antibiotique donné, elle ne permet pas d’identifier
directement la concentration maximale inductrice. En effet, pour cela il faudrait connaitre la
concentration des antibiotiques en tout point de la gélose aprés diffusion. L’objectif principal
de cette these était d’utiliser des modéles de diffusion pour prédire les concentrations autour
du disque et notamment au niveau de la zone couvrant le maximum d’induction. Pour cela,
des simulations numériques ont été effectuées au sein du Laboratoire Réactions et Génie des
Procédés (LRGP). Ce dernier étudie le génie chimique dans son ensemble avec par exemple
I'étude des processus couplés de transfert de matiére, de chaleur et d’écoulements.?* Les
simulations des phénomeénes de diffusion ont été réalisées au sein de I'équipe «Génie
Chimique des Milieux Rhéologiqguement Complexes » (GEMICO) dont I'un des axes d’étude
est dédié aux transferts de matiére dans les milieux complexes. Dans le but de poser les jalons
de cette these, la méthode de résolution des phénomenes de diffusion par les simulations

numeérigues est présentée dans le chapitre E.

21



E. SIMULATIONS NUMERIQUES DES PHENOMENES DE DIFFUSION

1. Equation de conservation de la masse

L’équation de continuité se retrouve en réalisant un bilan de matiére sur une particule fluide

de volume infinitésimal de dimensions dx, dy, dz (figure 6)% :

y
dx

dy

dz

z

Figure 6 : Volume infinitésimal dans un repére cartésien

Le bilan de masse s’écrit :
Entrée + Production = Sortie + Accumulation
On suppose le fluide non réactif ; la production est donc nulle.
L’accumulation de masse de fluide par unité de temps dans le volume d’étude est définie par :

ap

r dxdydz Q)

avec p = masse volumique en kg/m? et t le temps

De plus, les composantes du vecteur vitesse de la particule fluide V dans les directions x, y et
Z sont notées u, v et w. Le terme d’entrée est égal a la somme des débits massiques traversant

les faces de la particule fluide situées dans les trois directions de I'espace :
pulx,y,z (dde) + ple,y,z(dxdz) + lex,y,Z(dXdY) (2)
Et le terme de sortie est défini par :

pu|x+dx,y,z (dde) + ple,y+dy,z(dXdZ) + lex,y,z+dz(dXdY) (3)

En remplagant les termes dans le bilan de matiére, I'’équation suivante est obtenue :

0 0 0 ap
[a (pw) dx] dydz + [@ (pv) dy] dxdz + [& (pw) dz] dxdy + dedydz =0 4)
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En divisant chaque terme par le volume infinitésimal cartésien dxdydz, I'équation de continuité

pour un fluide compressible en coordonnées cartésiennes est obtenue :

e S s Lot Lo =g =0
ot T ax P T gy P T 9P T T VP T ©)

Dans le cas d’'un fluide incompressible, p est une constante indépendante du temps et de

I'espace et I'on obtient :

g -|-a +a =VIV=0 6
ax ay” FEAAE (©)

2. Equations de conservation de la guantité de mouvement

L’équation d’Euler correspond a I'’équation de mouvement d’un fluide en négligeant les forces
visqueuses? :

DV
— =-pP 7
P D¢ + pg (7)

avec P : pression au centre du volume de contrdle
g : accélération de la pesanteur

p_o 9 0 0 .
Dt ot “ox Yoy "oz ®)

Les équations d’Euler permettent de résoudre tous les problémes d’hydrostatique (V=0) pour

lesquels le bilan des forces s’écrit :

VP = pg 9)

Dans le cas d’'un fluide en mouvement au sein d’'un tube de section constante, la perte de
pression entre deux points distants dans la direction de I'écoulement prévue par les équations
d’Euler est nulle. Mais ce résultat ne tient pas compte des frottements entre le fluide et les

parois du tube ou entre deux couches de fluide.

Pour tenir compte de ces frottements, il est nécessaire de rajouter les forces visqueuses dans
I'équation d’Euler qui sont séparées en deux parties : une composante normale a la surface
et analogue aux forces de pression et des forces de cisaillement paralleles a la surface.

L’expression de la force de frottement est définie par la formule de Newton :
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du
F= uS.— 10
S (10)

avec ula viscosité dynamique, S la surface des particules fluides et u la vitesse de déplacement

des particules fluides

La viscosité dynamique se définit comme le coefficient de proportionnalité qui caractérise « la
force a exercer pour déplacer les particules fluides les unes par rapport aux autres ».26 Elle

s’exprime généralement en Pa.s.

En admettant la viscosité du fluide x constante (fluide newtonien), les équations de Navier-

Stokes? s’expriment :

OV lop vy gl V(V.V) + 11

avec v = p/p la viscosité cinématique
Pour un fluide incompressible de viscosité constante, les équations deviennent :

OV _lepsvvvg 12
bt 5 v g (12)

La forme usuelle de I'équation de Navier-Stokes est :

v
P [E + VVV] = —VP + uV?V + pg (13)

Les équations de continuité (conservation de la masse) (6) et de Navier-Stokes (13) peuvent

alors étre écrites dans tous les systemes de coordonnées.

3. Utilisation des simulations numériques

a. Résolution des équations de conservation de la masse et de Navier-Stokes

Les équations de conservation de la masse et de Navier-Stokes sont des équations aux
dérivés partielles non linéaires qu’il n'est pas possible de résoudre analytiquement pour la
plupart des problemes d’ingénieur.?” En revanche, il est possible d’obtenir des solutions
informatiques approximatives en utilisant des logiciels de dynamique des fluides numérique
(CFD pour « Computational Fluid Dynamics »). Ces logiciels permettent également de traiter

les équations de conservation de I'énergie qui ne seront pas évoquées dans cette thése.
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b. Logiciels de CFD

Différents logiciels de CFD sont disponibles sur le marché tels que ANSYS Fluent®, COMSOL
Multiphysics®, ou Star CCM+®, lls permettent de modéliser des « phénoménes physiques
d’écoulement fluide, de turbulence, de transfert de chaleur et de réaction chimique. »?8. Leurs
applications industrielles sont variées : écoulement d’air autour d’'une aile d’avion, combustion
a lintérieur d’un four, flux sanguin, etc. Il est en outre possible de simuler I'écoulement des

fluides a une ou plusieurs phases.?°
4. Diffusion

En s’appuyant sur les équations de conservation de la masse et de la quantité de mouvement,
la CFD permet d’étudier les phénomeénes de transferts de matiére.? Le transfert de matiere
est défini comme le transfert d’'une espéce chimique d’'un endroit ou elle est trés concentrée a
un endroit ou sa concentration est moindre. On suppose un mélange binaire d’espéeces A et

B. Dans le cas de I'étude d’une surface fixe, le flux molaire s’écrit :
Ny = Cauy (14)
avec ca la concentration molaire du corps A et ua la vitesse du corps A par rapport a un repere
stationnaire
La vitesse molaire moyenne est alors définie par :

*

_ CAuA + CBuB

= N N, 1
i+ Ch x4(Ny + Ng) (15)

ou Cg, ug et Ny sont respectivement la concentration, la vitesse et le flux molaire de I'espéce B
et x, est la fraction molaire de I'espéce A

Le flux molaire relatif Ja*, exprimé dans un repére évoluant a la vitesse molaire moyenne,

s’exprime :
Ja=Calug—u*)  (16)
Le passage du repére stationnaire au repére mobile s’écrit

Ny=Cqu*+]J; (17)

avec Cau* le flux convectif proportionnel a u* et tenant compte des entrées et sorties de la

substance A
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En admettant le milieu isotrope (invariance des propriétés physiques du milieu en fonction de
la direction), on peut utiliser la loi de Fick :

]ji = —DypVCy (18)

Le signe négatif témoigne du passage des molécules d’une forte concentration a une faible
concentration. Dag, exprimé en m?/s, représente la diffusivité moléculaire de A dans le mélange
binaire. Cette derniere se définit comme « I'énergie de diffusion ramenée a la masse en cause
et considérée pendant un certain temps ». Elle représente aussi la « variation dynamique en

fonction de la concentration massique volumique ».%°

La loi de Fick (18) est une relation linéaire entre le flux molaire relatif Ja* et le gradient de
concentration -VC, (figure 7.a). Lorsque le temps de diffusion augmente (en passant de t; a
t2), la diminution de la concentration de I'espéce couvre une plus grande distance pour un flux

molaire relatif constant (figure 7.b).
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Figure 7 : Flux de diffusion en fonction du gradient de concentration pour un mélange binaire (a)3! et variation de
la concentration d’une espéce en fonction de la distance pour différents temps de diffusion (b)3?

La loi de Fick exprimée dans le repére stationnaire s’écrit?° :
Ny —x4(Ny + Ng) = —DygVCy (19)
Si I'on considére que l'espéce A est en faible concentration (x, < 1), I'équation de

conservation de A dans le mélange binaire s’écrit :

aC
a—: +VCu = Ry + DypVC, (20)

ou R, est un terme source décrivant la production (ou disparition) de I'espéce A lors

d’éventuelles réactions chimiques
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En absence de réaction chimique, 'équation de conservation de la matiére devient :

aC
a_tA +UVC, = D,5V2C, (21)

De plus si le milieu est immobile (u = 0), ce qui est le cas au sein d’'un solide, le transfert de

I'espéce A est purement diffusif et s’écrit :

ac
—A=DuVC  (22)

Il s’agit de la seconde loi de Fick.

Ces problemes de diffusion sont résolus en régime transitoire avec des méthodes
mathématiques analytiques (séparation des variables, transformée de Laplace par exemple)

et des méthodes numériques.

Afin d’appréhender plus spécifiquement l'utilisation des simulations numériques dans la
description des phénoménes de diffusion d’antibiotiques en milieu gélosé, une étude

présentant les grands principes de tels travaux est décrite dans le chapitre F.
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F. ETAT DE L’ART SUR LA DIFFUSION D’ANTIBIOTIQUES DANS L'AGAR
(MANIPULATIONS ET SIMULATIONS NUMERIQUES)

Chandrasekar et al. se sont intéressés en 2015 aux phénoménes de diffusion d’un antibiotique
dans l'agar et a la modélisation de I'inhibition bactérienne par cet antibiotique.® Leur étude,
qui a aidé a choisir la stratégie a employer pour cette thése, est présentée ci-dessous. La
molécule utilisée est la nisine, un antibiotique servant de conservateur dans lindustrie

alimentaire.

1. Caractérisation de la Nisine

L’article de Chandrasekar et al. (2015) montre que la nisine peut étre caractérisée via un essai
de diffusion.®® Cette technique consiste a creuser des puits dans un lit d’agar ensemencé par
des bactéries et a injecter des solutions de nisine de concentrations différentes dans ces puits.
Les rayons d’inhibition sont ensuite mesurés pour les différentes concentrations en
antibiotique et une courbe représentant le rayon d’inhibition en fonction de la concentration en
nisine est tracée. En théorie, plus la concentration en nisine est élevée, plus le rayon de la

zone d’inhibition est élevé.

Des optimisations de la méthode de caractérisation ont été proposées comme celle décrite
par Lalpuria et al. (2012) : elle consiste a réaliser une pré-diffusion de la solution de nisine a
4°C pendant 48h avant de lancer I'incubation a 30°C.3* Cette technique permet d’améliorer la
précision et la sensibilité de la quantification de la nisine lorsque la bactérie utilisée est
Micrococcus luteus. Ce résultat suggéere l'intérét de développer un essai de diffusion dans
I'agar soumis a deux températures différentes.®® En 2004, Sebti et al. ont étudié le phénoméne
de diffusion de la nisine dans le gel d’agarose et ont ainsi pu développer un modéle
mathématique utilisant la loi de Fick.®®> Ce dernier permet de déterminer le coefficient de

diffusion pour la gélose incubée a plusieurs températures.

2. Simulation de deux processus de diffusion successifs

La pré-diffusion a 4°C permet d'initier la diffusion de la nisine avant que la croissance
bactérienne ne débute.®® Les solutions analytiques existent pour I'équation de pré-diffusion
avec des coordonnées cylindriques et permettent de décrire la concentration locale en nisine

comme une fonction du temps.

Lors de la diffusion a 30°C, les conditions initiales sont fonction de la position considérée.
Ainsi, les solutions analytiques standards ne peuvent pas étre utilisées pour prédire la

concentration de la nisine. Des méthodes numériques sont alors utilisées pour résoudre les
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équations différentielles telles que la méthode des éléments finis. Dans cette méthode, un
espace continu est divisé en petits éléments de géométrie donnée, les mailles. Un maillage fin
permet d’obtenir des résultats précis mais implique un temps de calcul conséquent. Il est donc
important d’optimiser le maillage en fonction de la précision et du temps de calcul souhaités.
Le but de la méthode des éléments finis est ainsi de transformer un probleme continu en un
probléme discret. Dans cette étude, elle permet de prédire le rayon d’inhibition dans I'essai de
diffusion de I'agar soumis a deux températures. Cette méthode a été décrite par Lalpuria et al
en 20123

La résolution du phénomeéne de diffusion a 30°C est réalisée sur COMSOL Multiphysics® qui
utilise la méthode des éléments finis pour résoudre les équations différentielles intervenant
dans les problemes physiques.®® Aprés avoir modélisé la géométrie de la boite de Petri,
différentes simulations sont effectuées avec des concentrations en nisine allant de 0,625 a

125 pg/mL pour une concentration en antibiotique nulle dans la gélose.

3. Détermination des diffusivités aux deux températures d’étude

Sebti et al. ont montré, en 2014, que la diffusion de la nisine a travers la gélose d’agar est un
processus de transfert de masse pouvant étre décrit par la seconde loi de diffusion de Fick qui

est rappelée ci-dessous® :

dcy 0z,

— = A 23
at AB azz ( )

Le phénomeéne de diffusion a résoudre sur COMSOL Multiphysics® est donc basé sur la

seconde loi de Fick.

De plus, la détermination du flux de nisine au sein de la gélose en régime permanent passe

par I'équation suivante :

dc

N, = _DABd_; = cste (24)

Z

Il n’y a pas de flux aux limites du modéle géométrique car il n’y a pas de pertes de nisine. La

condition de flux nul aux limites implique donc la relation suivante :
dcy
nl=p _) _0 25
n( AB ™ (25)

La diffusivité de la nisine (D) dans le gel d’agarose a différentes températures a été calculée
par Sebti et al. Cette grandeur satisfait a la relation d'Arrhenius. Ainsi, le calcul des valeurs de

diffusivité a 4°C et 30°C peut étre réalisé en utilisant 'équation de régression linéaire suivante :
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1
InD = —6729 (?> —0,3621 (26)
La diffusivité trouvée a 4°C est de 1,92.10'* m?/s et celle trouvée a 30°C est 15,77.10 m?/s.

4. Détermination de la CMI de la nisine contre Micrococcus luteus

La CMI est déterminée expérimentalement avec I'essai de diffusion dans l'agar a deux

températures évoqué précédemment et décrit par Lalpuria et al. en 2012.3

Les boites de Petri contenant les puits chargés en antibiotique sont incubées a 4°C pendant
48h puis a 30°C pendant 48h. L’apparition ou I'absence de zones d’inhibition est ensuite
détectée visuellement et la CMI est identifiée en considérant la plus petite concentration en
antibiotique pour laquelle une zone d’inhibition est observable. La CMI ainsi obtenue est de
0,156 pg/mL soit 4,651.107 mol/m?3.33

5. Détermination du temps critigue (Tc) pour la croissance de M. luteus

En 1946, Cooper et Woodman ont montré que la formation d’'une zone d’inhibition nécessite
un temps d’incubation inférieur au temps critique pour lequel la population microbienne
présente dans I'agar devient plus grande que la quantité pouvant étre inhibée par la CMI en

nisine.3¢

La méthode proposée par Linton en 1958 est utilisée pour évaluer le temps critique Tc.3” Les
bactéries sont ensemencées dans un milieu de culture jusqu’a ce que la densité optique
mesurée a 600 nm soit comprise entre 1,6 et 1,7 (ce qui correspond a environ 3.108
UFC/mL).% Deux puits de chacune des quatre boites testées sont initialement incubés a 30°C
pour différents temps de croissance bactérienne t (1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7h). Aprés incubation, 15
ML d’'une solution de nisine d’'une concentration égale a la CMI sont ajoutés dans les puits et
une nouvelle incubation d’'une durée de 48h est réalisée & 30°C. Le rayon d’inhibition est
ensuite mesuré (z) en faisant la moyenne des quatre rayons d’inhibition obtenus via les quatre
boites testées. Enfin, le carré du rayon d’inhibition (z%) est tracé en fonction de t pour obtenir
une relation linéaire. Le temps critique Tc correspond au temps d’incubation pour lequel z est

nul (absence d’inhibition).

Plus le temps d’incubation initial t augmente, plus le rayon d’inhibition diminue.® Cette
diminution continue jusqu’a t = Tc. Dans I'étude, lorsque z est nul, Tc est égal & 7,03 heures

pour M. luteus.
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6. Détermination du rayon d’inhibition

L’évolution de la concentration en nisine en fonction de la distance par rapport au puits du
dépot, pour un temps de croissance égale au Tc (7h), est tracée sur COMSOL Multiphysics®
pour toutes les concentrations en nisine initiales testées allant de 0,625 a 125 pg/mL . Pour
ces simulations, la diffusivité trouvée a 4°C est utilisée pour la période de pré-diffusion de 48h
puis la diffusivité trouvée a 30°C est utilisée pour le temps de croissance restant. La distance
entre le centre du puits et la position ou la concentration est égale a la CMI déterminée
expérimentalement donne alors le rayon d’inhibition. Ensuite, le rayon d’inhibition est tracé en
fonction de la concentration initiale en nisine. Cette courbe est comparée a celle déterminée
par Lalpuria et al. en 2012 via les mémes concentrations initiales en nisine et des rayons
d’inhibition mesurés expérimentalement.®* Ainsi, une concordance est observée entre la valeur
prédite et la valeur expérimentale pour la gamme de concentrations testée (R?= 0,984). La

diffusion de Fick permet donc bien d’expliquer le phénoméne de diffusion étudié.
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G. BUT DU TRAVAIL ET STRATEGIE EXPERIMENTALE

Le but de ce travail de thése était d‘étudier la possibilité d’améliorer la méthode de criblage
développée au LCPME (exposition de biosenseurs bactériens luminescents a des gradients
de concentration en antibiotique, voir chapitre D), notamment en déterminant la concentration
a laquelle un antibiotique inducteur est actif. Pour cela, la stratégie expérimentale proposée
s’est orientée vers la modélisation de la diffusion des antibiotiques en gélose afin de pouvoir
proposer une valeur de concentration en fonction de la distance parcourue par I'antibiotique
depuis son dépébt sur la gélose. Mettre en place une telle approche suppose nécessairement
de pouvoir vérifier les modélisations proposées et requiert donc quelques points spatiaux
critiques, pour lesquels les concentrations en antibiotique sont connues. Avec l'approche
utilisée pour le criblage, deux points spatiaux sont facilement identifiables dans le gradient de
diffusion, la limite du halo d’inhibition dont la concentration est égale a la CMI et la zone
d’'induction maximale du promoteur Psgss pour laquelle la concentration en antibiotiqgue peut

étre déterminée in vitro.

Dans I'étude de Chandrasekar et al. (2015), I'utilisation d’un logiciel de dynamique des fluides
numérique a permis de résoudre le phénomene de diffusion, précédé d’une pré-diffusion, via
la méthode des éléments finis.®* Cette méthode permet d’obtenir, de maniére numérique, le
rayon d’inhibition de I'antibiotique pour une bactérie donnée en s’appuyant sur des données
déterminées expérimentalement : la CMI de I'antibiotique et les rayons d’inhibition bactérienne
expérimentaux. Une méthodologie semblable a été utilisée dans cette thése pour prédire les
concentrations actives en antibiotique (CMI et concentration d’induction maximale du
promoteur Psogs). Des manipulations ont d’abord été réalisées au LCPME pour trouver la CMI
et la concentration d’induction maximale du promoteur Psogs €n milieu liquide. A la suite de
cela, I'étude de la diffusion de différentes quantités d’un antibiotique donné au sein d’'un tapis
bactérien gélosé a permis de déterminer les rayons d’inhibition bactérienne et d’induction
maximale du promoteur Psogs correspondants. Enfin, des simulations numériques ont été
entreprises au LRGP pour retrouver les rayons d’inhibition bactérienne, via la CMI trouvée
expérimentalement, en faisant varier la diffusivité de I'antibiotique. C’est la concordance entre
les rayons d’inhibition bactérienne expérimental et numérique qui permettra de valider la
méthode automatisée de détermination des concentrations actives en antibiotique. Il est a
noter que la connaissance de la concentration et du rayon pour lesquels linduction du
promoteur Psggs €st maximale aurait également pu servir a I'élaboration du modele de

détermination des concentrations actives.
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MATERIELS ET METHODES

A. MANIPULATIONS EN MICROBIOLOGIE (REALISEES AU LCPME)

1. Préparation des milieux LB liquide, top agar et agar

25 g de bouillon LB (« lysogeny broth »), composé de Tryptone a 10 g/L, extrait de levure a 5
g/L et NaCl & 10 g/L sont ajoutés a 1 L d’eau déminéralisée sous agitation. Le milieu LB liquide
obtenu est ensuite stérilisé a I'autoclave (120°C pendant 15 minutes).

0,7 g d’agar sont ajoutés a 100 mL de LB liquide sous agitation afin d’obtenir une solution de
« LB top agar » a 0,7%. 6 g d’agar sont ajoutés a 400 mL de LB liquide sous agitation afin
d’obtenir une solution de « LB agar » a 1,5%. Ces préparations sont ensuite stérilisées a

l'autoclave (120°C pendant 15 minutes).

2. Souche bactérienne E. coli CM996 utilisée

Des biosenseurs bactériens ont été développés au LCPME pour exprimer de la
bioluminescence aprées l'induction de promoteurs bactériens d’intérét par les antibiotiques.
Dans notre étude, nous avons utilisé la souche E. coli CM996, une souche dérivée de la
souche de référence MG156 a laquelle s’ajoute une insertion de I'élément génétique mobile
SXT et qui contient le promoteur Pspss de I'élément SXT, fusionné aux génes de
bioluminescence luxCDABE. Le promoteur Pspss contrble un géne régulateur qui gouverne
I'expression des fonctions de mobilité de SXT. Ce promoteur est connu pour étre induit par le
stress génotoxique lui-méme généré par I'exposition a des quinolones ou fluoroquinolones,
par exemple. A des concentrations inférieures a la CMI, de tels antibiotiques peuvent donc
induire le promoteur Psogs et favoriser la dissémination de I'élément génétique mobile SXT,

vecteur de différentes résistances aux antibiotiques.

3. Préparation d’'une solution de ciprofloxacine

L’antibiotique choisi pour cette étude est la ciprofloxacine qui fait partie du groupe des
fluoroquinolones et peut ainsi induire le promoteur Psggs. Une solution de ciprofloxacine a 1
mg/mL est préparée a partir de ciprofloxacine commerciale provenant du laboratoire Fluka®
(Référence : 17850-5G-F).*° Pour ce faire, 1 mg de ciprofloxacine commerciale est dissous
dans 1 mL de NaOH a 0,1 M puis la solution obtenue est stérilisée par filtration a I'aide d’'un

filtre de 0,22 um de porosité.
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4. Etude de la diffusion de la ciprofloxacine dans un milieu LB gélosé inoculé par E.
coli CM996

a. Exposition de la souche CM996 a des gradients de diffusion de ciprofloxacine

45 mL de « LB agar » a 1,5% sont coulés dans une boite de Petri carrée de 12 cm de cété
puis le tout est stocké a température ambiante entre trois et quatre jours avant I'essai. Le « LB
top agar » est ensuite remis en surfusion et maintenu a 42°C la nuit, tout comme le LB liquide.
Les biosenseurs bactériens sont maintenus sur milieu sélectif puis cultivés pendant la nuit
(environ 18 heures) dans 2 a 3 mL de LB liquide sans antibiotique a 30°C sous une agitation
de 160 rpm. Pour l'inoculation, un mélange de 500 pul de culture de nuit, 5,5 mL de LB liquide
et 12 mL de « LB top agar » est réalisé puis versé sur la boite contenant déja du « LB agar »
gélosé pour former un tapis homogene qui se solidifie rapidement a température ambiante.
Une gamme de 15 concentrations en ciprofloxacine est préparée. Pour chaque concentration,
10 uL sont prélevés et utilisés pour imbiber un disque de cellulose d’un diamétre de 6 mm
(Dutscher®, référence : 074074) a une doses définie. Un disque commercial, contenant 5 ug
de ciprofloxacine (Bio-Rad®, référence : 68648), est aussi utilisé comme témoin pour s’assurer
de la bonne préparation des disques. Les 16 disques imbibés de ciprofloxacine sont ensuite

déposés directement sur le tapis bactérien selon le schéma présenté sur la figure 8.
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Figure 8 : Schéma de I'emplacement des disques imbibés de ciprofloxacine sur le tapis bactérien

Dans ce travail, deux gammes de concentration en ciprofloxacine sont étudiées. Le choix des
concentrations en ciprofloxacine considérée pour la seconde gamme est motivé par les

résultats obtenus avec la premiére série d’expériences et les quantités massiques de
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ciprofloxacine contenues dans chacun des disques de ces deux séries d’expériences sont
présentées dans le chapitre Ill. Pour chaque série d’expériences, trois boites de Petri
(triplicata) sont préparées selon le schéma ci-dessus (figure 8) avec des colonies différentes
de la méme souche d’E. coli par boite (répétitions biologiques). Pour chacune des répétitions
d'une série d’expériences, des solutions identiques de ciprofloxacine sont utilisées. Aprés
dépbt des disques, les trois boites sont incubées a I'étuve a 30°C pendant 7 heures (série
d’expériences 1) ou 7 heures et 30 minutes (série d’expériences 2) puisqu'il a été estimé au
laboratoire qu’un temps d’incubation d’au moins 7 heures était suffisant pour atteindre un

rapport optimal entre le signal émis et le bruit de fond.

b. Mesures d’intensités de luminescence émises par la souche CM996

Des photographies avec mesure d’intensité de luminescence pour chaque pixel photographié
sont effectuées toutes les 30 minutes a partir de deux heures d’incubation et jusqu’au temps
d’incubation défini ci-dessus. L’objectif est de déterminer I'évolution des rayons d’inhibition de
croissance bactérienne et d’induction maximale du promoteur Psegs au cours du temps
d’incubation (et donc de la diffusion de la ciprofloxacine). La prise de photographies et la
mesure de luminescence en milieu solide sont réalisées a l'aide d’'une caméra CCD a
comptage de photon (NightShade LB 985®, Berthold Technologies®).%° Il s’agit d’'un systéme
d’'imagerie équipé d’'une armoire étanche a la lumiere et d’'une caméra CCD a haute sensibilité.
Ce systeme permet ainsi de mesurer la luminescence émise par un objet et de la restituer
sous forme d’'une image ou chaque pixel conserve la mémoire du nombre de photons regus.
Cette technologie est associée a un logiciel permettant de récupérer et de manipuler les
images de luminescence émise. Le traitement des données d’imagerie a été automatisé par

le Professeur C. Pradalier (Georgia Tech Lorraine).

Le rayon d’inhibition bactérienne peut étre déterminé de maniére précise en mesurant une
différence de niveau de gris sur les photographies réalisées a la lumiére visible. Les zones
d’inhibition bactérienne apparaitront plus foncées que le tapis bactérien car les photographies
sont réalisées sur un fond noir visible a travers la gélose au niveau des halos d’inhibition. Le
traitement informatisé des photographies permet d’identifier le rayon du halo d’inhibition
comme étant la position par rapport au centre du disque ou le niveau de gris dépasse un
certain seuil. Ce seuil est lui-méme calculé par un algorithme d’analyse a partir des intensités
maximales et minimales des niveaux de gris de la photographie. L’analyse informatisée des
données d’'imagerie de luminescence permet, quant a elle, d’extraire les valeurs d’intensités
maximales de luminescence et leur position par rapport au centre du disque (rayons

d’induction maximale). L’algorithme d’analyse est également congu pour extrapoler les valeurs
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de bruit de fond de luminescence en tout point de I'image. Le rapport entre I'intensité maximale
et le bruit de fond permet de calculer le facteur d’induction qui représente le niveau d’activation

du promoteur Psgss pour une quantité d’antibiotique donnée.

5. Détermination de la CMI et de la concentration inductrice maximale en milieu

liquide

Aprés avoir déterminé les rayons d’inhibition et d’'induction maximale en milieu solide, il reste
encore a déterminer les concentrations correspondantes, a savoir la CMI et la concentration
d’induction maximale du promoteur Psggs, pour pouvoir réaliser les simulations numériques.
Ces concentrations sont définies en milieu LB liquide afin de pouvoir établir une
correspondance avec les rayons d’intérét également identifiés en milieu LB mais sous forme

gélosé.

a. Détermination de la CMI en ciprofloxacine vis-a-vis de E. coli CM996

Une méthode de micro-dilution est utilisée. Différents volumes d’'une solution de ciprofloxacine,
initialement a 1 mg/mL, sont déposés dans 13 tubes différents puis complétés a 5 mL avec du

LB liquide de fagon & obtenir la gamme de concentrations suivante :

= Tube1:0,24 ug/mL

= Tube 2:0,16 pg/mL

= Tube 3:0,12 pg/mL

= Tube 4:0,08 ug/mL

= Tube 5:0,06 ug/mL

= Tube 6:0,04 ug/mL

= Tube 7:0,03 ug/mL

= Tube 8:0,02 ug/mL

= Tube 9:0,015 pg/mL
= Tube 10: 0,01 pg/mL
= Tube 11:0,0075 pg/mL
= Tube 12: 0,005 pg/mL
= Tube 13:0 pg/mL

5 uL d’une culture bactérienne de E. coli CM996 sont ensemencés dans chacun des tubes qui
sont ensuite incubés a 30°C sans agitation pendant 24h. L’apparition ou I'absence de turbidité
est ensuite détectée visuellement. Cette manipulation est réalisée en quadrata (a partir de

quatre colonies d’E. coli CM996 différentes).

36



b. Détermination du facteur d’induction et de la concentration en ciprofloxacine pour

laquelle I'induction du promoteur Pspgs €St maximale

Deux colonies de la souche bactérienne E. coli CM996 sont cultivées dans 3 mL de LB liquide
a 30°C pendant 16h +/- 2h. Une gamme de dilution d’'une solution mére de ciprofloxacine a 1
mg/mL est également réalisée dans de I'eau stérile en alternant les dilutions % et % comme

présenté dans le tableau I.

Tableau | : Recette de préparation de la gamme de dilution en ciprofloxacine

N° tube | [CIP]i (ug/mL) | Dilution | [CIP]i (ng/mL/puits)
1 76,8 N/A 1,92
2 51,2 % 1,28
3 38,4 Ya 0,96
4 25,6 % 0,64
5 19,2 Ya 0,48
6 12,8 % 0,32
7 9,6 Ya 0,24
8 6,4 % 0,16
9 4,8 Ya 0,12
10 3,2 % 0,08
11 24 Ya 0,06
12 1,6 % 0,04
13 1,2 Ya 0,03
14 0,8 % 0,02
15 0,6 Ya 0,015
16 0,4 % 0,01
17 0,3 Ya 0,0075
18 0,2 % 0,005
19 0,15 Ya 0,00375
20 0,1 % 0,0025
21 0,075 Ya 0,001875
22 0,05 % 0,00125

Dans le tube n°1, 50 yL de la solution mére de ciprofloxacine a 1 mg/mL sont ajoutés a 601
pL d’eau pour donner une solution de ciprofloxacine a 76,8 pg/mL. Dans le tube n°2, 300 pL
d’eau sont ajoutés a 600 pL de la solution obtenue dans le tube 1 (dilution au % de la solution
du tube 1). Dans le tube n°3, 250 pL d’eau sont ajoutés a 750 uL de la solution obtenue dans
le tube 2 (dilution au % de la solution du tube 2). Le tube n°4 est préparé comme le tube n°2,

le tube n°5 comme le tube n°3 et ainsi de suite...
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5 uL de chacune des dilutions de ciprofloxacine sont déposés dans les puits d’'une microplaque
a 96 puits selon un plan bien précis (tableau Il). Les nombres figurant dans le tableau Il
représentent les numéros des tubes de dilution de ciprofloxacine préparés au préalable

(tableau I). Dans les puits ne contenant pas d’antibiotique, 5 uL d’eau sont déposés a la place.

Tableau Il : Plan de dép6t des dilutions de ciprofloxacine dans les puits

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Culture LB sans
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 | sans ATB | bactérie

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 2 3 4 5 6 U 8 9 10 11 12
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Culture LB sans
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 | sans ATB | bactérie

TIOMMOIO[(T@|>
-
N

Aprés dilution au 1/10°™ des deux cultures (liées aux deux colonies d’E. coli) dans du LB
préchauffé a 30°C (13,5 mL LB + 1,5 mL de culture), 195 uL de chaque culture diluée sont
déposés dans les puits (lignes A a D de la microplague pour la premiére culture et lignes E a
H pour la seconde culture). Pour le LB sans bactérie, 195 pyL de LB liquide sont déposés a la
place. Pour chaque culture, les dilutions en ciprofloxacine, la culture sans antibiotique et le
milieu LB sans bactérie sont étudiés en doublon. La plaque est ensuite incubée a 30°C puis
l'intensité de luminescence émise, caractéristique de I'activité du promoteur Psogs, ainsi que la
densité optique de la biomasse a 600 nm sont mesurées dans chaque puits aprés 2h, 3h, 4h,
5h, 6h et 24h d’incubation. Le lecteur de microplaque utilisé est le Victor 1420 multilabel

Counter® de Perkin Elmer®.4

Les données obtenues sont cependant biaisées par le bruit de fond issu du milieu LB sans
bactérie. De fagcon a éliminer ce bruit de fond, les valeurs d’intensités de luminescence
mesurées dans chaque puits de la microplaque sont corrigées en retranchant la valeur
moyenne des intensités de luminescence mesurées dans les quatre puits du milieu LB sans

bactérie. Pour I'intensité de luminescence corrigée, on obtient :

Lux corrigée = Lux — Lux, (27)

avec Lux corrigée = intensité de luminescence corrigée, Lux = intensité de luminescence
mesurée dans le puits d’intérét et Luxo = bruit de fond lié a la mesure de lintensité de

luminescence
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De méme, les valeurs de densité optiqgue & 600 nm (DOsoo) mesurées dans chaque puits de la
microplaque sont corrigées en retranchant la valeur moyenne des DOgoo mesurées dans les

quatre puits du milieu LB sans bactérie. Pour la densité optique & 600 nm corrigée, on obtient :
DO corrigée = DO — DO, (28)

avec DO corrigée = Densité Optique a 600 nm corrigée, DO = Densité Optique a 600 nm
mesurée dans le puits d’intérét et DOy = bruit de fond lié a la mesure de la Densité Optique a
600 nm

Pour chaque puits, une valeur de luminescence normalisée a la biomasse engagée peut
ensuite étre calculée en faisant le rapport entre l'intensité de luminescence corrigée et la

densité optique a 600 nm corrigée :

Lux Lux corrigée
(o), - e
N

DO DO corrigée

Sachant que chaque dilution de ciprofloxacine est réalisée en doublon, des valeurs

normalisées moyennes sont obtenues en prenant en compte ces deux doublons.

Le facteur d’induction est ensuite calculé en faisant le rapport entre la valeur normalisée
moyenne d’intérét (obtenue pour une concentration donnée) et la valeur normalisée moyenne

de la culture sans antibiotique (obtenue pour la méme culture bactérienne) :

(55).

(%) sans antibiotique
N

Facteur d'induction = (30)

Ce dernier se définit comme le rapport entre le niveau induit et le niveau de base d’expression
du promoteur Psggs. La concentration en ciprofloxacine pour laquelle I'induction du promoteur
Psoss est maximale peut enfin étre déterminée en tragant le facteur d’induction en fonction de
la concentration en ciprofloxacine pour un temps d’incubation donné. Le facteur d’induction

maximale donnera la concentration maximale inductrice du promoteur.
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B. SIMULATIONS NUMERIQUES (REALISEES AU LRGP)

1. D’'un domaine continu a discret

La stratégie utilisée en CFD est de remplacer des domaines continus en domaines discrets en
les découpant en volumes élémentaires appelés mailles.?” Ainsi, chaque grandeur de
I'écoulement est définie par des valeurs discrétes au sein de chaque maille. Les valeurs aux
autres endroits sont déterminées en interpolant les valeurs discrétes des mailles. Il faut en
outre définir des conditions aux limites adaptées. La résolution des équations différentielles
présentées dans le chapitre |.E peut étre effectuée par différentes méthodes numériques telles

gue celle des différences finies ou la méthode des volumes finis.

2. ANSYS Fluent® et méthode de résolution des volumes finis

Le logiciel utilisé est ANSYS Fluent® qui utilise la méthode de résolution des volumes finis.?’
Pour expliquer cette méthode, il faut imaginer la grille comme un ensemble de mailles
séparees par des nceuds, appelé maillage. Dans un modéle bidimensionnel, les mailles
peuvent étre rectangulaires ou triangulaires. Elles s’approcheront d’une forme hexaédrique,
tétraédrique ou de prisme dans le cas d’'un modele tridimensionnel. Les équations de
conservation sont appliquées sous forme intégrale au volume de contréle défini par une maille
pour obtenir des équations discrétes. L’intégrale de I'équation de conservation de la masse

pour un flux incompressible est définie par :
f VAdS =0  (31)
S

avec n la normale extérieure

Ainsi, le flux massique net traversant les frontiéres du volume de contréle considéré est nul.

Définissons un volume de contrble sous la forme d’une cellule rectangulaire (figure 9) :

(uv,) !
| face 4 |
g-———————- 1
face 1
Ay . face 3
| (U1 V1) "--\._\_x (U3,V3)
S I~ .
face 2 centre de la maille
(u,v,)

Figure 9 : Volume de contrdle rectangulaire
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L’équation de conservation de la masse dans ce volume de contrble s’écrit sous forme

discrete :
—u Ay — v Ax + uzAy + v, Ax =0 (32)

La masse est conservée dans la maille car le flux de masse net est nul. La résolution
numeérigue est effectuée au centre de chaque maille et les valeurs des autres localisations

sont obtenues par interpolation.

En chaque nceud sont écrites les équations discrétes de conservation et on impose les
conditions aux limites sur les frontiéres du domaine. On obtient alors un systéme d’équations
algébriques avec un nombre d’équations égal au nombre de variables discrétes
indépendantes, qui est résolu par un algorithme numeérique. Plus le hombre de noeuds est

important, plus I'erreur numérique est réduite.

La finesse du maillage doit étre ajustée de sorte que les calculs convergent, que les résultats

soient indépendants du maillage, et que le temps de calcul soit raisonnable.

3. Validation des simulations numérigues réalisées sur ANSYS Fluent®

Pour valider les simulations numériques réalisées avec ANSYS Fluent®, on considére une
géomeétrie simplifiée pour laquelle une solution analytique est connue : le cas d’'un solide
cylindrique de longueur infinie placé dans un domaine infini, contenant un soluté de

concentration initiale uniforme C,.

L’évolution de la concentration a l'intérieur et autour du cylindre est gouvernée par I'équation

de la diffusion, équation aux dérivées partielles exprimée en coordonnées cylindrique :

(4 10 ( OCA> (33)

ot ror\ % or

La solution analytique de cette équation est donnée par CITER CRANCK et s’écrit*?:

260X Jo(ran)

R
_ 2
A~ R2 n=1]12(Ran) eXp( DABant) _];) T]g(ra’n)dr (34)

ou R est le rayon du cylindre, J, et J; sont les fonctions de Bessel du premier type d’ordre 0 et

1 respectivement et a,, est la n-iéme racine de I'’équation

Jo(Ra) =0 (35)

41



La fonction de Bessel de premier type et d’ordre p, notée Jp, est définie par :

. (_1)71 E 2n+p
Jp(x) = Z%i)p), (36)

et est implémentée dans le logiciel de calcul Matlab®.

Le profil de concentration dans et autour d’'un cylindre infini a ainsi été calculé avec la formule
analytique (34) a l'aide du logiciel Matlab®. Les paramétres de simulation suivants, tirés

partiellement de I'article de Chandrasekar et al. (2015), ont été utilisés® :

= Rayon du cylindre : R = 1,75 mm

= Concentration initiale dans le cylindre C, = 1,8734.108 mol/m3
»  Diffusivité Dy = 1,92.1078 m?/s

= Temps de calcul t = 7h (25 2005)

En paralléle, une simulation numérique a été réalisée avec le logiciel ANSYS Fluent®, pour un
cylindre de méme rayon R constitué d’'un matériau de méme diffusivité D,z avec une
concentration initiale identique C,. Le cylindre est fini mais de grande hauteur H et placé au
sein d’'un domaine cylindrique de grand rayon R;,,. Les parametres suivants ont été

employés :

= Domaine cylindrique de rayon : R;ym = 50 mm

= Hauteur ducylindre: H=10m

= Temps caractéristique de la diffusion ty;rr = R/Dap = 9,11.10%*s
* Pasdetemps At = tg;¢5 / 1000

= Nombre d’itérations N = t/At

La géométrie concue avec le logiciel ANSYS Workbench Design Modeler® est présentée sur
la figure 10.a. Cette géométrie est discrétisée avec le logiciel ANSYS Workbench Meshing®

(figure 10.b) pour obtenir un maillage constitué de 5254 mailles hexaédriques et 8115 nceuds.
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Figure 10 : Géométrie (a) et maillage (b) de la boite de Petri (parametres de l'article de Chandrasekar et al.)

Les termes convectifs de I'équation de Navier-Stokes (13) sont discrétisés avec un schéma
du second ordre. L’interpolation de la pression est également effectuée avec un schéma du
second ordre. Sur la figure 11, la concentration est alors tracée en fonction de la position
radiale nommée ici x, a l'instant ¢t = 7h. Les résultats analytiques (Matlab®) sont tracés en trait
continu bleu et les résultats numériques (Fluent®) sont représentés par des carrés verts. On
constate un trés bon accord entre les deux courbes, ce qui permet de valider I'approche

numérique avec le logiciel ANSYS Fluent®.

Concentration (mol/m3)

--- courbe de Bessel (Matlab)
--- courbe de Fluent

.20 0005 001 0015 002 0025 003 0035 004 0045 005

Position x (m)

Figure 11 : Simulation des profils de concentration en fonction de la position x dans la boite obtenue sur Matlab®
et ANSYS Fluent®
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4. Simulations numérigues de I'étude de la diffusion de la ciprofloxacine dans un

milieu gélosé

Pour rappel, les simulations numériques visent a trouver les concentrations autour des disques
imbibés d’antibiotique et notamment la concentration d’induction maximale du promoteur Psogs.
Pour valider les simulations numeériques, il est nécessaire de retrouver les rayons d’inhibition
bactérienne obtenus expérimentalement via la CMI également déterminée au laboratoire et en

faisant varier la diffusivité jusqu’a trouver une valeur de diffusivité cohérente.

Pour pouvoir comparer les rayons numériques et expérimentaux, il est nécessaire que la
géomeétrie définie dans les simulations numériques représente le plus fidelement possible la
boite de Petri (« LB agar » a 1,5% + tapis bactérien) et les disques imbibés de ciprofloxacine

utilisés lors des séries d’expériences.

a. Géométrie de la boite de Petri (« LB agar » a 1,5% + tapis bactérien) et des disques

Avant de s’atteler aux simulations numériques, il est nécessaire de modéliser la géométrie.
Ainsi, la boite de Petri contenant le « LB agar » a 1,5% ainsi que les disques utilisés pour les
séries d’expériences sont représentés a lidentique sur Fluent®. Les corps créés (objets

modélisés sur Fluent®) et leurs dimensions sont présentés ci-dessous :

= Une boite de Petri carrée de 12 cm de coté et 0,6 cm d’épaisseur avec des coins
arrondis de 0,7 cm de rayon

= 16 disques de 0,6 cm de diamétre (Ddisque) €t 0,05 cm de hauteur (Haisque) : I'espace
inter-disques est de 2,8 cm et I'espace entre les disques extérieurs et le bord de la

boite de Petri est de 1,8 cm

Remarques :

= | ’épaisseur de la boite de Petri comprend la couche de « LB agar » (0,5 cm) au fond
de la boite et celle du tapis bactérien (0,1 cm) au-dessus

= Les disques sont représentés enfoncés dans le « LB top agar » car ils ont tendance a
s’immerger a la suite du dép6t (phénomeéne observé lors des manipulations)

= Chaque disque est défini par un corps spécifique distinct du corps de la gélose (afin de

pouvoir inclure une concentration initiale en antibiotique différente dans chaque disque)

La boite de Petri et les disques modélisés sont représentés sur la figure 12.
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Figure 12 : Modélisation de la boite de Petri (de face et de biais) et des disques sur Fluent®

b. Maillage de la géométrie obtenue (boite de Petri + disques)

Il convient ensuite de découper la géométrie en un ensemble de mailles qui vont contenir
toutes les valeurs discrétes des grandeurs de I'écoulement. Ainsi, la géométrie est découpée
en 76 582 mailles triangulaires séparées par 17 984 nceuds. Pour I'étude de la concentration,
les mailles représenteront les plus petites unités géométriques pouvant subir une variation de

concentration. Le maillage est représenté sur la figure 13.
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Figure 13 : Maillage de la boite de Petri modélisée
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c. Configuration des parameétres utilisés pour les simulations numérigues

Dans le but de représenter I'agar, un nouveau matériel est créé avec une densité de 1000
kg/m?3 et une viscosité dynamique de 0,001 kg/m.s (parameétres de I'eau définis par défaut). La
diffusivité, désignée UDS (« User-Defined Scalar ») sur Fluent® et définie en kg/m.s, sera

I'élément variable d’'une simulation a l'autre.

L’initialisation des concentrations en antibiotique contenues dans les disques est réalisée
selon les quantités déposées dans les disques (ces derniéres sont détaillées pour chacune
des deux séries expérimentales dans le chapitre Il1).

Au préalable, il est nécessaire de convertir les quantités (ug) en concentrations molaires
(mol/m?3). Pour ce faire, les quantités massiques de ciprofloxacine sont divisées par la masse
molaire de la ciprofloxacine (331,35 g/mol), afin d’obtenir des quantités de matiéres qui sont
alors divisées par le volume du disque. Ce dernier est calculé selon les dimensions mesurées
au laboratoire :
_ 7. Daisque” 7.0,006% e 3 (37)
Vaisque = Hdisque.T = O,OOOS.T =1,41.10"°m

Dans la configuration des temps de simulation, le premier paramétre a renseigner est le
nombre de pas. Un nombre de pas élevé permet d’améliorer la précision des profils de
concentration obtenus mais il nécessite un temps de calcul important si le temps de diffusion
est élevé. En prenant en compte ce postulat et en sachant que le temps de diffusion est de 7
heures pour la premiére série d'expériences et 7,5 heures pour la seconde série
d’expériences, le nombre de pas défini pour les simulations a réaliser dans le cadre de ce

travail est choisi arbitrairement entre 250 et 300.

Le second parameétre a renseigner dans la configuration des temps de simulation est le nombre
d’itérations. Il est calculé en faisant le rapport entre le temps de diffusion et le nombre de pas.
temps de dif fusion

nombre itérations = (38)
nombre de pas

En choisissant un nombre de pas situé entre 250 et 300 (temps de simulation correct), le
nombre d’itérations obtenu avoisine les 100. De telles valeurs sont choisies pour 'ensemble
des simulations. Apres avoir configuré tous ces parametres, les simulations peuvent étre

lancées en faisant varier la diffusivité UDS.
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RESULTATS ET DISCUSSION

A. DETERMINATION DE LA CMI EN CIPROFLOXACINE VIS-A-VIS DE E.
COLI CM996

La CMI de la ciprofloxacine vis-a-vis de E. coli CM996 a été déterminée en milieu LB liquide
en exposant la bactérie a une série de concentrations en ciprofloxacine allant de 0,24 a 0
ug/mL. Aprés 24 heures dincubation a 30°C, une turbidité a été observée pour les
concentrations en ciprofloxacine allant de 0,01 a 0 pg/mL, ce qui témoigne de la croissance
bactérienne. Ainsi, la CMI obtenue est de 0,015 pg/mL (plus petite concentration étudiée sans
turbidité), soit 4,53.10° mol/m® (pour une masse molaire de ciprofloxacine valant 331,35
g/mol).

B. DETERMINATION DU FACTEUR DINDUCTION ET DE LA
CONCENTRATION D’INDUCTION MAXIMALE DU PROMOTEUR Psoss

L’intensité de luminescence émise et la densité optique de la biomasse a 600 nm ont été
mesurés a différents temps d’incubation des deux cultures dans les puits de la microplaque
contenant différentes concentrations en ciprofloxacine. Cette manipulation a été effectuée en
triplicata par Abdelwahab SEGHIER, stagiaire lors du séjour au LCPME.** Aprés avoir calculé
la moyenne des facteurs d’'induction obtenus pour les trois répétitions, la courbe représentant
le facteur d’induction moyen en fonction de la concentration en ciprofloxacine aprés 6h
d’exposition a été tracée (figure 14). Pour chaque point de la courbe, I'écart-type des facteurs

d’induction obtenues pour les trois manipulations est représenté.

20
15

10

Facteur Induction

1 0,1 0,01 0,001
Concentration en ciprofloxacine (ug/mL)

Figure 14 : Facteur d’induction apres 6 heures d’exposition en fonction de la concentration en ciprofloxacine
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Le facteur d’induction est étudié a 6h car il a été remarqué, lors de précédentes manipulations,
que le niveau d’induction était maximal et que I'écart-type des mesures était minimal pour ce

temps d’incubation dans les conditions expérimentales mises en ceuvre.

Le facteur d’'induction maximal est d’environ 15,5 et il est retrouvé pour une concentration en
ciprofloxacine égale a 0,01 pg/mL, soit 3,02.10° mol/m3. Cette concentration maximale
inductrice du promoteur Psggs est cohérente puisqu’elle est inférieure a la CMI déterminée en
milieu LB liquide (0,015 pug/mL). La situation inverse n’est théoriquement pas possible car toute
concentration supérieure a la CMI est censée étre toxique contre les bactéries sensibles. Les
écart-types du facteur d’induction sont plus importants pour une concentration en
ciprofloxacine comprise entre 0,04 pg/mL et 0,00125 pg/mL. Ceci est attribué a de petites
différences de concentration entre les trois répétitions pouvant entrainer des variations
modérées du facteur d’induction. Ces valeurs d’écarts-types ne semblent pas excessives et
permettent d’apporter un bon niveau de confiance sur les facteurs d’induction calculés et ainsi

sur la concentration maximale inductrice trouvée pour le promoteur Psogs.
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C. ETUDE DE LA DIFFUSION DE LA CIPROFLOXACINE DANS UN MILIEU
LB GELOSE INOCULE PAR E. COLI CM996

1. Détermination des rayons d’inhibition et d’induction du promoteur Psoss aprés

exposition a la ciprofloxacine (5 pg a 0,0003 uq)

a. Quantités massigues de ciprofloxacine étudiées

Dans une premiére série d’expériences (réalisée en triplicata), E. coli CM996 a été exposée a
une série de disques de cellulose imbibés de ciprofloxacine et dont les quantités massiques
initiales sont présentées sur la figure 15.

:cc?:;ﬁc?an > hg CIP

Disque 1 5pg CIP

O O O O Disque 2 2,5ug CIP
Disque 0 D.1 D.2 D.3 Disque 3 1,25 pg CIP
Disque 4 0,625 pg CIP

Disque 5 0,3125 pg CIP
Disque 6 0,1563 pg CIP

O
O
O
O

D.4 D.5 D.6 D.7 Disque 7 0,0781 pg CIP
Disque 8 0,0391 pg CIP
Disque 9 0,0195 pg CIP
D.8 D.9 D. 10 D. 11 Disque 10 0,0098 pg CIP
Disque 11 0,0049 pg CIP
Disque 12 0,0024 pg CIP
Disque 13 0,0012 pg CIP
D.12 D.13 D. 14 D.15

Disque 14 0,0006 pg CIP
Disque 15 0,0003 pg CIP

Figure 15 : Quantités de ciprofloxacine initialement imbibées dans les disques pour la premiére étude de diffusion

b. Obtention des rayons dintérét et du facteur d’induction du promoteur Psogs_Via les

photographies a la lumiére visible et les images de luminescence obtenues apres 7

heures d’incubation des boites de Petri

L’inhibition d’E. coli CM996 par la ciprofloxacine se caractérise par I'observation, a I'ceil nu, de
halos d’inhibition sur les photographies prises a la lumiére visible. Pour rappel, ces zones
d’inhibition bactérienne apparaissent plus foncées que le tapis bactérien car les photographies

sont réalisées sur un fond noir visible a travers la gélose en I'absence de bactéries. L’'une des
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photographies obtenues est présentée en exemple sur la figure 16. Des halos d’inhibition sont
visibles autour des disques 0 a 10 et témoignent de I'inhibition bactérienne aprés 7 heures
d’'incubation. Les photographies obtenues pour les trois répétitions de I'expérience sont
disponibles en annexe Il. Le traitement informatique des photographies permet d’obtenir le
rayon du halo d’inhibition qui est défini comme le rayon du cercle ou le niveau de gris dépasse

le seuil de base.

Disque charge en Halo d’inhibition
ciprofloxacine : J
%

* » [

® ®

Tapis bactérien

Figure 16 : Exemple de photographie obtenue a la lumiére visible aprés 7 heures d’incubation (répétition 3)

L’induction du promoteur Psegs par la ciprofloxacine peut, quant a elle, étre mise en évidence
avec l'analyse informatique des données d’imageries de luminescence qui permet d’extraire
les valeurs d’intensités maximales de luminescence et leur position par rapport au centre du
disque. Un exemple d’image de luminescence obtenue aprés 7 heures d’incubation est
présenté sur la figure 17. L’intensité de luminescence maximale, qui est représentée en rouge
sur l'image, est visible pour les disques 0 a 7 et témoigne de l'induction du promoteur Psogs.
Les rayons d’induction maximale de ce dernier sont obtenus en déterminant, de maniére
informatique, la position des intensités de luminescence maximales par rapport au centre du
disque. L’algorithme d’analyse est également congu pour récupérer les valeurs de bruit de
fond de luminescence en tout point de I'image. Ainsi, le facteur d’induction, qui est défini

comme le rapport entre I'intensité maximale et le bruit de fond local, peut aussi étre trace.
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Figure 17 : Exemple d’image de luminescence obtenue aprés 7 heures d'incubation (répétition 3) (cps : coup par
seconde)

c. Evolution de la toxicité et de l'induction du promoteur par la ciprofloxacine en fonction

du temps d’exposition

Apres traitement informatique des images obtenues, le rayon d’inhibition bactérienne, le rayon
d’'induction maximale du promoteur Psggs et le facteur d’induction de ce promoteur, obtenus
dans I'expérience discutée ci-dessous, ont été tracés en fonction du temps d’incubation pour
chaque quantité de ciprofloxacine déposée sur les disques et pour chaque répétition
d’expérience. Dans notre étude, nous nous attendons a observer deux phénoménes: la
présence d’induction caractérisée par un facteur d’'induction non nul et I'obtention d’un rayon
d’induction maximale du promoteur Psogs supérieur au rayon d’inhibition bactérienne comme
attendu en théorie puisque l'induction de promoteurs bactériens a lieu a des concentrations
inférieures a l'inhibition bactérienne. L’ensemble des courbes tracées pour la premiére série
d’expériences est disponible en annexe Ill. Pour chacune des quantités initiales de
ciprofloxacine imbibées dans les disques, les graphiques sont analysés visuellement afin de
mettre en évidence ou non ces deux phénomeénes. Un bilan des observations réalisées est

présenté dans le tableau III.
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Tableau Il : Visualisation ou non des phénoménes d’inhibition et d’induction sur les graphiques tracés dans
I'étude de la diffusion de la ciprofloxacine en milieu LB gélosé

Oetl 5 Oui Oui
2 2,5 Oui Oui
3 1,25 Oui Oui
4 0,625 Oui Oui
5 0,3125 Oui Oui
6 0,1563 Oui Oui
7 0,0781 Oui Oui
8 0,0391
9 0,0195

10 0,0098
11 0,0049
12 0,0024
13 0,0012
14 0,0006
15 0,0003

Le tableau Ill montre que les deux phénomeénes attendus sont observés pour une quantité
initiale de ciprofloxacine comprise entre 5 et 0,0781 ug (disques 0 a 7). Cependant, on peut
noter une absence d’induction du promoteur Psggs pour une quantité initiale de ciprofloxacine
inférieure ou égale a 0,0012 ug (disques 13 a 15). De maniére surprenante, le rayon
d’inhibition bactérienne apparait supérieur au rayon d’induction maximale pour une quantité
initiale de ciprofloxacine inférieure ou égale a 0,0391 pg (disques 8 a 15). Afin d’illustrer et
d’expliquer chacun de ces trois cas de figure, des exemples sont présentés dans les

paragraphes i, ii et iii ci-dessous.

52



La présence d’induction du promoteur Psoss et I'obtention d’'un rayon d’induction maximale de
ce promoteur supérieur au rayon d’inhibition bactérienne sont observés pour des quantités
initiales de ciprofloxacine comprises entre 5 et 0,0781 pg (disque 0 a 7). Le type d’analyse
réalisé est illustré avec la figure 18 représentant une série de données obtenues pour un

disque commercial initialement chargé avec 5 ug de ciprofloxacine (disque 0).
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Figure 18 : Inhibition bactérienne et induction du promoteur Psoss en fonction du temps d’incubation pour un
disque commercial (témoin) chargé avec 5 pg de ciprofloxacine (répétition 2)

D’une part, la position du rayon d’inhibition bactérienne augmente au cours du temps
d’'incubation : il passe de 7,6 mm a 10,2 mm entre 2 heures et 7 heures d’'incubation en restant
globalement constant sur les derniers points du graphique a partir de 5 heures d’incubation.
L’augmentation de ce rayon s’explique par le fait que le profil de concentration retrouvé aux
différents temps d’incubation n’est pas encore stabilisé et que la ciprofloxacine continue de
diffuser. Dés lors que le rayon d’inhibition devient constant a partir de 5 heures d’incubation,
la CMI a atteint son rayon maximum et une diminution ultérieure de la concentration au cours
de la diffusion ne permettra pas d’inhiber la croissance bactérienne. Par ailleurs, le facteur
d’induction augmente au cours de l'incubation en passant de 1,1 a 2,8 entre 2 heures et 7
heures d’incubation. Une induction maximale de 3,9 est obtenue pour 6 heures incubation.
Cette augmentation du facteur d’induction s’accompagne d’une hausse du rayon d’induction
maximale du promoteur Psogs qui, indétectable pour un temps d’incubation inférieur a quatre
heures, apparait dépasser progressivement le rayon d’inhibition bactérienne en passant de
9,1 mm a 11,2 mm entre 4 heures et 7 heures d’incubation. Avant quatre heures de croissance

bactérienne, le rayon d’induction maximale du promoteur Psogs Ne présente pas de point sur
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le graphique bien qu’il y ait forcément une position dans la boite ou une concentration générant
l'induction du promoteur Psggs est présente. Il est possible que la variation de concentration
soit trop rapide en début de diffusion de la ciprofloxacine pour qu’il y ait effectivement induction
du promoteur contrélant les génes de luminescence. Il se peut également qu’il n’y ait pas

assez de bactéries en début d’'incubation pour détecter la bioluminescence émise.

Pour le disque non commercial également chargé avec 5 ug de ciprofloxacine au départ
(disque 1), la figure 19 montre que le facteur d’'induction passe de 1,1 a 2,8 entre 2 et 7 heures
d’incubation avec un maximum a 3,4 pour 6 heures d’incubation. De plus, le rayon d’inhibition
bactérienne est de 10,8 mm aprés 7 heures d’incubation, ce qui est inférieur au rayon
d’'induction maximale du promoteur Pspss qui est de 11,9 mm. On observe donc les mémes
tendances pour les disques initialement imbibés de 5 ug de ciprofloxacine commercial et non
commercial et les valeurs des deux rayons d’intérét et du facteur d’induction sont relativement
proches. Cette comparaison permet de valider la méthode de préparation des disques chargés

en ciprofloxacine.
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Figure 19 : Inhibition bactérienne et induction du promoteur Psogs en fonction du temps d’incubation pour un
disque non commercial chargé avec 5 pg de ciprofloxacine (répétition 2)
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Pour des quantités initiales de ciprofloxacine allant de 0,0012 a 0,0003 ug (disques 13 a 15),
aucune induction du promoteur Psggs n’est observée comme le montre la figure 20 tracée pour

le disque chargé initialement avec 0,0003 pg de ciprofloxacine (disque 15).
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Figure 20 : Exemple d’inhibition bactérienne et d’induction du promoteur Psoss en fonction du temps d’incubation
pour un disque non commercial chargé avec 0,0003 pg de ciprofloxacine (répétition 3)

Dans le but d’expliquer ce cas de figure, une investigation a été réalisée autour des valeurs
utilisées pour le calcul du facteur d’'induction. Pour cette étude de diffusion en milieu gélosé,
le facteur d’induction est d’abord calculé pour chaque pixel autour du disque en faisant le
rapport entre lintensité de luminescence maximale du pixel et le bruit de fond théorique

correspondant.

Intensité de luminescence maximale du pixel
Bruit de fond théorique du pixel

Facteur d'induction du pixel = (39)

Pour trouver le bruit de fond théorique du pixel, un échantillonnage de signal est réalisé
automatiquement en dehors des zones de dépbt de disques, puis une fonction est ajustée
numériquement afin de permettre le calcul du bruit de fond en tout point de la boite. Le facteur
d’induction moyen peut ensuite étre déterminé en faisant la moyenne de tous les facteurs

d’induction obtenus pour les pixels du rayon (autour du disque) ou l'intensité est maximale.

Dans notre étude, la limite de détection de I'appareil de mesure utilisé est de 16 cps (coups
par seconde) et sa limite de quantification est de 100 cps (avec une réduction notable de
I'écart-type observée au-dessus de 300 coups par seconde). Ainsi, toute intensité de
luminescence inférieure & 16 cps ne sera pas significative et toute intensité de luminescence

comprise entre 16 cps et 100 cps donnera des valeurs erronées du fait de problemes de
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guantification. 1l en est de méme pour le bruit de fond correspondant. Si un seul des termes
du facteur d’induction d’un pixel est erroné, ce dernier ne sera pas interprétable et devra étre
rejeté de I'étude. Dans le but d’expliquer I'absence d’induction pour les quantités initiales de
ciprofloxacine allant de 0,0012 a 0,0003 pg (disques 13 & 15), I'idée a donc été de voir s’il était
possible d’atteindre des valeurs d’intensité de luminescence maximale et de bruit de fond
supérieures a la limite de quantification et a partir de quel temps d’incubation. Pour faciliter
cette étude, nous avons choisi de nous intéresser a la moyenne des intensités de
luminescence maximales obtenues pour tous les pixels de la boite et au bruit de fond moyen

calculé en faisant la moyenne de tous les bruits de fond des pixels de la boite.

Pour chacune des quantités de ciprofloxacine étudiées dans cette série, les temps d’incubation
nécessaires pour obtenir des valeurs d’intensité de luminescence maximale moyenne et de
bruit de fond moyen supérieures a la limite de quantification ont été relevés. Le temps requis
pour avoir un facteur d’induction interprétable a alors pu étre défini comme le temps
d’'incubation minimum conduisant a des valeurs de luminescence supérieures a la limite de
guantification pour les deux paramétres considérés. Toutes les données obtenues sont
compilées dans I'annexe V. Il ressort de cette analyse que pour des quantités initiales de
ciprofloxacine allant de 5 a 0,0049 ug (disques 0 a 11), des données supérieures a la limite
de quantification sont retrouvées aussi bien pour lintensité de luminescence maximale
moyenne que pour le bruit de fond moyen et cela pour des temps d’incubation inférieurs & 7
heures. Les facteurs d’induction peuvent donc étre interprétés a partir de ces temps
d’incubation. En revanche, pour des quantités initiales de ciprofloxacine comprises entre
0,0024 et 0,0003 ug (disque 12 a 15), des valeurs inférieures a la limite de quantification sont
observées pour le bruit de fond moyen et l'intensité de luminescence maximale moyenne
durant les 7 heures d’incubation. Ceci peut paraitre incohérent, mais s’explique par I'absence
d’'induction d’une part et par un bruit de fond moyen relativement bas pour ces boites de Petri.

Les données observées pour les disques 12 a 15 sont présentées dans le tableau IV.
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Tableau IV : Temps requis pour pouvoir interpréter le facteur d'induction du promoteur Psogs dans I'étude de la
diffusion en milieu gélosé pour des quantités de ciprofloxacine allant de 0,024 & 0,0003 pg (disques 12 & 15)

Temps d'incubation requis pour V[P € NGBV e EEUIS PO Temps requis pour avoir
Diffusion CIP en milieu LB ) p . q _p_ avoir intensité de luminescence p a “p A
A ; . avoir bruit de fond moyen > limite de . . un facteur d'induction
gélosé (manipulation 1) T 6 80 G ) maximale moyenne > limite de interprétable (h)
q P guantification de 100 cps (h) P
. Boite 1 6 4 6
o 5(;;2“8 1§|P Boite 2 7 45 7
et g Boite 3 N/A 6 N/A
. Boite 1 6 5 6
o Ec')slg”e 1c3|P Boite 2 7 7 7
. Boite 3 N/A N/A N/A
. Boite 1 6 6 6
o Eézg”e 1C4|P Boite 2 N/A N/A N/A
SN Boite 3 N/A N/A N/A
. Boite 1 6,5 6,5 6,5
o Eésog”e 1§|P Boite 2 N/A N/A N/A
SO0 Hg Boite 3 N/A N/A N/A

A titre d’exemple, si 'on reprend le cas de la répétition 3 (boite 3) présenté sur la figure 20, il
apparait que pour les disques 12 a 15, aucun des bruits de fond moyens ne dépasse la limite
de quantification quel que soit le temps d’incubation. La méme observation peut étre faite pour
les intensités de luminescence maximales moyennes pour les disques 13 a 15. En
conséquence, les facteurs d’induction qui découlent de ces valeurs ne sont pas interprétables.
Cette analyse permet donc de restreindre l'interprétation des facteurs d’'induction aux quantités

initiales de ciprofloxacine comprises entre 5 et 0,0049 ug (disques 0 a 11).
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Comme déduit précédemment, les facteurs d’induction des quantités de ciprofloxacine allant
de 0,0024 a 0,0003 g (disques 12 a 15) ne sont pas interprétables car l'intensité de
luminescence émise et le bruit de fond moyen sont inférieurs a la limite de quantification dans
au moins une répétition (boite) pour ces quantités de ciprofloxacine. Il en est donc de méme
pour les rayons d’induction maximale du promoteur Psogs. Pour des quantités initiales de
ciprofloxacine allant de 0,0391 pg a 0,0049 pg (disques 8 a 11), l'augmentation du facteur
d’'induction ne s’accompagne pas d’une variation du rayon d’'induction maximale et ce dernier
ne semble pas dépasser le rayon d’inhibition bactérienne. Pour illustrer ce résultat surprenant,
le graphique obtenu pour le disque chargé avec 0,0098 ug de ciprofloxacine (disque 10) est

présenté sur la figure 21.
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Figure 21 : Inhibition bactérienne et induction du promoteur Psoss en fonction du temps d’incubation pour le
disque chargé avec 0,0098 pg de ciprofloxacine (répétition 3)

Deux phénomeénes inattendus sont observables sur la figure 21 : une décroissance du rayon
d’inhibition bactérienne et la faible variation du rayon d’induction maximale du promoteur Psgss.
Des investigations ont donc été réalisées pour expliquer ces phénomeénes. Le rayon
d’inhibition décroit au cours de l'incubation en passant d’environ 7,5 a 6,5 mm entre 2 et 7
heures d’incubation. Ce résultat est surprenant car la diffusion s’accompagne d’une répartition
de la quantité initiale de ciprofloxacine sur une zone de plus en plus grande jusqu’a l'atteinte
de la CMI. Pour trouver la cause de ce phénomene, une comparaison est effectuée entre les
rayons d’inhibition mesurés a la regle de maniére approchée sur les photographies obtenues

a la lumiére visible et ceux obtenus a la suite du traitement automatisé de ces photographies
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pour différents temps d’incubation. Les photographies obtenues a la lumiére visible prises pour

des temps d’incubation de 2 et 7 heures sont présentées sur la figure 22.

(a) 2 heures d’incubation (b) 7 heures d’incubation

Figure 22 : Photographies a la lumiére visible pour 2 (a) et 7 heures d'incubation (b) dans I'étude de diffusion de
la ciprofloxacine en milieu gélosé (répétition 3)

On remarque qu’il n'y a pas de halo d’inhibition autour du disque 10 aprés 2 heures
d’incubation, ce qui differe du rayon d’inhibition d’environ 7,5 mm calculé par le logiciel de
mesure et retrouvé sur la figure 21. En revanche, un halo d’inhibition d’environ 10 mm est
mesuré autour du disque 10 pour un temps d’incubation de 7 heures, ce qui correspond a un
rayon d’inhibition de 5 mm. Ce dernier est proche du rayon d’inhibition de 6,5 mm trouvé avec
'analyse automatisée de la photographie. Les rayons mesurés de maniere approchée et ceux
issus de I'analyse automatisée des photographies a la lumiere visible, pour une quantité initiale
de ciprofloxacine de 0,0098 pg (disque 10) et différents temps d’incubation, sont reportés dans

le tableau V.

59



Tableau V : Comparaison des rayons d’inhibition bactérienne mesurés et issus de 'analyse automatisée de la
photographie pour une quantité initiale de ciprofloxacine de 0,0098 g (disque 10) et différents temps d’incubation

Rayon d’inhibition bactérienne Rayon d’inhibition bactérienne
Temps mesuré de maniére approchée | issu de I’analyse automatisée de
d’incubation (h) | sur la photographie a la lumiere la photographie a la lumiére
visible (mm) visible (mm)
2 N/A 7,5
2,5 N/A 7,7
3 N/A 7,2
3,5 N/A 7,1
4 N/A 6,5
4.5 N/A 7,1
5 4 6,8
55 4,5 6,4
6 4.5 6,5
6,5 5 6,4
7 5 6,5

Pour 7 heures d’incubation, les rayons d’inhibition bactérienne mesurés via les deux méthodes
sont proches (5 mm pour le rayon d’inhibition mesuré a la main et 6,5 mm pour l'autre rayon).
La légere différence peut venir du fait que la mesure a la main est réalisée de maniéere
approximative sur une photographie avec une régle. Pour des temps d’incubation allant de 2
a 4,5 heures d’incubation, I'absence de halo d’inhibition observable sur les photographies peut
témoigner d’'un temps de diffusion de la ciprofloxacine trop faible mais aussi d’'un probléme de
contraste étant donné I'absence de croissance bactérienne visible comme le montre la figure
22.a. En revanche, I'analyse automatisée des images propose des rayons d’inhibition méme
guand aucune inhibition n’est observable a I'ceil nu pour ces faibles temps d’incubation. Ceci
s’explique par le fait que I'algorithme utilisé repose sur une variation des niveaux de gris entre
une valeur minimum et une valeur maximum, et qu’aucun seuil n’a été fixé pour la valeur
minimum. Il est donc nécessaire de ne pas prendre en compte les rayons d’inhibition calculés
par 'analyse automatisée des images lorsque le temps d’incubation n’a pas encore permis la
croissance d’'un tapis bactérien détectable. D’aprés les données analysées ci-dessus, un

temps d’incubation d’environ 5 heures permet d’avoir des résultats cohérents.

Pour aller plus loin, on constate que le rayon d’induction maximale du promoteur Psogs ne croit
pas au cours de l'incubation et reste a une valeur faible malgré I'augmentation du facteur
d’induction qui passe d’environ 1,1 a 5,3 entre 3 et 6 heures d’incubation (figure 21). Pour
comprendre ce phénomeéne, intéressons-nous de nouveau a la figure 17 représentant
I'intensité de luminescence émise pour la répétition 3 (boite 3) aprés 7 heures d’incubation.
Sur cette image de luminescence, la couleur bleu foncé/violet représente le bruit de fond et la
gamme de couleur comprise entre le bleu et le rouge représente une induction de

luminescence de plus en plus intense avec une intensité maximale dans le rouge. Clairement,
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l'induction apparait diffuse et homogéne pour les quantités initiales de ciprofloxacine allant de
0,0391 g a 0,0049 ug (disques 8 a 11) contrairement aux quantités plus élevées retrouvées
dans les disques des rangées supérieures ou une zone discréte délimitant le maximum
d’'induction est observable. Cet aspect diffus de la zone d’induction ne permet donc pas
d’identifier le rayon d’induction maximale du promoteur a proprement parler et montre que le

logiciel d’analyse s’est arrété sur le rayon ou apparait la luminescence en premier lieu.

Pour conclure, il semble donc que de faibles quantités initiales de ciprofloxacine associées a
de faibles temps d’incubation générent des données erronées. Afin de ne pas inclure de telles
données dans la suite de ce travail, tous les disques contenant initialement une quantité de

ciprofloxacine inférieure ou égale a 0,0391 ug (disques 8 a 15) sont exclus.

d. Définition du domaine d’étude a considérer pour la seconde série d’expériences

Les quantités initiales de ciprofloxacine inférieures ou égales a 0,0024 pg (disques 12 a 15)
n’aboutissent pas a I'obtention de facteurs d’induction du promoteur Psggs interprétables. De
plus, pour une quantité initiale de ciprofloxacine inférieure ou égale a 0,0391 ug (disques 8 a
15), il n'est pas possible d’identifier un rayon d’induction maximale du promoteur Psogs. Les
gquantités initiales de ciprofloxacine pertinentes étant comprises entre 5 ug et 0,0391 ug, une
seconde série d’expériences a été réalisée dans le but d’affiner la gamme de quantités de

ciprofloxacine d’étude entre ces deux quantités.
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2. Détermination des rayons d’inhibition et d’induction du promoteur Psose aprés

exposition a des quantités pertinentes de ciprofloxacine (5 ug a 0,04 pq)

a. Quantités massigues de ciprofloxacine étudiées

Les quantités massiques de ciprofloxacine initialement imbibées dans chacun des disques,

pour les trois boites de cette seconde série d’expériences (triplicata), sont présentées sur la

figure 23.

(cc?::-.zfc?al} S CIP

Disque 1 5 pg CIP
O O O O Disque 2 3,75 pg CIP
Disque 0 D.1 D.2 D.3 Disque 3 2.5 ug CIP
Disque 4 1,88 yg CIP
Disque 5 1,25 pg CIP
O O O O Disque 6 0,94 pg CIP
et D.5 D.8 D.7 Disque 7 0,63 ug CIP
Disque 8 0,47 pg CIP
Disque 9 0,31 pg CIP
D.8 D.9 D. 10 D. 11 Disque 10 0,23 pg CIP
Disque 11 0,16 pg CIP
Disque 12 0,12 pg CIP
Disque 13 0,08 pg CIP

D.12 D.13 D. 14 D.15

Disque 14 0,06 pg CIP
Disque 15 0,04 pg CIP

Figure 23 : Quantités de ciprofloxacine initialement imbibées dans les disques pour la seconde étude de diffusion

b. Obtention des rayons dintérét et du facteur d’induction du promoteur Psogs_Via les

photographies a la lumiére visible et les images de luminescence obtenues aprés 7,5

heures d’incubation des boites de Petri

Comme illustré sur la photographie obtenue a la lumiéere visible et présentée sur la figure 24,
des halos d’inhibition sont visibles autour de tous les disques étudiés (de 5 ug a 0,04 ug de
ciprofloxacine) et témoignent de l'inhibition bactérienne aprés 7,5 heures d’incubation. Les
photographies obtenues pour les trois boites de Petri sont disponibles en annexe V. Comme
pour la premiere série d’expériences, le traitement automatisé des photographies permet

d’obtenir le rayon du halo d’inhibition bactérienne. Par ailleurs, I'image de luminescence
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donnée en illustration sur la figure 25 montre qu’aprés 7,5 heures d’incubation, l'intensité de
luminescence maximale est visible pour les disques 0 a 10 (de 5 pug a 0,23 ug de
ciprofloxacine) et témoigne de l'induction du promoteur Psgss. De la méme maniére que pour
la premiére série d’expériences, l'analyse automatisée des données d’imagerie de
luminescence permet de déterminer le rayon d’induction maximale du promoteur Psoss €t le
facteur d’induction.

Disque chargé en Halo d’inhibition
ciprofloxacine \L

\
®

Tapis bactérien

Figure 24 : Exemple de photographie obtenue a la lumiére visible apres 7,5 h d’incubation (seconde répétition)

Figure 25 : Exemple d’image de luminescence obtenue apres 7,5 heures d’incubation (répétition 2) (cps : coup
par seconde)
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c. Evolution de la toxicité et de Iinduction du promoteur par la ciprofloxacine en fonction

du temps d’exposition

Dans la continuité de la premiére série d’expériences, le rayon d’inhibition bactérienne, le
rayon d’induction maximale du promoteur Psgss €t le facteur d’induction de ce promoteur ont
été tracés en fonction du temps d’incubation pour chaque quantité de ciprofloxacine déposée
dans les disques et pour chacune des trois répétitions. L’ensemble des courbes obtenues pour
cette seconde série d’expériences est disponible en annexe VI. Aprés analyse visuelle des

graphiques, un bilan des observations a été réalisé et est présenté dans le tableau VI.

Tableau VI : Visualisation ou non des phénoménes d’inhibition et d’induction sur les graphiques tracés dans
I'étude de la diffusion de la ciprofloxacine en milieu LB gélosé

Disque Quantité Présence d’inductiqn du Rayon IndL_Jc_ti_on Maximgle Promo_teur >
CIP (ug) promoteur Psogs (OUi/non) Rayon Inhibition Bactérienne (oui/non)
Oetl 5 Oui Oui
2 3,75 Oui Oui
3 2,5 Oui Oui
4 1,88 Oui Oui
5 1,25 Oui Oui
6 0,94 Oui Oui
7 0,63 Oui Oui
8 0,47 Oui Oui
9 0,31 Oui Oui
10 0,23 Oui Oui
11 0,16 Oui Oui
12 0,12 Oui Non
13 0,08 Oui Non
14 0,06 Oui Non
15 0,04 Oui Non

Le tableau VI montre que le facteur d’induction augmente et que le rayon d’'induction maximale
du promoteur Psggs devient supérieur au rayon d’inhibition bactérienne au cours de I'incubation
pour des quantités de ciprofloxacine allant de 5 pg a 0,16 pg (disques 0 a 11). Ces
observations sont illustrées sur les figures 26 (disque commercial imbibé de 5 pg de

ciprofloxacine) et 27 (disque non commercial imbibé de 5 pg de ciprofloxacine).
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Figure 26 : Inhibition bactérienne et induction du promoteur Psoss en fonction du temps d'incubation pour un
disque commercial (témoin) chargé avec 5 pg de ciprofloxacine (répétition 1)
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Figure 27 : Inhibition bactérienne et induction du promoteur Psogs en fonction du temps d'incubation pour un
disque non commercial chargé avec 5 pg de ciprofloxacine (répétition 1)

La concordance entre les figures 26 et 27 (disques commercial et non commercial avec 5 ug
de ciprofloxacine) permet de valider la méthode de préparation des disques. En revanche,
pour des quantités de ciprofloxacine comprises entre 0,12 ug et 0,04 ug (disques 12 a 15), le
rayon d’induction maximale du promoteur Psogs reste inférieur au rayon d’inhibition bactérienne
au cours de lincubation et cela malgré 'augmentation du facteur d’induction. Pour ces
quantités de ciprofloxacine, le rayon d’inhibition bactérienne diminue également au cours de

l'incubation. Ce résultat est illustré sur la figure 28 (quantité initiale de ciprofloxacine de 0,06

Q).
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Figure 28 : Inhibition bactérienne et induction du promoteur Psoss en fonction du temps d’incubation pour un
disque chargé avec 0,06 pug de ciprofloxacine (répétition 2)

Comme pour la premiére série d’expériences, des investigations ont été réalisées pour
expliquer les phénoménes inattendus. Dans le but d’expliquer la décroissance du rayon
d’inhibition bactérienne au cours de I'incubation, les rayons des halos d’inhibition sont mesurés
de maniére approchée sur les photographies obtenues a la lumiére visible pour des temps
d’incubation compris entre 2 (figure 29.a) et 7,5 heures (figure 29.b). Aprés mesure a la regle
des rayons d’inhibition bactérienne obtenus pour le disque 14 (quantité initiale de
ciprofloxacine de 0,06 ug), ces derniers sont comparés avec ceux obtenus a la suite du

traitement automatisé des photographies pour différents temps d’'incubation (tableau VII).

(a) 2 heures d’incubation (b) 7,5 heures d’incubation

Disque 14 Disque 14
- .

Figure 29 : Photographies a la lumiére visible pour 2 (a) et 7,5 heures d’incubation (b) dans I'étude de diffusion de
la ciprofloxacine en milieu gélosé (répétition 2)
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Tableau VII : Comparaison des rayons d’inhibition bactérienne mesurés et issus de I'analyse automatisée des
photographies pour une quantité initiale de ciprofloxacine de 0,06 ug (disque 14) et différents temps d’incubation

Temps ba?fléyr(i):ngemr::agllt;?énde Rayon,d’inhibition bactc.éri’enne issu
d’incubation maniére approchée sur la del analys_e e}utomat_|§ee qe_la
. s photographie a la lumiére visible
(h) photographie a la lumiéere (mm)
visible (mm)
2 N/A 12,3
2,5 N/A 11,3
3 N/A 9,8
3,5 N/A 9,8
4 3,5 8,6
4,5 4 9
5 4 7,4
55 4,5 7
6 4,5 6,4
6,5 5 6,4
7 5 6
7,5 5 6,2

Aucune zone d’inhibition bactérienne n’est observable a I'ceil nu pour des temps d’incubation
allant de 2 a 3,5 heures alors que I'analyse automatisée des images propose des rayons
d’inhibition. Comme évoqué pour la premiére série d’expériences, il ne faut pas prendre en
compte ces rayons d’inhibition bactérienne puisque le temps d’incubation n’a pas encore
permis d’aboutir a une croissance bactérienne détectable. Pour rappel, on observe tout de
méme des rayons d’inhibition avec I'analyse automatisée des images car I'algorithme utilisé
repose sur une variation des niveaux de gris entre une valeur minimum et une valeur maximum
et aucun seuil n’a été fixé pour la valeur minimum. Ainsi, d’aprés les données précédentes, un

temps d’incubation minimum de 4 heures permet d’avoir des résultats acceptables.

Afin d’expliquer I'obtention d’'un rayon d’induction maximale du promoteur Psoss inférieur au
rayon d‘inhibition bactérienne, intéressons-nous de nouveau a l'image de luminescence
présentée précédemment (figure 25). L’induction apparait diffuse et homogéene pour des
quantités initiales de ciprofloxacine allant de 0,16 pg a 0,04 pg (disques 11 a 15) contrairement
aux quantités allant de 5 pg a 0,23 g (disques 0 a 10) ou une zone discrete délimitant le
maximum d’induction est observable. Comme pour la premiére série d’expériences, cet aspect
diffus de la zone d’induction ne permet pas d’identifier un rayon d’induction maximale et
nécessite, a priori, d’exclure les quantités initiales de ciprofloxacine allant de 0,16 ug a 0,04
Hg (disques 11 a 15) de I'étude. Concernant le disque 11, méme si on ne distingue pas
d’intensité lumineuse maximale sur la figure 25, le rayon d’induction maximale du promoteur
Psoss st supérieur au rayon d’inhibition bactérienne (tableau VI). Ainsi, I'analyse automatisée,

plus précise, permet de ne pas exclure la quantité de 0,16 ug (disque 11) de I'étude.
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3. Bilan de I'étude de la diffusion de la ciprofloxacine en milieu LB gélosé inoculé par

E. coli CM996 (séries d’expériences 1 et 2)

Les deux séries d’expériences ont permis de tracer I'évolution des rayons d’inhibition de
croissance et dinduction maximale de luminescence, ainsi que ['évolution du facteur
d’induction du promoteur Psggs €n fonction du temps d’incubation pour différentes quantités
initiales de ciprofloxacine. L’analyse visuelle des graphiques a permis de mettre en évidence

deux phénoménes inattendus pour de faibles quantités de ciprofloxacine :

= Aspect diffus de la zone d’induction du promoteur Psggs
= Rayon d’induction maximale du promoteur Psggs inférieur au rayon d’inhibition

bactérienne

Le facteur d’induction du promoteur Psepgs n'est pas interprétable pour une quantité de
ciprofloxacine inférieure ou égale a 0,0024 ug (disques 12 a 15 de la premiére série
d’expériences). De plus, on peut visualiser un rayon d’induction maximale du promoteur Psggs
inférieur au rayon d’inhibition bactérienne pour une quantité de ciprofloxacine inférieure ou
égale a 0,12 g (disques 12 a 15 de la seconde série d’expériences). Les quantités de
ciprofloxacine inférieures ou égales a 0,12 ug ont donc été écartées de I'étude et cela sans
remettre en cause la méthode ou le matériel utilisé. La détermination automatisée des rayons
d’inhibition et d’'induction du promoteur Psggs reste donc pertinente pour des quantités initiales
de ciprofloxacine comprises entre 5 ug et 0,16 pg (disques 0 a 11 de la seconde série

d’expériences).

Les rayons d’inhibition bactérienne moyens ont été calculés, pour les quantités initiales de
ciprofloxacine comprises entre 5 pug et 0,16 pg (disques 0 a 11 de la seconde série
d’expériences), en faisant la moyenne des rayons d’inhibition bactérienne obtenus via les trois
boites (triplicata) a un temps d’incubation de 7,5 heures (temps maximal étudié dans la
seconde série d’expériences). Il en est de méme pour les rayons d’induction maximale du
promoteur Psggs. Pour ces calculs, trois graphigues issus de la seconde série d’expériences
n'ont pas été pris en compte car les points des courbes étaient assez dispersés (absence de

tendance) :

= Le graphigue obtenu pour une quantité initiale de ciprofloxacine de 3,75 pg (disque 2)
dans la répétition 1 (boite 1)

= Le graphique obtenu pour quantité initiale de ciprofloxacine de 2,5 ug (disque 3) dans
la répétition 1 (boite 1)

= Le graphique obtenu pour une quantité initiale de ciprofloxacine de 0,16 ug (disque 11)

dans la répétition 3 (boite 3)
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Pour ces quantités de ciprofloxacine et pour chaque type de rayon (inhibition bactérienne et
induction maximale du promoteur Psgss), les rayons moyens sont calculés en faisant la
moyenne des deux rayons obtenus pour les deux autres boites. Les résultats obtenus pour

'ensemble des disques sont présentés dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Rayons moyens d'inhibition bactérienne et d’induction maximale du promoteur Psoss pour les
disques 0 a 11 (série d’expériences 2)

5ug CIP 5 ug CIP 3,75 ug CIP 2,5 ug CIP 1,88 ug CIP | 1,25 ug CIP
(Disque 0) (Disque 1) (Disque 2) (Disque 3) (Disque 4) (Disque 5)
'ano,” R on 10,7 9,5 9,3 8,9 9,7 8,8
actérienne (mm)
Rayon d'induction
maximale du promoteur 12,7 11,0 10,9 10,9 11,3 10,1
Psoss (Mm)
094 pug CIP | 0,63pgCIP | 047pgCIP | 0,31 pug CIP | 0,23 pg CIP | 0,16 pg CIP
(Disque 6) (Disque 7) (Disque 8) (Disque 9) (Disque 10) (Disque 11)
Rayop .d inhibition 87 85 9.1 8.0 78 7.0
bactérienne (mm)
Rayon d'induction
maximale du promoteur 10,1 9,8 9,8 8,8 8,4 7,7
Psoss (Mm)

Les rayons d’inhibition bactérienne et d’'induction maximale du promoteur Psegs SONt ensuite
tracés en fonction de la quantité de ciprofloxacine (figure 30). Pour chacune des quantités
comprises entre 5 ug et 0,16 ug, le rayon d’induction maximale du promoteur Psoss €St bien
toujours supérieur au rayon d’inhibition comme attendu. De plus, les écarts-types, qui ont été
calculés en considérant les rayons des trois répétitions, sont relativement élevés pour les
guantités de ciprofloxacine de 5 ug, 1,88 ug et 0,47 ug. Il est intéressant de noter que les
disques 0, 4 et 8 correspondants sont disposés dans la partie gauche de la boite de Petri et a
proximité d’autres disques pour lesquelles les quantités de ciprofloxacine sont élevées. Il est
donc possible qu’il y ait des recouvrements entre les gradients de diffusion issus des
différentes quantités de ciprofloxacine concernées et ainsi une perturbation des rayons
d’inhibition bactérienne et d’'induction maximale du promoteur Psogs. En excluant les quantités
de 5 ug, 1,88 ug et 0,47 ug, on observe bien une décroissance des rayons d’inhibition
bactérienne et d’induction maximale du promoteur Psess lorsque la quantité initiale de
ciprofloxacine diminue. Cela est cohérent puisque la diffusion d’une plus faible quantité de
ciprofloxacine permet d’atteindre les concentrations actives (CMI et concentration d’induction

maximale du promoteur Psogs) sur une plus courte distance de diffusion.
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Figure 30 : Evolution des rayons d'inhibition bactérienne et d'induction maximale du promoteur Psoss en fonction
de la quantité de ciprofloxacine

Ainsi, les rayons obtenus pour des quantités initiales de ciprofloxacine allant de 5 ug a 0,16
Mg (disques 0 a 11) peuvent étre comparés aux simulations numériques. Pour rappel, I'objectif
de ce travail est de retrouver les rayons d’inhibition bactérienne expérimentaux, via la CMI
trouvée au laboratoire, en faisant varier la diffusivité de I'antibiotique. Il serait également
envisageable de retrouver les rayons d’'induction maximale du promoteur Psogs & partir de la

concentration correspondante.
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D. SIMULATIONS NUMERIQUES DE LA DIFFUSION DE LA
CIPROFLOXACINE DANS UN MILIEU GELOSE

1. Concentrations en ciprofloxacine configurées dans les corps des disqgues

Les simulations numériques ont été configurées selon les parametres de la seconde série
d’expériences réalisée au cours de I'étude expérimentale de la diffusion de la ciprofloxacine
(chapitre 111.C.2). Les concentrations initiales imposées dans les disques sont décrites dans le
tableau IX. Pour rappel, la concentration molaire est obtenue en divisant la quantité massique
par la masse molaire de la ciprofloxacine (331,35 g/mol) puis en divisant le résultat obtenu par

le volume du disque (1,41.10% m3).

Tableau IX : Concentrations en ciprofloxacine imposées initialement dans les disques (mol/m3)

Numeéro de disque | Quantité CIP (ug) Concg?;r?r::glr}nr]r;;ﬂalre
Oetl 5 1,067
2 3,75 0,801
3 2,5 0,534
4 1,88 0,400
5 1,25 0,267
6 0,94 0,200
7 0,63 0,133
8 0,47 0,100
9 0,31 0,067
10 0,23 0,050
11 0,16 0,033
12 0,12 0,025
13 0,08 0,017
14 0,06 0,013
15 0,04 0,008

2. Diffusivités testées dans les différentes simulations

Plusieurs simulations ont été réalisées pour étudier les profils de concentration de la
ciprofloxacine en faisant varier la diffusivité. Pour tester des valeurs pertinentes, les diffusivités
ont été choisies autour de celle utilisé par Chandrasekar, soit 10'* m%s.3® Ainsi, les trois

diffusivités suivantes ont été testées :

= D=10"m?s
= D=10"m?s
= D=10"2m?s
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3. Domaine spatial choisi pour la représentation des profils de concentration

L’orientation de la boite de Petri modélisée dans le repere cartésien (x,y,z) est présentée sur
la figure 31.

Figure 31 : Orientation de la boite de Petri simulée selon le repére cartésien

Afin de s’intéresser au domaine spatial pertinent, les profils de concentration sont étudiés dans
la direction x pour quatre valeurs de z correspondant aux quatre rangées de disques (disque
0a3,4a7,8a1lletl2al5)etalasurface de la boite de Petri (y = 0,6 cm). Il est intéressant
de localiser I'étude a la surface de la boite car le tapis bactérien est situé dans la couche
supérieure d’agar (« LB top agar »).
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4. Temps de diffusion choisi et impact de ce parameéetre sur les profils de

concentration

Afin de pouvoir retrouver les rayons d’'inhibition bactérienne expérimentaux via les simulations
numeériques, il est nécessaire que le temps de diffusion choisi pour ces simulations soit égal
au temps d’incubation étudié au laboratoire, c’est-a-dire 7,5 heures. Mais ce temps de diffusion
permet-il d’aboutir a un profil de concentration interprétable ? Pour avoir une idée plus précise
sur I'impact de ce temps, plusieurs simulations ont été lancées avec des temps de diffusion
inférieurs ou égal a 7,5 heures et pour une diffusivité de 101° m?/s. Différentes fractions de
temps balayant 7,5 heures de diffusion ont ainsi été étudiées (tableau X).

Tableau X : Correspondance entre les fractions du temps total de diffusion (7,5 heures) et les temps de diffusion
réels

Fraction du Fraction du

temps total Temps de diffusion (h) temps total Temps de diffusion (h)

de 7,5 h (%) de 7,5 h (%)
5 0,4 55 4,1
10 0,8 60 4,5
15 1,1 65 4,9
20 1,5 70 53
25 1,9 75 5,6
30 2,3 80 6,0
35 2,6 85 6,4
40 3,0 90 6,8
45 3,4 95 7,1
50 3,8 100 7,5

La concentration en ciprofloxacine a ensuite été tracée en fonction de la position x dans la
boite de Petri pour toutes ces fractions du temps total de diffusion de 7,5 heures et cela pour
les disques 0 a 15 (annexe VII). Les courbes obtenues pour les disques 0 a 3 (concentrations
en ciprofloxacine allant de 1,067 a 0,534 mol/m3) et 12 a 15 (concentrations de 0,025 a 0,008
mol/m®) sont présentées sur les figures 32 et 33. Ces graphiques montrent que plus le temps
de diffusion augmente, plus la courbe de diffusion s’aplatit. Mais pour toutes les fractions de
temps de diffusion étudiées, l'aire sous la courbe obtenue est la méme car la matiere
initialement présente dans le disque se déplace mais se conserve. Il est intéressant d’obtenir
des profils de concentration en forme de courbe aplatie car I'antibiotique est mieux réparti dans

la boite de Petri.
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Figure 32 : Profils de concentration de la ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite de Petri (avecy =
0,6 cm et D = 1019 m?/s) pour différentes fractions du temps de diffusion total de 7,5 heures (disques 0 a 3)
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Figure 33 : Profils de concentration de la ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite de Petri (avecy =
0,6 cm et D = 10"1° m?/s) pour différentes fractions du temps de diffusion total de 7,5 heures (disques 12 a 15)
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5. Profils de concentration et diamétres d’inhibition bactérienne obtenus suite aux

simulations numériques

Les profils de concentration des trois simulations numériques réalisées aux trois diffusivités
différentes sont représentés en fonction de la position x sur la boite de Petri et sur un unique
graphique pour faciliter la comparaison des diffusions. La CMI déterminée expérimentalement

en milieu LB liquide et égale a 4,53.10° mol/m?3 est également représentée sur ce schéma.

Les graphigues obtenus apres un temps de diffusion de 7,5 heures pour des positions z
correspondant aux disques 0 a 3 (concentrations en ciprofloxacine allant de 1,067 a 0,534
mol/m?®) et 12 a 15 (concentrations de 0,025 a 0,008 mol/m?®) sont présentés sur les figures 34
et 35. Tous les graphiques obtenus pour les disques 0 a 15 sont présentés en annexe VIII.
Quelle que soit la diffusivité étudiée, il n’est pas possible de distinguer la CMI de I'axe des
abscisses a I'échelle étudiée et cela pour 'ensemble des disques aprés 7,5 heures de diffusion
(il faudrait réaliser un grossissement pour étudier la CMI). Cela montre qu’il est difficile
d’étudier de faibles concentrations en antibiotique, telle que la CMI de la ciprofloxacine vis-a-
vis d’E. coli, en simulant une boite de Petri compléte dont les disques contiennent des

concentrations en antibiotique trés variées et cela pour plusieurs diffusivités.

1,00
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0,70

0,60 e D = 107-10 M2/s

0,50 D =107-11 m2/s
0,40 D =107-12 m2/s
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Position x (cm)

Figure 34 : Profil de concentration de la ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite de Petri (y = 0,6
cm) pour différentes diffusivités (disques 0 a 3)
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Figure 35 : Profil de concentration de la ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite de Petri (y = 0,6
cm) pour différentes diffusivités (disques 12 a 15)

Dans le but de restreindre le domaine de diffusion et faciliter I'étude de faibles concentrations
en antibiotique, on s’intéresse uniquement a une diffusivit¢ donnée. Dans le cas de la
diffusivité égale a 10"° m?/s, la CMI se distingue de 'axe des abscisses a I'échelle étudiée au
niveau des disques 8 a 15 (concentrations en ciprofloxacine allant de 0,1 a 0,008 mol/m?). Ce
n'est pas le cas pour les disques 0 a 7 (concentrations allant de 1,067 a 0,133 mol/m®) et les
deux autres diffusivités. Par exemple, le profil de concentration obtenu au niveau des disques
12 a 15 (concentrations allant de 0,025 a 0,008 mol/m?3) aprés 7,5 heures d’incubation est
présenté sur la figure 36. Tous les graphigues obtenus pour les disques 0 a 15 sont présentés
en annexe IX.
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Figure 36 : Profil de concentration de la ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite de Petri (y = 0,6
cm) pour une diffusivité de 10-1° m?/s (disques 12 a 15)

Il est possible de déterminer deux positions X, autour de chacun des disques 8 a 15, pour
lesquelles la concentration en ciprofloxacine est égale a la CMI. Ainsi, pour des concentrations
initiales en ciprofloxacine allant de 0,1 a 0,008 mol/m?3 (disques 8 a 15), la simulation d’une
diffusion de 7,5 heures dans une boite de Petri compléte permet de visualiser les positions x
d’intérét pour lesquelles la CMI est retrouvée. Le diameétre d’inhibition bactérienne peut alors
étre obtenu par simple différence entre la position supérieure notée xs,p et la position inférieure
notée Xint pour lesquelles la concentration est égale a la CMI. Ces positions sont représentées

sur la figure 36 pour le disque 12.

La simulation numérique donne des valeurs discretes des concentrations en fonction de la
position X, positions qui dépendent du maillage choisi. Pour rappel, plus le maillage est fin,
plus il y aura de mailles dans la boite modélisée et plus le temps de calcul sera élevé. Dans le
but d’obtenir les concentrations au niveau des positions x pour lesquelles le calcul n’a pas été
fait, il faut réaliser une interpolation a partir des concentrations calculées autour de la position
x d’intérét. La formule d’interpolation linéaire, détaillée ci-dessous, permet de déterminer les

positions Xinr et Xsup €t ainsi de calculer les diamétres d’inhibition bactérienne.
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*

[(x2 — x1)(CMI = ()] n

(G~

C1)

X4 (40)

avec : x* = Xinf OU Xsup, X2 = POSition connue située juste au-dessus de x*, X1 = position connue

située juste en dessous de x*, C, = concentration calculée située juste au-dessus de la CMI et

C1 = concentration calculée située juste en-dessous de la CMI

Les diamétres d’inhibition bactérienne sont alors calculés pour des concentrations molaires

initiales en ciprofloxacine allant de 0,1 a 0,008 mol/m? (disques 8 a 15) en faisant la différence

entre Xsup €t Xint (tableau XI) :

Tableau XI : Diamétres d'inhibition bactérienne obtenus autour des disques 8 a 15 pour une diffusivité de 10-1°

m?/s
0,1 0,067 0,05 0,033 0,025 0,017 0,013 0,008
mol/m3 mol/m3 mol/m3 mol/m3 mol/m3 mol/m3 mol/m3 mol/m3
CIP CIP CIP CIP CIP CIP CIP CIP
Disque 8 | Disque 9 | Disque 10 | Disque 11 | Disque 12 | Disque 13 | Disque 14 | Disque 15
Xinf (MM) 8,5 37,0 65,0 93,7 9,7 38,3 66,2 95,1
Xsup (Mm) 27,3 55,3 82,7 110,7 25,7 53,5 81,4 108,9
Diameétre
Inhibition 18,8 18,4 17,7 17,0 16,0 15,2 15,2 13,8
bactérienne (mm)

Une diminution du diameétre d’inhibition bactérienne est observable en passant des disques 8

a 15. En effet, il passe de 18,8 mm a 13,8 mm. Cette tendance est semblable a celle observée

lors des manipulations en milieu LB gélosé.
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6. Comparaison des rayons d’inhibition bactérienne humérigues et expérimentaux

Pour rappel, les manipulations réalisées afin d’étudier la diffusion en milieu LB gélosé nous
ont permis d’obtenir les rayons d’inhibition bactérienne pour 'ensemble des quantités initiales
de ciprofloxacine étudiées. Apres élimination des données erronées, les rayons d’inhibition
pertinents ont été trouvés pour des quantités de ciprofloxacine comprises entre 5 pg et 0,16
Mg (disques 0 a 11 de la seconde série d’expériences). De plus, I'étude numérique des profils
de concentration autour de la CMI de la ciprofloxacine n’a pu étre réalisée que pour des
guantités allant de 0,47 a 0,04 ug (concentrations de 0,1 a 0,008 mol/m? pour les disques 8 a

15) et pour une diffusivité de 10° m?s.

La comparaison des rayons d’inhibition expérimentaux et numériques a alors été effectuée
pour des quantités de ciprofloxacine comprises entre 0,47 et 0,16 ug (concentrations de 0,1 a
0,033 mol/m? pour les disques 8 a 11) car ce sont pour ces gquantités que des données ont été
obtenues aussi bien pour les manipulations que pour les simulations (tableau XIl). Pour
chacune de ces quantités, un pourcentage d’écart a été déterminé en utilisant la formule

suivante :

Rayon Inhib. Bact. Numérique — Rayon Inhib. Bact. Experimental
Rayon Inhib. Bact. Experimental

% Ecart = x 100 (41)

Tableau Xl : Ecarts entre rayons d’inhibition bactérienne expérimentaux et numériques pour un temps de
diffusion de 7,5 heures

0,47 ug CIP | 0,31 ug CIP | 0,23 pg CIP | 0,16 pg CIP

Disque 8 Disque 9 Disque 10 | Disque 11
Rayon d ||jh|b|t|on bactérienne 9.1 8.0 78 70

expérimental (mm)
SUEEITE C Al 11D o 18,8 18,4 17,7 17,0
bactérienne numérique (mm)
Rayon d’inhibition bactérienne
numérigue (mm) 9,4 9,2 8,9 8,5
(Diamétre non arrondi / 2)

% Ecart 2,8 14,0 14,2 21,1

Pour la plus petite quantité de ciprofloxacine étudiée qui est de 0,16 ug (disque 11), le
pourcentage d’écart entre les rayons d’inhibition numérique et expérimental est assez élevé
puisqu’il est de 21,1%. Cependant, en passant d’'une quantité de ciprofloxacine de 0,16 ug a

0,47 pg (disques 11 a 8), le pourcentage d’écart entre les rayons numérique et expérimental
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diminue et passe a 2,8%. Ce résultat laisse supposer que I'écart diminuerait davantage en
passant des disques 8 a 0 qui contiennent des quantités de ciprofloxacine plus importantes.
De plus, 'écart-type de 2,8% est un résultat encourageant. Il serait intéressant d’étudier la
diffusion pour des concentrations en ciprofloxacine plus élevées lors des simulations
numériques. Au niveau des manipulations, il faudrait améliorer la précision des mesures de
rayons pour de faibles quantités d’antibiotique telles que celles retrouvées dans les disques
12 & 15 (de 0,12 a 0,04 pg). L’évolution des rayons d’inhibition bactérienne issus des
manipulations et des simulations numériques en fonction de la quantité de ciprofloxacine a

ensuite été tracée (figure 37) :

10,0
95 y = 2,8179x + 8,1633
e Rz = 10,8965
E #
o 90 - N
c Numeérique
k)
@ 8,5 B
3 _, e Expérimental
= 80 Late y = 6,3867x + 6,1069
8 | ST R2 = 0,9669 o
g Linéaire
£ 79 (Numérique)
2 70 ;" ......... L|néa”‘e
S (Expérimental)
s
o
6,5
6,0

0,12 0,17 0,22 0,27 0,32 0,37 0,42 0,47
Quantité de ciprofloxacine (ug)

Figure 37 : Evolution des rayons d'inhibition bactérienne expérimental et numérique en fonction de la quantité de
ciprofloxacine

Plus la quantité de ciprofloxacine est importante, plus I'écart entre les deux rayons d’inhibition
bactérienne numérique et expérimental est faible. En tragant des courbes de tendance sur la
figure 37, on remarque que le coefficient directeur de la courbe représentant I'évolution du
rayon d’inhibition bactérienne expérimental est de 6,4 alors qu'il est de 2,8 pour la courbe
dédiée au rayon d’inhibition bactérienne numérique (environ deux fois moins important). Cela
peut se traduire par une représentation moins optimale des phénomenes de diffusion pour de
faibles quantités de ciprofloxacine mais aussi par une différence entre la valeur de la diffusivité
étudiée dans les simulations et celle de la diffusivité réelle. On peut néanmoins montrer que

la diffusivité de 10° m?/s est du bon ordre de grandeur puisque I'écart de 2,8% obtenu pour
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une quantité de ciprofloxacine de 0,47 ug (concentration de 0,1 mol/m? dans le disque 8) est
relativement faible. Les simulations numériques réalisées ici ont donc permis d’obtenir un
modéle de détermination des concentrations actives pouvant encore étre optimisé en utilisant

la diffusivité réelle de la ciprofloxacine et en facilitant I'étude des faibles quantités.
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V. CONCLUSION

A. APPORT DU TRAVAIL REALISE

Apres avoir déterminé la CMI et la concentration d’'induction maximale du promoteur Psoss par
la ciprofloxacine en milieu LB liquide, les rayons d’inhibition bactérienne et d’induction
maximale du promoteur Psggs ont été définis dans un milieu LB gélosé inoculé par E. coli
CM996 lors de I'étude de la diffusion de la ciprofloxacine. Des simulations numériques ont
ensuite été entreprises pour retrouver, par le calcul, le rayon d’inhibition bactérienne trouvé
expérimentalement a partir de la CMI. Mais tous les rayons d’inhibition bactérienne obtenus
pour une méme expérience, impliquant différentes quantités initiales de ciprofloxacine, n’ont
pas encore été idéalement retrouvés avec les simulations numeériques. En effet, un écart
relativement élevé a été observé entre les rayons expérimentaux et numeériques pour les plus
petites quantités de ciprofloxacine étudiées. Aprés avoir optimisé la représentation des
phénomeénes de diffusion pour les plus faibles quantités de ciprofloxacine et avoir trouvé une
bonne estimation de la diffusivité réelle de I'antibiotique, les simulations développées dans ce
travail pourraient donc permettre d’élaborer un modele numérique visant a obtenir la CMI et la
concentration d’induction maximale du promoteur Psggs par la ciprofloxacine a partir des rayons
déterminés expérimentalement. Il serait alors possible de localiser, dans la boite de Petri, les
positions spatiales pour lesquelles la concentration en ciprofloxacine est égale a la CMI ou a
la concentration d’induction maximale du promoteur Psggs via le modéle de diffusion
développé. Par conséquent, ce modéle permettrait d’établir une cartographie des
concentrations actives en ciprofloxacine mais aussi d’estimer les concentrations en tout point
de la boite par la simple connaissance des rayons correspondants et de la diffusivité. L’objectif
principal de cette thése visant a utiliser des modéles de diffusion pour prédire les
concentrations autour des disques et notamment au niveau de la zone couvrant le maximum
d’'induction a donc été atteint en partie, pour la ciprofloxacine et le promoteur Psogs de la souche

E. coli CM996, sous réserve des améliorations restantes.

B. PISTES D’AMELIORATION

1. Diffusion de la ciprofloxacine dans un milieu LB gélosé inoculé par E. coli CM996

L’étude de la diffusion de la ciprofloxacine en milieu gélosé a permis de déterminer les rayons
d’inhibition bactérienne et d’induction maximale du promoteur Psogs. Mais des phénoménes
inattendus ont pu étre observés au cours de cette étude pour de faibles quantités de
ciprofloxacine. Tout d’abord, des valeurs d’induction erronées ont été obtenues lorsque

l'intensité de luminescence émise et/ou le bruit de fond moyen étaient inférieurs a la limite de
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quantification de l'appareil de mesure. Pour éviter ce phénoméne, il serait intéressant
d’'inoculer davantage de bactéries dans le tapis bactérien (« LB top agar ») afin de rehausser
le signal émis. Ainsi, l'intensité de luminescence serait émise par un plus grand nombre de
bactéries et pourrait étre supérieure a la limite de quantification. De plus, une décroissance du
rayon d’inhibition bactérienne a pu étre observée pour des temps d’incubation trop faibles. Ces
derniers ont généré des problémes de contraste aboutissant a I'obtention de rayons
d’inhibition, via 'analyse automatisée des images, alors qu’aucune inhibition n’était en réalité
observable. En effet, les rayons d’inhibition bactérienne sont calculés informatiquement par
I'algorithme utilisé et reposent sur une variation des niveaux de gris entre une valeur minimum
et une valeur maximum alors qu’aucun seuil n’a été fixé pour les valeurs minimum et maximum
a prendre en compte. De ce fait, une toute petite fluctuation du niveau de gris dans une zone
sans effet inhibiteur sera tout de méme considérée comme une inhibition d’'un point de vue
numeérigue. Une amélioration facile a envisager serait d’éviter de travailler avec des temps
d’incubation trop faibles pour rehausser la quantité de signal acquis. Enfin, une faible variation
du rayon d’induction maximale du promoteur Psegs, aboutissant a I'obtention d’'un rayon
d’'induction maximale inférieur au rayon d’inhibition bactérienne, a pu étre observée pour de
faibles quantités de ciprofloxacine. Dans ce cas de figure, l'induction apparait diffuse et
homogeéne et il semblerait que le logiciel d’analyse se soit arrété sur le rayon ou apparait la
luminescence en premier lieu, ce qui ne permet pas d’identifier un rayon d’induction maximale
pour le promoteur étudié. Afin de contrecarrer les deux derniers phénoménes évoqués ci-
dessus, a savoir la décroissance du rayon d’inhibition bactérienne et la faible variation du rayon
d’induction maximale du promoteur Psggs, il serait intéressant d’améliorer le code du logiciel
d’exploitation utilisé. D’une part, la fixation des valeurs minimum et maximum pour les niveaux
de gris permettrait d’éviter d’obtenir des rayons d’inhibition bactérienne quand il n’y en a pas
(faux positifs). D’autre part, une configuration optimisée du logiciel d’exploitation pourrait
favoriser la localisation du rayon d’induction maximale du promoteur Psogs pour de faibles

guantités de ciprofloxacine.

Une autre observation réalisée au cours de cette étude est I'obtention d’écarts-types plutdt
élevés pour les rayons d'intérét mesurés autour des disques situés dans la partie gauche de
la boite de Petri. De telles variations pourraient s’expliquer par des recouvrements des
gradients de diffusion liées a la proximité entre des disques initialement imbibés avec de fortes
quantités de ciprofloxacine. Si ce phénomene est bien lié a cette cause, il serait intéressant
de réaliser, par exemple, des manipulations d’étude de diffusion en milieu gélosé avec de plus

grandes distances entre les disques pour éviter les recouvrements des gradients de diffusion.
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2. Simulations numériques de I'étude de la diffusion de la ciprofloxacine dans un

milieu gélosé

Au niveau des simulations numériques, des problémes d’étude des profils de concentration
autour de la CMI ont été observés. Ces derniers sont liés a la modélisation des 16 disques en
ciprofloxacine avec des quantités trés différentes les unes des autres. Dans le but de faciliter
l'interprétation des profils de concentration, on pourrait restreindre le domaine spatial étudié.
Il serait alors possible de raffiner davantage (augmenter le nombre de mailles) et ainsi
d’améliorer la précision de la diffusion. On pourrait par exemple modéliser une petite boite
contenant un unique disque chargé en antibiotique. Pour s’approcher de la réalité rencontrée
dans les manipulations, il faudrait aussi diviser I'épaisseur de la boite de Petri en deux : une
gélose molle (« LB top agar ») dans laquelle le disque viendrait s’enfoncer et une gélose plus
dure (« LB agar ») avec une diffusivité moindre. Enfin, on pourrait changer les propriétés de
l'agar pour qu’elles soient plus représentatives de la réalité. De telles modifications
permettraient de faciliter 'étude des plus faibles quantités d’antibiotigue mais pourraient
également contribuer a diminuer I'écart observé entre les rayons d’inhibition bactérienne
expérimentaux et théoriques. Pour notre étude, il n’était pas possible de distinguer la CMI de
I'axe des abscisses pour les disques 0 a 7 (concentrations allant de 1,067 a 0,133 mol/m?3) et
les diffusivités de 10! et 102 m%s. Il ne s’agit Ia que d’un probléme de détermination des
positions pour lesquelles la CMI est retrouvée mais cela ne remet pas en question la possibilité
d’étudier de telles concentrations en ciprofloxacine et ces autres diffusivités avec le modéle
numérique développé. En effet, un simple agrandissement de I'échelle étudiée permettrait de
pouvoir dissocier la CMI de I'axe des abscisses pour ces concentrations plus élevées. Les
écarts élevés observés entre les rayons d’inhibition bactérienne expérimentaux et numériques
pour de faibles quantités de ciprofloxacine peuvent aussi s’expliquer par I'utilisation d’une
valeur de diffusivité approchée et non exacte pour les simulations. La diffusivité obtenue
semble étre du méme ordre de grandeur que la diffusivité réelle mais il serait intéressant de
s’approcher encore plus de la vraie valeur. Pour ce faire, on pourrait réaliser d’autres
simulations visant a obtenir des courbes numériques et expérimentales similaires et cela pour
toutes les quantités d’antibiotique étudiées. En utilisant une valeur de diffusivité proche de la
réalité, on rendrait la méthode automatisée de détermination des concentrations autour des

disques plus optimale.
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C. OBJECTIFS ENVISAGEABLES POUR LA SUITE

A la suite du travail effectué dans cette these et aprés I'amélioration de tous les points évoqués
dans le paragraphe précédent, il serait intéressant de passer de I'expérimental a la routine.
Ainsi, I'étude de diffusion en milieu gélosé pourrait étre réalisé pour n'importe quel antibiotique
induisant des promoteurs bactériens. L’ensemble des promoteurs bactériens pouvant étre
induits pourraient également étre testés. Ensuite, le modele de diffusion permettant de prédire
les concentrations autour des disques pourrait servir & la détermination des concentrations
inductrices d’antibiotiques actifs sur les promoteurs bactériens en se basant sur les rayons
d’intérét déterminés expérimentalement. Il est évident que ce qui a été réalisé pour la
ciprofloxacine peut étre réalisé pour les autres antibiotiques a la condition de connaitre les
paramétres de diffusion de ces antibiotigues. De plus, nous nous sommes limités aux
directions x et y pour les simulations numériques de cette étude mais il serait intéressant
d’étudier les profils de concentration dans les trois directions X, y et z afin d’avoir une
représentation tridimensionnelle plus pertinente des phénomeénes de diffusion, telles qu’ils se
manifestent dans le milieu ambiant. Enfin, la simulation de 'ensemble de la boite de Petri avec
plusieurs antibiotiqgues resterait un objectif, a terme, pour s'intéresser aux potentielles

interactions entre les antibiotiques.
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V.

PERSPECTIVES

La these a permis de réaliser des simulations numériques qui pourront servir de base a
I'élaboration d’'un modéle numérique de diffusion visant & prédire les concentrations autour
des disques imbibés de ciprofloxacine et plus particulierement la concentration d’induction
maximale du promoteur Psess. Mais un des objectifs envisageables pour la suite de ce travail
est de pouvair utiliser ces simulations pour tous les antibiotiques et 'ensemble des promoteurs
bactériens identifiés comme importants dans le comportement physiologique d’une bactérie
donnée (transfert de génes de résistance, virulence, fonctions invasives, etc.). L'identification
des concentrations d’'induction de tels promoteurs bactériens est de premiére importance car
elle permettrait d’identifier les endroits ou se trouvent de telles concentrations et ainsi
d’'anticiper les risques associés a I'expression des fonctions bactériennes correspondantes.
De telles concentrations inductrices sont-elles rencontrées chez des organismes vivants,
humain ou animal, a la suite d’'un traitement antibiotique ou bien dans I'environnement apres
rejet d’eaux usées ? Pour avoir un début de réponse a cette question, intéressons-nous au
cas de la ciprofloxacine étudiée dans cette these. Pour rappel, la concentration en
ciprofloxacine entrainant une induction maximale du promoteur Pspss €t déterminée en milieu

LB liquide est de 0,01 pg/mL avec un domaine d’induction s’étalant de 0,001 a 0,1 pg/mL.

A. CONCENTRATIONS EN CIPROFLOXACINE DANS L'ORGANISME
HUMAIN A LA SUITE D'UNE ANTIBIOTHERAPIE ET POTENTIEL
D’'INDUCTION DU PROMOTEUR Psose

Afin d’évaluer les concentrations en ciprofloxacine dans l'organisme humain aprés un
traitement antibiotique, les phases d’absorption et d’élimination de la pharmacocinétique d’'un
comprimé de ciprofloxacine sont présentées ci-aprés.** Au niveau de I'absorption, aprés une
administration de doses allant de 100 & 750 mg, les concentrations sériques maximales
obtenues sont comprises entre 0,56 et 3,7 pg/mL et doses-dépendantes. Un traitement avec
de tels comprimés en ciprofloxacine ne permettrait donc pas d’induire le promoteur Psoss, par
exemple, au niveau sanguin. De plus, Navalon et al. se sont intéressés, en 2000, a la
détermination de la concentration urinaire par spectrofluorimétrie en phase solide.*> Aprés une
prise orale de 500 mg de ciprofloxacine par des patients humains, les concentrations urinaires
déterminés par spectrofluorimétrie en phase solide allaient de 137+/-2 a 176+/-3 pg/mL (trois
urines testées) et étaient comparables aux concentrations obtenues avec la méthode HPLC
de référence (136+/-2 & 178+/-2 pg/mL). Ces concentrations sont nettement supérieures aux

concentrations induisant le promoteur Psggs et sont en faveur, au méme titre que les
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concentrations sériques, de I'absence d’'induction du promoteur Psogs dans I'organisme humain

a la suite d’une antibiothérapie.

B. CONTAMINATION DE L’ENVIRONNEMENT PAR LES ANTIBIOTIQUES

Les urines et féces des patients contaminés par les antibiotiques ainsi que les principaux
procédés de lindustrie pharmaceutiques (synthése chimique, formulation, fermentation,
extraction) génerent des eaux dites usées qui ne sont pas totalement épurées par les usines
de traitement de I'eau.*®4” Aprés épuration, ces eaux sont déversées dans les milieux naturels
et des résidus médicamenteux peuvent se répandre dans les sols et les milieux aquatiques
(eaux de surface, eaux souterraines, milieux marins). De plus, les antibiotiques peuvent étre
disséminés dans I'environnement, via les urines et féces animales, aprés avoir été utilisés
dans I'élevage des animaux et la prévention des maladies animales.*® Un communiqué de
presse publié par lTOMS en 2017 souligne d’ailleurs le fait que « dans certains pays,
approximativement 80% des antibiotigues importants pour la médecine humaine sont
consommeés dans le secteur animal, et en grande partie, pour favoriser la croissance chez des
animaux sains ». Enfin, les antibiotiques peuvent contaminer le milieu aquatique lors du
traitement des maladies animales telles que les infections des poissons en pisciculture.*® Les
éleveurs les utilisent aussi en prévention pour éviter la propagation de maladies dés lors que
la population de poissons en captivité est relativement dense (jusqu’a 50 kg de poissons par

m?d’eau).

C. CONCENTRATIONS EN CIPROFLOXACINE RETROUVEES DANS LES
EAUX ENVIRONNEMENTALES ET POTENTIEL D’INDUCTION DU
PROMOTEUR Psoss

Pour avoir une idée plus précise des concentrations environnementales en ciprofloxacine, les
résultats de deux études portées sur le sujet sont présentés ci-dessous. Seules les
concentrations molaires retrouvées dans les eaux environnementales sont évoquées afin de
rester comparable avec la concentration molaire d’induction mais il serait également
intéressant d’aborder les concentrations massiques retrouvées dans les sols et notamment le
milieu agricole. Watkinson et al. se sont intéressés, dans une étude publiée en 2008, a la
présence d’antibiotiques dans les bassins versants du sud-est de Queensland en Australie.>®
Au cours de ce travail, la ciprofloxacine a été détecté dans les effluents d’hépitaux a une
concentration médiane de 0,0025 pg/mL et dans les influents d’usines de traitement des eaux
usées a une concentration médiane de 0,0006 pg/mL. En revanche, cet antibiotique n’a pas

été détecté dans les eaux de consommation humaine ni les eaux environnementales. Les
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concentrations en ciprofloxacine retrouvées dans les effluents d’hépitaux peuvent donc
permettre I'induction du promoteur Psoss méme si cette derniére n'est pas maximale. En
revanche, les concentrations retrouvées dans les influents d’'usines de traitement des eaux
usées sont trop faibles pour induire ce promoteur. Par ailleurs, Khan et al. ont cherché a
évaluer, en 2013, les charges en antibiotiques anthropogéniques dans le nord du Pakistan et
'occurrence des génes de résistance aux antibiotiques dans cette région.>* Au niveau de I'une
des industries de formulation étudiées, des concentrations en ciprofloxacine de 0,0062 pg/mL
ont été retrouvées. De plus, un niveau de 31 pg/mL de ciprofloxacine a été détecté dans un
effluent d’'usine de traitement des eaux usées qui avait recu des eaux polluées provenant
d’environ 90 fabricants de produits semi-ouvrés (en vrac). Cette étude montre qu’il est possible
de retrouver des concentrations en ciprofloxacine pouvant induire le promoteur Psogs au hiveau
des industries de formulation et des concentrations nettement supérieure a l'induction dans

des effluents d’usines de traitement des eaux usées.

D. BILAN SUR LA LOCALISATION DES CONCENTRATIONS EN
CIPROFLOXACINE POUVANT INDUIRE DES PROMOTEURS
BACTERIENS

Les concentrations en ciprofloxacine retrouvées dans l'organisme humain aprés une
antibiothérapie sont donc nettement supérieures aux concentrations pouvant induire le
promoteur Psogs. Si les urines sont éliminées dans les canalisations, il est possible que les
concentrations en ciprofloxacine retrouvées dans le sang atteignent le domaine d’induction
apreés diffusion en fin de traitement. Il serait donc intéressant d’évaluer I'impact d’un traitement
a la ciprofloxacine sur l'induction du promoteur Psggs Nnotamment en fin de traitement. Les
effluents d’hdpitaux et les eaux retrouvées au niveau des industries de formulation peuvent,
guant a elles, contenir des concentrations en ciprofloxacine inductrices du promoteur Psggs.
Concernant les eaux des industries de formulation, la concentration en ciprofloxacine
retrouvée est méme relativement proche de la concentration d’induction maximale. En
revanche, les eaux environnementales et celles pour la consommation humaine ne semblent
pas contenir de ciprofloxacine. Il est probable que les traitements des eaux usées par les
usines de traitement permettent d’épurer suffisamment les eaux usées et ainsi d’éliminer
totalement la ciprofloxacine. Une dilution des eaux usées réalisée en amont du traitement, au
niveau des rejets a I'égout, peut aussi expliquer les faibles concentrations en ciprofloxacine
retrouvées dans les influents d’usines de traitement d’eaux usées en Australie. Cependant, il
ne faut pas généraliser ces résultats comme le montre le haut niveau de ciprofloxacine non
inducteur et détecté dans les effluents des usines de traitement des eaux pollués dans le nord

du Pakistan. Méme si la concentration en ciprofloxacine retrouvée dans ces eaux est
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supérieure a linduction, il suffirait d’'un certain temps de diffusion pour retrouver des
concentrations inductrices. La ciprofloxacine peut donc se retrouver a des concentrations
pouvant stimuler le transfert de génes d’antibiorésistance dans I'environnement par des ICE

de type SXT dont la mobilité est controlée par le promoteur Psosgs.

Seul le promoteur Psoss a été étudié dans ce travail mais il serait intéressant d’évaluer I'impact
des concentrations en ciprofloxacine retrouvées sur d’autres promoteurs bactériens. De plus,
le manque de données sur les concentrations inductrices des promoteurs bactériens par les
antibiotiques en général souligne l'intérét d’évaluer leur potentiel impact dans 'organisme
vivant aprés une antibiothérapie ou dans I'environnement. Au niveau environnemental, il serait
notamment intéressant de cibler les régions du globe mal contrblées et relativement polluées
qui pourraient contenir de grandes concentrations en antibiotiques a I'origine d’'un niveau élevé
d’'induction de promoteurs bactériens. Toutes les informations manquantes sur les
concentrations inductrices démontrent I'intérét du modéle de diffusion développé dans cette
thése et permettant d’établir une cartographie des concentrations actives en antibiotiques. En
localisant la concentration d’induction maximale d’'un promoteur bactérien autour d’'une source
en antibiotique donnée, le transfert des éléments génétiques mobiles et donc des génes de
résistance aux antibiotiques pourrait ainsi étre évalué, ce qui contribuerait a renforcer la

surveillance de 'antibiorésistance.
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Annexe | : Mécanismes d’action des antibiotiques en thérapeutique

Les antibiotiques sont classés en fonction de leur mode d’action®:

= |nhibition de la synthése de la paroi bactérienne
= |nhibition de la synthése des protéines (transcription ou traduction)
= Inhibition du métabolisme de '’ADN

= Altération de l'intégrité de la membrane plasmique

Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne

1) B-lactamines

Les B-lactamines présentent une analogie avec le substrat naturel des PLP de la membrane
plasmique et peuvent ainsi inhiber la synthése du peptidoglycane en bloquant le
fonctionnement de ces enzymes.* L'effet est d’abord bactériostatique puis bactéricide dés lors

que des autolysines viennent lyser la bactérie a la suite de la dégradation du peptidoglycane.

Les B-lactamines incluent les pénicillines des groupes G, V, M et A, les uréidopénicillines, les
carboxypénicillines et les céphalosporines de 1°¢, 2¢me et 3°™e génération dont les indications
sont tres variées. Des bactéries sont résistantes aux B-lactamines en produisant des -
lactamases qui clivent les noyaux B-lactames.? Pour faire face a ces résistances, 'acide
clavulanique, un inhibiteur de B-lactamase, est utilisé en association avec les B-lactamines

comme par exemple '’Augmentin® (amoxicilline/acide clavulanique).

2) Glycopeptides

Les glycopeptides se lient au dipeptide terminal du peptidoglycane pour empécher le
fonctionnement normal des PLP et ainsi entrainer l'arrét de la synthése du peptidoglycane
puis la mort de la bactérie.* lls comprennent la vancomycine et la teicoplanine et ont plusieurs

indications telles que les infections pulmonaires et ostéoarticulaires.

3) Fosfomycine

La fosmomycine se fixe sur la pyruvyltransférase, une enzyme impliquée dans la formation
d’un précurseur du peptidoglycane, et provoque l'arrét de la synthése du peptidoglycane puis
la mort de la bactérie.* Cette molécule est indiquée par exemple dans le traitement des

méningites et endocardites.
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Antibiotiques inhibant la synthése des protéines (transcription/traduction)

1) Aminosides

Les aminosides se fixent sur 'ARN ribosomal 16S, constituant de la sous-unité 30S du
ribosome pour altérer la traduction de 'ARN messager et entrainer la production de protéines
anormales.* Ces derniéres s’incorporent également dans la membrane cytoplasmique et
compromettent son intégrité. En altérant la perméabilité membranaire, les aminosides peuvent
pénétrer plus massivement au sein de la bactérie et se fixer en grand nombre sur le ribosome
pour bloquer la synthése protéique. Les aminosides, tels que la streptomycine et la
kanamycine, sont des antibiotiques a large spectre (actifs contre les bactéries Gram-négatives

et Gram-positives).?

2) Macrolides et apparentés

Les macrolides et apparentés se fixent sur TARN ribosomal 23S de la sous-unité 50S du
ribosome entrainant une inhibition du peptide en formation.* lls sont habituellement
bactériostatiques en provoquant une terminaison prématurée de la synthése polypeptidique.?
Les macrolides, tels que I'érithromycine, la clarithromycine et la spiramycine sont indiqués
dans les infections de gravité modérée a germes sensibles telles que les infections des voies

aériennes supérieures, etc.*

Les apparentés contiennent les lincosamides (comme la clindamycine) et les synergistines
(comme la pristinamycine) qui sont indiqués par exemple dans les infections a Staphylocoque

en toutes localisations (sauf méningée) et en particulier ostéoarticulaires.

3) Tétracyclines

Les tétracyclines interrompent la synthése protéique en se fixant de maniére irréversible sur
la sous-unité 30S du ribosome et en empéchant la fixation de nouveaux aminoacyl-ARNt (ARN
de transfert).® Les cyclines de 1°¢ génération (tétracycline, etc.) et 2°m® génération

(doxycycline) sont indiquées par exemple dans les infections aigues des voies respiratoires.

4) Rifamycines

Les rifamycines inhibent la transcription de TADN en ARN messager en se fixant sur une sous-
unité de 'ARN polymérase et en bloguant son action.* Les antibiotiques macrocycliques
(rifampicine ou rifampine) sont actifs contre les bactéries Gram-positives (y compris les
mycobactéries et staphylocoques) et contre certaines bactéries Gram-négatives (Brucella,

Chlamydia, Haemophilus, Legionella).?
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5) Acide fusidigue

L’acide fusidique inhibe la synthése protéique en se fixant sur le facteur d’élongation EF-G.*
Cette liaison empéche la fixation de nouveaux amino-acyl-ARNt et la poursuite de la synthése
protéique est bloquée. L’acide fusidique est indiqué dans les infections staphylococciques,
notamment dans leurs localisations cutanées, osseuses et articulaires (en dehors des

infections urinaires et méningées).

6) Oxazolidinones

Les oxazolidinones forment une classe plus récente d’antibiotiques dont 'TAMM date de 2001.4
Le seul représentant est le linézolide qui se fixe sur la partie 23S du ribosome bactérien et
empéche la formation du complexe d’initiation 70S de la traduction. Cet antibiotique est

notamment indiqué dans les pneumonies.

[1l.  Antibiotigues inhibant le métabolisme de 'ADN

1) Quinolones

Les quinolones bloquent la réplication de 'ADN en se fixant sur le complexe ADN-
topoisomérase.* La topoisomérase ne peut alors pas modifier la topologie de I'ADN et le
passage du superenroulement au relachement du chromosome bactérien n’est pas possible.
Ces antibiotiques sont bactéricides : ils stabilisent les coupures d’ADN et déclenchent ainsi
des phénomeénes d’autolyse. Les quinolones de premiére génération (acide nalidixique, etc.)
et de deuxiéme génération (fluoroquinolones), telles que la norfloxacine ou la ciprofloxacine,
sont notamment indiqués dans les infections urinaires, les maladies sexuellement

transmissibles et les infections gynécologiques, etc.
2) Imidazolés

Les nitro-imidazolés se lient dans le cytoplasme a des protéines réductrices telles que les
ferrédoxines (composés du transport des électrons).?# La réduction du groupe nitro permet la
production de dérivés cytotoxiques a durée de vie courte et pouvant cliver 'ADN (ce
phénomeéne touche uniquement les bactéries anaérobies strictes). Les imidazolés, tel que le
métronidazole, sont indiqués dans le traitement curatif des infections péritonéales et

génitopelviennes par exemple.*

3) Sulfamides antibactériens

L’association sulfamides/triméthoprime regroupe deux antimétabolites qui vont entrer en
compétition avec les substrats naturels de la synthése des folates. Ces derniers sont des
substrats carbonés utilisés par les bactéries dans la synthése des acides nucléiques (ADN et

ARN).* Ainsi, la fabrication des acides nucléiques est diminuée et la croissance bactérienne
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est ralentie. Les sulfamides antibactériens, tels que la sulfadiazine et le sulfasalazine, sont
principalement indiqués dans les infections urinaires basses a germe banal, non compliquées

(surtout des germes a Gram négatif) lors de cystites par exemple.
4) Nitrofuranes

Les nitrofuranes, telle que la nitrofurantoine, tirent leur activité de la réduction du groupement
nitro par certaines bactéries aérobies.* Cette réduction produit des dérivés réduits capables
de provoquer des Iésions de 'ADN a la différence des nitro-imidazolés pour lesquels seules
les bactéries anaérobies avaient cette faculté. Ces antibiotiques sont indiqués dans le

traitement de la cystite aigue non compliquée de la femme due a des bactéries sensibles.

IV. Antibiotiques altérant la membrane cytoplasmique

Il s’agit des polymyxines (dont la plus connue est la colistine), qui altérent la membrane
plasmique aprés avoir désorganisé la membrane externe de la paroi cellulaire des bactéries &
Gram négatif.* Ces antibiotiques sont notamment indiqués en tant qu’antiseptique intestinal

mais aussi dans les infections rénales et urogénitales a germes sensibles lorsque les

traitements usuels sont exclus.
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Annexe Il : Photographies des boites de Petri obtenues a la lumiéere visible apres 7

heures d’incubation (manipulation 1)

Lumiére visible

Boite de Petri 1

Boite de Petri 2

Boite de Petri 3
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Annexe Il : Evolution de I'inhibition et de I'induction en fonction du temps de diffusion pour différentes quantités de ciprofloxacine (manipulation 1)
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Annexe |V : Détermination des temps d’incubation nécessaires pour avoir un facteur

d’induction du promoteur Psoss interprétable (manipulation 1)

Diffusion CIP en milieu LB
gélosé (manipulation 1)

Temps d'incubation requis pour
avoir bruit de fond moyen > limite de
quantification de 100 cps (h)

Temps d'incubation requis pour
avoir intensité de luminescence
maximale moyenne > limite de
quantification de 100 cps (h)

Temps requis pour avoir
un facteur d'induction
interprétable (h)

Caue0 Boite 1 45 45 45
. q op Boite 2 55 45 55
K9 Boite 3 55 55 55
iaue 1 Boite 1 5 45 5
: a op Boite 2 55 45 55
Mg Boite 3 55 5 55
Disque 2 Boite 1 5 4.5 5
e 4 oo Boite 2 55 45 55
=10 Boite 3 55 45 55
Cauea Boite 1 55 45 55
o a op |__Boite? 55 45 55
<o H9 Boite 3 55 45 55
. Boite 1 5 4 5
0 'gz'zq”eélp Boite 2 55 4 55
010 Boite 3 6 5 6
. Boite 1 5 4 5
o ;i'zsgue ?:nn Boite 2 55 2 55
21eo 9 Boite 3 55 45 55
. Boite 1 5 45 5
o 12'653(]”8 glp Boite 2 55 4 55
1903 H9 Bofte 3 55 45 55
Dicaue 7 Boite 1 55 45 55
o 0783 cip|__Botte 2 55 4 55
ISR Boite 3 6 45 6
. Boite 1 5 4 5
Disque 8 —
Boite 2 6 4 6
00391 ug CIP—¢ =03 7 5 7
. Boite 1 5 4 5
o 0|31|gsgue (93IP Boite 2 6 4 6
90 H9 Boite 3 65 45 65
. Boite 1 55 4 55
Disque 10 — n .
0,0098 pg CIp —291te 2 6 4 6
Boite 3 65 45 65
. Boite 1 6 45 6
o Eéig”e 1(:1|p Boite 2 65 4 65
D0 HY Boite 3 7 45 7
. Boite 1 6 4 6
o Eézj”e 1C2IP Boite 2 7 45 7
002410 Boite 3 N/A 6 N/A
. Boite 1 6 5 6
o 5(')31(2]“9 15"3 Boite 2 7 7 7
0012 H9 Boite 3 N/A N/A N/A
. Boite 1 6 6 6
o oDc;Zgue EP Bote 2 N/A N/A N/A
000010 Bofte 3 N/A N/A N/A
. Boite 1 65 65 65
0 Eézg“e 1C5IP Boite 2 N/A N/A N/A
RO Boite 3 N/A N/A N/A
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Annexe V : Photographies des boites de Petri obtenues a la lumiére visible aprés 7,5

heures d’incubation (manipulation 2)

Lumiére visible

Boite de Petri 1

Boite de Petri 2

Boite de Petri 3
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Annexe VI : Evolution de I'inhibition et de I'induction en fonction du temps de diffusion pour différentes quantités de ciprofloxacine (manipulation 2)
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Annexe VII : Evolution de la concentration en ciprofloxacine en fonction de x (avec y = 0,6 cm et

D = 10%° m?/s) pour différentes fractions du temps de diffusion total de 7,5 heures
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de Petri (avec y = 0,6 cm et diffusivité = 10-19 m2/sec) pour differentes fractions du
temps de diffusion total de 7,5 heures (disques 0 a 3)
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Concentration en ciprofloxacine (mol/m3)

0,1

0,08

0,06

0,04

0,02

Profils de concentration de la ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite

de Petri (avec y = 0,6 cm et diffusivité = 1019 m2/sec) pour differentes fractions du
temps de diffusion total de 7,5 heures (disques 8 a 11)

[ S —
— = = o

2 4 6
Position x (cm)

10 12

- = =0%
— 5%
10%
15%
20%
25%
30%
35%
40%
45%
— 50%
55%
60%
65%
70%
75%
80%
85%
90%
95%
— 100%

Concentration en ciprofloxacine (mol/m3)

0,025

0,02

0,015

0,01

0,005

Profils de concentration de la ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite

de Petri (avec y = 0,6 cm et diffusivité = 10"1° m2/sec) pour differentes fractions du
temps de diffusion total de 7,5 heures (disques 12 a 15)

.,
|

r
|
|

. -

4 6 10

Position x (cm)

-— e = -

12

- ==-0%
—5%
10%
15%
20%
25%
30%
—35%
—40%
—45%
—50%
—55%
—60%
65%
70%
75%
80%
85%
90%
—95%
— 100%

119



Annexe VIII : Evolution de la concentration en ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite

de Petri (y = 0,6 cm) pour difféerentes diffusivités et un temps de diffusion de 7,5 heures
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Concentration en ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite de Petri
(y=0,6 cm) pour différentes diffusivités apres 7,5 heures de diffusion (disques 8 a 11)
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Annexe IX : Evolution de la concentration en ciprofloxacine en fonction de la position x sur la boite de

Petri (y = 0,6 cm) pour une diffusivité de 101°m?/s et un temps de diffusion de 7,5 heures
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