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L’OMS classe I'antibiorésistance parmi ['une des 10 principales menaces pour la santé publigue

> En 2023 - 5 millions de déces par an dans le monde

> Entre 2018 et 2023 /a résistance aux antibiotiques a augmenté dans plus de 40% des

% of strains

> Etude récente sur le role du périphyton dans la dissémination de I'antibiorésistance dans le
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associations agents pathogénes-antibiotiques
> 303 50 millions de déces par an en 2050
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cadre du PIREN Seine (phase 8)
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Quantification moléculaire des intégrons cliniques de classe I dans les ADNs extraits de

sédiments superficiels le long d’un transect amont-aval de /'Orge

PIREN-Seine phase 8 - Rapport 2021 - Antibiorésistance bactérienne dans une riviere urbanisée
Vivant et al. 2021. Suivi des marqueurs de la dissémination de I'antibiorésistance (biofilms, sédiments, biote) dans une riviére urbanisée du
bassin de Ia Seine (I’'Orge)
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Amibes Libres

Adl et al, 2019 PSEUDOPOD ——
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Les amibes libres : microorganismes eucaryotes

Protozoaires mobiles et ubiquistes
Classification / criteres morphologiques revue via I'essor de la biologie moléculaire
Deux formes : trophozoites et kystes

Des prédatelurré Fu

Re

Er.ggrga n.lsme.s

Milieu extracellulaire

>‘

Phagosome

Milieu intracellulaire

+ Enzyme digestive

Produits de digestion + Produit de digestion

Lysosome

Fusion et digestion

Différentes étapes de la phagocytose
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Les amibes : un réservoir d’endocytobiontes ou « Amoeba-Resistant Bacteria » (ARB)

% Des bactéries associées a l'intérieur de I'hote sont capables de résister a la phagocytose, voire se multiplier,
persister sur plusieurs générations et parfois causer la mort de I'hote

% Mais quelles bactéries « environnementales » sont associées aux amibes libres?

> (hlamydiae environnementales = endosymbiontes obligatoires
- Protochamydia et Neochlamidya
% Vivent a l'intérieur des amibes

< Multiplication (cellule hote-dépendante)
% Persistance pendant plusieurs générations

Greub & Raoult 2001
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A partir de Denet et al.,, 2017

Firmicutes - Bacillus sp., Lysinibacillus sp... =
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. . - Kocuria rhizophilia... n
Actinobacteria 2 o
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—> Especes pathogenes opportunistes: -
= . P aeruginosa, B. cepacia, S. maltophilia, K. :
. neumoniae, E. coli ...
Proteobacteria P
Genres Amibes
M Tetramitus B Acanthamoeba M Learamoeba M Willaertia W Noegleria B Vannella
W Micriomoeba " Vermamoeba W Valhkampfia M Stachyamoeba  Mycetozoa % Unidentified
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Les amibes : un réservoir de bactéries pathogénes ?

> Pathogenes stricts > Pathogenes opportunistes
% Type Legionella pneumophila, Chlamydia spp, Vibrio cholerae % Type Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
(01 et 0139)... cepacia, Stenotrophomonas maltophilia,

% Responsables de maladies comme Ia Ieglonellose ou Ie entérobactéries...

choléra chez le sujet sain = g % Responsables de maladies comme des
infections pulmonaires ou urinaires chez les
sujets immunodéprimés ou fragilisés

B. cepacia
(Proteobacteria, Gram-)

V. Cholerae O1 (Proteobacteria, Gram-),
Adb, 2007

L. pneumophila AA100  GN229 NI
(Proteobacteria, Gram-) RS A

ﬁ ) \ _“ B £
F H g
Gao and Kwaik, 2000
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Hypothése

Les amibes libres intégrées au sein de biofilms aquatiques pourraient constituer un
réservoir de bactéries résistantes aux antibiotiques dont E. coli favorisant Ia
persistance et dissémination de ces microorganismes

Objectif global

< Comprendre le réle des interactions entre bactéries et amibes dans la dynamique
de ['antibiorésistance au sein des biofilms aquatiques

Questions principales

< Déterminer l'influence des interactions amibes/bactéries sur 'émergence, /la
persistance et la dissémination de bactéries pathogenes
» Comprendre la contribution de ces interactions dans la dissémination de
['antibiorésistance
< Rechercher l'occurrence de bactéries, dont E. colj, porteuses d’intégrons cliniques
au sein des amibes le long d’un gradient d’anthropisation
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> 3 sites d’études le long de I'Orge (GO, SGA, » Pieges a biofilm (dalles de granite
vVQ) immergées - 800cm?)

AMONT

St-Martin-de-Bréthencourt (GO)

Codes 1-1-X -

&
\%/.
%o

Bougival

MILIEU

St-Germain-lés-Arpajon (SGA)

Codes 1-2-X
. Bassin de I'Orge
@ Points de prélévement Occgpattiqn dUﬂS?'_ - & o ghin
i 'é i erritoires artricialises
i ;ﬁ?,fggsd R Territoires agricoles _—
Foréts et milieux semi-naturels AVAL oo i ) )
Figure 1 : Points de prélévements sur la Seine et occupation des sols du bassin versant de I'Orge (1- Gue > 3 repl Icats b 10 I Og Iq ues par Slte (3 da I IeS -
d’Orge, 2- Saint Germain les Arpajon, 3- Viry-Chatillon) et positionnement de la STEU dont les rejets est Ic Vil‘y-Chﬁtillon (VC) . , . . .
source principale de contamination. A, B, C) SOIt 9 eChantI I IOnS de bIOfIImS a u
Codes 1-3-X - Site le plus anthropisé total
. / 7 4
> Echantillon d’eau prélevé pour chaque
site

10
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1. Récupération du biofilm

T 1]
I
C 2 h)
i —> e e —>
Rincage - 40 mL Rincage - 20 mL Grattage Rincage - 10 mL Récupération

h Le biofilm récupéré est divisé en trois volumes égaux dispatchés pour différentes analyses : ‘_1
Culture bactérienne et approches . e
Isolement et culture des amibes Dosage des antibiotiques

metis

o, BEER

Bacterial EFflux &
@ - ® cnvironmental Resistance

UMR 7619
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2. Culture des amibes 3. Culture des bactéries / Approche moléculaire

\\\; / 10mL 100 L ‘
9 échantillons au total g \ /

3
s
~

5 Solutlon meére
l (homogénéisée)

Vortex - 3 min

!

Décantation - 20 min

Récupération surnagent

Vortex 1 min

J

‘ } — Rec:37°¢/ 24h

. Surnagent 107 102 14 Filtres 3 0,45 pm u R2A : 37° C/ 24h
Elr‘eeii‘éehr:relglclgrel ll)rrlzltl Dilution 1/10 dans PAS precihoe (identique pour biofilm)
PCR géne /nt/7(280 pb) : PCR géne u/dA (167 pb)
A int1-F : 5'-CCTCCCGCACGATGATC-3 UAR 2105 : 5,'-TGTTTGCCTCCCTGCTGCGG-?):
intI1-R : 5'-TCCACGCATCGTCAGGC-3’ UAL 1939 : 5'-TATGGAATTTCGCCGATTTT-3
P N pr——N e P T+ : Souche AE 357 T+: Souche GO 1
G _—_— 7 I\\ _—_— '/fl “~ _*_* g | “ j ~
Ambiante 37°C Ambiante 37°C \\ 1 ml de lysat
29.23°(C 22.23°C > \ ). Chromagar ESBL
AN // 1093 10
Dépot de 100 ul de chaque échantillon sur une boite —
NNA+ K. pneumoniae Ge autoclavée (D0O=50) pour
chaque site (GO, SGA, V() =\ ~ Colonies
A VC, dépotde 100 pl de chaque échantillon sur une \ 1 ml de lysat , Slemahes
boite NNA + E. coli \ Milieu VIA sélectif des G // St
autoclavée (D0=50) J Stenotrophomonas milieu CAB

S 1092102 P. aeruginosa ? 12
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E. coli et biofilm

» Abondance d'£. coli dans les biofilms de I'orge le long du gradient
d’anthropisation o0

10
Limite de quantification ------------"~-=----- ' ******** I ********

GO-C SGA-A SGA-B SGA-C VCA

UFC/cm?

< En moyenne GO : 3.37 UFC/cm? + 0.71; SGA : 79.22 UFC/cm? + 26.96; VC : 75.35 UFC/cm? + 21.05
% Abondance d'£. coliaugmente avec le gradient d’anthropisation

» Peu de £ colidénombrées a GO

% Intra-variabilité entre les dalles d'un méme site
» Abondance de coliformes (non-£.coli) et d’autres bactéries cultivées et isolées a partir de chaque biofilm

(résultats non présentés) 3
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E. coli et biofilm

» Abondance relative d'F coli porteuses d’intégrons cliniques de classe 1 (/nf/7) dans les biofilms de I'Orge le long du
gradient d’anthropisation

Nb souches £ - |s,olats Total
Site possédant "
coli cultivées ) par site
intl1
11

40

35

30

9
[}
A 3
0 25
GO B 30 2 15/89 g
Q 20
C 29 3 e
» O 5
A 26 1 c
8 10
SGA B 24 7 13/76 < I
5
C 26 5 I
. []
A 30 1 GO-A GO-B O-C SGA-A SGAB SGA-C VC-A VC- ve-C
B 30 0 9/90
. 20 .

En moyenne GO: 17,98 %; SGA 17.1 %; VC 10.0%

Intégrons de classe | plus abondants parmi les £ coliisolées a GO et SGA, contrairement a VC
Intra-variabilité entre les dalles d’'un méme site

Présence d’intégrons de classe | dans certaines bactéries cultivées (non-£. coli) et isolées a partir de chaque
biofilm (résultats non présentés)

K/ J
000 000

53

*

K/
000
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Amibes - isolement
> Isolement d’amibes a partir des biofilms de I'Orge le long du gradient d’anthropisation

Conditions testées pour la Conditions % d < chantill t is d'isoler d ib
AFE Al Ay s Positives o des echantlions ayant permis aisoler aes amibes
1-1-A 4 0

100 -

90 -
GO 1-1-B 4 0 80 |
[2)
1-1-C 4 2 £ 70 -
3
1-2-A 4 0 o 60 -
c
S 5 .
SGA 1-2-B 4 1 g
£ 40 -
-G 4 0 3
© 30 1
1-3-A 8 3 20 |
VC 1-3-B 8 2 10 -
1-3-C 8 1 0 -

GO — amont SGA — milieu VC — aval

% 9 échantillons (3 biofilms de chaque site) + 4 tests par échantillon a GO et SGA, 8 tests par échantillon par VC
soit 48 conditions testées au total

% Sur 48 conditions testées, seulement 9 positives (18,75% de résultats positifs)

% L'abondance des amibes augmente le long du gradient d'anthropisation puisque le site situé le plus en aval
(VC) concentre 6 des 9 isolements positifs (66,7%)

» Intra-variabilité entre les réplicats d'un méme site 15
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Amibes - isolement

Contaminations fongiques fréquentes au cours des cultures, surtout pour le
site SGA

Plusieurs échantillons : absence d'amibe cultivable

Trophozoites et kystes présents selon les échantillons

Echantillons : trophozoites sous 2 formes distinctes, dont une forme allongée

en «ver »

Plus grande diversité de morphologies des amibes sur le site VC

16
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Isolemnent bactérien provenant des lysats d’amibes

> Milieu CAB et isolement de bactéries ESBL (milieu Chromagar ESBL) et Stenotrophomonas (milieu VIA sélectif) a partir

des lysats d’amibes
-

1-1-C, brut 544 000

1-1-C, 10™ GO 54 200 =
1-2-B, brut SGA 312 000 +
1-3-A (Kpn), brut VC 210 000 +
1-3-A (E. coli), brut VvC 10 200 +
1-3-A (E. coli), 107" VC 3580 =
1-3-B (Kpn), 107" vC 8 600 =
1-3-C (E. coli), brut, 37 °C vC =1 676 (107?) +

% 8/9 lysats amibiens possedent des souches ESBL (Chromagar) sur les trois sites
* 5/9 lysats avec suspicion de présence de P. aeruginosa
% 0/9 colonie de Stenotrophomonas 17
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Isolats bactériens provenant des lysats

> Isolement d’£ coli (milieu chromogéne REC) ou bactéries hétérotrophes aérobies mésophiles - FAM (milieu R2A) a partir
des lysats d’amibes
» Approche moléculaire : PCR ciblant le gene codant I'ARNr 16S a partir de I'extraction totale d’ADN

Site Lvsat Nb coliformes Nb FAM Nb total d’isolats par | Nb total d’isolats par
y isolées REC isolées R2A lysat site
5 2 7
60 13

1-1-C

1-1-C 4 2 6
SGA  1-1-B 15 19 34 34
1-3-A 13 16 29
1-3-A 11 7 18
1-3-A 2 0 2
vC 94
1-3-B 21 8 29
1-3-B 0 0 0
1-3-C 11 5 16

Validation de la présence de bactéries au sein de chaque lysat amibien (PCR ciblant le géne codant I’ARNr 165).

» Aucune £ coliisolée sur milieu REC a partir des 9 lysats amibiens

» Validation de ces résultats par approche moléculaire : aucune £ coli détectée par approche moléculaire (PCR
ciblant le gene widA, marqueur spécifique d'£.coli) a partir de I’ADN total extrait avec un kit d’extraction

< Coliformes (non-£. coli) cultivées et isolées sur milieu REC, autres bactéries cultivées et isolées sur milieu R2A

18
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Isolats bactériens provenant des lysats

> Isolement de bactéries hétérotrophes aérobies mésophiles - FAM (milieu R2A) a partir des lysats d’amibes
> Approche moléculaire : PCR ciblant le géne /n#/7 dans les isolats et a partir de I'extraction totale d’ADN

>

% Aucune détection du gene /nt/7 a partir des isolats
» Détection du gene /nf/7 dans les lysats amibiens 1-3-A provenant de VC

CR)

L)

D)

19
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> Amibes présentes sur chaque site
> VC concentre 6 des 9 échantillons positifs

> Diversité morphologique des amibes plus marquées a VC
> Plus d’échantillons positifs par rapport a GO et SGA
> Cohérence avec une pression anthropique plus élevée ?

> Présence d'intégrons de classe | dans le périphyton et les lysats

> Connus pour étre un support génétique responsable de la dissémination |"antibiorésistance
> Présence de souches ESBL (8/9 lysats)

> Porteuses d’intégrons de classe | ?

> Résistances aux antibiotiques ?

> P. aeruginosa potentiellement détectée dans 5/9 lysats
> Présence de résistance aux antibiotiques ? Pathogene ? Présence d’intégrons de classe |

> Aucune détection d'£. coli dans les lysats
> Quelques cas d’£. coli résistants aux amibes décrits dans la littérature

20
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> Présence de bactéries porteuses d'intégrons de classe |
> Présence de bactéries classées comme ESBL
> Présence de ces bactéries dans le périphyton et les amibes
> Potentielle interaction entre bactéries ATB/amibes
> Implication des amibes dans la dissémination de |'antibiorésistance == a confirmer

<+ Quelques perspectives

> ldentifier les amibes,

> l|dentifier les bactéries potentiellement porteuses d’intégrons cliniques
> Caractériser la résistance aux antibiotiques des souches d’intérét isolées

» Optimiser I'approche cultivable visant a isoler les bactéries porteuses d'intégrons

> Campagnes supplémentaires nécessaires pour consolider les résultats
> Campagnes a réaliser sur périodes hiver / été ?

21
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