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Cher(e)s ami(e)s microbiologistes,

Jai le plaisir de vous accueillir au 15° congrés de la Sociéteé Francaise de Microbiologie « Microbes » du
lundi 30 septembre au mercredi 2 octobre 2019.

Cette année encore, nous l'organisons a la Cité des Sciences et de lIndustrie a la Villette a Paris. Ce
congres est l'occasion de réunir les disciplines microbiologiques dans un programme scientifique riche
et pluriel en vous proposant des parcours dediés aux facettes spécifiques de la microbiologie. Pour cela,
nous sommes heureux d'accueillir plusieurs Associations et Societes Savantes partenaires.

En avant-premiére du congrés nous organisons un forum carriére pour les jeunes microbiologistes
avec les temoignages de microbiologistes travaillant aussi bien dans le monde médical, la recherche et
l'industrie. Une session dédiée au prix poster est aussi programmeée.

Autre nouveauté : des jeux pédagogiques seront proposes pour tester vos connaissances.

Enfin, une session dédiée aux innovations industrielles, et l'exposition vous permettront de vous tenir au
courant des derniers progres en réactifs, technologies et matériels pour les laboratoires.

Nous avons fait en sorte que les sessions thématiques, les communications libres orales ou affichées, et
les instants de pause constituent pour chacun d'entre vous des moments riches d'échanges autour de
toutes les facettes de la microbiologie

Les membres du comité d'organisation et du comité scientifique se joignent a moi pour vous souhaiter,
a toutes et tous, la bienvenue et un excellent congrés 2019.

Gerard Lina,
President de la SFM
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Dans la cadre de
sa mission de
déeveloppement de la
transmission

c de la Microbiologie,
Esarznoels la SFM organise
9> des sessions
vy Dawag « Serious Games »
Krobs SISUS Bugs ou vous pourrez selon
Le jeu des 7 familles votre specialite tester
les jeux suivants :

Serious

«MICROB

BacteriaGame

«BacteriaGame»

Un jeu créé a l'Université Paris 13 sur les classifications bactériennes destiné aux
étudiants en médecine et pharmacie débutants et en spécialisation.

«Dawaa»

Un jeu créé a l'Université de Paris d'infectiologie destiné aux étudiants en
médecine en spécialisation.

«Drugs versus Bugs»

Un jeu créé a la Mahidol-Oxford Research Unit, de vulgarisation scientifique ayant pour but
d'acquérir des connaissances sur les résistances aux antibiotiques.

«Krobsy
Un jeu créé au CHUV de Lausanne de vulgarisation scientifique sur la microbiologie,

«Le jeu des 7 familles»

Un jeu créé a 'Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes visant a rassembler par
grandes familles (Gram+, Gram-, Virus ARN, etc.) les micro-organismes d'intérét
en microbiologie vétérinaire pour les étudiants en premiére année.

A votre arrivée et durant le congres, si vous souhaitez participer, vous pourrez vous inscrire
sur le planning au niveau des tables de jeu situées sur
le stand « Serious Games » n°42 au niveau S2 durant les sessions souhaitées.

Ces sessions d'environ 20 min seront organisées durant les pauses a raison de deux jeux par pause.

Pour ceux qui ne souhaitent pas jouer, des posters explicatifs seront présents pour expliquer les
jeux a cote des tables. De plus, le Jeu de plateau « TIAC & coupables » sera en présentation
le mardi 1°" octobre (jeu développé a Oniris pour les vétérinaires & ingenieurs en spécialisation,

consistant a retrouver l'agent responsable d'une toxi-infection alimentaire).

Au plaisir de tenter cette expérience ludique avec vous !
Mathilde Lescat et Michel Federighi
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SFM 2019 Programme du lundi 30 septembre

PROGRAMME - LUNDI 30 SEPTEMBRE

13:30-16:00  Accueil des participants

CONFERENCES PLENIERES

16:00-17:30  Modérateurs : Yann Hechard et Chantal Abergel Amphi. Gaston Berger - Niveau S2

« Tara Oceans: Eco-Systems Biology at Planetary Scale
Chris Bowler (Paris)

+ The secret interaction networks of giant viruses and their parasites
Matthias Fischer (Heidelberg, Allemagne)

17:30-19:00 AUDITION Prix de thése Amphi. Gaston Berger - Niveau S2
Moderateurs : Maxime Pichon et Jerome Josse

« Caractérisation des mécanismes d'altération des produits carnés et de la mer par
Brochothrix thermosphacta
Nassima Illikoud (Nantes)

- Cultures antifongiques applicables comme ferments de bioprotection dans les produits
laitiers : sélection, évaluation a l'échelle pilote et identification de composés supports
de lactivité
Marcia Leyva Salas (Plouzané)

* Role de lilot génomique pks dans la synthese des sidérophores-microcines chez
Escherichia coli
Cléemence Massip (Toulouse)

« Caractérisation des protéines Str3 et Tpx1 dans 'lhoméostasie de 'héme chez la levure
Schizosaccharomyces pombe
Vincent Normant (lllkirch)

« Action antioxydante et antimicrobienne de composés phénoliques dans des milieux
modeéles et des émulsions riches en lipides insaturés
Aurelia Pernin (Paris-Saclay)

+ Implication des enzymes lipolytiques dans la virulence et la survie mycobactérienne
Pierre Santucci (Aix-Marseille)

19:00-20:00  Cocktail de bienvenue Espace exposition - Niveau S1

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 13
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SFM 2019 Programme du mardi 1°" octobre

PROGRAMME - MARDI 1¢" OCTOBRE

07:45-08:30  Accueil des participants Espace S1

SESSIONS PARALLELES
08:30-10:00 SP1.1 - Agents antimicrobiens Salle Louis Armand Est - Niveau S3

Nouvelles cibles en thérapeutiques anti-infectieuses (en association avec la SFP)
Modérateurs : Nicolas Papon et Jean-Pierre Gangheux

« Identification de nouvelles cibles thérapeutiques chez les microsporidies
Frederic Delbac (Universite Clermont Auvergne, LMGE UMR 6023, Aubiere, France)

Communications orales courtes

- Des imidazopyridazines ciblant la TgCDPK1 diminuent fortement l'infection par Toxoplasma
gondii dans un modéle murin de toxoplasmose congénitale
Francoise Debierre-Grockiego (ISP, Université Tours, INRA, Tours, France)

+ Validation and exploration of HLdE, a Promising Target for Antibiotic Potentiation in
Gram-negative bacteria ,
Sébastien Coyne (EVOTEC ID Lyon, Marcy-l'Etoile, France)

+ Développement d'un systéeme d'évaluation de la trans-traduction in vitro
Marion Thépaut (UMR 6290, RBS, Univ. Rennes 1, CNRS, IGDR, Rennes, France)

08:30-10:00 SP2.1 - Microbiologie des aliments Salle 2 - Niveau S3

Aliments fermentés

Modératrices : Regine Talon et Christele Humblot

+ Role des bactéries lactiques dans les propriétés nutritionnelles des céréales
Christele Humblot (IRD, Montpellier)

Communications orales courtes

+ Selection of effective antifungal cultures in fermented dairy products and identification of
antifungal metabolites
Anne Thierry (UMR STLO, Inra, Rennes, France)

+ Nature et réle des moteurs biotiques dans la construction des communautés microbiennes
des fromages traditionnels
Francoise Irlinger (UMR 782, GMPA, INRA, Université Paris Saclay, Thiverval-Grignon, France)

+ Qualités organoleptiques et microorganismes des cidres : Quoi de neuf ?
Marina Cretenet (ABTE, Université de Caen Normandie, Caen, France)

08:30-10:00 SP3.1 - Microbiote et toxicologie Salle 3 - Niveau S3

Microbiote : un promoteur de toxicité ? (en association avec la STCM) GTCM [ e
Modeératrices : Saadia Kerdine-Rémer et Marie-Chantal Canivenc-Lavier
+ Microbiote, un acteur clé dans la toxicité hépatique de l'alcool
Gabriel Perlemuter (INSERM UMR 996, Clamart)
+ Impact of the gut microbiome in the success of anticancer therapies
Laurence Zitvogel (Institut Gustave-Roussy, Villejuif)

Communications orales courtes

+ Acquisition du fer chez Faecalibacterium prausnitzii par une approche Rnaseq dans un
modeéle de culture en Chambre de Freter
Eugeénie Huillet (Equipe Probihote, Unité Micalis, INRA, Jouy-en-Josas, France)

- Adaptation of the adherent-invasive E. coli pathobiont to gut environment in the context of
intestinal inflammation
Nicolas Barnich (Inserm U1071, Universite Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, France)

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 14
Sociéeteé Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France



SFM 2019

Programme du mardi 1*" octobre

08:30-10:00 == Salle 1 - Niveau S3

Structural biology for developing novel antimicrobial agents

Chairs: Isabelle Broutin and Vincent Cattoir

+ The bacterial cell wall formation machinery as a target for new antibiotic development
Andrea Dessen (Institut de Biologie Structurale, Grenoble)

Short oral presentations

+ New insights into the efflux mechanism of the OprM-MexAB pump from Pseudomonas
aeruginosa
Isabelle Broutin (Faculte de Pharmacie UMR 8015, CNRS/Univ. Paris Descartes, Paris, France)

- Structure-guided design of a NAD kinase inhibitor with anti-infectious properties
Clarisse Leseigneur (Unité de Recherche Yersinia, Institut Pasteur, Paris, France)

+ Multivalent fucosides as antiadhesive against Aspergillus fumigatus infections
Annabelle Varrot (CERMAV UPR 5301, CNRS, Grenoble, France)

08:30-10:00 == Salle Louis Armand Ouest - Niveau S3

New technologies in microbiology

Chairs: Sylvain Brisse and Jérome Josse

« Fourier transform infrared spectroscopy: unlocking fundamentals and prospects for
bacterial strain typing
Angela Novais (Porto, Portugal)

+ Aspects logistiques liés a la mise en place d'une plateforme de séquencage a haut débit
en Santé Publique
Vincent Enouf (Institut Pasteur, Paris)

Short oral presentations

+ Métagénomique clinique : conclusions du groupe de réflexion Paris-Genéve
Maud Salmona (Département des agents infectieux, Hopital Saint-Louis, Universite de Paris,
Paris, France)

+ A prospective multi-centreevaluation of the NG-test Carbas, a multiplex immuno-
chromatographic assay for the rapid detection of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae in culture
Thierry Naas (EA7361, UPSud, Hopital Bicétre, Bacteriologie, Le Kremlin-Bicétre, France)

08:30-10:00 == Salle 4 - Niveau S3

Metabolism and microbial pathogenesis

Chairs: Petra Dersch and Eric Oswald

+ Remodelling Yersinia-host interactions: For better or worse?

Petra Dersch (University of Munster, Mdnster, Allemagne)

+ The polyamine spermidine modulates the production of the bacterial genotoxin colibactin
Camille V. Chagneau (Inserm/ IRSD, Toulouse, France)

+ The sugar metabolism is a predominant target of adaptation in Escherichia coli in the
mouse gut
Mohamed Ghalayini (UMR 1137, equipe QEM, Inserm, Paris, France)

+ Metabolic modifications in Pseudomonas aeruginosa during coexistence with
Staphylococcus aureus
Laura Camus (U1111 - Pathogeénie des staphylocoques, CIRI - Inserm, Lyon, France)

10:00-10:45  Pause café - Visite de I’exposition - Posters Niveaux ST et S2
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10:45-12:15

10:45-12:15

10:45-12:15

SESSIONS PARALLELES
SP1.3 - Agents antimicrobiens Salle AB - Niveau S2

Thérapeutiques antifongiques (en association avec la SFMM/SFPT) SFM%Q D e e
Modeérateurs : Jean-Philippe Bouchara et Jean-Pierre Gangneux
- Emergence de la résistance aux échinocandines
Isabelle Accoceberry (UMR-CNRS 5234, Bordeaux)
+ Antifungal stewardship
Marie-Elisabeth Bougnoux (Institut Pasteur - Necker-Enfants Malades, Paris)

« Optimisation de la prise en charge thérapeutique antifongique sous l'angle
Pharmacocinétique/Pharmacodynamique
Peggy Gandia (CHU Purpan, Toulouse)

Short oral presentation

+ Lactobacillus rhamnosus Lcr35® as an effective treatment for preventing Candida albicans
infection in the preclinical model Caenorhabditis elegans
Cyril Poupet (UMRF 0545 UCA INRA VAS, Aurillac, France)

SP6.1 - Microbiologie environnementale et écologie microbienne Salle Louis Armand

Interactions hétes-pathogénes environnementaux Est - Niveau 53

Moderateurs : Nadine Lemaitre et Yann Hechard

- Ecologie, évolution et émergence de Vibrio pathogénes
Fréderique Le Roux (Sorbonne Universités, Roscoff)

« Insectes et phytopathogénes
Yvan Rahbé (INRA, Lyon)

Communications orales courtes

+ Les amibes libres de l'environnement contribuent-elles a disperser l'antibio-résistance ?
Sabine Favre-Bonté (Equipe MEEB, Ecologie Microbienne CNRS5557 INRA1418, Villeurbanne,
France)

« Inventaire comparatif des tiques de la région de Bouzeguene (entre 2014 et 2015), et la
détection moléculaire des Rickettsia
Karima Brahmi (Univ. Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou, Dpt de biologie, Tizi-Ouzou, Algerie)

- Diversité génétique et répartition spatiale de M. ulcerans par séquencage ADN du génome
Alban Besnard (CRCINA Inserm U1232, Angers, France)

SP2.2 - Microbiologie des aliments Salle 1 - Niveau S3

Sécurité des aliments : la vigilance reste de mise
Moderateurs : Michel Federighi et Alexandre Leclercq

- Epidémie de listeriose en Afrique du sud : qu'avons-nous appris ?
Alexandre Leclercq (Institut Pasteur, Paris)

Communications orales courtes

- Les lipides insaturés des aliments, accélérateurs de croissance pour Listeria monocytogenes
Florence Dubois-Brissonnet (Institut Micalis, AgroParisTech, INRA, Jouy-en-Josas, France)

+ Méthodes d'analyse des parasites protozoaires dans les aliments : actualités
Isabelle Villena (Lab.de Parasitologie, CHU / Universite Reims Champagne-Ardenne, Reims, France)

- Evaluation quantitative des risques microbiens appliquée a la viande bovine :
vue d'ensemble et défis a venir
Vincent Tesson (Secalim, INRA-Oniris, Nantes, France)

- Development and harmonization of innovative methods for comprehensive analysis of
foodborne toxigenic bacteria, ie. Staphylococcus spp., Bacillus cereus and Clostridium
perfringens
Manon Michaut (Laboratoire de sécurite des aliments, Anses, Maisons-Alfort, France)
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10:45-12:15 Salle 3 - Niveau S3
Microbiotes et exposition aux xénobiotiques V4
(en association avec la STCM/ARET) OV laees,
Modérateurs : Saadia Kerdine-Rémer, Marie-Chantal Canivenc-Lavier et Pierre Peyret
+ We are what we eat: modern stressors of the host-microbiota super-organism
Benoit Chassaing (Institute for Biomedical Sciences, Atlanta, USA)
« Impact des nanoparticules de TiO2 passivées sur des bactéries cutanées ou aéroportées
Segoléne Depayras (GIP plate-forme technologique N2S, Evreux, France)
Communication orale courte
- Beneficial effect of a probiotic prophylactic strategy to counteract neuro-inflammation and
behavioral impairments induced by Polycyclic Aromatic Hydrocarbon in mice
Magali Genay (CALBINOTOX/Universite de Lorraine, Vandoeuvre-les-Nancy, France)
10:45-12:15 = Salle Louis Armand Ouest - Niveau S3
New antibiotics
Chairs: Isabelle Schalk and Michaél Mourez
+ Odilorhabdins: a new class of antibiotics with natural origin
Philippe Villain-Guillot (Nosopharm, Lyon)
Short oral presentations
* Potentiel Antibactérien de Prodrogue a base de Calixaréne et du 2,4-Di-tert-butylphénol
synthétisés par des Bacillus licheniformis thermophiles isolés a partir d'une source
d'eau chaude en Algérie
Nihel Klouche Khelil (Laboratoire LAMAABE, Université Tlemcen, Tlemcen, Algérie)
* What can Phenomics approaches bring to the antibiotic discovery field?
Nelly Dubarry (BacteriOmics, Evotec-ID Lyon, Marcy-l'Etoile, France)
+ Generation of analogues of stambomycins by genetic engineering and allied approaches
Li Su (UMR 1128 UL-INRA, DynAMic, Université de Lorraine, INRA, Vandoeuvre-Les-Nancy, Nancy)
+ Mechanism of action of flavonoids in the Gram-positive bacterium Bacillus subtilis
Ceécile Jacry (SyBER group, INRA-MICALIS, Jouy-en-Josas, France)
10:45-12:15 Salle 4 - Niveau S3
Actualités référentiels et observatoire SFM
Modérateurs : Brigitte Lamy et Gérard Lina
+ Le Quamic fait peau neuve !
Brigitte Lamy (Université Cote d’Azur, Nice)
+ CA-SFM 2019 : les évolutions récentes
Francois Jehl (Hopitaux Universitaires de Strasbourg, Strasbourg)
+ Manuel de sécurité et slreté biologiques : 2™ édition
Seébastien Allix-Le Guen (Lab'Science, Nazelle-Négron)
+ Observatoire SFM des hémocultures
Gerard Lina (CIRI, Lyon)
10:45-12:15 > Salle 2 - Niveau 53
Modulation of cell signalling pathways by microbes (in association with SFV) (:J\smﬁznﬁ,:“
Chairs: Nolwenn Jouvenet and Eric Oswald
+ Convergent evolution of viruses and bacteria to hijack cellular kinases
Thomas Michiels (UCLouvain, de Duve Institute, Bruxelles, Belgique)
+ Modulation of NF-kB signalling by a Coxiella burnetii eukaryotic-like effector protein
Melanie Burette (CNRS IRIM, Montpellier, France) e
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+ Functional characterization of Srno24 and Srno73 regulatory RNAs in the pathogen

Streptococcus agalactiae
Nancy Jabbour (Equipe 5 BRMF, UMR1282 ISP/Universite de Tours, Tours, France)

+ Impact of 5'terminally deleted RNA viral forms on type 1 interferon response in a

murine model of Coxsackievirus B3-induced myocarditis
Domitille Callon (EA-4684 Cardiovir, Université Reims Champagne Ardennes, Reims, France)

12:15-13:30

Déjeuner - Visite de I’exposition - Posters Niveaux ST et S2

13:30-14:25

Parole aux industriels Amphi. Gaston Berger - Niveau 52
Moderateurs : Gerard Lina et Jean-Louis Herrmann
+ MP Biomedicals : Flexibility in Sample Preparation MP

Daniel Weissbart &

+ Acea Biosciences : Des instruments dédiés a la détection, la quantification et ’.«555%

l'analyse de microbes ainsi que de leur interactions Aottt
Pascale Daou et Jérome Darakdjian

* Bruker & Biocentric : Un an déja b v a Rl et

Renaud Joly

- I&L Biosystems : Des analyses microbiologiques aux modéles d'étude LListi:

Biosystems

des biofilms, interactions héte-pathogéne.. - Stéphane Pinhal

- BIOMERIEUX EPISEQ CS : Le typage moléculaire en un seul clic

Benjamin Moingeon w

14:25-14:30

Changement de salle

14:30-16:00

14:30-16:00

SESSIONS PARALLELES
SP1.5 - Antimicrobial agents < Salle 1 - Niveau S3

New immunotherapeutic approaches (in association with SFl) A
Chairs: Mickaél Riou and Claude Leclerc
+ Dendritic cell targeting of viral antigens in DNA vaccination in pig and ruminants

%
an

SEL

Isabelle Schwartz (INRA, Jouy-en-Josas)

+ Novel approaches boosting innate immunity against Pseudomonas aeruginosa

Ignacio Caballero (INRA - Centre Val de Loire, Nouzilly)

- Towards the development of a tetravalent synthetic carbohydrate-based glycoconjugate

vaccine against shigellosis
Armelle Phalipon (Institut Pasteur, Paris

SP2.3 - Microbiologie des aliments Salle Louis Armand Est - Niveau S3

Des facteurs de risques et des échanges
Modératrices : Isabelle Villena et Sabine Leroy
+ La résistance aux antibiotiques des bactéries des aliments fermentés

Sabine Leroy (INRA, Clermont Ferrand)

Communications orales courtes
* Role of the exporter PptAB in secretion of pheromones in Streptococcus thermophilus

Abarna Lingeswaran (ComBac, Micalis,INRA, Jouy-en-Josas, France)

+ The mobilome; a major contributor to Escherichia coli stx2-positive 026:H11 strains

intra-serotype diversity
Sabine Delannoy (Laboratoire de sécurité des aliments, Anses, Maisons-Alfort, France)

« Exfoliative toxin E, a new Staphylococcus aureus virulence factor with host-specific activity

Yves Le Loir (UMR1253 STLO, INRA, Rennes, France)
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14:30-16:00

14:30-16:00

14:30-16:00

SP3.3 - Microbiote et toxicologie Salle Louis Armand Ouest - Niveau S3

Microbiote et alimentation (en association avec la STCM) v
Modératrices : Saadia Kerdine-Rémer et Marie-Chantal Canivenc-Lavier
+ Impact du microbiote sur l'allergie alimentaire aux protéines de lait de vache chez les
nourrissons
Anne-judith Waligora-Dupriet (Universite Paris Descartes, Paris)

+ Le microbiote intestinal : une nouvelle source de probiotiques ?
Luis Bermudez-Humaran (INRA, Jouy-en-Josas)

Communications orales courtes

+ Fermented milks, using Lactobacillus casei or Propionibacterium freudenreichii, prevent
mucositis, a side effect of chemotherapy, in mice
Gwenaél Jan (UMR STLO, INRA, Rennes, France)

+ Impact de lindole, métabolite bactérien dérivé du tryptophane, sur l'activité mitochon-
driale, l'expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 et l'intégrité de 'ADN dans un
modele de cellules épithéliales coliques
Lucie Armand (AgroParisTech, Paris, France)

- Dysbiose intestinale et phénotype pro-allergique : décryptage du lien entre microbiote
intestinal et allergie cutanée
Emilie Plantamura (MaaT Pharma, Lyon)

SP1.6 - Antimicrobial agents 5 Salle 3 - Niveau S3

Antimicrobial peptides
Chairs: Patrick Plesiat and Yann Hechard

+ Physiological and therapeutic roles of antimicrobial peptides
Sylvie Rebuffat (Muséum national d’Histoire naturelle, Paris)

Short oral presentations

+ PARAGEN: a standardized synthetic gene library to produce antimicrobial peptides
Philippe Gabant (Syngulon, Seraing, Belgique)

+ Antibacterial and anti-biofilm properties of peptoids cationic amphipatic AMP mimics
Christiane Forestier (UMR CNRS 6023 LMGE, Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand,
France)

+ New antibiofilm mechanism of action, matrix anti-assembly (MAA), displayed by red pepper

eptide
ga}eael Gomes Voon Borowski (UMR 6290 / RBS, Univ. Rennes1 / CNRS / IGDR, Rennes, France)

SP4.3 - Microbiologie clinique Salle 4 - Niveau S3

Miscellanées (en association avec le Col BVH) /

Modérateurs : Christian Cattoen et Alain Gravet

« Suivi des épisodes bactériemiques dans des établissements hospitaliers des COLRYI
Hauts de France - Christian Cattoen (Centre hospitalier, Valenciennes)

- Evaluation de la qualité de l'antibiogramme dans le réseau Collége de Bactériologie
Virologie Hygiéne des hopitaux (Col.BVH) : des années d'expérience
Hubert Chardon (Centre hospitalier, Aix-en-Provence)

+ Réseau méningite du Col.BVH : quels germes ?, quelles pathologies ?, évolution sur 30 ans
Odile Bellon (Centre hospitalier, Brignoles)

Communication orale courte

- Identification rapide des hémocultures par spectrométrie de masse (MALDI-TOF) et leur
impact sur la consommation d'antibiotiques dans un hépital général
Mario Vilaro (Laboratoire de Microbiologie, Hospital Privado de Cordoba-Argentina, Cordoba,
Argentine)
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14:30-16:00 == Salle 2 - Niveau S3
Organs-on-chips, a new paradigm
Chairs: Gérard Lina and Eric Oswald
+ A bioengineered human Organ-on-Chip reveals the intestinal microenvironment and
mechanical forces are critical for Shigella infection
Nathalie Sauvonnet (Institut Pasteur, Paris)
- Biological control of Aspergillus niger through bacterial oxalotrophy in-vitro and in a
Lung-on-a-chip microfluidic system
Fabio Palmieri (Laboratoire de Microbiologie, Université de Neuchdatel, Neuchatel, Suisse)
+ Colorectal cancer associated-E. coli induce the emergence of chemotherapy-resistant stem
cell-like phenotype of host cells
Guillaume Dalmasso (Inserm U1071, Universite Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, France)
+ Use of the Enteroid Model for Assessing the Persistence of Infectious Human Noroviruses
in the Environment
Marion Desdouits (Labo. Santé Environnement Microbiologie, IFREMER, Nantes, France)
16:00-16:45  Pause café - Visite de I’exposition - Posters Niveaux ST et S2
16:45-18:15 SP7.1 - Microbiologie industrielle et biotechnologie Salle 3 - Niveau S3
COy : de la production anthropique a la fixation par les micro- organlsmes
(en association avec AFEM/FFBiotech)
Modératrices : Marielle Bouix et Julie Leloup FFBiotech
+ Le role de la pompe biologique marine dans les flux de CO»
Ludwig Jardillier (Université Paris-Sud, Orsay)
+ Ingénierie métabolique et ingénierie des réacteurs pour la production de molécules
a partir du CO3 - Stéphane Guillouet (INSA - LISBP, Toulouse)
* Produce methane and biomolecules of interest from carbon dioxide
Etienne Paul (INSA, Toulouse)
Communications orales courtes
+ Des bactéries induisant la précipitation du carbonate de calcium au service de la
consolidation des structures cétiéres
Julia Vincent (LIENSs UMR 7266 CNRS, Faculté des Sciences et Techniques, La Rochelle, France)
- Les exomeétabolites de microorganismes photosynthétiques produits par bioconversion du CO,
Catherine Dupre (GEPEA UMR 6144 CNRS, Université Nantes, Saint-Nazaire, France)
16:45-18:15 Salle 4 - Niveau S3
Micro-organismes en interaction avec les plantes
Moderateurs : Stephane Genin et Eric Oswald
+ The metabolic cost for virulence in the plant pathogens Xylella fastidiosa and Ralstonia
solanacearum - Stéphane Genin (INRA, Castanet-Tolosan)
Communications orales courtes
- Caractérisation de bactéries isolées de nodules racinaires du tréfle bitumineux Bituminaria
bituminosa L.
Jamal Ibijbijen (Universite Moulay Ismail, Departement de Biologie, Meknés, Maroc)
- Diversité et mobilité des éléments conjugatifs au sein d'une population de Streptomyces
issue d'un micro-habitat rhizosphérique
Caroline Choufa (UMR_A INRA-UL 1128/DynAMic, Univ. de Lorraine, INRA, Vandoeuvre-lés-
Nancy, France) e
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16:45-18:15

16:45-18:15

16:45-18:15

16:45-18:15

+ Deciphering bacterial interactions in forest soil micro-habitats and their impact on tree
development
Milena Gonzalo (UMR 1136 UL-INRA IAM, Universite de Lorraine, INRA, Champenoux, France)

+ La communauté microbienne associée aux graines de pois (Pisum sativum) de différentes
origines géographiques
Valentine Chartrel (GMPA, INRA, AgroParisTech, Univ. Paris-Saclay, Thiverval Grignon, France)

Salle 1 - Niveau S3

Bactéries sporulées pathogenes et d'intérét technologique
Modeérateurs : Véronique Broussolle et Christophe Nguyen-Thé

+ Le groupe Bacillus cereus : du biocontréle aux agents pathogénes humains
Christophe Nguyen-The (INRA, Avignon)

+ Characterization of Bacillus thuringiensis isolates associated to Foodborne Outbreaks in
France from 2007 to 2017
Mathilde Bonis (Unité SBCL, LSAl, ANSES, Maisons-Alfort, France)
+ Galactosylation of the Secondary Cell Wall Polysaccharide of Bacillus anthracis and
Its Contribution to Anthrax Pathogenesis
Alice Chateau (UMR408 SQPOV, Avignon Université - INRA, Avignon, France)
- Dual strategy for mapping the Bacillus cereus thiol proteome
Fella Hamitouche (MR408 SQPOV, INRA, Avignon Université, Avignon, France)

Salle 2 - Niveau S3

Histoire de la Microbiologie
Modeérateurs : Alain Le Coustumier et Jean Freney

* Qui a tué Napoléon ? Helicobacter pylori ?
Christophe Burucoa (CHU, Poitiers)

+ Henry Toussaint précurseur de Pasteur dans sa lutte contre la maladie du charbon
Alain Le Coustumier (CHIC de Bigorre, Tarbes)

- Des premieres cultures sur pomme de terre au Maldi-TOF : une histoire du diagnostic
bactériologique - Jean Freney (Lyon)

SP1.7 - Antimicrobial agents I = Salle Louis Armand Est - Niveau S3

Modelling clone diffusion and evolution from genomic and epidemiological data
Chairs: Philippe Glaser and Francois-Xavier Weill
+ When evolutionary theory matters for predictions, and when it doesn't
Christophe Fraser (University of Oxford, UK)
Short oral presentations

« In vivo evolutionary trajectory of a carbapenemase producing K. pneumoniae strain in stool,
urine, blood and the lung
Philippe Glaser (Unite EERA, Institut Pasteur, Paris, France)

+ Quantifying the drivers of antimicrobial resistance in a hospital network
Julie Teresa Shapiro (CIRI, Inserm, Lyon, France)

SP4.4 - Microbiologie clinique Salle Louis Armand Ouest - Niveau S3

Approche multiplexe syndromique : quelle intreprétation ?
Modérateurs : Thomas Gueudet et Laurent Andreoletti
+ Salmonella, Shigella, entre sous et sur détection
Sophie Lefevre (Institut Jacques Monod - CNRS, Paris)
+ Méningites et encéphalites virales : nouvelles approches diagnostiques
Marc Eloit (Institut Pasteur, Paris) e
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Communications orales courtes

- Evaluation des performances du kit Novodiag Bacterial GE+ dans le diagnostic des
infections bactériennes intestinales
Philippe Lehours (CNR Campylobacters-Hélicobacters, CHU de Bordeaux, Bordeaux, France)
+ Impact de la PCR Multiplex automatisée gastro-intestinale en pédiatrie
Jeanne Truong (Microbiologie/Pédiatrie generale, CHU Robert Debre AP-HP, Paris, France)

18:15-18:20

Changement de salle

18:20-19:05

SP9 - Session Jeunes Microbiologistes Amphi. Gaston Berger - Niveau S2

Prix poster

Moderateurs : Maxime Pichon et Jéerome Josse

« Pseudomonas aeruginosa can transfer antibiotic resistance genes to other pathogens
through conjugative mechanism
Gauthier Dangla-Peélissier (IMM - LISM - UMR7255, CNRS, Marseille, France)

+ L'epicPCR, une approche innovante pour caractériser le spectre d’hétes de U'ICE SXT,
vecteur de résistance aux antibiotiques, dans des environnements aquatiques
Véronica Roman (LCPME UMR7564, Univ. de Lorraine - CNRS, Vandoeuvre-les-Nancy, France)

+ IFITMs mediate viral evasion in acute and chronic hepatitis C virus infection
Gaétan Ligat (Inserm, U1110, Strasbourg, France)

+ Antimicrobial resistance of Enterobacteriaceae in poultry in Lebanon
Myriam Mikhayel (Infectiologie et santé publique, INRA Centre Val-de-Loire, Nouzilly, France)

+ Confirmation du réle de Legionella pneumophila dans une fasciite nécrosante fatale par
la technologie de séquencage MinlON
Marine Ibranosyan (CNR des Légionelles, Hospices Civils de Lyon, GHN, Lyon, France)

« Prévalence et impact de l'insertion de L'IS1548 en amont du géne murB de Streptococcus
agalactiae
Sarah Khazaal (ISP, Bactéries et risque maternofoetal, Université de Tours, INRA, Tours, France)

- Développement d'un modele porcin d'infection intra-osseuse a Staphylococcus aureus
suite a la pose chirurgicale d'implants en titane
Mickaél Riou (UE-1277 PFIE, INRA, Nouzilly, France)

- Transfert génétique des B-lactamases a spectre étendu «BLSE>» chez des souches de
Klebsiella pneumoniae isolées au centre de lutte contre le cancer Batna-Algérie
Amina Messala (Microbiologie, Université de Medecine, Batna, Algérie)

+ ARN régulateurs et adaptation aux antibiotiques chez Staphylococcus aureus : exemple
de I'ARN 6S et de la sensibilité a la rifampicine
Marick Esberard (12BC, CEA, CNRS, Gif-sur-Yvette, France)

19:05-20:30

Vins & fromages - Remise des Prix Espace exposition - Niveau S1
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PROGRAMME - MERCREDI 2 OCTOBRE

07:45-08:30  Accueil des participants Niveau S1

SESSIONS PARALLELES
08:30-10:00 SP7.2 - Microbiologie industrielle et biotechnologie Salle 1 - Niveau S3

Bioprocédés (en association avec la FFBiotech) FFBiotech
Modeérateurs : Marielle Bouix et Theodore Bouchez

+ Réponse physiologique de Corynebacterium glutamicum dans un environnement fluctuant
en oxygene. Application a la production d'acides organiques
Stéphane Delaunay (LRGP - UMR UL - CNRS, Vandceuvre-les-Nancy)

+ Analyse des dynamiques de distribution de sous-populations microbiennes au sein de
cultures pures de bactéries génétiquement modifiées : Cas de la production hétérologue
d'isopropanol par Cupriavidus necator
Catherine Boy (LISBP, Toulouse)

+ Engineering the synthesis of anticancer alkaloids in yeast cell factories
Inés Carqueijeiro (EA2106, BBV, Tours)

Communication orale courte

+ Bactéries de l'espéce Burkholderia lata dans l'industrie pharmaceutique, apports de
la génomique
Arnaud Carlotti (Eurofins IDmyk, Eurofins, Limonest, France)

08:30-10:00 Salle 4 - Niveau S3
Animaux domestiques, animaux sentinelles ou vecteurs de zoonose ?
Modeérateurs : Eric Oswald et Gilbert Greub
- Devez-vous avoir peur de votre chat?
Muriel Vayssier-Taussat (INRA, Nouzilly)
* Les infections bactériennes du tractus urinaires chez 'homme et le chien
Rachel Lavoue (IRSD, Ecole Nationale Véterinaire de Toulouse)

Communications orales courtes

+ Resistance and virulence profiles in clinical E. coli collected from dogs in France
Marisa Haenni (Universite de Lyon - ANSES, Lyon, France)

- Similitudes des mécanismes de récurrence des infections urinaires chez 'lhomme et
l'animal : l'exemple d'un cas clinique chez le chien
Nicolas Jousserand (IRSD, Toulouse, France)

+ Parlons de zoonoses : le jeu Krobs
Gilbert Greub (Universite de Lausanne, Lausanne, Suisse)

08:30-10:00 SP3.4 - Microbiote et toxicologie Salle 2 - Niveau S3

Microbiote et écosysteme : impact de la pollution et du réchauffement <5
climatique (en association avec IARET)

Modératrices : Marie-Chantal Canivenc-Lavier et Chloé Dupont

+ Les microorganismes du sol : acteurs et marqueurs du réchauffement climatique
Thomas Lerch (UMR IEES-Paris, Paris)

+ Amorcage microbien de l'immunité végétale et animal : des symbiotes comme signaux du
développement - Marc-André Selosse (CNRS - MNHN, Paris)

+ “Je t'aime moi non plus” ou les relations complexes qu'entretiennent les microorganismes
du sol avec les pesticides et vice-versa
Fabrice Martin-Laurent (INRA, Dijon)
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08:30-10:00

08:30-10:00

08:30-10:00

SP1.8 - Antimicrobial agents = Salle Louis Armand Ouest - Niveau S3

Impacts of heavy metals and low antibiotic concentration on bacterial resistance
Chairs: Corentine Alauzet and Patrick Plésiat
+ Quand les antibiotiques stimulent la dissémination de génes de résistance : petites doses
et effets dramatiques
Christophe Merlin (CNRS, Vandceuvre-les-Nancy)
- Adaptation des communautés bactériennes a une exposition aux métaux traces dans
l'environnement : conséquences potentielles sur l'antibiorésistance
Thierry Berthe (Rouen)

Short oral presentations

+ Gentamicin pollution at sub-inhibitory concentrations induces a response in the
environmental resistome - Concepcion Sanchez-Cid (Université de Lyon, Ecully, France)

- Etude de 'évolution des patrons de résistance d'Escherichia coli suite a des stress induits
par des concentrations subinhibitrices de gentamicine
Léna Simon (CEFE, CNRS, Montpellier, France)

SP4.6 - Microbiologie clinique Salle 3 - Niveau S3

Physiopathologie des infections par les virus émergents .
(en association avec [ASM) =1 NGanoior
Modeérateurs : Evelyne Schvoerer et Laurent Andreoletti
« Identification de la protéine FHL1 comme un facteur essentiel a l'infection et la
pathogenése de CHIKV
Laurent Meertens (Hopital Saint-Louis, INSERM U944-CNRS 7212, Paris)
+ Zika virus enhances monocyte adhesion and transmigration favoring viral dissemination
to neural cells - Nilda Vanesa Ayala-Nunez (IRIM - CNRS, Montpellier)
+ Comment le virus Zika induit des microcéphalies
Laurent NGuyen (Université de Liege, Belgique)

+ Le virus Usutu : une nouvelle menace ?
Yannick Simonin (INSERM UMR 1058, Montpellier)

Communication orale courte

+ Ebola, géographie d'un virus. Enjeux socio-spatiaux en Afrique Centrale : Perspectives pour
U'Afrique de l'Ouest - Dr Jean-Paul llunga Mulaja (Réglementation sanitaire internationale,
Equilibre international, Kabinda, RD Congo)

SP4.7 - Microbiologie clinique Salle Louis Armand Est - Niveau S3

Phages et phagothérapie : renaissance d'une discipline 6(2@?‘,’
(en association avec le GREPI) e
Modérateurs : Olivier Neyrolles et Jean-Louis Herrmann
+ Molecular basis of an old trick: the phage-antibiotic synergism

Mireille Ansaldi (CNRS, Marseille)
+ La phagothérapie pulmonaire : de l'expérimental a la clinique

Laurent Debarbieux (Institut Pasteur, Paris)

Communications orales courtes

- Etude pharmacocinétique / pharmacodynamique de la phagothérapie chez 'animal :
vers la généralisation d'une pratique confidentielle
Raphaélle Delattre (Groupe IBBA, Unite BMGE, Institut Pasteur, Paris, France)

- Therapeutic innovation in bone and joint infections: Evaluation of the activity of
Lysin CF-301 on clinical strains belonging to Staphylococcus epidermidis species
Aubin Souche (Equipe Pathogénie des Staphylocoques, CIRI, Lyon, France)

10:00-10:45

Pause café - Visite de I’exposition - Posters Niveaux ST et S2
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10:45-12:15

10:45-12:15

10:45-12:15

SESSIONS PARALLELES
SP2.5 - Microbiologie des aliments Salle 2 - Niveau S3

Place des virus et des bactériophages dans la chaine alimentaire

Modeérateurs : Monique Zagorec et Stéphane Chaillou

- Caractérisation et modélisation des populations de bactériophages de la croute de
fromages (type époisses) sous différentes conditions environnementales d'affinage
Stéphane Chaillou (INRA, Paris)

Communications orales courtes

- Contamination de l'eau par des virus entériques infectieux : influence des interactions avec
la matiére organique sur la stabilité et l'inactivation des virus
Sebastien Wurtzer (Eau de Paris, Ivry-sur-Seine, France)

+ Salmonella phage diversity in French dairy farms and their potential as biocontrol agents
Nathalie Desmasures (UNICAEN, UNIROUEN, EA 4651 ABTE, Normandie Univ., Caen, France)

« Comment répondre aux défis de la phagothérapie en élevage aquacole ?
Antoine Culot (INRA UMR STLO, Agrocampus Ouest, Rennes, France)

SP3.5 - Microbiote et toxicologie Salle 1 - Niveau S3

Microbiote et écosystéeme : impact de la pollution et du réchauffement

climatique (en association avec IARET)

Modératrices : Marie-Chantal Canivenc-Lavier et Saadia Kerdine-Rémer

« Proliférations de cyanobactéries et microbiote des poissons téléostéens d'eau douce
Sebastien Duperron (Museum national d'Histoire naturelle, Paris)

PAVAVAN

Communications orales courtes

- Stratégie d'analyse d'une contamination fécale (bactéries et virus) dans un espace littoral
interdit a la baignade : cas de la baie d'Aytré (Charente-Maritime, France)
Meéry Ndione (LIENSs UMR 7266 - CNRS, Université La Rochelle, La Rochelle, France)

+ Réponse du microbiote intestinal du poisson medaka (Oryzias latipes) exposé a des cyano-
bactéries productrices de toxines par une approche en microcosmes
Alison Gallet (UMR7245 MCAM, MNHN-CNRS, Paris, France)

SP1.9 - Antimicrobial agents < Salle Louis Armand Ouest - Niveau S3

Horizontal gene transfer and the evolution of antibiotic resistance
Chairs: Didier Mazel and Gerard Lina

+ Plasmid taxonomy and the boundaries of HGT
Fernando de La Cruz (IBBTEC, Santander, Espagne)

Short oral presentations

+ A mechanism for aminoglycosides-mediated SOS induction in Escherichia coli that selects
for fluoroquinolone resistance
Anamaria Babosan (Inserm UMR-S 1250 P3Cell, Reims, France)

+ Functional Characterization of Novel Mobile Integrons Gene Cassettes
Thomas Jove

+ Mycoplasma conjugative chromosomal transfer: Influence of the antibiotic on the extent
of genome mosaicism
Emilie Dordet-Frisoni (IHAP equipe MYC, INRA ENVT, Toulouse, France)

+ Clash of the HGT giants: GWAS reveals pervasive inhibition of natural transformation by
conjugative elements
Xavier Charpentier (Inserm U1111, CIRI, Villeurbanne, France)
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10:45-12:15 SP4.8 - Microbiologie clinique Salle Louis Armand Est - Niveau S3
Actualités sur les virus respiratoires
Moderateurs : Evelyne Schvoerer et Laurent Andreoletti
+ Comprendre les mécanismes de la réplication du virus respiratoire syncytial pour identifier
des cibles thérapeutiques - Marie-Anne Rameix-Welti (UMR INSERM U1173, UVSQ -
APHP, Montigny-le-Bretonneux)
+ Analyse dynamique de l'épidémie de VRS communautaire et mise en évidence de facteurs
de risques associés aux formes graves
Jean-Sébastien Casalegno (Hospices civils, Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon)
Communications orales courtes
- Données épidémiologiques et virologiques de la grippe saison 2018-2019
Bruno Lina (CIRI, Lyon, France)
- Deux années d'utilisation de la PCR Grippe/VRS aux urgences : retour d'expérience
Inés Rezzoug (Service de Biologie, Centre hospitalier de Versailles, Le Chesnay, France)
- Epidémiologie des infections a entérovirus D68 en 2018 : Recrudescence des infections
chez l'adulte
Maxime Duval (LMGE UMR CNRS 6023, Univ. Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, France)
10:45-12:15 == Salle 3 - Niveau S3
Structure and function of microbial envelopes
Chairs: Olivier Neyrolles and Jean-Louis Herrmann
« Structural and Functional Organization of Bacterial Membrane Microdomains assembly
Daniel Lopez (National Centre for Biotechnology, Madrid, Espagne)
« Iron acquisition in Pseudomonas aeruginosa by the siderophore pyoverdine; an intricate
interacting network including periplasmic and membrane proteins
Anne Bonneau (CNRS, UMR7242, ESBS, Illkirch, France)
+ R28 N-terminal domain promotes emm28 Group A Streptococcus cell adhesion through
direct binding to a3p1, a6p1 and a6B4 integrins
Agnes Fouet (Bacteries et Perinatalite, Institut Cohin / Inserm, Paris, France)
+ Study of the role of Escherichia coli adhesins in bacterial auto-aggregation
Yankel Chekli (Unite de genetique des biofilms, Institut Pasteur, Paris, France)
12:15-13:30  Déjeuner - Visite de |'exposition - Posters Niveaux ST et S2
13:30-14:15  Symposium bioMérieux Salle Louis Armand Ouest - Niveau S3
Automatisation en microbiologie, innovations pour une meilleure
prise en charge des infections BIOMERIEUX
Modératrice : Valérie Lalande (Paris) - 4
* Intégration du nouveau systéme d’hémoculture BACT/ALERT® VIRTUO®,
impact sur le pré analytique, cas cliniques
Gauthier Pean-de-Ponfilly (Paris)
+ WASPLab®/Phenomatrix™ & ChromID® CPSE, 'examen bactériologique des urines
3.0. Design des algorithmes, performances et implémentation en routine de la solution
Olivier Dauwalder (Lyon)
14:15-14:20  Changement de salle e
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SESSIONS PARALLELES
14:20-15:50 SP7.3 - Microbiologie industrielle et biotechnologie Salle 3 - Niveau S3

Intérét de la cytométrie en flux en microbiologie (en association avec IAFC) YFC
Modeérateurs : Marielle Bouix et Pierre Burguiére R )

- Utilisation de la cytométrie pour l'évaluation de la qualité des eaux de consommation
et de process - Karim Helmi (Veolia, Paris)

- Hétérogénéité de populations au sein de culture en bioréacteur de Yarrowia lipolytica
soumis a des fluctuations de l'environnement : Quantification de la transition dimorphique
et des états physiologiques par cytométrie en Flux
Nathalie Gorret (TBI UMR CNRS 5504 UMR INRA 792, INRA, Toulouse)

Communication orale courte

+ Mesure de la vitalité des microorganismes par cytométrie en flux
Marielle Bouix (GMPA, AgroParisTech, Grignon, France)

14:20-15:50 SP2.6 - Microbiologie des aliments Salle 2 - Niveau S3

Campy fait de la résistance
Moderateurs : Philippe Lehours et Michel Federighi
+ Culture et PCR: c'est élémentaire - Philippe Lehours (CHU Pellegrin, Bordeaux)

« Antibiorésistance de Campylobacter, évolution récente
Isabelle Kempf (Anses, Ploufragan)

+ Les Campylobacters et l'environnement : des bassins versants au littoral
Michele Gourmelon (IFREMER, Plouzané)
Communication orale courte

+ Impact d'un traitement de la litiere sur le microbiote caecal et la contamination du poulet
chair par Campylobacter jejuni
Muriel Guyard-Nicodeme (UHQPAP, ANSES, Ploufragan, France)

14:20-15:50 SP3.6 - Microbiote et toxicologie Salle 1 - Niveau S3

Nouveaux modeéeles d'étude du microbiote (en association avec IARET) /*\A
Modeérateurs : Marie-Chantal Canivenc-Lavier et Eric Oswald

+ Insects and their microbial partners: the Drosophila case study
Renata Matos (Institut de Genomique Fonctionnelle, Lyon)

« L'utilisation du séquencage haut débit pour étudier le microbiome des tiques
Thomas Pollet (UMR BIPAR, INRA, ANSES, ENVA, Université Paris-Est, Maisons-Alfort)
Communication orale courte

« La pollution atmosphérique au dioxyde d’'azote, source de dysbiose du microbiote cutané ?
Xavier Janvier (LMSM - EA4312, Universite de Rouen Normandie, Evreux, France)

14:20-15:50 SP1.10 - Antimicrobial agents % Salle Louis Armand Quest - Niveau S3

Antibiotic resistance, persistence and tolerance
Chairs: Marie-Fredérique Lartigue and Philippe Glaser

+ Mutation dynamics and fitness effects at the single cell level
Lydia Robert (Universite Pierre et Marie Curie, Paris)

Short oral presentations

+ Anticancer chemotherapy accelerates the extension of KPC-type carbapenemase activity
towards ceftazidime-avibactam
André Birgy (Universite de Paris, IAME, Inserm, Paris, France)

« La résistance au délamanide en France existe déja
Catherine Eckert (INSERM U1135 Cimi-Paris €q.13, Sorbonne Universite, Paris, France) e
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* Resistance to Ceftazidime-Avibactam in a Klebsiella pneumoniae clinical isolate due to
the production of KPC-39, a single amino-acid variant of KPC-3
Agnes Jousset (EA7361, UPSud, Hopital Bicetre, Le Kremlin-Bicetre, France)

+ Genetic characterization of lypopolysaccharide-modifying genes involved in polymyxin
resistance in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae carrying MCR-1 by sequential
time-kill experiments approach
Hariyanto Ih (Inserm U1070, Universite de Poitiers, Poitiers, France)

14:20-15:50 :\; :/\: Salle Louis Armand Est

Evolution of bacteria (in association with SSM) Niveau 53

Chairs: Francois-Xavier Weill and Gilbert Greub E 2

- Evolution des chlamydia et des bactéries apparentées aux chlamydia &
Gilbert Greub (Université de Lausanne, Suisse)

* La théorie de l'évolution face a la matiéere noire microbienne : qu'est ce qui a changé ?
Qu'est ce qui pourrait changer ? - Eric Bapteste (Sorbonne Universités, Paris)

+ Impact of the Escherichia coli ribosomal RNA operon copy number variations on the
genome stability - Sebastien Fleurier (Inserm, Paris, France)

+ Intermolecular recombination events modulates the pathogenicity of Legionella
pneumophila - Elisabeth Kay (CIRI (U1111), Inserm/CNRS/ENS/Université de Lyon, Lyon, France)

15:50-16:35  Pause café - Visite de I’exposition - Posters Niveaux S1 et S2
SESSIONS PARALLELES
16:35-18:05 SP6.3 - Microbiologie environnementale et écologie microbienne Salle Louis Armand Est

Comment prévenir et combattre les Biofilms ? Niveau 53

Modérateurs : Isabelle Schalk et Gerard Lina

+ Activity of drug combinations against staphylococcal biofilms
Francoise Van Bambeke (UC Louvain, Bruxelles, Belgique)

+ Multi-species Biofilms: a way to expand knowledge on interspecies interactions
Maélle Molmeret (MAPIEM, Toulon)

Communications orales courtes

+ Formation and composition of Francisella biofilms, a survival strategy against antibiotic or
environmental stresses - Patricia Renesto (TIMC IMAG UMR5525, La Tronche, France)

+ Highly specific anti-Staphylococcus aureus Affitins: applications for detection and capture of
bacteria and for inhibition of biofilm formation
Frederic Pecorari (Inserm-U1232, Université de Nantes, Nantes, France)

16:35-18:05 SP1.11 - Antimicrobial agents % Salle Louis Armand Ouest - Niveau S3

Action plans to combat antibiotic resistance (in association with the ITMO I3M) Mi’:'@_sog ™™o 3

Chairs: Philippe Glaser and Evelyne Jouvin-Marche

+ Présentation du Programme Prioritaire de Recherche Antibiorésistance et ses objectifs
Evelyne Jouvin-Marche (Inserm, Paris)

« Actualités sur les actions santé humaine de la feuille de route interministérielle (hors
recherche) - Céline Pulcini (Ministere des Solidarites et de la Santé, Paris)

Short oral presentation

+ Surveillance et Prévention de l'AntibioRésistance en Etablissement de Santé (SPARES) :
Focus sur la surveillance de l'antibiorésistance
Christian Martin (Bacteriologie-Virologie-Hygiene, CHU de Limoges, Limoges, France)

Cloture du 15° congres national de la SFM
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SFM 2019 Conférences pléniéres

Tara Oceans: Eco-Systems Biology at Planetary Scale
Chris Bowler (cbowler@biologie.ens.fr)
UMR8197, IBENS, Paris, France

The ocean is the largest ecosystem on Earth and yet we know very little about it. This is particularly
true for the plankton that drift within, even though they form the base of marine food webs and are key
players in Earth’s biogeochemical cycles. Ocean plankton are at least as important for the Earth system
as the forests on land, but most of them are invisible to the naked eye and thus are largely uncharacte-
rized. To increase our understanding of this underexplored world, a multidisciplinary consortium, Tara
Oceans, was formed around the 36m research schooner Tara, which sampled plankton at more than
210 sites and multiple depth layers in all the major oceanic regions during expeditions from 2009-2013
(Karsenti et al. Plos Biol., 2011). This talk will summarize the first foundational resources from the pro-
ject, which collectively represent the largest DNA sequencing effort for the oceans (see Science special
issue May 22, 2015 and Nature 28 April, 2016), and their initial analyses, illustrating several aspects of
the Tara Oceans’ eco-systems biology approach to address microbial contributions to macro-ecological
processes. The project provides unique resources for several scientific disciplines that are foundational
for mapping ocean biodiversity of a wide range of organisms that are rarely studied together, exploring
their interactions, and integrating biology into our physico-chemical understanding of the ocean. These
resources, and the scientific innovations emerging to understand them, are critical towards developing
baseline ecological context and predictive power needed to track the impact of climate change on the
oceans.
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The secret interaction networks of giant viruses and their parasites

Matthias Fischer' (mfischer@mr.mpg.de), Thomas Hackl?

"Max Planck Institute F. Medical Research, Heide{berg, Allemagne
2Massachsetts Institute for Technology, Boston, Etats-Unis

Giant DNA viruses of protists represent one of the most exciting discoveries in recent microbiological
history. The genomes of Mimivirus, Pandoravirus, and other giant viruses exceed one million basepairs
in length and can code for more than one thousand proteins. The astonishing enzymatic complexity of
these viruses is also reflected in the fact that many giant viruses have their own parasites. Virophages, for
instance, are smaller DNA viruses that parasitize the giant virus transcription system, which can severely
compromise the replication of giant viruses. Even smaller parasites such as transposons and transpo-
virons are associated with giant viruses and virophages alike. These various mobile genetic elements
exchange genes and use each other as vehicles to enter host cells, persist and propagate. | will present
details about a host-virus-virophage system that centers on the marine heterotrophic flagellate Cafeteria
roenbergensis, a protist species that appears to have co-evolved with virophages for long periods of
time.

Mots clés : mimivirus - giant virus - virophage - transposon - protist.
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Caractérisation des mécanismes d’altération des produits carnés et de la mer par Brochothrix
thermosphacta

Nassima lllikoud (nassima.illikoud@gmail.com)

UMR 1014, INRA, Oniris, Université Bretagne-Loire, Nantes, France

L’altération microbiologique des aliments entraine des pertes économiques considérables. Elle résulte
du développement et du métabolisme des microorganismes produisant des odeurs, flaveurs, textures
ou des couleurs indésirables. Brochothrix thermosphacta, est 'une des principales bactéries d’altération
des produits carnés et de la mer. Elle produit des métabolites responsables d’odeurs désagréables,
variant suivant les souches, les aliments et les communautés bactériennes qui I’entourent. Nous avons
évalué sa diversité génétique et phénotypique au sein d’une collection de souches issues de diverses
origines écologiques. Différentes méthodes ont discriminé les souches en groupes distincts, révélant
une diversité significative. Cependant, celle-ci n’est pas liée a I'environnement dont les souches
ont été isolées. Quatre souches représentatives de cette diversité ont été analysées par génomique
comparative. Le contenu génomique est similaire, les différences résidant dans le contenu en phages
et/ou plasmides et en composants de surface qui peuvent contribuer a leur adaptation écologique. Des
mutations ponctuelles peuvent étre responsables des différentes capacités a produire des molécules
d’altération. Une étude transcriptomique a montré que les genes différentiellement exprimés sur les
matrices viande ou produit de la mer codent des fonctions importantes pour la croissance et la survie
sur ces niches spécifiques. L’analyse du volatilome a montré que B. thermosphacta produit différentes
molécules responsables d’odeurs désagréables en fonction de la matrice. Par conséquent, nous avons
montré un effet de matrice plutét qu’un effet de souche sur le potentiel d’altération de B. thermosphacta.

Mots clés : Brochothrix thermosphacta - Altération - Acétoine - Diacétyle - Diversité - Génomique
comparative - Volatilome - Transcriptomique.
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Cultures antifongiques applicables comme ferments de bioprotection dans les produits laitiers :
sélection, évaluation a I’échelle pilote et identification de composés supports de 'activité

Marcia Leyva Salas (marcia.leyvasalas@univ-brest.fr)

Lubem, Univ. Brest, Plouzané, France

La contamination fongique des produits laitiers est a I'origine de pertes économiques conséquentes
et de gaspillage alimentaire. Dans un contexte de demande pour plus de « naturalité », les cultures de
bioprotection et leurs métabolites représentent une alternative d’intérét aux conservateurs chimiques
pour lutter contre ces contaminants.

Les objectifs de cette thése étaient i) de sélectionner des micro-organismes présentant une activité
antifongique, pour élaborer des cultures de bioprotection applicables dans des produits laitiers, et ii)
d’étudier les composés potentiellement supports de I'activité antifongique observée. Dans un premier
temps, I’activité antifongique de 32 souches de bactéries lactiques et propioniques a été étudiée en
modeéles « fromage » et « yaourt». L’étude de combinaisons de souches et de leur innocuité a conduit
a sélectionner 2 combinaisons binaires de lactobacilles (A 1 et A3). Leur efficacité et applicabilité a été
évaluée a I'’échelle pilote en fabrication de de creme fraiche et de fromage.

Les challenges tests et tests d’usages ont montré que selon le produit laitier, A1 et A3 ont une activité
antifongique similaire ou supérieure que les cultures bioprotectrices commerciales. Selon I'inoculum
ajouté, ces cultures n'impactent pas les caractéristiques technologiques et organoleptiques des produits
laitiers. Des méthodes chromatographiques des composés antifongiques suivies d’analyses statistiques
ont permis de mettre en évidence des « cocktails » de 2 a 17 composés, selon la matrice et la culture
considérée, qui sont probablement supports de I'activité antifongique.

Ces travaux contribuent a une meilleure compréhension des mécanismes d’action de Il'activité
antifongique et devraient conduire au développement de cultures antifongiques pour remplacer les
conservateurs dans les produits laitiers.

Mots clés : produits laitiers - contamination fongique - bioprotection - ferments additionnels - bactéries
lactiques - composés antifongiques.
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Role de I'illot génomique pks dans la synthése des sidérophores-microcines chez Escherichia coli

Clémence Massip (massip.c@chu-toulouse.fr)

Laboratoire Bactériologie, CHU de Toulouse, Toulouse, France

Les sidérophores-microcines H47 et M (MccH47 et MccM) sont des peptides antimicrobiens hybrides,
constitués d’une entité peptidique couplée a un groupement dérivé d’un sidérophore, I'entérobactine.
Elles sont a I'origine de I’activité antagoniste de la souche Escherichia coli Nissle (EcN) vis-a-vis d’en-
térobactéries pathogenes. Cette souche est également porteuse de I'llot pks a I'origine de la synthése
d’une génotoxine, la colibactine.

Nous avons déterminé que la peptidase CIbP codée par I'llot pks était indispensable a la synthése des
sidérophores-microcines chez EcN. C’est la partie C-terminale ancrant CIbP dans la membrane interne
qui permet la synthése des MccH47 et MccM, et non son site catalytique essentiel a la maturation de la
colibactine. Par rapport au systeme génétique conduisant a la synthése des MccH47 et MccM chez les
souches E. coli CA46 et CA58, I'illot sidérophores-microcines de EcN est tronqué. Nous avons montré
que IroB, impliqué dans la synthése des salmochélines était indispensable a I'activité antagoniste de
EcN, probablement en assurant le réle de son homologue McmL manquant chez EcN. Nous avons déter-
miné que I'ensemble des souches séquencées de E.coli portant un ilot microcines tronqué possédait
les flots pks et salmochélines, ce qui renforce I’hnypothése d’une interdépendance et d’une coévolution
de ces systemes.

Nous avons étudié la présence des filots microcines, pks et salmochélines dans une collection de
souches de E. coli responsables de pyélonéphrites, cystites ou bactériuries asymptomatiques. L’analyse
génétique de plus de 200 souches recueillies a la suite d’examens cytobactériologiques des urines a
permis de confirmer I'association systématique de ces 3 flots. La proportion des souches productrices
de MccH47 et MccM est identique quel que soit le tableau clinique, ce qui tendrait a prouver qu’il s’agit
davantage d’un facteur permettant la colonisation de I'arbre urinaire a partir de la niche intestinale plutét
que d’un facteur de virulence dans le tractus urinaire.

Mots clés : E. coli - sidérophores-microcines - ilot pks, colibactine - souches uropathogénes.
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Caractérisation des protéines Str3 et Tpx1l dans I’homéostasie de I’héme chez la levure
Schizosaccharomyces pombe

Vincent Normant (normant@unistra.fr)

Equipe Métaux et Microorganismes, CNRS UMR 7242 BSC, lllkirch, France

La molécule d’héme est un groupement prosthétique qui est requis par de nombreuses protéines impli-
quées dans des processus cellulaires vitaux. En exces, la molécule d’héme libre est toxique car elle peut
facilement causer des dommages aux membranes ou participer a la formation d’espéeces réactives a
I’oxygene. Son homéostasie doit donc étre rigoureusement régulée. Pour obtenir ’'héme de facon exo-
gene, les organismes ont développé une panoplie de stratégies afin de I’acquérir. De plus, pour plusieurs
organismes incluant les levures pathogénes, il a été montré que leur capacité a acquérir I’héme est sou-
vent en lien direct avec leur habilité a infecter I’'h6te. Chez I'organisme modele, Schizosaccharomyces
pombe, il a été découvert que la protéine de surface Shu1 est impliquée dans I'acquisition d’héme. Une
souche délétée pour le géne hem1+ n’est plus capable de synthétiser de I’héme. Elle doit donc recourir
a I'acquisition d’héme exogene pour survivre. Une souche hem1A shul1A n’est pas capable de croitre
en présence d’une faible quantité d’héme (0,075uM) dans le milieu de culture. Nous avons montré dans
cette thése que si cette concentration excede 0,15uM, la souche est capable de croitre, suggérant I'exis-
tence d’un deuxieme transporteur d’heme. Cette croissance est dépendante de la protéine Str3 qui code
pour un transporteur de type MFS (Major Facilitator Superfamily transporter). Ainsi, une souche hem1A
shu1A str3A présente une incapacité de croitre en présence de 0,15uM d’héme, montrant I'importance
de str3+ a cette concentration d’héme. La protéine Str3 se localise a la surface cellulaire. Elle a la capa-
cité de lier de I’heme via une boucle extracellulaire. Enfin, la présence de Str3 a la surface cellulaire per-
met I’entrée dans la cellule de Zinc-Mésoporphyrine (ZnMP), un analogue fluorescent de I’héme. Nous
avons ensuite montré que Str3 interagit avec la peroxyrédoxine Tpx1 en présence d’heme. La protéine
Tpx1, initialement caractérisée pour sa réponse au stress oxydatif, est capable de lier deux molécules
d’héme au niveau de deux motifs CP. La mutation des deux motifs CP abolie la capacité de croissance
en présence de 0.15uM d’héme d’une souche délétée pour les génes hem1+ et shul* (hem1A shulA).
Ainsi, Tpx1 et Str3 participent a une voie commune d’assimilation de I’lhéme chez S. pombe. Enfin, nos
résultats montrent que la présence de Str3 et Tpx1 est requise pour le fonctionnement de I’hémoprotéine
Frp1, une ferriréductase de surface.

Mots clés : Heme - Schizosaccharomyces pombe - Transporteur MFS - Peroxyrédoxine - Str3 - Tpx1.
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Action antioxydante et antimicrobienne de composés phénoliques dans des milieux modéles et
des émulsions riches en lipides insaturés

Aurelia Pernin (aurelia.pernin@gmail.com)
Micalis Institute - INRA - AgroParisTech, Jouy-en-Josas, France

Les composés phénoliques pourraient étre de bons candidats pour assurer la qualité et la sécurité
des produits périssables tels que les aliments préts-a-consommer. Trés répandus dans les plantes
et les co-produits agro-industriels, ils peuvent limiter I'oxydation de lipides insaturés d’intérét nutri-
tionnel (omega-3, dont DHA et EPA) et le développement de bactéries pathogenes alimentaires telles
que Listeria monocytogenes. L’objectif de cette thése est d’évaluer la double activité antioxydante et
antimicrobienne de ces composés phénoliques dans des milieux alimentaires complexes et de mieux
comprendre les mécanismes d’action associés.

L’étude en milieux modeles a tout d’abord permis de mettre en évidence des relations structure- activi-
tés et de décrypter certains mécanismes d’action

d’action mettant en jeu des paramétres tels que le nombre et I’environnement chimique des groupe-
ments phénoliques, le logP, les formes dissociées / non dissociées des acides phénoliques. Les per-
formances de trois composés sélectionnés (eugénol, acide férulique et a-tocophérol) ont ensuite été
évaluées dans des milieux alimentaires complexes plus réalistes : des émulsions h/e composées d’huile
de poisson, d’une phase aqueuse et de protéines de lactosérum ou Tween 80 en tant qu’émulsifiant.
L’acide férulique ne présente aucune activité antioxydante mais peut inhiber le développement de L.
monocytogenes. En revanche, I’eugénol et I’a-tocophérol sont de bons antioxydants dans les émulsions
a base de protéines de lactosérum alors qu’ils n’y sont pas antimicrobiens. Quelques mécanismes d’ac-
tion sont proposés pour expliquer ces comportements.

Mots clés : composés phénoliques - antioxydant - antimicrobien - émulsion - oxydation des lipides -
Listeria monocytogenes.
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Implication des enzymes lipolytiques dans la virulence et la survie mycobactérienne

Pierre Santucci (pierre.santucci@crick.ac.uk)

The Francis Crick Institute, Londre, Royaume-Uni

L’agent pathogéne responsable de la tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, utilise principalement
les lipides comme source d’énergie lors du processus infectieux. Cela suggere que les enzymes lipoly-
tiques (ELs) sont des acteurs métaboliques d’une importance cruciale, qui jouent un réle essentiel pour
la survie et la persistance du bacille au sein des granulomes tuberculeux. Cependant, peu d’informations
sont disponibles concernant la fonction biologique et I'implication des ELs dans le métabolisme des
lipides de M. tuberculosis in vivo.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au réle physiologique de la protéine LipY (Rv3097c), une
TAG-hydrolase de la famille des protéines PE-PPE apparentée a la lipase Hormono-sensible humaine.
En utilisant un modeéle expérimental de « foamy » macrophages, nous avons démontré que cette protéine
sécrétée par le systéme de sécrétion ESX-5 était responsable de I’hydrolyse des triacylglycerols (TAG)
de I’héte dans la lumiére phagosomale. Parallelement, par une approche multidisciplinaire nous avons
confirmé que le domaine N- terminal PE régulait de maniére négative I’activité catalytique de LipY. Enfin
des études physico chimiques d’interaction sur des membrane des phospholipides ont permis de mieux
comprendre le mode d’action intra et extracellulaire de cette enzyme.

Dans une seconde étude, nous avons développé un modele expérimental robuste et réversible basé sur
la biodisponibilité en azote et en carbone, deux facteurs essentiels qui gouvernent la formation et I’hy-
drolyse de TAG sous la forme d’inclusions lipidiques intracytoplasmiques (ILI) chez les mycobactéries.
La simplicité d’utilisation de ce modéle s’avére étre un excellent systeme biologique permettant d’étudier
les propriétés phénotypiques des bacilles riches en ILI.

Un autre aspect de ce travail a consisté a caractériser biochimiquement et fonctionnellement la protéine
LipG (Rv0646¢c) de M. tuberculosis. Nos résultats ont permis de proposer que LipG est une phospholi-
pase/thioestérase qui interagit avec le feuillet interne de la membrane cytoplasmique afin de moduler la
composition phospholipidique de I’enveloppe mycobactérienne.

D’autre part a travers plusieurs projets collaboratifs, nous avons caractérisé différentes familles de
composés capables d’inhiber la croissance d’espéces mycobactériennes en inactivant de nombreuses
hydrolases a cystéine ou sérine active impliquées dans la biosynthése de I’enveloppe mycobactérienne.
L’ensemble des résultats obtenus au cours de ces travaux de thése confirme que certaines ELs sont
directement impliquées dans la virulence et/ou la survie des mycobactéries pathogenes. De plus, une
trés grande partie de ce travail ouvre de nouvelles perspectives sur la caractérisation et I'inhibition d’ac-
teurs protéiques essentiels au métabolisme des lipides in vivo, offrant ainsi de nouvelles opportunités
pour lutter contre M. tuberculosis.

Mots clés : Mycobacterium tuberculosis - lipides - lipases - ILI - persistance - dormance - virulence.
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Nouvelles cibles en thérapeutiques anti-infectieuses (en association avec la SFP)

SP1.1-01
Frédéric Delbac’ (frederic.delbac@uca.fr), Hicham EI Alaoui', Frédérique Chaucheyras-Durand?,
Elodie Peghaire', Nastasia Prybylski', Philippe Michaud?®

"LMGE UMR 6023, Université Clermont Auvergne, Aubiéere, France
2| allemand, R&D Animal Nutrition, Blagnac, France
8Institut Pascal UMR 6602, Univsersité Clermont Auvergne, Aubiere, France

Les microsporidies constituent un groupe de parasites intracellulaires obligatoires apparentés aux cham-
pignons ayant un spectre d’hotes trés large allant des insectes a ’'Homme. Ces agents pathogénes
opportunistes émergents, responsables d’infections intestinales, oculaires, musculaires ou disséminées,
sont désormais reconnus comme prioritaires par le « National Institutes of Health » suite a la pandémie
de SIDA ainsi qu’en raison du nombre croissant de patients transplantés ou atteints de cancer. L’'impact
vétérinaire et économique de ces parasites en aquaculture et en apiculture est aussi a souligner. Ainsi,
I’espéce Nosema ceranae fait partie des agents pathogénes les plus fréquemment rencontrés chez
I’abeille domestique et représente un des facteurs incriminés dans les pertes de colonies. Bien que les
microsporidies different par leur spectre d’hdtes et leur spécificité de type cellulaire et tissulaire, elles
partagent toutes le méme mécanisme d’invasion. Ces parasites ont en effet développé un processus
d’invasion unique, impliquant I’extrusion trés rapide d’une structure appelée tube polaire qui permet
d’inoculer le sporoplasme infectieux a I'intérieur du cytoplasme de la cellule héte, initiant ainsi le cycle
de multiplication intracellulaire.

Le répertoire de molécules antimicrosporidiennes est relativement limité, I'albendazole et la fumagilline
étant les deux principales options présentant tout de méme des échecs thérapeutiques et des pro-
blémes de toxicité. Nos recherches ont pour but de proposer de nouvelles solutions prophylactiques et/
ou thérapeutiques pour lutter contre N. ceranae qui colonise I'intestin des abeilles domestiques et qui
peut étre a I'origine d’une maladie appelée nosémose des abeilles. En effet, le seul traitement vétérinaire
efficace pour lutter contre cette maladie, le Fumidil®-B (a base de fumagilline) n’est plus disponible sur
le marché. Nous avons ainsi pu identifier un polysaccharide produit par I'algue marine Porphyridium
marinum, présentant des activités antimicrosporidiennes in vitro et in vivo. Ce composé pourrait cibler
I’étape initiale d’adhésion des spores a leurs cellules-hétes. D’autres molécules naturelles d’origine
végétale sont également étudiées pour leurs activités anti-microsporidiennes. Récemment, nous avons
mis en évidence les effets bénéfiques de certains probiotiques chez des abeilles infectées par N. cera-
nae. Enfin, des projets portent aussi sur le développement d’analogues de la fumagilline présentant une
toxicité réduite.

Mots clés : Microsporidies - parasite intracellulaire - Nosema - antiparasitaire - molécules naturelles.
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Nouvelles cibles en thérapeutiques anti-infectieuses (en association avec la SFP)

SP1.1-1
Des imidazopyridazines ciblant la TgCDPK1 diminuent fortement I’'infection par Toxoplasma gondii
dans un modéle murin de toxoplasmose congénitale

Héloise Débare’ (heloise.debare@gmail.com), Firmin Baron', Nathalie Moiré', Louis Lantier!, Bruno Héraut?,
Céline Ducournau’, Nathalie Van Langendonck?, Caroline Denevault-Sabourin?, Isabelle Dimier-Poisson’,
Francoise Debierre-Grockiego'

ISP, Université Tours, INRA, Tours, France
2 Parasitologie-Mycologie, CHRU de Tours, Tours, France
8GICC UMR 7292 CNRS, Tours, France

Introduction et objectifs :

En France, la toxoplasmose congénitale (2,5/10000 naissances) est la deuxiéme cause de malformations
apres la trisomie 21. Lors d’une contamination fcetale avérée par amniocentése, le traitement quotidien
associe sulfadiazine et pyriméthamine ciblant le métabolisme des folates, ce qui peut entrainer des effets
secondaires graves. Malgré cette prévention, un taux de transmission non négligeable persiste (200 cas/
an). Dans 10% des cas, les enfants présentent des manifestations neurologiques ou oculaires, ou encore
un retard psychomoteur. Il est donc important de développer de nouveaux traitements plus spécifiques
du parasite et moins toxiques.

Matériels et méthodes :

Dans ce contexte, nous avons congu et synthétisé des imidazo[1,2-b]pyridazines ciblant la calcium-de-
pendent protein kinase 1 de T. gondii (TgCDPK1), une enzyme sans homologue chez les mammiféres
et indispensable a I'invasion des cellules hétes par la forme tachyzoite. Ces inhibiteurs ou leur forme
salifiée ont été testés in vitro sur la prolifération des tachyzoites, et in vitro sur la réduction de la charge
parasitaire dans un modele de toxoplasmose aigué (période d’infection de 7 jours) ou dans un modéle
de toxoplasmose congénitale (infection a mi-gestation).

Résultats, discussion et conclusion :

La forme salifiée d’imidazo[1,2-b]pyridazines capables d’inhiber I'enzyme et la prolifération des tachy-
zoites in vitro a des concentrations de I’ordre du sub-micromolaire [1], a permis de diminuer de plus
de 90% la charge parasitaire cérébrale et pulmonaire dans un modéle de toxoplasmose aigué [2]. Dans
un contexte gestationnel, le traitement par voie intrapéritonéale a induit une réduction du nombre de
parasites de plus de 95% dans le cerveau et les poumons des femelles adultes et d’environ 60% dans
les feetus. Le traitement par voie orale a induit une réduction du nombre de parasites de plus de 90%
dans le cerveau et de 50% dans les poumons des femelles adultes et de plus de 95% dans les foetus.
Ces résultats montrent que les imidazo[1,2-b]pyridazines sont des molécules prometteuses en alterna-
tive thérapeutique de la toxoplasmose congénitale humaine.

Mots clés : toxoplasmose congénitale - TJCDPK1 - imidazo[1,2-b]pyridazines.

Références :
1. Moine E, Dimier-Poisson |, Enguehard-Gueiffier C, Logé C, Pénichon M, Moiré N, et al. 2015. Eur J Med
Chem. 105:80-105.
2. Moine E, Moiré N, Dimier-Poisson |, Brunet K, Couet W, Colas C, et al. 2018. Int J Parasitol 48:561-8.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 40
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France

(%2}
c
2
Q9
]
e
2
£
=)
c
©
(%]
)
[=
()
()]
<
1
Vo
-
a
(V2]




SFM 2019 Communications orales courtes

Nouvelles cibles en thérapeutiques anti-infectieuses (en association avec la SFP)

SP1.1-2
Validation and exploration of HIdE, a Promising Target for Antibiotic Potentiation in Gram-negative
bacteria

Sébastien Coyne' (sebastien.coyne@evotec.com), Sandra Silve', Yassine Cherrak® 2, Jon U Hansen?®,
Michael Mourez', Eric Bacqué', Frédéric Jeannot'

"EVOTEC ID Lyon, Marcy-I’Etoile, France
2current: IMM UMR7255, Marseille, France
3Statens Serum Institute, Copenhagen, Danemark

Heptose residues are the first non-essential constituents of the inner core LPS of most Gram-negative
bacteria. Deep rough mutants, devoid of heptose and therefore exhibiting a short LPS, have been shown
to be highly susceptible to antibiotics. HIAE is a cytoplasmic enzyme participating in the biosynthesis of
ADP-glycero-manno-heptose, the active form of heptose that is incorporated into nascent LPS chains.
Inhibitors of HIJE have been reported.

As part of our collaboration with GSK within the IMI ENABLE consortium, we have evaluated HIdE as a
potential target to develop antibiotic potentiators. This study presents (i) the full validation of HIAE; (ii)
the characterization of an optimized HIdE inhibitor and (i) investigations of to/C-hIdE synthtetic lethality.
Genetic inactivation of hidE in E. coli confirmed the extended antibiotics susceptibility of a heptose-null
mutant, also confirmed by chemical inhibition of HIdE by a reference compound in a Dto/C strain.
Potentiation occurred at low level of HIAE inhibition, as visualized by a LPS gel assay. High concen-
tration of the reference compound did not select resistance while a moderate frequency of resistance,
mediated by hidE overexpression, was observed at a lower concentration. In an in vivo thigh infection
model, a DhIdE mutant displayed decreased virulence and 6-fold increased susceptible to erythromycin
treatment.

An optimized HIdE inhibitor, obtained by medicinal chemistry, exhibited increased potentiation on E.
coli. However, the activity was still limited to a Dto/C background. In the latter, surprisingly, stand-alone
antibacterial activity was observed. The inability to generate a double inactivated to/C and hidE mutant
together with growth arrest when both gene expression was repressed using CRIPR-Cas9 were sugges-
tive of an unexpected synthetic lethality between to/C and hldE.

In conclusion, we have validated HIdE both in vitro and in vivo as a valuable target for potentiating
antibiotics and showed an intriguing synthetic lethality with to/C. In vivo decreased virulence of a hep-
tose-null mutant suggests that HIJE inhibition could in addition reduce the bacterial virulence. Our results
warrants further efforts to design HIdE inhibitors.

This research received funding from the Innovative Medicines Initiative Joint Undertaking under Grant
Agreement 115583, within European Gram-negative Antibacterial Engine (ENABLE) project.

Mots clés : antibiotic potentiator - new target - Gram-negative - LPS biosynthesis.
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Nouvelles cibles en thérapeutiques anti-infectieuses (en association avec la SFP)

SP1.1-3
Développement d’un systéme d’évaluation de la trans-traduction in vitro

Charlotte Guyomar' (charlotte.guyomar@gmail.com), Marion Thépaut'-2* (marion.thepaut@univ-rennes1.fr),
Sylvie Nonin-Lecomte®, Agnés Méreau*, Renan Goude', Reynald Gillet'
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SUMR 8015, LCRB, Univ. Paris Descartes, CNRS, Faculté de Pharmacie, Paris, France
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*Co-premiers auteurs

Introduction et objectifs :

Chez les bactéries, le principal processus de sauvetage des ribosomes bloqués en cours de synthése
protéique est la trans-traduction. |l est assuré par ’ARN transfert-messager (ARNtm), associé a une
petite protéine basique, SmpB. Compte tenu de son absence chez les eucaryotes et de son importance
pour la survie de nombreuses bactéries pathogénes, la trans-traduction est une cible particulierement
attrayante pour de nouveaux antibiotiques. Au cours de ce travail nous avons développé un systéme
de criblage de molécules ciblant la frans-traduction, dans I'objectif de développer une nouvelle classe
d’antibiotiques.

Matériels et méthodes :

Nous avons mis au point un systéme de détection original, basé sur le réassemblage d’une protéine
fluorescente : la GFP. La GFP forme une structure tridimensionnelle comprenant onze feuillets béta
externes antiparalléles et une hélice alpha interne. Individuellement, ces fragments ne sont pas fluores-
cents mais lorsqu’ils sont assemblés, la GFP devient fluorescente. Le systéme repose sur un systéme de
transcription-traduction in vitro (PURExpress®, NEB) auquel sont rajoutés : (i) un fragment d’ADN codant
pour les 10 premiers domaines de la GFP (GFP1-10) et dépourvu de codon stop, (i) la protéine SmpB
et (iij) un ARNtm modifié (ARNtmGFP11) au niveau du mRNA-Like Domain (MLD) afin de coder pour le
fragment C-terminal de la GFP (domaine 11).

Résultats, discussion et conclusion :

Lors de la traduction les ribosomes se retrouvent bloqués aprés la synthése des 10 premiers domaines
de la GFP. Le complexe non productif engendré est libéré par I'intermédiaire de ’ARNtmGFP11 et de son
partenaire SmpB qui trans-traduisent la GFP1-10 bloquée en lui ajoutant le 11éme domaine manquant.
Ainsi, une trans-traduction efficace est corrélée a I’'apparition d’un signal de fluorescence engendré par
la protéine GFP réassemblée. Le systéme développé permet de maniére simple de détecter spécifique-
ment I’activité trans-traductionnelle in vitro. |l présente de nombreux avantages en comparaison aux sys-
témes de trans-traduction existants : il est non radioactif, rapide et précis. Il est également adaptable en
microplaques pour des criblages a haut débit. Enfin, nous avons adapté ce systéme a la trans-traduction
de bactéries ESKAPE, permettant ainsi d’évaluer aisément de nouveaux composés contre ces especes.

Mots clés : Trans-traduction - ARNtm - Antibiotiques - GFP - Criblage.
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SP2.1-01
Roéle des bactéries lactiques dans les propriétés nutritionnelles des céréales

Christéle Humblot (Christele.Humblot@ird.fr), Jean-Pierre Guyot

Nutripass, IRD, Montpellier, France

Les céréales sont des aliments de base dans le monde entier et dans les pays du Sud, beaucoup sont
consommeées aprés fermentation. La fermentation améliore souvent la qualité nutritionnelle des céréales
et les acteurs de la fermentation que sont les bactéries lactiques peuvent avoir des propriétés intéres-
santes. Les cibles nutritionnelles auxquelles nous nous intéressons sont les femmes en age de procréer
et les jeunes enfants, qui représentent les populations les plus vulnérables.

L’objectif de cette présentation est de présenter les principales propriétés fonctionnelles portées par les
bactéries lactiques et leur utilisation pour améliorer la qualité nutritionnelle des céréales.

Nous tavaillons essentiellement sur deux aliments modeles : (i) le ben-saalga qui est une bouillie de mil
fermenté consommée par I’ensemble de la population au Burkina Faso, mais notamment par les jeunes
enfants (ii) I'injera, pain plat fermenté a base de teff consommé quotidiennement par la majorité de la
population Ethiopienne.

Plusieurs aspects nutritionnels sont essentiels. Tout d’abord, la densité énergétique des bouillies desti-
nées aux jeunes enfants se doit d’étre aussi importante que possible pour satisfaire les besoins spéci-
fiques a cette classe d’age. L’utilisation de bactéries lactiques amylolytiques permet d’apporter des
solutions concrétes. Ensuite, la synthése de composés d’intérét nutritionnels comme les vitamines du
groupe B ou bien les caroténoides permet d’enrichir des aliments fermentés sans utiliser des molécules
de synthése. Enfin, la dégradation de facteurs antinutritionnels comme les tannins, qui chélatent les
minéraux et les rendent ainsi moins bio-accessibles permet d’améliorer I'absorption des minéraux.
Pour identifier, puis utiliser les bactéries lactiques d’intérét nutritionnel, la premiere étape consiste a
connaitre les acteurs de la fermentation. Ensuite, la caractérisation de leur potentiel est indispensable.
Pour ce faire, nous utilisons une combinaison de méthodes adaptées a chaque question. Le criblage
génétique et biochimique permet d’estimer un potentiel lorsque la bactérie croit dans un milieu de
culture. Mais les tests dans les matrices alimentaires sont indispensables pour mesurer I’effet réel des
bactéries sur la qualité nutritionnelle des aliments.

Plusieurs bactéries lactiques utilisées seules ou en combinaison, ont prouvé leur efficacité pour améliorer
la qualité nutritionnelle des aliments céréaliers fermentés.

Mots clés : céréales - nutrition - fermentation - Lactobacillus - folate.
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SP2.1-1
Selection of effective antifungal cultures in fermented dairy products and identification of antifungal
metabolites

Marcia Leyva Salas' (marcia.leyvasalas@univ-brest.fr), Jerome Mounier', Gilles Garric?,
Marie-Bernadette Maillard?, Florence Valence?, Emmanuel Coton', Anne Thierry (anne.thierry@inra.fr)?

"Lubem, Univ. Brest, Plouzané, France
2UMR STLO, Inra, Rennes, France

Introduction:

Antifungal cultures are of growing interest as an alternative to chemical preservatives to reduce food
fungal spoilage in the context of a growing consumers’ demand for clean label foods [1]. Our aim was to
select strains that exhibit significant antifungal activity in dairy products and to identify the compounds
most likely involved in their activity.

Materials and methods:

Lactic acid bacteria and propionibacteria strains were screened alone and in combinations in yogurt
and cheese models against four major spoilage fungi (Penicillium commune, Mucor racemosus,
Galactomyces geotrichum, and Yarrowia lipolytica). Two binary combinations of lactobacilli were then
selected to be evaluated in situ as adjunct cultures in sour cream and semi-hard cheeses produced at a
pilot scale to evaluate their antifungal activity during challenge tests and shelf life tests, and their impact
on organoleptic properties. Four methods, including liquid and gas chromatography coupled to mass
spectrometry, were combined to detect and quantify antifungal compounds. These methods targeted 56
antifungal compounds as well as volatile compounds and were followed by statistical analyses to identify
the compounds associated to antifungal activity.

Results and discussion:

The more effective antifungal culture, composed of two lactobacilli strains, delayed the growth of P.
commune, M. racemosus and R. mucilaginosa for 2-24 days on sour cream, depending of the antifungal
culture inoculum, and the growth of P. commune in semi-hard cheese for 1-6 days. Antifungal cultures
had no effect on organoleptic properties at low inoculum level (6 logCFU/mL) [2]. Overall, 53 antifungal
compounds were detected, of which 33 were in significantly higher amount in at least one product ino-
culated with an antifungal culture compared to the controls. They were present at concentrations below
their minimum inhibitory concentration and thus could act in synergy. Among them, the most commonly
identified were acetic, hydroxyphenyllactic, phenyllactic, 3-phenylpropanoic, 3-(4-hydroxyphenyl)propa-
noic and 5-oxopyrrolidine-2-carboxylic acids, diacetyl, acetoin, and a yet unidentified volatile compound.
Our screening approach allowed developing antifungal combinations that exhibit significant antifungal
activity and providing future prospects for use as bioprotective cultures in dairy products. This extensive
study also contributes to improve the knowledge about the action mode of antifungal lactobacilli.

Mots clés : bioprotection - antifungal - organic acids - volatiles - adjunct cultures.

Références :
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Biopreservation— A Review. Microorganisms, 2017; 5:37.
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Pilot Scale Applications. Front. Microbiol., 2018; 9.
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SP2.1-2
Nature et role des moteurs biotiques dans la construction des communautés microbiennes des
fromages traditionnels

Francoise Irlinger' (francoise.irlinger@inra.fr), Eric Dugat-Bony', Mahendra Mariadassou?, Olivier Rué?,
Valentin Loux?, Valérie Barbe®, Corinne Cruaud®, Frédéric Gavory?, Céline Spelle*, Céline Delbées®
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SUMRF, Université Clermont Auvergne, INRA, Aurillac, France

Introduction et objectifs:

Les fromages AOP sont généralement considérés comme des produits de haute qualité, non standardi-
sés, dont la richesse sensorielle peut s’expliquer par la diversification des conditions de production du
lait et de transformation. Ces différentes pratiques contribueraient a faconner « in situ » la biodiversité
microbienne et pourraient conduire a la sélection de souches fromagéres constituant des écotypes
d’espéces issues de I'environnement qui se sont adaptés au milieu laitier. Ce projet, lauréat de I’AO des
grands projets de séquencage 2017 de France Génomique, cherche a démontrer cette hypothese en
caractérisant les moteurs biotiques de la construction des communautés microbiennes des fromages
AOP, en lien avec la diversité des conditions de production du lait et de transformation fromagere a
I’échelle du territoire et des filieres. |l s’agit de la premiere étude d’envergure portant sur les micro-orga-
nismes présents dans I’ensemble des fromages AOP francais.

Matériel et méthodes :

Le séquencage massif d’amplicons de génes « marqueurs taxonomiques » a été utilisé pour décrire la
diversité bactérienne de 1200 fromages ainsi que 400 laits appartenant aux 44 filieres AOP francaises.
Une base de métadonnées consolidant I’ensemble des informations techniques associées aux échantil-
lons a été également constituée.

Résultats :

En utilisant cette approche, plus de 280 genres et 500 espéces bactériennes ont été identifiés a partir
des 11817344 séquences générées sur ’ensemble des 2400 échantillons de fromages (pates et croltes).
L’analyse de la structure des communautés bactériennes des fromages et des laits a I’échelle globale
au regard des facteurs identifiés au sein des métadonnées, a montré des différences nettes en termes
de richesse et de composition des communautés bactériennes entre les 7 familles de fromage mais
également une grande variabilité de la richesse au sein d’'une méme famille. Cette richesse bactérienne
est généralement supérieure en surface qu’au cceur des fromages. D’autres facteurs structurants forts
tels que la durée d’affinage, la saison ont été également mis en évidence.

L’analyse des données se poursuivra pour les communautés fongiques. Six genres microbiens identifiés
comme « clé de volte » seront enfin étudiés par une approche de génomique comparative dans la pro-
chaine phase du projet en 2020.

Mots clés : Diversité - Métagénomique - Fromages AOP - Lait.
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SP2.1-3
Qualités organoleptiques et microorganismes des cidres : Quoi de neuf ?

Marina Cretenet (marina.cretenet@unicaen.fr), Boris Misery, Fabien Cousin, Jean-marie Laplace

ABTE, Université de Caen Normandie, Caen, France

Introduction et objectifs :

Les produits cidricoles sont obtenus par une fermentation du jus de pomme par une microflore com-
plexe, encore largement méconnue. Dans cette diversité, les bactéries lactiques ont donc une incidence
favorable sur le développement des qualités organoleptiques du cidre mais sont aussi susceptibles
d’entrainer des altérations du produit. L’objectif de nos travaux est de caractériser, aux différents stades
de I’élaboration du cidre a distiller, les flores levurienne et lactique de mo(ts par microbiologie classique
pour constituer une collection d’isolats et par des analyses métagénomiques des écosystémes micro-
biens.

Matériel et méthodes :

Trois campagnes de prélévements dans des sites de production normands (2016, 2018, 2019) ont été
effectuées afin d’étudier la diversité des microorganismes de cidres du modt a la période de maturation
avant distillation et, en particulier des bactéries lactiques de produits cidricoles normands. Ces préle-
vements ont permis de constituer une collection de plus de 5000 isolats, des études taxonomiques sur
de nouvelles espéces et une étude de la diversité des levures et des bactéries séquencage haut-débit
(INlumina MiSeq 2x 300 bp séquencage « paired-end » ; région V1-V3 16S).

Résultats, discussion et conclusions :

Les résultats des différentes campagnes permettent aujourd’hui de pointer des spécificités dans la fer-
mentation des produits cidricoles en comparaison aux produits vinicoles. Le cidre francais est le premier
écosysteéme ou plusieurs espéces du genre Oenococcus sp. sont présentes. Le suivi des populations
microbiennes couplé a des analyses physicochimiques et aromatiques font apparaitre des disparités
selon les producteurs. L’étude de la diversité microbienne par séquencage haut débit apporte de nou-
velles propositions de solutions technologiques permettant de détecter précocement I'apparition d”’al-
tération de facon a en limiter le développement ou de pilotage des arbmes et la maitrise de la TML lors
de I’élaboration des cidres.

Mots clés : Cidre - Lactobacillus - Oenococcus - Qualité organoleptique.
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15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 46
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19, France



SFM 2019 Communications orales

Microbiote : un promoteur de toxicité ? (en association avec la STCM)

SP3.1-01
Microbiote, un acteur clé dans la toxicité hépatique de I’alcool

Gabriel Perlemuter (gabriel.perlemuter@aphp.fr)
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Résumé non parvenu.
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SP3.1-02
Impact of the gut microbiome in the success of anticancer therapies

Laurence Zitvogel (laurence.zitvogel@gustaveroussy.fr), Lisa Derosa, Bertrand Routy, Aurélie Fluckiger,
Conrad Rauber, Marine Fidelle, Paula Roberti, Connie Duong, Maryam Tidjani Alou, Valerio lebba,
Mélodie Bonvalet

Inserm, Gustave Roussy Cancer Center, University Paris Saclay, Villejuif, France

We recently highlighted the crucial role of gut microbiota in eliciting innate and adaptive immune res-
ponses beneficial for the host in the context of effective therapies against cancer. Chemotherapeutic
agents facilitate the gut permeability and selective translocation of Gram positive bacteria in secondary
lymphoid organs. There, anti-commensal pathogenic TH17 T cell responses are primed, facilitating the
accumulation of TH1 helper T cells in tumor beds post-chemotherapy as well as tumor regression (Viaud
S, Science 2013). These findings have been extended to platinum salts as well as to a combination of
anti-IL-10R mAb+CpG (lida et al. Science Nov 2013). The immune checkpoint blockers (ICB) anti-CTLA4
Ab and anti-PD1/PD-L1 Ab are first-in class compounds approved for reinstating cancer immunosurveil-
lance and prolonging survival in metastatic patients. Zitvogel’s group showed that antibiotics compro-
mise the efficacy of these ICB in mice and patients and unveiled the immunomodulatory role of distinct
commensals from the intestinal ecosystem in mobilizing anticancer immunosurveillance. Vétizou et al.
showed that the antitumor effects of CTLA4 blockade, largely dependent upon Toll like receptor (TLR)2/
TLR4 receptors, markedly rely on the regulatory commensal Bacteroides fragilis (in coordination with
Burkholderia cenocepacia, Science Nov 2015). Next, the demonstration of the deleterious role of antibio-
tics in the clinical efficacy of PD-1 blockade in lung, kidney and bladder cancer patients was brought up,
highlighting the role of Akkermansia muciniphila as the main player in the immunomodulatory effects of
pembrolizumab or nivolumab (Routy et al. Science 2017 Nov2). The mechanisms by which A. muciniphila
restores gut dysbiosis will be discussed, involving CCR9 and IL-12. From these findings, we infer that
oncomicrobiotics and/or fecal microbial transplantation could be considered as adjuvants to the current
oncological armamentarium in dysbiotic cancer bearers.
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SP3.1-1
Acquisition du fer chez Faecalibacterium prausnitzii par une approche Rnaseq dans un modeéle de
culture en Chambre de Freter

Eugénie Huillet' (eugenie.huillet@inra.fr), Sophie Verstaeten', Sandrine Auger', Véronique Robert,
Camille Mayeur', Audrey Raise?, Sébastien Dupont?, Laurent Beney?, Philippe Langella', Muriel
Thomas'

"Equipe Probihote, Unité Micalis, INRA, Jouy-en-Josas, France
2UMR - PAM, AgroSup, Dijon, France

Contexte : Faecalibacterium prausnitzii est une bactérie intestinale anaérobie stricte, consommatrice
d’acétate, productrice de butyrate, aux propriétés anti-inflammatoire remarquables (1-3). Elle est pré-
sente abondamment dans le colon de I'individu sain et a tendance a diminuer chez les patients atteints
de maladies inflammatoire chronique de I'intestin (MICI).

In vitro, la croissance de F. prausnitzii est fortement stimulée en presence d’acétate (4). In vivo, le role
majeur de 'acétate entre F. prausnitzii consommatrice d’acétate et une autre bactérie du colon pro-
ductrice d’acétate (Bacteroides thetaiotaomicron) a été montré dans notre équipe (5). Le métabolisme
central et la voie du butyryl-CoA :acetate -CoA transferase sont bien décrits mais les autres voies méta-
boliques sont peu décrites.

Objectif : Notre premier objectif est d’identifier les génes activés (exprimés ou surexprimés) dans une
culture de F. prausnitzii, avec de I'acétate en exces, en début de phase stationnaire. Nous avons choisi
cette phase de croissance pour identifier les genes/opérons requis pour I'adaptation de F. prausnitzii a
des limitations nutrionnelles.

Méthode : Nous avons analysé 4 transcriptomes, par la méthode RNAseq, correspondant aux 4 condi-
tions de croissance choisies: phases exponentielle et stationnaire de croissance dans le milieu complexe
BHI-S avec ou non supplémentation en acétate (33mM). Au préalable, nous avons vérifié sur nos échan-
tillons (N=3) de cultures bactériennes utilisés pour réaliser I’extraction d’ARN total, que I’ajout d’acétate
stimule la croissance de F. prausnitzii et sa production de butyrate.

Résultats : Nous avons ainsi identifi¢ 370 génes surexprimés (12,8 % du génome souche A2-165)
lorsque la culture entre en phase stationnaire de croissance dans le milieu de culture avec acétate. La
souche F. prausnitzii A2-165 dédie 23% de son génome a la fonction transport (4). Nous nous sommes
focalisés sur cette catégorie avec les génes les plus differentiellement exprimés dans cette liste ds 370
génes : 3 systémes d’acquisition différents du fer ont été identifiés, suggerant une adaptation de F.
prausnitzii @ son environnement appauvri en fer. Cette bactérie est désormais en voie d’industrialisation
(ANR en cours, DOPEOQOS).

Mots clés : Faecalibacterium prausnitzii, acétate, transcriptome, croissance début phase stationnaire,
acquisition du fer.
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SP3.1-2
Adaptation of the adherent-invasive E. coli pathobiont to gut environment in the context of intes-
tinal inflammation

Nicolas Barnich (nicolas.barnich@uca.fr), Gwladys Sevrin, Lucie Gibold, Richard Bonnet, Julien Delmas

Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, France

Crohn’s Disease (CD) is a chronic inflammatory disease of the gastrointestinal tract involving the dynamic
interaction of host genetics, the microbiome and inflammatory responses. lleal mucosa of CD patients is
often abnormally colonized by enterobacteria, and more specifically adherent-invasive Escherichia coli
(AIEC). AIEC are considered to be pathobionts, because they colonize and promote inflammatory diseases
due to the adaptive evolution of their genome in a susceptible host. AIEC virulence factor expression is
required for optimal gut colonization capacity. Interestingly, differential flagellin regulation was obser-
ved between commensal E. coli (HS) and AIEC (LF82) strains using different models, such as dynamic
gastro-intestinal model and mono-colonized mice. Flagellum expression by AIEC bacteria, in contrast
to that of commensal E. coli, is enhanced under intestinal conditions (bile acids and mucins). Flagella,
together with the serine-protease called Vat-AIEC playing a role of mucinase, are involved in AIEC ability
to cross mucus layer in vitro and in vivo, conferring a selective advantage in penetrating mucus layer and
reaching epithelial surface. Global RNA sequencing of AIEC strain LF82 show an explosive effect of bile
acids with a dysregulation of about 40% of the genome, with a global upregulation of genes involved
in degradation and downregulation of those implicated in several biosynthesis. Ethanolamine utilization
bestows a competitive advantage on AIEC strains which are capable of degrading it. Activation of meta-
bolic pathways that interplay together to provide an energy benefit to AIEC pathobiont. These results
improve the understanding of the global regulatory network under environmental stress and provide
potential features to prevent abnormal enterobacteria colonization of patients with CD.
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The bacterial cell wall formation machinery as a target for new antibiotic development

Andrea Dessen (andrea.dessen@ibs.fr)

Institut de Biologie Structurale, Grenoble, France
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SP1.2-1
New insights into the efflux mechanism of the OprM-MexAB pump from Pseudomonas aeruginosa

Yvette Ntsogo' (isabelle.broutin@parisdescartes.fr), Laura Monlezun?, Cyril Garnier®, Laetitia Daury?,
Olivier Lambert*, Gilles Phan?, Isabelle Broutin®
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2Division of Molecular Microbiology, University of Dundee, Dundee, Royaume-Uni
8 Faculté de Pharmacie UMR 8015, CNRS/Université Paris Descartes, Paris, France
4CBMN, UMR 5248, CNRS/Université de Bordeaux 2, Bordeaux, France

Introduction et objectifs :

Bacterial infections remain a major public concern due to the accelerated increase in the appearance
of antibiotic resistance. Among the different mechanisms used by bacteria to resist to antibiotics, the
active efflux plays a major role. In Gram-negative bacteria, this is achieved by tripartite efflux pumps
that form a macromolecular assembly spanning both membranes of the cellular wall. In Pseudomonas
aeruginosa, an opportunistic pathogen highly involved in nosocomial diseases, the constitutive pump is
OprM-MexAB. OprM, belonging to the outer membrane factor (OMF) family, is embedded in the outer
membrane acting as an exit duct, MexB, the resistance nodulation division (RND) transporter, is a type-I
transporter localized in the inner membrane, and MexA, belonging to the membrane fusion protein (MFP)
family, is a periplasmic protein anchored in the inner membrane via an N-terminal palmitate, that makes
the link between the two membrane proteins. Along with functional studies, many crystal structures were
solved of the individual components of this pump and of pumps from homologous bacteria like TolC-
AcrAB from E. coli [1-5]. Nevertheless, a lot of questions concerning the assembly, the mechanism of
efflux, and the opening of the whole pump are still a matter of active research, as the blockage of these
pumps could restore the utility of the actual therapeutic arsenal.

Matériels et méthodes :

In order to apprehend the efflux mechanism, a combine approach was used linking antibiotic MICs mea-
surements performed on modified P. aeruginosa strains with Xray crystallographic structures of forceful
opened OprM mutants, and cryo-electron microscopy structures of the whole assembly.

Résultats, discussion et conclusion :

New information will be presented on the functional mechanism of the efflux pump MexAB-OprM cla-
rifying the role of the different protein actors, like the recognition clues between the MFP and the OMF
proteins, and the MexA chaperoning role on the transporter conformation changes. The understanding of
these precise mechanisms involved in the whole pump assembly and function will facilitate the design of
new antibiotics targeting the conformational modifications involved in the opening and/or the formation
of the edifice.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa - pompe a efflux - structure 3D - résistance.
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SP1.2-2
Structure-guided design of a NAD kinase inhibitor with anti-infectious properties

Clarisse Leseigneur'-2 (clarisse.leseigneur@pasteur.fr), Muriel Gelin® 45, Julie Paoletti® 7, Marie-Anne Nahori®,
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Multidrug resistance is a major public health problem, which requires urgent development of new anti-
biotics and thus identification of new bacterial targets, as pointed out by the World Health Organization
(1). We have initiated the characterization of such a new target: the nicotinamide adenine dinucleotide
kinase (NADK). NADK is an ubiquitous enzyme involved in the last step of NADP biosynthesis. It cataly-
zes the 2’-phosphorylation of NAD to NADP using ATP as the phosphate donor. NADK plays an impor-
tant role in controlling the ratio of reduced coenzymes NADH/NADPH, which is necessary for proper
balance of the redox state and proper function of many metabolic pathways. Its activity has been shown
to be essential for growth in clinically relevant pathogenic bacteria such as Mycobacterium tuberculosis,
Salmonella enterica and Pseudomonas aeruginosa. Given its key role and its structural divergence from
human NADK, bacterial NADK is a promising drug target for antibiotic discovery.

We initially solved the structure of Listeria monocytogenes NADK (2). Screening and in situ synthesis
using NADK crystals led to the identification of a family of di-adenosine derivatives as NADK inhibitors
(3). Recently, using our structure-based approach, we have designed a new lead compound showing
increased activity against NADK. Importantly, this compound is strongly active against a variety of cli-
nical Staphylococcus aureus isolates, including methicillin-resistant strains. Furthermore, we found that
the lead compound attenuated the virulence of S. aureus in mouse infection models. These findings
reveal that di-adenosine derivatives could control NADK activity and provide proof of concept that NADK
is a druggable target against antibiotic-resistant pathogenic bacteria.

Mots clés : antibiotics - orphan target - NAD kinase - Staphylococcus - MRSA.
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SP1.2-3
Multivalent fucosides as antiadhesive against Aspergillus fumigatus infections

Annabelle Varrot' (annabelle.varrot@cermav.cnrs.fr), Victor Lehot?, Sami Brument?, Yoan Brissonet?,
David Goyard?, Christina Nativi*, Olivier Renaudet®, Patrice Le Pape®, Sébastien Gouin?
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Aspergillus fumigatus is a prevalent airborne opportunistic fungal pathogen responsible for life-threate-
ning lung or invasive infections in immunocompromised and cystic fibrosis patients. Antifungal resistant
strains have emerged and new therapeutics are required. As a large number of pathogenic microorga-
nisms, this mold produces carbohydrate binding proteins or lectins as receptors to specifically recognize
glycoconjugates of the host epithelia triggering the first step of infection: adhesion to the host. As lectins
play an important role in pathogen-host interactions, they have, thus, become promising drug-targets
in particularly for antiadhesive therapy where pathogen adhesion - and therefore infection — would be
prevented by fooling the lectins with soluble glycocompounds. This will allow subsequently natural clea-
rance of the pathogen.

FleA is a fucose specific lectin identified at the surface of A. fumigatus conidia with pro-inflammatory
activity. It mediates adhesion of fungal conidia to human pneumocytes. We have accumulated substan-
tial knowledge on the interactions of recombinant FleA with host glycoconjugates both at the bioche-
mical and structural level (1-2). This led to the design of powerful fucose-derived inhibitors which can
serve as antimicrobial therapeutic agents, as a complement to or an alternative to antifungal therapy
(8-4). Multivalency of lectins plays a major role in their strong avidity for glycosylated cell surfaces. FleA
folds as a 6-bladed-beta-propeller which forms dimers. It presents 12 fucose binding sites and this
multivalency information has been exploited to design glycocompounds with higher affinity and speci-
ficity. Multivalent fucosides glycocompounds have showed a better potential as antiadhesive than their
corresponding monovalent one. Some displayed high efficiency in preventing fungal spore adhesion to
bronchoepithelial cells and they are being further developped.
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Fourier transform infrared spectroscopy: unlocking fundamentals and prospects for bacterial
strain typing
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"Microbiology, UCIBIO. Faculty Pharmacy, Univ. Porto, Porto, Portugal
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Bacterial strain typing is a fundamental tool for Public Health microbiology, especially to support sur-
veillance and control of infectious diseases. Strategiesbased on different phenotypic and genotypic
principles have been used since the early 1930’s with variable outcomes and performances, supported
by an increasing knowledge on bacterial population structure as well as advances on technologies, ins-
truments and data analysis tools. Current challenges on infection control demand the implementation
of a bacterial typing method that combines a high reliability and accuracy with a rapid, low cost and
user-friendly performance.

Fourier-Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy is a phenotypic-based method used for bacterial
differentiation since the 1990’s that can be easily adapted to provide a simple, fast and cost-effective
bacterial typing tool. Bacterial differentiation is based on characteristic spectral fingerprinting profiles,
obtained by exposure of the bacteria to an infrared beam, that result from the variable composition in
different macromolecules that produce characteristic vibration modes. Besides fundamentals, a brief
historical overview on the applications of FT-IR for bacterial typing is provided in light of bacterial geno-
typic, phenotypic and biochemical features, in order to definitively give this methodology credit to be
widely accepted by microbiologists for routine strain typing. Consistently, the discriminatory biochemical
fingerprints observed on FT-IR spectra have been correlated with sugar-based coating structures that
besides reflecting strain variation, are also of high relevance for the specificity in pathogen-host interac-
tions. Finally, our experience in the application of a FT-IR-based workflow for surveillance and outbreak
detection is presented, with a special focus on one of the most critical nosocomial pathogens nowadays
— Klebsiella pneumoniae.

Mots clés : Strain differentiation - Spectroscopy - Surface polysaccharides.
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SP4.1-02
Aspects logistiques liés a la mise en place d’une plateforme de séquencage a haut débit en Santé
Publique

Vincent Enouf' (vincent.enouf@pasteur.fr), Maud Vanpeene?

' Plateforme de M{crobiologie Mutualisée, Institut Pasteur, Paris, France
2IntegraGen SA, Evry, France

La plateforme de Microbiologie Mutualisée (P2M) de I'Institut Pasteur, est ouverte depuis 2015 a I'en-
semble des laboratoires de référence (CNR et CCOMS) et des collections pasteuriennes de Paris et
du Réseau International des Instituts Pasteur (RIIP). Dans un esprit de mutualisation technologique,
P2M regroupe les demandes et permet ainsi 'utilisation en routine du séquencage de nouvelle géné-
ration multi-pathogénes (NGS), technique qui restait jusqu’ici inaccessible car trop colteuse pour
de nombreux laboratoires de référence. Localisée dans le OMICS Center regroupant les activités de
production de séquences et d’analyses de données, la plateforme réalise actuellement environ 25 000
séquences annuelles. Cette activité suivant un processus quasi-industriel, a été développée et fonc-
tionne aujourd’hui en partenariat avec la société IntegraGen, spécialisée initialement dans le séquencage
humain. Les résultats apportent une réelle plus-value en termes de santé publique, confirmée par les
autorités de santé qui ont intégré une partie de ces nouveaux éléments dans le financement des CNR.
Aujourdbhui, P2M réalise le séquencage NGS des CNR pasteuriens et de structures extérieures.

Une méthode unique de fabrication de librairie a été développée pour séquencer bactéries, virus, cham-
pignons, parasites selon le méme procédé. Ainsi, il est plus aisé de déterminer un planning de production
et de respecter les délais de rendu de résultats. Ces délais fluctuent en fonction du type de matrice, du
jour de dépbt sur la plateforme et oscillent entre 3 et 12 jours. L’enregistrement des demandes sur le
LIMS, la préparation des ADN, le respect des concentrations sont des éléments importants que le client
doit parfaitement maitriser pour garantir les meilleurs résultats. Il a été nécessaire drinvestir dans de la
robotique de pipetage.

L’analyse bioinformatique des données en sortie de séquenceur permettant de valider ou non la qualité
des séquences, des outils informatiques de gestion (commandes de réactifs, commandes des clients,
comptabilité), de management de la qualité, d’édition de devis et de facturation ont été développés spé-
cifiquement pour cette plateforme afin de toujours obtenir de bons résultats et une parfaite tracabilité.

Mots clés : Plateforme - Séquencage - Santé publique - Multi-pathogenes - lllumina.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 56
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France

>
o
o
—
2
)
o
S
L
=
—
[
L
=
—
(&)
1
\T
N
a.
v




SFM 2019 Communications orales courtes

New technologies in microbiology

SP4.1-1
Métagénomique clinique : conclusions du groupe de réflexion Paris-Genéve
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Pour le groupe de métagénomique clinique Paris-Genéve'2

Hépitaux Universitaires de Genéve, Laboratoire de Recherche Génomique, Genéve, Suisse

Introduction et objectifs :

La métagénomique clinique (MgC) est définie comme I’application des nouveaux outils de séquencgage
(next-generation sequencing, NGS) a des échantillons cliniques en vue d’établir un diagnostic microbio-
logique, notamment I'identification d’agents potentiellement pathogénes et la prédiction de leur sensibili-
té aux antimicrobiens. En paralléle de la mise a disposition des séquenceurs de nouvelle génération dans
les établissements de soins, la MgC est actuellement en plein essor. De nombreuses séries de cas sont
rapportées dans la littérature, montrant le potentiel de la MgC comme outil diagnostic complémentaire
aux méthodes conventionnelles. Ainsi nous avons créé un groupe de réflexion comprenant des experts
franciliens et genevois provenant de différents horizons, avec comme objectif d’établir un consensus en
vue de I'utilisation de la MgC en routine.

Matériels et méthodes :

Le groupe de MgC Paris-Genéve comprend 18 experts en bactériologie, virologie, mycologie, parasi-
tologie, maladies infectieuses, wet-lab et bioinformatique, travaillant dans 6 établissements de I’AP-HP
et aux Hoépitaux Universitaires de Genéve. A ce jour (juin 2019), 5 réunions de travail ont été tenues sur
les thématiques suivantes : état des lieux des pratiques locales en MgC, préparation des échantillons,
séquencage, informatique et bioinformatique.

Résultats, discussion et conclusion :

A travers les différentes réunions, un consensus a pu étre dégagé sur les points suivants. La MgC est
pour le moment effectuée sur séquenceur lllumina (San Diego, Californie). Tous les échantillons peuvent
étre considérés pour application de la MgC. Afin de capturer ’'ensemble des informations de I’échantil-
lon, il a été convenu d’analyser en paralléle I’ADN et I’ARN. La déplétion en ADN humain a semblé indis-
pensable dans certaines situations (échantillons riches en cellules humaines, comme les échantillons
purulents). Un minimum de 2x5 millions de séquences (150 bases) par échantillon a été établi, avec pos-
sibilité de séquencer avec une plus grande profondeur dans un second temps, et tout particulierement
en cas de suspicion d’infection virale. Un travail spécifique sur les bases de connaissance (nettoyage de
la base RefSeq) et sur les stratégies d’analyse bioinformatique est toujours en cours.
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SP4.1-2
A prospective multi-centreevaluation of the NG-test Carba5, a multiplex immunochromatographic
assay for the rapid detection of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in culture
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"CEA, Gif-sur-Yvette, France

The spread of carbapenemase-producingEnterobacterales(CPE) is a public health concern. Rapid detec-
tion and identification of CPE is essential to prevent further spread and inform appropriate antimicrobial
therapy. During a prospective multi-centrestudy, we have evaluated the NG-test Carba5 (NGBiotech),
a multiplex Lateral Flow ImmunoAssay(LFIA) allowing the detection of NDM, OXA-48-, KPC-, VIM- and
IMP-like carbapenemasesfrom bacterial culture in less than 15 minutes (usually 2 min for positivity).

A total of 1095 isolates was tested between February - October 2018.KPC (n=151; 62% were from ltaly),
OXA-48-like (n=231; 43%, 26%, 21% came from France, Belgium and UK, respectively), NDM (n=119;
52% and 36% were from UK and France, respectively), VIM (n=94; 61% were from Spain), IMP (n=28;
79% were from Spain) and multiple carbapenemaseproducers (n=26) were all detected in a time-to posi-
tivity average of 2-3 minutes (Table 1). Only 3/652 CPE (IMI-1, OXA-427 and OXA-23) were not detected,
illustrating that the NG-test Carba5 was able to detect 99.5% of CPE circulating in the countries invol-
ved in the study. Of note, the NG-test Carba5 detected 12 IMP-8-positive isolates not detected by the
Xpert® Carba-R assay (Cepheid).

The NG-test Carbab is able to detect the ‘big 5’ carbapenemasefamilies on their own or in combination
with other carbapenemases. The overall sensitivity and specificity were nearly 100%. It requires minimum
hands-on-time (<1 min), is easy to implement and has a time-to-positivity of less than 3 mins, in most
of the cases. This tool is critical for implementing rapid infection control measures and is also relevant
in areas with a high prevalence of NDM-, OXA-48-, KPC-, VIM- or IMP-like producers to discriminate
between the carbapenemasefamilies, especially with novel avibactam-based treatments.

Mots clés : LFIA - Carbapenemase - detection.
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SP5.1-01
Remodelling Yersinia-host interactions: For better or worse?

Petra Dersch (petra.dersch@uni-muenster.de)
University of Minster, Institute for Infectiology, Miinster, Germany

Yersinia pseudotuberculosis evolved numerous strategies to survive in mammalian hosts. A hallmark is
the ability to rapidly adjust the lifestyle upon host entry to prevent attacks by the host immune systems.
One important strategy is that Y. pseudotuberculosis uses a type lll secretion system to apply toxic
effector proteins into professional phagocytes to prevent phagocytosis. Some isolates also produce
the cytotoxic necrotizing factor (CNFY), which enhances Yop translocation, contributes significantly to
the induction of acute inflammatory responses and results in extensive tissue destruction. Presence of
CNFY leads to a strong reduction of professional phagocytes and natural killer cells, whereas a loss
of the toxin allows efficient tissue infiltration of these immune cells and rapid killing of the pathogen.
A suppression of CNFY function, however, increases interferon-y-mediated responses, comprising
non-inflammatory antimicrobial activities and tolerogenesis. This process is accompanied by a preterm
reprogramming of the pathogen’s transcriptional response towards persistence, which gives the bac-
teria a fitness edge against host responses and facilitates establishment of a commensal-type life style
without disease symptoms. To capture the range, magnitude and complexity of the underlying control
mechanisms, we used different RNA-seq-based approaches to identify control factors important for
this process. We identified a range of complex regulatory cascades implicating sensory and regulatory
RNAs. In summary, our findings highlight a novel level of complexity in which the concerted action of
transcriptional regulators and non-coding RNAs adjusts the control of Yersinia fitness and virulence to
the requirements of their virulent lifestyle.

Mots clés : bacterial virulence - virulence regulation - host response.
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The polyamine spermidine modulates the production of the bacterial genotoxin colibactin
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Introduction :

Colibactin is a genotoxin produced by Escherichia coli strains that harbor the pks island. This polyketide/
non-ribosomal peptide induces DNA double-strand breaks and DNA interstrand crosslinks in infected
eukaryotic cells. Colibactin-producing strains are found associated with colorectal cancer biopsies in
humans and promote intestinal tumor progression in various murine models. Polyamines are small poly-
cationic molecules produced both by microorganisms and eukaryotic cells. Their levels are increased
in malignancies, where they contribute to disease progression and metastasis. Bacteria can also take
advantage of polyamines to modulate virulence factors regulation or biosynthesis. In this study, we
investigated the putative roles of polyamines in colibactin genotoxic activity.

Material and methods:

E. coli mutants deleted for genes involved in the major endogenous polyamines synthase pathway were
engineered and tested for colibactin related effects and production by different complementary assays:
i.e. megalocytosis phenotype induction and quantification of histone H2AX phosphorylation in response
to DNA damage after cell infection; DNA interstrand crosslink formation and colibactin prodrug motif
quantification by LC-MS.

Results and discussion:

We demonstrated that the endogenous spermidine synthase SpekE is required for full genotoxic activity
of colibactin-producing E. coli. Supplying spermidine in a AspeE pks+ E. coli strain restored genotoxic
activity. Spermidine is involved in the autotoxicity linked to colibactin and is required for direct damaging
activity on DNA. The production of colibactin prodrug motif is impaired in AspeE mutants. Therefore, we
demonstrated that spermidine has a direct impact on colibactin synthesis.

We describe a new interplay between the synthesis of the genotoxin colibactin and the polyamine sper-
midine. This work provides new hypotheses for the role of these metabolites in the pathophysiology,
as both E. coli producing colibactin and polyamines are present in the gut and both associated with
colorectal cancer tissue. This work highlights the potential deleterious synergy between microbiota and
host cell metabolism during carcinogenesis.

Mots clés : colibactin - polyamines metabolism - spermidine - Escherichia coli - genotoxicity.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 60
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19, France



SFM 2019 Communications orales courtes

Metabolism and microbial pathogenesis

SP5.1-2
Le métabolisme du sucre est une cible prédominante d’adaptation chez Escherichia coli dans
I'intestin de la souris

Mohamed Ghalayini'?® (mohamed.ghalayini@inserm.fr), Mélanie Magnan', Sara Dion®, Erick Denamur* 3,
Olivier Tenaillon® %, Mathilde Lescat" 3¢

"UMR 1137, équipe QEM, Inserm, Paris, France

2 APHP - Hépital Avicenne, Réanimation médico-chirurgicale, Bobigny, France
8Université Paris Nord, PRES Sorbonne Paris Cité, Paris, France

4UMR 1137, équipe EVRest, Inserm, Paris, France

SUniversité Paris Diderot, PRES Sorbonne Paris Cité, Paris, France

8APHP - Hépital Jean Verdier, Service de microbiologie, Bondy, France

Introductions et objectifs :

E. coli du groupe phylogénétique B2, responsable de pathologies extra-digestives, colonise de plus en
plus le tube digestif des individus des pays industrialisés au détriment des autres groupes phylogéné-
tiques, probablement en rapport avec un élément du mode de vie occidental comme I’alimentation. Une
précédente expérimentation évolutive avait mis en évidence une faible sélection d’une souche de E. coli
appartenant a ce groupe dans le tube digestif de souris nourris avec un seul régime standard (Lescat et
al. 2017) suggérant une bonne adaptation de celle-ci (Couce & Tenaillon 2015). La question se pose du
mode d’adaptation de E. coli du groupe phylogénétique B2 en fonction du régime, mais aussi du mode
d’adaptation d’une souche de E. coli appartenant a un autre groupe phylogénétique.

Matériels et méthodes :

Nous avons étudié, pendant plus d’'un an, I’adaptation de E. coli 536 (appartenant au groupe phylogé-
nétique B2) extraite des féces de souris nourris avec un régime riche en gras et en sucre (Western Diet,
WD) et de E. coli HS extraite des féces de souris nourris avec un régime WD ou nourris avec un régime
standard avec fibre (Chow diet, CD). Les souches ont été extraites a trois points de temps, séquencée
puis les mutations ont été analysées.

Résultats, discussion et conclusion:

Nous avons trouvé un fort signal de sélection chez E. coli HS en rapport avec des convergences muta-
tionnelles touchant principalement le métabolisme du sucre. Les convergences touchant le métabolisme
du maltose, du glycérate, du mannose et du 2keto-3-desoxy-D-gluconate se retrouvent significativement
plus dans le groupe CD. Les convergences touchant le métabolisme du gluconate se retrouvent signi-
ficativement plus chez WD. En contraste, nous avons observé une faible trace de sélection chez E. coli
536 probablement en rapport, en partie, avec le traitement a la streptomycine et une faible convergence
sur lacl. Le métabolisme du sucre semble étre un enjeu crucial d’adaptation de E. coli au tube digestif
de souris dont les cibles dépendent du régime alimentaire mais dont I'intensité dépend de la souche.

Mots clés : Escherichia coli - Adaptation - Commensalisme - Expérimentation évolutive in vivo a long
terme - Métabolisme du sucre.
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Modifications métaboliques chez Pseudomonas aeruginosa en coexistence avec Staphylococcus
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Objectifs et matériels :

Les poumons des patients atteints de mucoviscidose sont colonisés par de nombreux microorganismes
dont les principaux agents d’intérét clinique sont Pseudomonas aeruginosa (PA) et Staphylococcus
aureus (SA). Selon la tranche d’age, jusqu’a 40% des patients présentent une co-infection par ces deux
bactéries. Différents modes d’interactions entre PA et SA se manifestent au cours de I'infection : les
souches de PA peuvent soit inhiber la croissance du staphylocoque selon des mécanismes bien décrits,
soit coexister durablement avec SA. Nous cherchons a comprendre comment cet état de coexistence
affecte la physiologie de PA. Nous avons pour cela étudié I’expression génique et le métabolisme de 22
couples de souches PA/SA isolés d’expectorations de patients atteints de mucoviscidose et présentant
cet état de coexistence.

Méthodes et résultats :

Les souches PA et SA de chaque couple ont été cultivées en monoculture et en coculture. L’expression
génique chez PA aprés 4h de monoculture ou coculture a été évaluée par RNAseq (2 couples de
souches) puis confirmée par RT-gPCR (22 couples). Les résultats obtenus montrent que la présence
de SA modifie de maniére importante le métabolisme de PA et I'utilisation des ressources nutritives.
Chez 70% des souches de PA, la coculture avec SA induit une surexpression significative du systeme
aco, impliqué dans le catabolisme de I’acétoine. D’une part, les souches cliniques de SA ont présenté
une forte production d’acétoine, signal inducteur de la surexpression du systéme aco chez PA. D’autre
part, un catabolisme de I'acétoine a été observé chez les souches cliniques de PA, particulierement en
coexistence avec SA. Enfin, I'utilisation de mutants du systéme aco a permis de mettre en évidence que
le catabolisme de I'acétoine par PA favorise la survie des deux bactéries dans un milieu appauvri.
Conclusions :

Nos résultats indiquent que la coexistence avec SA induit une surexpression du systéme aco chez PA, lui
permettant de cataboliser I’acétoine produit par le staphylocoque. L’acétoine, source de carbone alter-
native pour PA et impliquée dans la résistance au stress acide chez SA, pourrait favoriser la persistance
des deux bactéries dans les poumons des patients atteints de mucoviscidose.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa - Staphylococcus aureus - Mucoviscidose - Interactions - Acétoine.
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Emergence de la résistance aux échinocandines
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CNRS, UMR 5234, Université de Bordeaux, Bordeaux, France

Les échinocandines (caspofungine, micafungine, anidulafungine) sont les derniers antifongiques mis sur
le marché dans les années 2000 et les seuls ciblant la paroi cellulaire fongique, structure polysacchari-
dique complexe indispensable a la croissance et a la survie des champignons. Ce sont des inhibiteurs
non-compétitifs de la glucane synthase, complexe enzymatique codé par les génes FKS, responsable
de la synthése du B-1,3-D-glucane, composant majeur de la paroi fongique et absent des cellules de
mammiféres. Leur excellent profil de tolérance, le faible nombre d’interactions médicamenteuses, leur
activité fongicide marquée vis-a-vis des Candida spp y compris les espéces résistantes aux azolés, font
gu’elles se sont rapidement imposées comme le traitement de premiere ligne des candidoses invasives
chez la plupart des patients. Leur consommation a donc fortement augmenté ces derniéres années et
des résistances associées a I'acquisition de mutations ponctuelles dans différentes régions appelées
« Hot-Spot » des génes FKS ont été rapportées. Si la prévalence de la résistance reste tres faible chez
Candida albicans et la plupart des Candida spp, les données concernant les espéces haploides Candida
glabrata et Candida auris sont plus alarmantes.

En raison de la place importante des échinocandines dans I’'arsenal antifongique encore limité, I’objectif
de cette présentation est :

(i) de fournir un apercu actualisé de la résistance et de la tolérance aux échinocandines chez les Candida
spp, en abordant les mécanismes moléculaires sous-jacents, I’épidémiologie, les méthodes phénoty-
piques et génotypiques de détection disponibles en routine [1] ;

(i) la relevance clinique de la détection des mutations de résistance n’étant pas clairement établie, de
démontrer I'intérét du développement de modeéles cellulaires d’expression des génes FKS pour déter-
miner I'impact potentiel des mutations sur les concentrations minimales inhibitrices, la morphologie et
la composition de la paroi, le fitness et la virulence ainsi que sur la réponse immunitaire de I’hbte [2-5].
La résistance microbiologique n’est pas le seul facteur déterminant dans la réponse au traitement, la
sévérité de la maladie sous-jacente, le statut immunitaire de I’hbte, le contrdle de la source de I’'infection,
le délai de mise en ceuvre du traitement, les paramétres PK-PD, le fitness de I'isolat ... peuvent jouer un
réle important.

Mots clés : Echinocandines - Résistance - Mutation FKS - Candida spp.
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Antifungal stewardship
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Optimisation de la prise en charge thérapeutique antifongique sous I’angle Pharmacocinétique/
Pharmacodynamique

Peggy Gandia (gandia.p@chu-toulouse.fr)
Lab. Pharmacocinétique et Toxicologie, CHU Toulouse, Toulouse, France

Les patients atteints d’une infection fongique invasive (IFl) représentent une population dont le taux de
mortalité (20-30%) reste élevé malgré un arsenal thérapeutique diversifié. Maximiser les chances de
survie de ces patients requiert une prise en charge personnalisée impliquant un schéma posologique
adapté. Ce dernier est usuellement établi selon 3 critéres principaux : I'effet concentration- ou temps-dé-
pendant, la présence d’un effet post-antifongique et le profil pharmacocinétique de I’'antifongique. Il peut
étre amélioré a I'échelle individuelle par le biais d’un suivi thérapeutique pharmacologique (STP).

Pour qu’un médicament soit éligible au STP, il doit répondre a 3 conditions : (1) une relation entre
exposition et effet, caractérisée par le critere pharmacocinétique/pharmacodynamique (PK/PD), (2) une
marge thérapeutique étroite, et (3) une forte variabilité inter-individuelle associée a une faible variabilité
intra-individuelle. Ceci est le cas de la Flucytosine et des triazolés pour lesquels le STP est recommandé
de sorte a optimiser la réponse au traitement tout en limitant sa toxicité. A I'inverse, pour ’Ambisome et
la Caspofungine, le STP n’est recommandé que chez les populations connues pour présenter une forte
variabilité inter-individuelle des parametres pharmacocinétiques (i.e, réanimation...).

A ce jour, le STP des ATF, tel qu’il est réalisé en pratique hospitaliere, repose sur la détermination de
concentrations plasmatiques mesurées a des temps choisis puis comparées a des seuils préétablis
(par exemple, dosage de la concentration maximale pour la Flucytosine et de la concentration minimale
pour les ATF triazolés). En effet, I'utilisation directe des criteres PK/PD (Cmax/CMI, ASC/CMI, T>CMI)
est difficilement applicable a la pratique clinique pour des raisons d’épargne sanguine et de logistique.
Toutefois, ce STP dit standard reste perfectible et peut facilement étre optimisé a I'aide de la pharmaco-
cinétique de population (PK POP), approche encore trop peu développée en milieu hospitalier. En effet,
la PK POP permet d’estimer le profil cinétique complet d’un médicament pour un patient et interpréter
ainsi des concentrations mesurées pour des schémas d’administration (doses, intervalle entre deux
prises) non conventionnels. En outre, elle permet d’estimer la valence cinétique du critére PK/PD (i.e.
ASC pour les triazolés) et définir au mieux le schéma d’administration garantissant une efficacité micro-
biologique et/ou clinique.

Mots clés : Antifongique - Suivi thérapeutique pharmacologique - Critere pharmacocinétique/pharma-
codynamique.
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Lactobacillus rhamnosus Lcr35° as an effective treatment for preventing Candida albicans
infection in the preclinical model Caenorhabditis elegans
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Introduction and aims:

The increased recurrence of Candida albicans infections is associated with greater resistance to anti-
fungal drugs. This involves the establishment of alternative therapeutic protocols such as the use of
probiotic microorganisms whose antifungal potential has already been demonstrated using preclinical
models (cell cultures, laboratory animals) and clinical studies. Understanding the mechanisms of action
of probiotic microorganisms has become a strategic need for the development of new therapeutics for
humans. In this study, we investigated the prophylactic anti-Candida albicans properties of Lactobacillus
rhamnosus Lcr35® using the in vivo Caenorhabditis elegans model.

Materials and methods:

For this, we followed the survival of the nematode in the case of a fungal infection, prevented or not by
the probiotic Lcr35®. This followed by a gene expression analysis. Also, we are interested in the locali-
zation of the DAF-16 transcription factor.

Results, discussion and conclusion:

On the top of having a pro-longevity activity in the nematode, Lcr35® protects the animal from the fun-
gal infection even if the yeast is still detectable in its intestine. At the mechanistic level, we note the
repression of genes of the p38 MAPK signaling pathway and genes involved in the antifungal response
induced by Lcr35® suggesting that the pathogen no longer appears to be detected by the worm immune
system. However, the DAF-16 / FOXO transcription factor, implicated in the longevity and antipathogenic
response of C. elegans, is activated by Lcr35®. These results suggest that the probiotic strain acts by sti-
mulating its host via DAF-16, but also by suppressing the virulence of the pathogen. However, for more
precision, an exhaustive study of the C. elegans transcriptome will be carried out in order to decipher
the mechanisms of action of Lcr35°.

Mots clés : C. elegans - Lactobaccillus rhamnosus - Candida albicans - survival - immune response.
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Ecologie, évolution et émergence de vibrios pathogénes
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Alors que les études sur agents infectieux d’invertébrés marins ont bénéficiées de I'ére de la génomique,
I’exploration des mécanismes de virulence est souvent biaisée par ce qui est connu chez les pathogénes
humains. Or les vibrios environnementaux (par opposition aux quelques souches V. cholerae modéles
de laboratoire) sont particulierement pertinents pour aborder des questions fondamentales telles que
la dynamique éco-évolutive des pathogénes. lIs représentent de plus une source précieuse de méca-
nismes moléculaires a découvrir. Dans une premiéere partie, je discuterai de I'histoire évolutive de vibrios
pathogénes d’huitres creuses et de la sélection de souches plus virulentes dans des fermes ostréicoles.
Cette sélection dépend d’un plasmide codant un systeme de sécrétion de type VI (T6SS). Ce T6SS est
responsable de la toxicité du vibrio contre les cellules clés de la réponse immunitaire de I’huitre. Dans
la deuxieme partie de mon exposeé, je décrirai une nouvelle toxine, la nigritoxine, initialement identifiée
chez un vibrio pathogéne de crevette. Cette toxine s’est avérée Iétale pour les Tetraconata (crustacés
et hexapodes) alors qu’elle ne présente pas de toxicité pour les autres animaux. La nigritoxine possede
une nouvelle structure protéique de type a / b. Son domaine N-terminal est essentiel a la translocation
cellulaire de la protéine et probablement a la spécificité envers les Tetraconata. Une fois internalisée par
les cellules eucaryotes, la nigritoxine induit une mort cellulaire par apoptose par le biais de caractéris-
tiques structurelles localisées dans le domaine C-terminal de la protéine.

Mots clés : evolution - ecologie - virulence - vibrio - invertébrés.
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Insectes et phytopathogénes
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Résumé non parvenu.
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Les amibes libres de ’environnement contribuent-elles a disperser I'antibio-résistance ?
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Introduction et objectifs :

La résistance aux antibiotiques est une préoccupation majeure pour la santé publique et I’environne-
ment. Les effluents hospitaliers, urbains ou d’élevage, et les eaux usées traitées des stations d’épura-
tion (STEU) sont des sources de bactéries résistantes aux antibiotiques et de génes de résistance aux
antibiotiques. Leur rejet dans les milieux naturels contribue a la dissémination de I'antibiorésistance et,
leur survie et persistance dans I’environnement vont étre notamment conditionnées par les interactions
avec d’autres microorganismes comme la microfaune. Les amibes sont connues pour se nourrir princi-
palement de bactéries par phagocytose. Certaines peuvent cependant étre également des réservoirs de
pathogénes. En effet des analyses de diversité amibienne de I’eau par approche métagénomique et de
sols par approche culturale, ont révélé la présence, de bactéries appartenant aux genres Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Burkholderia ou Acinetobacter et aux espéces opportunistes comme S. maltophilia
ou P. aeruginosa dont certaines souches sont multi-résistantes aux antibiotiques. Ainsi dans I’environ-
nement, les amibes pourraient contribuer a la survie et la dispersion de bactéries antibiorésistantes.
Matériels et méthodes :

57 échantillons d’eaux ont été prélevés sur le site de Limoges : eaux du réseau hospitalier, eaux usées
urbaines (sans activité de soins), entrée et sortie de la STEU et riviére recevant les effluents traités de
la STEU. Les amibes, les bactéries et les bactéries associées a 75 amibes ont été isolées. Le profil
d’antibiorésistance des souches de S. maltophilia et P. aeruginosa a été caractérisé. Les intégrons de
résistance aux antibiotiques (classes 1, 2 et 3) ont été recherchés par gPCR, dans le compartiment ami-
bien et hors des amibes.

Résultats, discussion et conclusion :

Les souches de P. aeruginosa associées aux amibes semblent moins résistantes que celles isolées des
eaux, alors que les souches de S. maltophilia associées aux amibes y compris dans la riviére, présentent
plus de résistances acquises que celles libres. Si les intégrons de classes 1, 2 et 3 sont détectés dans
les eaux le long du transect, seuls les intégrons de classe 1 sont retrouvés associés aux amibes. Ces
résultats mettent en avant le role potentiel des amibes dans la dispersion de I'antibiorésistance dans
I’environnement.

Mots clés : Stenotrophomonas maltophilia - Pseudomonas aeruginosa - Amibes libres - STEU - antibio-
résistance.
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Interactions hotes-pathogénes environnementaux

SP6.1-2
Inventaire comparatif des tiques de la région de Bouzeguéne (entre 2014 et 2015), et la détection
moléculaire des Rickettsia

Karima Brahmi (karib20032002@yahoo.fr)

Université Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou, Département de biologie, Tizi-Ouzou, Algérie

A tick inventory was carried out in the region of Bouzeguéne to bioclimatic per-wet and cold winter
between January and May 2015. Sampling of ticks on cattle of different farms was conducted by direct
capture by hand. This technique has revealed the existence of 7 species of ticks of the family Ixodidae:
Hyalomma marginatum marginatum, Hyalomma detritum detritum, Hyalomma sp, Rhipicephalus san-
guineus, Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus sp.. and Boophilus sp. The comparative study of our study
to that made in the previous year over the same period revealed the abundance Hyalomma marginatum
marginatum in 2014 with a rate of 37.03% and rather Boophilus sp. in 2015 with a rate of 47.26%. We
also noted the absence of Ixodes species during our year of study, suspecting the little altitude level
of our website. The parasite rates highlighted the difference in infestation rates and parasite loads of
species of different farms. Finally, molecular detection of Rickettsia was performed on ticks by PCR,
confirming the existence of the genus Rickettsia Bouzeguéne in the region.

Mots clés : Inventory; - Ticks; - Parasite rates - Pathogen - Rickettsia sp.
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Interactions hotes-pathogénes environnementaux

SP6.1-3
Diversité génétique et répartition spatiale de M. ulcerans par séquencage ADN du génome

Alban Besnard (alban.besnard@inserm.fr)

CRCINA Inserm U1232, Angers, France

Introduction et objectifs :

Mycobacterium ulcerans (Mu) est I’agent causal d’une maladie tropicale négligée diagnostiquée majori-
tairement en Afrique Centrale et de I’Ouest qui porte le nom de I'ulcére de Buruli. D’aprés les connais-
sances scientifiques, la bactérie est associée a I'eau et elle se transmet par inoculation. Néanmoins les
réservoirs du pathogéne et ses vecteurs sont encore mal connus. Dans cette présentation, nous mon-
trerons comment la mise en relation entre la diversité génétique obtenue par séquencage du génome
et la géolocalisation des patients peut nous donner des informations importantes sur la bactérie, ses
réservoirs et sa dissémination.

Matériels et méthodes :

Pour cela, nous avons travaillé avec 208 souches provenant de patients béninois ayant contractés la
maladie entre 2006 et 2017. Le lieu de vie de chaque patient a été géolocalisé. Apres isolement des
souches, un séquencage ADN a été effectué avec lllumina ou lontorrent selon les années. A la suite
d’une détection de SNP avec snippy en alignant sur un génome de référence (Agy99), la construction
d’un arbre phylogénétique a été effectué avec Phyml. Une fois les groupes génétiques déterminés, nous
avons analysé leur répartition géographique et identifié des clusters géographiques avec un modeéle
spatial de QGIS (Satscan).

Résultats et discussion :

7167 SNP ont été identifiés et 5922 ont été conservés selon des critéres de couverture minimum sur
toutes nos souches. 4800 SNP caractérisent des différences avec un groupe distant (Mu A2) auquel
appartiennent 7 de nos souches. 1021 SNP marquent des différences entre nos souches restantes (Mu
A1), dont 436 qui ne sont présent qu’une seule fois.

Nous avons déterminé 9 clusters génétiques, I'un d’eux étant trés différent des autres (Mu A2). Ces dif-
férents groupes ne sont pas répartis aléatoirement sur le territoire et 3 clusters géographiques ont été
identifiés. Cela traduit I'existence de plusieurs réservoirs indépendants dans le bassin étudié.

Il serait intéressant d’étudier la diversité génétique des souches environnementales de M. ulcerans dans
les zones identifiées pour tester nos hypothéses.

Mots clés : Séquencage - Diversité génétique - Mycobacterium Ulcerans - Phylogénie.
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Sécurité des aliments : la vigilance reste de mise

SP2.2-01
Epidémie de listériose en Afrique du Sud : qu’avons-nous appris ?

Alexandre Leclercq (alexlec@pasteur.fr)

CNR/CCOMS LISTERIA, Institut Pasteur, Paris, France

De juin 2017 a juillet 2018, la plus grande épidémie mondiale de listériose a eu lieu en Afrique du Sud,
pays dont la prévalence de I'infection par le HIV est élevée, notamment chez les femmes en age de
procréer. 937 cas furent confirmés dont 43% de nouveau-nés et un taux de mortalité global de 26%.
Les investigations microbiologiques et épidémiologiques, auxquelles 'OMS a pris part, identifierent que
la source était un aliment prét-a-consommer a base de viandes, le « French Polony », fabriqué dans
une grande entreprise agroalimentaire sud-africaine. Ce produit largement consommé nationalement a
conduit a une exposition élevée de la population, notamment les sujets a risque, femmes enceintes et/ou
sujets immunodéprimés. La souche de Listeria monocytogenes responsable de cette épidémie apparte-
nait au clone hypervirulent CC6 (LISL6ST6CT4148).

Les principaux enseignements tirés de cette épidémie sont les suivants :

e | a listériose ne survient pas que dans I’hémisphére nord. Listeria monocytogenes peut également
étre la cause d’épidémies dans les pays du Sud, du fait la présence de populations a risque. Une
surveillance active est donc nécessaire avec notification obligatoire des cas et utilisation du typage
génomique centralisé des souches d’origine clinique et d’origine alimentaire afin d’identifier les clus-
ters de cas et leurs sources. Cette surveillance microbiologique permet de déclencher et de guider
les investigations épidémiologiques pour une détection rapide et un management optimal de I'épi-
démie.

e | a nécessité d’une approche coordonnée de type « One Health » et d’'une communication entre les
différentes autorités en charge de la surveillance.

e | a nécessité d’adopter des réglementations en hygiéne des aliments adaptées intégrant 'HACCP.
Ceci est facilité par I’existence du Codex Alimentarius et la prise en compte des capacités analy-
tiques locales et de la population a risque rencontrée.

Apres plus de 110 épidémies répertoriées mondialement, il est important de ne pas négliger le danger
représenté par Listeria monocytogenes dans la surveillance nationale des pathogénes alimentaires,
y compris dans les pays du Sud. L’absence de surveillance peut engendrer des pertes humaines et
économiques lourdes, et avoir un impact national, régional, voire international, en cas d’exportation de
I’aliment contaminé a I'origine de I'épidémie.

Mots clés : Afrique du Sud - Listeria - Grossesse - Sécurité alimentaire - Surveillance épidémiologique.
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SP2.2-1
Les lipides insaturés des aliments, accélérateurs de croissance pour Listeria monocytogenes

Florence Dubois-Brissonnet' (florence.dubois@agroparistech.fr), Cécile Touche', Aurélia Pernin':2

"Institut Micalis, AgroParisTech, INRA, Jouy-en-Josas, France
2Ingénierie Procédés Aliments, AgroParisTech, INRA, Massy, France

Introduction et objectifs :

Les recommandations nutritionnelles visant a augmenter le ratio acides gras insaturés/saturés dans I’ali-
mentation sont aujourd’hui bien admises par les industriels et les consommateurs. L’objectif de ce travalil
est d’évaluer I'impact de ces recommandations sur la sécurité sanitaire des aliments. Il vise notamment
a caractériser I'effet de lipides alimentaires selon le type d’acides gras, leur niveau d’estérification ou
leur état (dispersé ou en émulsions) sur la croissance de Listeria monocytogenes et sur I’efficacité de
composés antimicrobiens.

Matériels et méthodes :

La croissance de 46 souches de Listeria monocytogenes en présence ou absence d’acide oléique été
suivie pendant 10 jours a 4°C pour évaluer la variabilité inter-souche de la différence de croissance en
présence de I'acide gras. L’effet de différents types d’acides gras, libres ou estérifiés, dans des milieux
de culture ou des émulsions avec 30% d’huile a ensuite été évalué. Afin de comprendre les mécanismes
physiologiques mis en ceuvre, des analyses biochimiques des phospholipides membranaires ont été
effectuées.

L’'impact de la présence de lipides alimentaires a également été évalué sur I'activité de deux composés
antimicrobiens aux propriétés physico-chimiques différentes en comparant I'inhibition de croissance
obtenue en milieux de culture et en émulsions constituées de 30% d’huile.

Résultats :

Les 46 souches testées ont été classées selon leur capacité a pousser plus vite a basse température
en présence de I'acide gras insaturé. Pour la souche la plus réactive, le phénoméne de surcroissance a
basse température est trés marqué avec les acides gras insaturés libres, un peu moins pour les lipides
estérifies dispersés ou pour les triglycérides en milieux émulsionnés. Le phénoméne de surcroissance
s’accompagne d’une incorporation membranaire des acides gras insaturés exogénes.

En présence de gouttelettes lipidiques, I'activité antimicrobienne de I'eugénol (log P = 2,61) disparait,
probablement parce que celui-ci migre dans la phase hydrophobe. A I'inverse, I'acide férulique, moins
hydrophobe (log P= 1,67), conserve une certaine efficacité dans la phase aqueuse.

En conclusion, les lipides peuvent avoir un impact favorisant significatif sur la croissance de Listeria
monocytogenes soit en s’incorporant dans la membrane a basse température quand le systéme de syn-
thése devient déficient soit en piégeant les antimicrobiens hydrophobes.

Mots clés : surcroissance - basse tempéraure - composés phénoliques antimicrobiens - acides gras -
reprogrammation membranaire.
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SP2.2-2
Méthodes d’analyse des parasites protozoaires dans les aliments : actualités

Isabelle Villena' (ivilena@chu-reims.fr), Stéphanie La Carbona?

"Laboratoire de Parasitologie, CHU / Université Reims Champagne-Ardenne, Reims, France
2Société ACTALIA, Saint-L6, France, France

L’'OMS a publié pour la premiere fois en 2015, le fardeau imposé par les maladies d’origine alimentaire
imputées aux parasites. Les protozoaires Cryptosporidium spp., Giardia spp. et T. gondii ont alors été
rapportés responsables en 2010 de 47.1 millions de cas, 5913 déceés et de prés d’1.2 million DALYs
(Disability Adjusted Life Years : nombre cumulé d’années perdues en raison d’une mauvaise santé, d’un
handicap ou d’un décés précoce), I’eau étant exclue de ces données [1, 2]. Suite a une priorisation des
parasites d’origine alimentaire en Europe réalisée dans le cadre d’une action COST EURO-FoodBorne
Parasites, T. gondii et C. parvum qui se classent respectivement en 1¢ et 2°™ position pour I'Ouest de
I’Europe [3], sont désormais reconnus comme importants dans le domaine de la sécurité des aliments
par 'EFSA [4].

En 2016, une norme décrivant une méthode basée sur la microscopie a épifluorescence pour détecter
Cryptosporidium et Giardia dans les végétaux frais a feuilles vertes et les fruits a baies a été publiée
(NF EN ISO 18744). Cependant, cette méthode reste peu ou pas appliquée, car elle est chronophage,
colteuse, requiert une expertise accrue et ne permet pas d’accéder aux informations nécessaires a
I’évaluation du risque (espéce, viabilité). Aucune méthode standard n’est disponible pour T. gondii. Le
développement de méthodes alternatives moléculaires fait donc consensus et est largement privilégié
pour la détection de ces trois parasites dans les aliments.

L’Unité Mixte Technologique (UMT) ACTIA PROTORISK (2015-2019), qui associe le pble Sécurité des
Aliments d’ACTALIA et 'EA 7510 Epidémio-Surveillance et Circulation des Parasites dans I’Environne-
ment, a développé des outils d’analyse performants, adaptés a différentes matrices, économiquement
intéressants, rapides et accessibles aux laboratoires.

L’UMT s’est également intéressée aux méthodes permettant d’évaluer le caractére infectieux des para-
sites dans les matrices alimentaires, pour proposer des alternatives aux essais in vivo, qui restent a
I’heure actuelle la référence pour accéder de maniére fiable a cette information. Les méthodes seront
présentées lors du congres et les résultats sur quelques exemples applicatifs en matrices seront expo-
sés.

Mots clés : parasites protozoaires - Détection - viabilité - infectiosité.
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SP2.2-3
Evaluation quantitative des risques microbiens appliquée a la viande bovine : vue d’ensemble et
défis a venir

Vincent Tesson' (vincent.tesson2@inra.fr), Michel Federighi'!, Enda Cummins?, Sandrine Guillou?,
Géraldine Boué'

1Secalim, INRA-Oniris, Nantes, France
2School of Biosystems & Food Engineering, University College of Dublin, Dublin, Irlande

Introduction et objectifs :

Chaque année en Europe, environ 10% des quelque 23 millions de maladies d’origine alimentaire sont
liées a la consommation de viande, avec une forte contribution de la viande bovine. Ces maladies sont
majoritairement dues a des contaminations bactériennes pathogénes qui se produisent entre I’élevage
et I'assiette du consommateur. Pour prévenir cela, les processus décisionnels en matiere de sécurité
sanitaire des aliments reposent sur I’évaluation quantitative des risques microbiologiques (EQRM). Dans
ce contexte, et aprés plusieurs crises sanitaires associées a la viande, le développement des EQRM
s’est accru au cours des dernieres décennies. Cette étude vise a réaliser une analyse critique des EQRM
existantes de la viande de beoeuf et a identifier les défis a venir.

Matériels et méthodes :

Cette analyse est basée sur une revue systématique effectuée selon la méthode PRISMA. Les articles
ont été étudiés pour mettre en évidence leurs champs d’application, les étapes de la chaine de traite-
ment prises en compte ainsi que les données d’entrée collectées et les résultats obtenus.

Résultats, discussion et conclusion :

Ces modeles d’EQRM ont été développés en réponse a des préoccupations de santé publique liées a la
consommation de viande dans différents pays. Ainsi, a partir de 1397 articles, 110 ont été sélectionnés
pour analyse dont 39 sont spécifiques aux EQRM. Ces modéles ont été majoritairement élaborées pour
deux espéeces bactériennes pathogenes (E. coli et Salmonella). Une partie seulement des EQRM prend
en compte I'’ensemble de la chaine de traitement. Des modéles de microbiologie prédictive ont égale-
ment été ajoutés a I'analyse, car ils aident grandement a estimer I'impact des stades de croissance et
d’inactivation.

Les défis identifiés concernent la prise en compte de I'’ensemble de la filiére, la centralisation de la col-
lecte des données et I’lharmonisation des modéles pour une utilisation plus simple et étendue a d’autres
contextes.

Cette analyse peut servir de base pour I'intégration des modéles collectés dans un outil harmonisé
pour I’ensemble de la chaine de la viande bovine et aidera la communauté scientifique et les autorités
chargées de la sécurité sanitaire des aliments a identifier les besoins spécifiques de surveillance et de
recherche.

Mots clés : QMRA - boeuf - viande - harmonisation des modeéles - microbiologie prédictive.
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SP2.2-4
Development and harmonization of innovative methods for comprehensive analysis of foodborne
toxigenic bacteria, ie. Staphylococcus spp., Bacillus cereus and Clostridium perfringens

Manon Michaut' (manon.michaut@anses.fr), Dominique Clermont?, Taran Skjerdal®, Olivier Firmesse',
Benoit Gassilloud®, Valérie Fessard®, Nalini Ramarao®, Michel Gohar®, Michel Hebraud?,

Julia Chamot Rooke?, Christelle Mazuet?, Julien Masquelier®, Sarah Denayer®, Alexandra Fetsch®,
Stephen Francis Marino®, Jacques-Antoine Hennekinne', Yacine Nia'

"Laboratoire de sécurité des aliments, Anses, Maisons-Alfort, France
2 |nstitut Pasteur, Paris, France

3Norwegian Veterinary Institute, Oslo, Norvege

4Laboratoire d’Hydrologie de Nancy, Anses, Nancy, France
SLaboratoire de Fougéres, Anses, Fougéres, France

8INRA, Jouy-en-Josas, France

"INRA, Clermont Ferrand, France

8Sciensano, Bruxelles, Belgique

®German Federal Institute for Risk Assess, Berlin, Allemagne

Toxins produced by Staphylococcus spp., Bacillus spp. and Clostridium spp. (excluding botulinum) are
the third cause of food-poisoning outbreaks (FPOs) in the European Union, leading to nearly 900 out-
breaks in 2017 (EFSA report 2017). Even methods allowing the detection of some toxins are available in
the commerce, the involvement of the whole of toxins remain unknown. For example, over 27 staphy-
lococcal enterotoxins described, only 5 are detectable using routine methods (EN ISO 19020).

In the frame of One Health European program (H2020), TOX-Detect project aims to contribute to increase
consumer health protection by filling the critical gaps of lacking methodologies to characterize foo-
dborne toxigenic bacteria and to detect their toxins and. This project launched in January 2018 with a
budget of 2.8 M € gather six European partners representing France, Germany, Norway and Belgium.
In this work, development and harmonization of new (“non-NGS”) approaches for a better detection and
quantification of bacterial toxins or factors involved in the virulence of toxigenic bacteria, including those
that remain currently undetectable (emerging threats) will be discussed. Three different methods: (i) liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS) experiments, highly specific and allowing
for quantification of toxins of the three pathogens; (ii) matrix-assisted laser desorption/ionization coupled
to time-of-flight detectors (MALDI-ToF) that could lead to an accurate and rapid identification and cha-
racterization of toxigenic bacteria; (iii) quantitative immune-enzymatic methods (ELISA) potentially use
for toxin/virulence factors detection at the food industry level for Staphylococcus and Bacillus toxins will
be developed. To assess and optimize the performance of the developed methods, the implementation
of ring trials will be presented.

In conclusion, the methods developed in this project will contribute to the increase of the strong evidence
outbreaks reported by EFSA each year.

Mots clés : food-poisoning outbreaks - toxigenic bacteria - non-NGS based detection - Mass
Spectrometry - Immunoassays.
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SP3.2-01
We are what we eat: modern stressors of the host-microbiota super-organism

Benoit Chassaing (bchassaing@gsu.edu)

Institut Cochin, Inserm U1016, Paris, France

The intestinal tract is inhabited by a large and diverse community of microbes collectively referred to
as the gut microbiota. While the gut microbiota provides important benefits to its host, disturbance of
the microbiota—host relationship is associated with numerous chronic inflammatory diseases, including
inflammatory bowel disease and metabolic syndrome. A primary means by which the intestine is protec-
ted from its microbiota is via multi-layered mucus structures that cover the intestinal surface, allowing
the vast majority of gut bacteria to be kept at a safe distance from epithelial cells that line the intestine.
Thus, agents that disrupt mucus-bacterial interactions might have the potential to promote diseases
associated with gut inflammation. We previously reported that, in mice, consumption of relatively low
concentrations of two commonly used emulsifiers, detergent-like molecules and ubiquitous component
of processed foods, induced chronic colitis in susceptible host and low-grade inflammation and obesity/
metabolic syndrome in wild-type hosts. Emulsifier-induced metabolic syndrome was associated with
microbiota encroachment, altered species composition and increased pro-inflammatory potential.
Follow-up mechanistic studies demonstrated that the intestinal microbiota is the direct target of such
additives, and importantly revealed that not all the microbiotas are impacted in the same way by such
disturbance, supporting the concept that some individuals might be at higher risk of host-microbiota
perturbations following emulsifier exposure. Our current work is also revealing a central role played by
mucus-penetrating microbiota in driving intestinal inflammation and metabolic abnormalities, opening
new therapeutic avenues to treat and prevent chronic inflammatory disorders.

Mots clés : Microbiota - Emulsifiers - Inflammation.
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SP3.2-02
Impact des nanoparticules de TiO> passivées sur des bactéries cutanées ou aéroportées

Ségolene Depayras' 2 (segolene.depayras@gmail.com), Laura Rowenczyk? 3, Marine Ringuedé?,
Magalie Barreau?, Céline Picard?, Nicolas Hucher®, Michel Grisel®, Marc Feuilloley?, Nicole Orange?,
Cécile Duclairoir-Poc?

"GIP Plate Forme Technologique d’Evreux M, Evreux, France
2L MSM EA 4312, Université de Rouen, Evreux, France
SURCOM EA 3221, FR CNRS 3038URC, Université du Havre, Le Havre, France

Les nanoparticules (NPs) de dioxyde de titane (TiO,) sont couramment utilisées en industrie cosmétique
pour leurs propriétés optiques anti-rayonnement UV tout en demeurant transparentes aprés application
cutanée. Cependant elles sont trés photo-réactives et entrainent la formation de dérivés réactifs de I'oxy-
gene, entrainant divers dommages cellulaires. Ainsi, leur surface est souvent modifiée par passivation
par dépbt de silice ou d’aluminium afin d’inhiber la photo-production de radicaux. Parfois, ce dépbt est
complété par un greffage de groupements organiques pour faciliter leur formulation dans les matrices
cosmétiques.

L’'innocuité du cosmétique est réglementée par la directive européenne 1223/2009. Cependant peu
d’études s’intéressent a leur comportement lors de leur production, stockage ou pendant utilisation. En
effet, les NPs sont exposées a diverses agressions extérieures générant le vieillissement, ’agrégation et
la détérioration de I’enrobage’ pouvant impacter les cellules eucaryotes?. Toutefois le microbiote cuta-
né est également un paramétre clef dans I’évaluation de I'innocuité de ces NPs, altérées ou non, sur la
barriére cutanée. Cette flore bactérienne de la peau, commensale et transitoire, détecte et répond a une
multitude de signaux environnementaux et de leur hbte tels que la présence de produits cosmétiques et
conservateurs modulant ainsi leur virulence?.

Dans ce travail trois lots d’émulsion huile dans eau ont été formulés avec les mémes ingrédients et
sans conservateur : (i) sans NP, avec des NPs (ii) passivées hydrophiles ou (jiii) hydrophobes*. L’'impact
de ces différentes émulsions, avec ou sans vieillissement, a été évalué sur S. aureus et P. fluorescens
représentant respectivement le microbiote cutané et les biocontaminations aéroportées afin de mimer
I’application d’un produit solaire sur la peau et la biocontamination ponctuelle d’un cosmétique lors de
sa production ou de son prélevement. Ces travaux ont montré que les propriétés de surface des NPs
sont le parameétre prépondérant impactant la croissance des bactéries cutanées étudiées. Ainsi les NPs
de TiO, hydrophiles favoriseraient le développement de bactéries potentiellement pathogénes. D’autre
part, chez le modéle de biocontamination aéroportée®, les NPs hydrophiles impactent I'intégrité de la
membrane bactérienne.

Mots clés : NP-TiO2 - Cosmétiques - Vieillissement - Passivation - Microbiote cutané.
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Microbiotes et exposition aux xénobiotiques (en association avec la STCM/ARET)

SP3.2-1
Beneficial effect of a probiotic prophylactic strategy to counteract neuro-inflammation and
behavioral impairments induced by Polycyclic Aromatic Hydrocarbon in mice

Chloé Morel' (chloe.morel7@etu.univ-lorraine.fr), Henri Schroeder', Justine Paoli', Eleftheria Charalambous?,
Claire Thiébault!, Pauline Guebels?, Aline Dosen', Jonathan D. Turner?, Magali Genay', Nathalie Grova?

"CALBINOTOX/Université de Lorraine, Vandoeuvre-lés-Nancy, France
2Department of Infection and Immunity, Luxembourg Institute of Health, Luxembourg, Luxembourg

Introduction and objectives:

There is growing evidence that supplementation with probiotics improves intestinal transit, induces sys-
temic protective immune responses and presents beneficial effect on stress and anxiety. Concomitantly,
exposure to Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH), especially in juvenile, proves to induce cognitive
developmental delay and behavioral impairments related to anxiety. This study provides a proof of
concept on the use of probiotic beneficial effect to counteract the neurotoxic effects induced by PAH.
Material and methods:

We studied six groups of 12 Swiss female mice each. Three groups were daily fed with a mixture of pro-
biotics for 8 weeks whereas the others received the vehicule only. After 1 month of probiotic supplemen-
tation, the 3 groups of each conditions were exposed by oral gavage to a mixture of 16-PAHs (3 times
per week, 0, 20 and 200 pg/kg, 4 weeks). Neurobehavioural status related to exploration, anxiety and
immediate learning were studied during the last week of PAH exposure. Faeces were collected, -before,
-after 4 weeks of probiotic supplementation and -at the end of PAH exposure to assess the microbiota
balance and the probiotic viability along the gastro-intestinal tract.

Results, discussion, conclusion:

Preliminary data showed that probiotics enable a faster growth of mice compared to controls (p<0.05)
and reduce the loss of weight observed in PAH-treated groups. Enumeration of probiotic strains at seve-
ral time point, pointed out that the probiotics survive along the gastro-intestinal tract, but PAH seems
to affect their viability as well as this of microbiota at 200 pyg/kg of bw. Analysis of microbiota by 16S
ribosomal RNA gene sequencing should confirm this result. In the light-dark apparatus, supplementation
with probiotics partially restore the decrease of the level of activity observed in mice exposed to PAH
200 pg/kg (p<0.05). Behavioral analyses currently under evaluation should enable us to understand how
PAH-induced neurotoxicity and if probiotics may prevent their detrimental effects.

Mots clés : probiotics - Polycyclic Aromatic Hydrocarbon - neuro-inflammation - anxiety.
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New antibiotics

SP1.4-01
Odilorhabdins: a new class of antibiotics with natural origin

Philippe Villain-Guillot (p.villainguillot@nosopharm.com)

NOSOPHARM, Lyon, France

Antibiotic resistance remains a high unmet medical need. Novel antibiotic classes are clearly needed to
overcome the current mechanisms of resistance faced by the clinicians. Odilorhabdins represent such a
novel class. They inhibit the bacterial ribosome with a new mode of action, and have a broad spectrum
antibacterial activity. Odilorhabdins are bactericidal agents and retain their activity against multidrug-re-
sistant bacteria, including the WHO high-priority pathogens Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae
(CRE). They showed efficacy in various in vivo infection models. Odilorhabdins are currently under pre-
clinical development.

The discovery of the Odilorhabdins stems in the screening of a collection of Xenorhabdus and
Photorhabdus strains. Xenorhabdus and Photorhabdus are bacterial symbionts of specific entomopa-
thogenic nematodes. These bacterial genera represent a new bioresource for drug discovery.

The discovery and the preclinical pharmacological properties of the Odilorhabdins will be presented.
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Mots clés : Odilorhabdins - Antibiotic - Resistance - Enterobacteriaceae - Ribosome.

Références :
1. Pantel L. et al, 2018, Mol Cell 70, 83-94
2. Racine E. et al, 2018, Antimicrob Agents Chemother 62, e01016-18
3. Zhao M. et al, 2018, Antimicrob Agents Chemother 62, e01067-18
4. Sarciaux M. et al, 2018, J Med Chem 61, 7814-7826

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 80
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France



SFM 2019 Communications orales courtes

New antibiotics

SP1.4-1
Potentiel Antibactérien de Prodrogue a base de Calixaréne et du 2,4-Di-tert-butylphénol synthé-
tisés par des Bacillus licheniformis thermophiles isolés a partir d’'une source d’eau chaude en
Algérie

Nihel Klouche Khelil? (nklouche20000@gmail.com), Nadia Aissaoui'

"Laboratoire LAMAABE, Université Tlemcen, Tlemcen, Algérie
2Département de chirurgie dentaire, Université Tlemcen, Tlemcen, Algérie

Introduction et objectif :

La présente étude a pour objet d’isoler, d’identifier et d’élucider les structures des composés antibacté-
riens produits par deux bactéries thermophiles formant des spores isolés a partir d’une source thermale
chaude (98°C) située a Guelma (Algérie).

Matériel et méthodes :

Deux souches thermophiles nommées LMB3701 et LMB3707 ont été isolées a partir d’eau d’une source
thermale chaude (98°C) située a Guelma (Algérie). La caractérisation morphologique, biochimique et
physiologique a été réalisée. L’identification moléculaire a été fait en utilisant le séquencage d’ARNr
16S et PCR-ITS 16-23S. La capacité de ces bactéries thermophiles a produire des composés anti-
bactériens vis-a-vis de deux bactéries multirésistantes, Pseudomonas aeruginosa (NR_0754828.1) et
Staphylococcus aureus (NR0075.1) en culture pure et culture mixte a été étudiée par la technique Radial
Diffusion Assay (RDA) a 55°C. L’élucidation structurelle de composés actifs a été réalisée a I’'aide de la
chromatographie en phase gazeuse couplée spectrométrie de masse (GCMS).

Résultats, discussion et conclusion :

Le séquencage des souches thermophiles a permis d’affilier les deux isolats a I’éspéce Bacillus liche-
niformis avec 99% de similarité, les numéros d’accession au niveau du GenBank sont comme suit :
KX100031 et KX100032. La caractérisation phénotypique a mis en évidence plusieurs différences entre
les isolats thermophiles et Bacillus licheniformis ATCC 14580. L’activité antibactérienne des isolats ther-
mophiles vis-a-vis des deux souches multirésistantes utilisées est due a I'association de deux compo-
sés phénoliques: le 2,4-di-tert-butylphénol en tant que principe actif et le p-tert-butylcalix [4] aréne en
tant que prodrogue selon les résultats comparatifs de I'analyse GCMS des cultures pures et mixtes. Au
meilleur de nos connaissances, il s’agit du premier rapport montrant la production de p-tert-butylcalix
[4] aréne et de 2,4-di-tert-butylphénol en tant qu’extrémolytes par I'espéce Bacillus licheniformis a 55°C.

Mots clés : Activité antibactérienne - Analyse GC-MS - source d’eau chaude - prodrogue - Bacillus
licheniformis.
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New antibiotics

SP1.4-2
What can Phenomics approaches bring to the antibiotic discovery field?

Nelly Dubarry (nelly.dubarry@evotec.com), Berthet A.*, Lapeyrere C.*, Bagel A., Vassort A., Mourez M.
BacteriOmics, Evotec-ID Lyon, Marcy-/’Etoile, France

Fighting against emergence of bacterial resistance to Antibiotics is a public health worldwide priority
and innovative therapies are key to tackle this challenge. Two of the main bottlenecks in the search for
an antibiotic molecule with a novel mode of action (MoA) are the understanding of its resistance liabi-
lities and of its molecular target. Indeed, the corresponding studies are demanding, time consuming,
and often not easily transposed to in vivo conditions. Therefore, there is a need to enhance the in vitro
profiling of active molecules with putative new MoA in order to select and push forward the best mole-
cules. We propose that a combination of phenotypic studies, or Phenomics, can be a way to improve
the antibiotic discovery pipeline.

Our research group focus on three axes:

- a rapid MoA attribution based on microscopy and cytological profiling, which allows (i) to identify and
select molecules with new MoA and (ii) to develop MoA based assays to support medicinal chemistry
structure-activity relationship studies and ensure that optimized molecules remain on target during
optimization,

- an early study of how antibiotic activity is modulated by the composition of the growth medium and
thus the bacterial metabolism, which allows to enlarge in vitro characterization and mimic conditions
that might be encountered in vivo,

- a rapid resistance risk identification by medium dependent activity loss, cross-resistance with other
antibiotics or high frequency of spontaneous resistance.

We will present case studies to exemplify how fluorescent reporters-based technologies (from plate-rea-

ders to microscopy) combined with growth profiling in different media (phenotypic microarray approach)

can reveal properties of an antibiotic. These novel approaches yield large amounts of information, a wel-
come change from a past dominated by optimization solely based on Minimal Inhibitory Concentrations.

However, this brings new questions on how to manage the risks uncovered by these approaches and

on how to solidify vitro to vivo translation.

Mots clés : MoA - antibiotics - phenomics.
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New antibiotics

SP1.4-3
Generation of analogues of stambomycins by genetic engineering and allied approaches

Li Su'2 (li.su@univ-lorraine.fr), Yaouba Souaibou® 2, Laurence Hoétel'!, Christophe Jacob?, Bertrand Aigle?,
Kira Weissman?

TUMR 1128 UL-INRA, DynAMic, Université de Lorraine, INRA, Vandoeuvre-Lés-Nancy, Nancy
2UMR 7365 UL-CNRS, IMoPA, Université de Lorraine, CNRS, Vandoeuvre-Les-Nancy, Nancy

The polyketide secondary metabolites of bacteria exhibit a wide diversity of useful biological properties,
including antibiotic, antifungal, anti-tumor and immunosuppressive properties. The stambomycins A-D
are anti-cancer compounds recently discovered from Streptomyces ambofaciens ATCC23877, using a
genome mining approach [1, 2]. Notably, these metabolites exhibit anti-tumor activities against several
cancer cell lines with IC50 values similar to or even superior to those for multiple drugs in clinical usage
1, 2].

The modular type | PKS system responsible for stambomycin biosynthesis comprises 9 distinct polypep-
tide subunits, and thus 8 interprotein interfaces. The generation of native stambomycin therefore critically
depends on the ability of the subunits to arrange themselves in the correct order and to resist inappro-
priate associations. Conversely, rational manipulation of the interprotein interfaces to change the order
of subunits represents an attractive strategy to afford stambomycin analogues, as no modifications
are made to the native modules [3]. The molecular basis for generation of the four stambomycins is an
exceptional domain responsible for recruiting four atypical pentyl- and hexylmalonyl-CoA-based exten-
der units — a choice which has a direct impact on biological activity. In this context, we aim to manipulate
both of these key aspects of the biosynthesis using a multidisciplinary approach anchored in synthetic
biology, to generate novel analogues for biological evaluation.

Mots clés : stambomycin analogues - genetic engineering - interface.
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SP1.4-4
Mechanism of action of flavonoids in the Gram-positive bacterium Bacillus subtilis

Cécile Jacry' (cecile.jacry@inra.fr), Matthieu Jules’ 2, Anne-Gaélle Planson’

'SyBER group, INRA-MICALIS, Jouy-en-Josas, France
2 AgroParisTech, Thiverval-Grignon, France

Introduction and objectives:

Flavonoids belong to a large family of compounds found in plants. This family is an important source of
new drugs and nutraceuticals because of their antioxidant, antiviral, antibacterial, anticancer and immu-
nosuppressive activities' and are the subject of many studies. Despite a very active field of research,
the mechanism of action of flavonoid compounds is still poorly characterized. Our study focuses on the
characterization of the antibacterial activity of flavonoids targeting Gram-positive bacteria. In my PhD
research project, my objectives are to i) set up an effective toxicity assay to characterize the antibacte-
rial activity of flavonoids against the Gram-positive model bacterium Bacillus subtilis and ii) decipher the
antibacterial mechanism of action of flavonoids.

Materials and methods:

B. subtilis BSB1 has been used as a model strain of Gram-positive bacteria for the characterization of
the flavonoid antibacterial activity. All the flavonoids used in this study are solubilized in DMSO.

Live cell array? (LCA) was used to monitor B. subtilis growth in the presence of various concentrations of
flavonoids in order to characterize their antibacterial activity.

Results, discussion and conclusion:

A 50% decrease of the growth rate was observed at 93 mg.L™" of naringenin and 32 mg.L™" pinocembrin,
two flavonoids known to target Gram-positive bacteria. In order to determine the mechanism of action of
these two flavonoids, we performed toxicity assays against 67 B. subtilis strains inactivated for multidrug
efflux transporters and/or the cognate regulators®. Nine out of 67 deleted strains displayed a significantly
different growth phenotype compared to the wild type strain in the presence of either one of these fla-
vonoids.

To further characterize the mechanism of action of flavonoids as antibacterial compounds and identify
novel flavonoids active against Gram-positive bacteria, a library of 64 flavonoids was tested and the MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) was estimated for each of the compounds that showed an antibacte-
rial activity. We are currently performing high-throughput experiments using well-chosen reporter genes
and transcriptomics to fully characterize the response of B. subtilis in presence of the selected, active
flavonoids (i.e. 18 compounds).

Mots clés : Bacillus subitilis - flavonoids - antibacterial activity - mechanism of action.
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SP4.2-01
Le Quamic fait peau neuve

Brigitte Lamy'- 2 (brigitte_lamy@yahoo.fr)

"Laboratoire de Bactériologie, CHU Nice, Nice, France
21065, Equipe 6, Inserm Nice, France

L’accréditation d’un secteur de microbiologie reste un exercice difficile, qui nécessite réflexion et dis-
cernement. La SFM a souhaité proposer une nouvelle édition du QUAMIC afin de mieux aider et guider
le microbiologiste médical dans sa démarche d’accréditation (norme NF 15189:2012), dont I’échéance
finale est 2020. Cette 3°™ édition et qui remplace de fait I'édition de 2017, est une édition augmentée et
renouvelée, qui tient compte des évolutions récentes impulsées par le Cofrac, les recommandations de
pratiques professionnelles et les évolutions technologiques.

La démarche qualité doit, avant toute chose, étre guidée par I'intérét clinique, et ce référentiel a vocation
a guider le microbiologiste dans la réflexion pour une juste démarche, c’est-a-dire préservée de toute «
qualité mal placée » et au bénéfice de la prise en charge médicale des patients. Cette nouvelle édition
reste, plus que jamais, basée sur ce socle fondateur.

Les grandes nouveautés de ce référentiel seront présentées autour de 6 axes : i) la nécessaire flexibilité
des recommandations car les organisations, les activités, les besoins et les moyens varient d’un labora-
toire a l'autre. Les recommandations du Quamic sont a appliquer et adapter avec souplesse et discer-
nement en fonction d’un contexte, pour atteindre le niveau d’assurance qualité médicalement nécessaire
et suffisante a la patientéle considérée; ii) les nouvelles stratégies dans I'élaborations des dossiers de
validation de méthode, afin de permettre, par une approche globale, une simplification des dossiers tout
en gagnant en cohérence et en efficacité; iii) le choix et le management des indicateurs de suivi, ainsi que
les écueils a éviter; iv) le nécessaire développement des « stratégies », que ce soit pour la gestion des
CIQ ou pour la gestion de projet, celle des procédures dégradées ou d’acceptation d’un nouveau lot de
réactif; v) la gestion d’un dossier de validation de méthode en cas de recommandations contradictoires;
vi) la nécessaire évolution vers une métrologie plus adaptée aux besoins, la microbiologie médicale étant
caractérisée par des problématiques spécifiques et complexes et des niveaux d’exigence trés variables.

Mots clés : Quamic - accréditation des laboratoires - intérét clinique - nouveautés.
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SP4.2-02
CA-SFM 2019 : les évolutions récentes

Francois Jehl (francois.jehl@chru-strasbourg.fr)
Plateau Technique de Microbiologie, Hopitaux Universitaires de Strasbourg, Strasbourg, France

Les dix derniéres années ont vu évoluer les recommandations du CA-SFM de facon significatives. Les
deux changements les plus marquantes concernent le mode de calcul des concentrations critiques cli-
niques (CCC) ainsi que I'importance accrue des concentrations critiques pharmacodynamiques (PK/PD)
d’une part, et la mise en place au niveau européen d’une nouvelle catégorisation clinique des souches
responsables d’infection, d’autre part.

1 - Les concentrations critiques cliniques : elles résultent des caractéristiques bactériologiques des
bactéries (cut-off épidémiologiques), pharmacodynamiques (pharmacocinétique de I’antibiotiques
couplée a la sensibilité des bactéries) et cliniques (études d’efficacité en fonction des CMI).

2 - La nouvelle catégorisation clinique fait état de souches « S » [sensibles a posologies standards] ; de
souches « | » [sensibles a forte exposition — increased exposure - de I'antibiotiques (signifiant forte
posologie ou concentrations spontanément élevées au site infectieux)] et de souches « R » [résis-
tantes]. Le vrai changement vient de la catégorie sensible a fortes posologie, qui remplace I’ancienne
catégorie intermédiaires. Les recommandations CA-SFM proposent les tableaux des posologies
standards et élevées selon les pratiques européennes (en place) et, trés prochainement francaise
(SPILF).

De nombreuses CCC sont spécifiques d’espéces (ou genres), affinant ainsi la catégorisation cliniques.

Des CC dites « pharmacodynamiques ou PK/PD » ont été établies, lorsque cela est possible, pour les

couples antibiotiques — bactéries dépourvus de CCC spécifiques ; enfin, lorsqu’il n’existe ni CCC spé-

cifique, ni CC PK/PD, la catégorisation clinique peut étre approchée grace aux cut-off épidémiologiges.

L’EUCAST propose des modalités de réalisation de I’'antibiogramme directement sur hémoculture (rapid

AST) avec la possibilité de lire I'antibiogramme précocement, a des temps d’incubation trés précis, aux-

quels correspondent des diamétres critiques propres.

Pour certains couples antibiotiques-bactéries, les difficultés techniques de réalisation de I'antibio-

gramme s’accompagnent d’une incertitude de mesure dans les zones de sensibilité proche des valeurs

des concentrations critiques (Zone d’Incertitude Technique = ZIT ; diamétres ou CMIs). Ces couples sont

(ou seront prochainement) recencés dans les recommandations du CA-SFM, avec la marche a suivre

lorsque le diamétre d’inhibition ou la CMI tombe dans la ZIT.

Mots clés : CA-SFM - Concentrations critiques - PK/PD - Rapid AST - Zone d’Incertitude Technique.
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SP4.2-03
Manuel de sécurité et sareté biologiques : 2™ édition

Sébastien Allix-Le Guen' (s.allix-leguen@lab-science.eu), Patrice Binder?

"Lab’Science, Nazelle-Négron, France
2SFM, Paris, France

Cet ouvrage, est la seconde édition du « Manuel de sécurité et slreté biologiques » dont la premiére
édition avait été publiée en 2014. Cette premiére édition avait recu un accueil trés favorable de la com-
munauté des microbiologistes, virologistes et ingénieur en biosécurité. Elle n’était toutefois pas exempte
de critiques et des demandes d’amélioration ont été transmises au comité éditorial. La SFM a donc déci-
dé de demander a sa Section Sécurité-Sareté Biologiques d’établir une seconde édition tenant compte
des observations recues.

L’objectif général de ce manuel est de rassembler dans un seul ouvrage les bases techniques, Iégales,
reglementaires et éthiques des bonnes pratiques en sécurité et slreté biologiques. Ce manuel est un
outil de formation et une source d’informations pour tous ceux qui, soucieux de compléter leurs connais-
sances de ces domaines, recherchent des informations utiles a I'amélioration de leurs compétences et
de I'exercice de leur métier. Pour cette seconde édition, le renforcement de I’objectif pédagogique a été
la préoccupation du comité éditorial. Deux axes de travail ont été retenus. Le premier vise a donner une
meilleure visibilité a la structure de I'ouvrage. Le second concerne la facilité de lecture et I’'amélioration
de la compréhension des textes. Ainsi, aprés avoir recensé les grands thémes a traiter, il a été décidé
de construire le plan de cette édition autour de 12 chapitres et de renforcer leur illustration en augmen-
tant le nombre de figures, photos, schémas, tableaux, et exemples en encadrés. Les contributions de la
premiere édition ont donc été redistribuées en fonction de cette nouvelle organisation du manuel. Elles
ont été revues et complétées par un nouveau comité de rédaction qui s’est appuyé sur des contributeurs
sollicités a cet effet.

Nous espérons que le lecteur trouvera dans cette seconde édition une information qui répondra a ses
attentes concretes pour la mise en ceuvre des principes de sécurité et de slreté biologiques. Nous
espérons également que cette nouvelle édition du manuel pourra servir de guide pour I'information, I'ins-
truction et la formation des formateurs et tout lecteur cherchant a compléter ses connaissances dans les
domaines de la sécurité et de la slreté biologiques.

Mots clés : Sécurité biologique - Sdreté biologique - Formation - Pédagogie - Référence nationale.
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Actualités référentiels et observatoire SFM

SP4.2-04
Observatoire SFM des hémocultures

Gérard Lina (gerard.lina@univ-lyon1.fr)
CIRI, Lyon, France

Résumé non parvenu.
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SP5.2-01
Convergent evolution of viruses and bacteria to hijack cellular kinases

Thomas Michiels' (thomas.michiels@uclouvain.be), Michael Peeters?, Frédéric Sorgeloos?

"Virologie moléculaire, UCLouvain, de Duve Institute, Bruxelles, Belgique
2UCLouvain, de Duve Institute, Bruxelles, Belgique

For billion of years, microbes have co-evolved with their hosts, exploiting essential cell components
to replicate while escaping the immune response. Here, we show that three pathogens from different
kingdoms, share a convergent mechanism to hijack p90-ribosomal S6 kinases (RSK), effector kinases
of the extracellular regulated kinase 1/2 (ERK1/2)-dependent mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway.

Using coimmunoprecipitation and mass spectrometry analysis, we discovered that Cardiovirus leader
proteins interacted with RSK kinases in infected cells. L protein binding induced sustained RSK phos-
phorylation on serine residues important for kinase activity.

Mutation analysis allowed the identification of a linear motif, conserved in Cardiovirus L proteins, that
is responsible for RSK recruitment and activation. Remarkably, other proteins from unrelated infectious
agents, namely ORF45 of Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) and YopM protein of Yersinia
use a similar motif to bind RSK kinases. All three pathogens’ proteins bind the very same surface-located
loop of RSK to trigger kinase activation.

We propose a model whereby these proteins of distinct pathogens use a convergent mechanism to
recruit and activate cellular RSK kinases but hijack the kinases for different purposes.

Mots clés : Cardiovirus - Bacteria - kinase.
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SP5.2-1
Modulation of NF-kB signalling by a Coxiella burnetii eukaryotic-like effector protein

Mélanie Burette (melanie.burette@irim.cnrs.fr), Julie Allombert, Ghizlane Maarifi, Sebastien Nisole,
Karine Lambou, Matteo Bonazzi

CNRS IRIM, Montpellier, France

Coxiella burnetii, the etiological agent of the worldwide emerging zoonosis Q fever, replicates inside
host cells in large autolysosome-like compartments and persists by protecting infected cells from
apoptosis and silencing the innate immune response to infection. Recent bioinformatics analysis let to
the identification of 7 Coxiella effector proteins containing eukaryotic-like domains, potentially involved
in protein-protein interactions, post-translational modification and chromatin rearrangements. Among
these, NopA (for Nucleolar protein A), displays 4 regulation of chromatin condensation (RCC) domains,
which are found in the eukaryotic Ran GEF RCC1. Similar to RCC1, NopA localizes at the nucleus of
infected or transfected cells, it is found associated with the chromatin nuclear fraction, and uses the RCC
domains to interact with Ran, a GTPase involved in the nucleocytoplasmic transport. Differently from
RCC1 however, NopA accumulates at nucleoli and sequesters Ran, thus perturbing nucleocytoplasmic
transport. Indeed, NopA disrupts the Ran GDP-GTP gradient by increasing Ran-GTP levels in infected or
transfected cells leading to a defect in the nuclear import of the NF-kB subunit p65. Accordingly, gRT-
PCR analysis on a panel of cytokines has shown that cells exposed to the Coxiella nopA::Tn or dotA::Tn
mutant strains present a functional innate immune response, as opposed to cells exposed to wt Coxiella
or the corresponding nopA complemented strain. Thus NopA is a master regulator of the innate immune
response allowing Coxiella to behave as a stealth pathogen.

Mots clés : Coxiella burnetii - Interaction héte-pathogéne - Réponse immunitaire - NF-kB.
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SP5.2-2
Srn024, un petit ARN nécessaire a la croissance bactérienne chez le pathogéne Streptococcus
agalactiae

Nancy Jabbour' (nancy.jabbour@etu.univ-tours.fr), Aurélia Hiron', Sophie Poussing?,
Marie-Frédérique Lartigue'

"Equipe 5 BRMF, UMR1282 ISP/Université de Tours, Tours, France
2| aboratoire de Biologie Médicale, Hépitaux privés de Metz, Metz, France

Introduction et objectif :

Streptococcus agalactie est la cause majeure des infections néonatales humaines, mais aussi un patho-
gene émergent chez les adultes immunodéprimés. Sa capacité a coloniser différents hétes montre son
aptitude a s’adapter aux changements environnementaux, qui serait en partie due aux ARN régulateurs,
trés peu étudiés chez S. agalactie. L’ARN potentiellement régulateur Srn024 a été identifié par RNAseq
mais sa fonction reste inconnue. Par ailleurs, il serait régulé par le systéme a deux composants CiaRH,
qui semble impliqué dans différents processus tels que la formation de biofilm et I’antibiorésistance.
L’objectif ici est d’identifier la fonction de Srn024 afin de mieux comprendre les réseaux de régulation
bactériens sous le contrdle des ARN.

Matériels et méthodes :

La prévalence du géne srn024, identifié dans la souche S. agalactiae NEM316, premiere souche séquen-
cée, a été étudiée dans 374 souches représentatives de la diversité génétique de I'espéce en utilisant
des techniques de biologie moléculaire et des analyses in silico de génomes séquencés. Puis, un mutant
de délétion de srn024 a été construit dans la souche NEM316. Différents phénotypes liés a CiaRH ont
été recherchés dans la souche mutante : la formation de biofilm, la sensibilité aux antibiotiques et la
croissance bactérienne.

Résultats, discussion et conclusion :

Srn024 est présent chez toutes les souches quelle que soit leur origine anatomique ou leur position phy-
logénétique. Le role biologique de Srn024 a été étudié en construisant un mutant NEM316Asrn024. Les
concentrations minimales inhibitrices des différents antibiotiques testés sont identiques pour la souche
sauvage et NEM316A4srn024. La formation du biofilm semble également similaire pour les deux souches.
En revanche, un défaut de croissance de la souche mutante par rapport a la souche sauvage a été mis
en évidence en milieu chimiquement défini (MCD) alors que ces deux souches ont une croissance iden-
tique en milieu Todd-Hewitt. Ces résultats semblent indiquer que I’ARN régulateur Srn024 permettrait
a la bactérie de s’adapter en MCD. Des expériences de complémentation du phénotype de la souche
mutante sont indispensables pour confirmer ces résultats. Des analyses plus poussées seront néces-
saires pour comprendre le mécanisme d’adaptation de ce mutant a ce milieu.

Mots clés : ARN régulateurs - Streptococcus agalactiae - croissance bactérienne.
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SP5.2-3
Impact des formes ARN virales tronquées en région 5’ non codante sur la réponse interféron de
type 1 dans un modéle murin de myocardite a virus Coxsackie-B3

Domitille Callon' 2 (domitille.callon@gmail.com), Fatma Berri!, Laurent Andreoletti’ 3

"EA-4684 Cardiovir, Université Reims Champagne Ardennes, Reims, France
2 Anatomo-pathologie et IML, CHU Reims, Hépital Robert Debré, Reims, France
3Laboratoire de Virologie, CHU Reims, Hépital Robert Debré, Reims, France

Des formes majoritaires d’Entérovirus-B tronquées jusqu’a 50 nucléotides (nt) dans la région 5’Non-
Codante (5’NC) associées a des proportions minoritaires de formes complétes (FC) ont été caractérisées
comme étant des populations virales présentes dans les tissus cardiaques de patients au stade d’in-
fection aigue (myocardite) ou chronique de type persistante (cardiomyopathie dilatée) [1]. En utilisant un
modéle de myocardite induite par la souche cardiotrope CVB3/28 chez la souris DBA2/J, nous avons
étudié la dynamique d’émergence des populations virales tronquées en 5’NC dans le cceur ainsi que le
profil de la réponse interféron-B (IFN-3) au cours de la phase précoce de I'infection (J2-J7). Par une stra-
tégie de RACE-PCR, nous avons démontré I'apparition de deux population virales ARN tronquées majo-
ritaires (8 a 36nt et 37 a 50nt) associées a des FC minoritaires dans la phase précoce de la myocardite
aigue a CVB3/28. De plus, nos résultats indiquent une activation de la réponse cytokinique Th-1 (MCP-1
(J3 : p<0,001) et TNF-a (J2 : p<0,05)) ainsi qu’une absence d’induction de la réponse IFN- au cours
de la phase aigle de la myocardite. Durant cette phase, une corrélation positive (R2=0,6453 ; p=0,002)
entre la proportion de FC et tronquées intermédiaires (délétions inférieures a 36nt) et les concentrations
en IFN-[3 a été observée alors qu’une corrélation inverse était mise en évidence entre les proportions
de formes tronquées de 37 a 50nt et les concentrations en IFN-3 (R2=0,6453 ; p=0,002). La transfection
d’ARN synthétiques des formes tronquées en 5’NC ou complétes de CVB3 dans des cellules cardiaques
primaires humaines a confirmé I’existence d’une modulation différentielle des deux populations virales
sur la voie des IFN-B et d’identifier les séquences d’ARN immunomodulatrices responsables de la syn-
thése de I'lFN- comme étant les tiges-boucles « b » et « ¢ » de la structure en feuille de tréfle (entre 15
et 50nt dans la 5’NC). Au final, la dynamique de sélection de formes virales ARN tronquées de 15 a 50nt
de CVB3 peut significativement moduler la sécrétion d’IFN-B dans les tissus cardiaques, aboutissant
a un potentiel mécanisme d’échappement du virus au systéme immunitaire inné et a la persistance du
virus dans le coeur.

Mots clés : Myocardite aigué - Entérovirus - Délétions - Immunité innée - Interférons type 1.
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SP1.5-01
Dendritic cell targeting of viral antigens in DNA vaccination in pig and ruminants

Isabelle Schwartz (isabelle.schwartz@inra.fr)

INRA, Jouy-en-Josas, France

DNA vaccination is an attractive strategy, presenting many advantageous properties, including a good
safety profile due to lack of infectious risk, heat-stability, adaptability to pandemic strains, and ease of
rapid and large-scale production. Whereas the high immunogenicity of naked DNA has been demons-
trated in many instances in mouse models, immunogenicity revealed to be only suboptimal in human
and domestic animals. One approach to bypass this limitation is to target the vaccine antigen to den-
dritic cells, the most efficient cells that initiate adaptive immune responses. | will present an overview of
the results obtained using this strategy in sheep, pig, non-human primates and in the reference mouse
model in the case of the Rift Valley Fever, the influenza and the porcine reproductive and respiratory
syndrome virus. In some cases, the DC-targeting strategy has improved protective immunity but in
several cases, no effect, or detrimental outcomes have been obtained. These conflicting results will be
discussed in light of the species, the targeted receptors, the antigen-type, the mode of delivery and the
desired type of immune response.

Mots clés : Vaccination - DNA - dendritic cell - pig.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 93
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France

0
=
2
e}
o
et
S
£
=]
[=
()
(2]
)
[=
()
()}
<
1
e
-«
a.
(V2]




SFM 2019 Communications orales

New immunotherapeutic approaches (in association with SFl)

SP1.5-02
Novel approaches boosting innate immunity against Pseudomonas aeruginosa

Isabelle Fleurot' (isabelle.fleurot@inra.fr), Mickaél Riou?, Claire Chevaleyre', Sandrine Melo', Michel Olivier?,
Christelle Rossignol', Céline Barc?, Jérémy Pezant?, Alexi Pléau?, Alain Deslis?, Nikolai Klymiuk?,
Jean-Claude Sirard*, Ignacio Caballero’

"Infectiologie et Santé Publique, INRA, Université Tours, Nouzilly, France
2 Plateforme d’Infectiologie expérimentale, INRA, Nouzilly, France
3CiMM, LMU Munich, Munich, Allemagne

4CIIL, Institut Pasteur Lille, Lille, France

Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic gram-negative bacterium that rarely infects human lungs
unless the host immune system has been impaired, is one of the main pathogens found in cystic fibro-
sis (CF) patients. P. aeruginosa infections in CF patients are difficult to treat, becoming chronic and
contributing to exacerbated lung inflammation and respiratory failure. Modulation of innate immunity
has been proposed as an alternative to improve defence against infections. This approach is particularly
attractive in CF since exacerbated immune response is central to the pathogenesis of CF lung disease.
Innate immunity in epithelial and immune cells can be stimulated through activation of Toll-like receptors
(TLRs), the main family of pattern recognition receptors. Stimulation of TLR5 through flagellin-based
interventions have demonstrated protective activity against several gram-negative bacteria (Salmonella
sp., Burkholderia cepacia, Yersinia pseudotuberculosis), restoring immune-competence and promoting
tissue repair processes.

Here, we aimed to determine the effect of flagellin stimulation on the innate immune response against
P. aeruginosa using an experimental pig model of lung infection. The pig model presents several advan-
tages since swine and human lungs are similar in terms of anatomical, histological, biochemical, and
physiological features. This is especially true in CF, where pigs lacking CFTR present a similar phenotype
to what is typically observed in human patients. P. aeruginosa-infected pigs showed an acute neutrophi-
lic response with an exacerbated release of neutrophil serine proteases that peaked 3-6 h post-infection
(p.i.) leading to lung destruction and tissue hepatisation 24h p.i. When animals were pre-treated with
flagellin 24h before the experimental infections, we observed a significant decrease in the expression
of pro-inflammatory markers. In addition, a better lung status was observed on infected animals that
had been pre-treated with flagellin compared to infected controls. The effect of flagellin pre-treatment
on immune response to P. aeruginosa infection was confirmed using ex-vivo and in vitro models of lung
epithelium from CFTR-/- pigs.

In conclusion, our data point to a modulatory role of flagellin pre-treatment on the immune response to
P. aeruginosa. This approach may have a therapeutic potential to improve inflammatory manifestations
of CF.

Mots clés : TLR5 - Flagellin - Cystic Fibrosis - Pseudomonas aeruginosa.
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SP1.5-03
Towards the development of a tetravalent synthetic carbohydrate-based glycoconjugate vaccine
against shigellosis

Armelle Phalipon (armelle.phalipon@pasteur.fr)

Pathogénie Microbienne Moléculaire, Institut Pasteur, Paris, France

Shigella remains in the top four pathogens responsible for moderate to severe diarrhea in children below
5 years of age (1). The polysaccharide part, named the specific O-antigen (O-SP), of the major Shigella
surface antigen, the lipopolysaccharide (LPS), is a promising vaccine target (2). In collaboration with
Laurence Mulard (Head of the Unit of Chemistry of Biomolecules, Institut Pasteur, Paris), we developed a
conjugate vaccine prototype incorporating a unique well-defined synthetic oligosaccharide (OS) hapten,
chemically designed for optimal antigenic, conformational, structural and functional mimicry of the O-SP
from Shigella flexneri 2a (SF2a), coupled to the tetanus toxoid as carrier protein (3, 4). We assessed the
safety and immunogenicity of this original synthetic OS-based vaccine candidate, SF2a-TT15, conceived
to drive the antibody response towards the key “protective” determinants of the native O-SP, in a first-in-
human phase | study (5, and submitted). SF2a-TT15 was shown to be safe and well tolerated. It induced
high levels of anti-SF2a LPS IgG antibodies with functional capabilities along with SF2a-specific memory
B cells. These results support further evaluation of this vaccine candidate in additional settings. Phase
2a/2b studies are ongoing to assess SF2a-TT15 tolerability, reactogenicity and immunogenicity in infants
in low-middle-income countries and make the proof-of-concept of its protective capacity in adults in a
controlled human infection model (CHIM).

The same synthetic OS-based strategy was applied to SF3a, and the combination of the two optimized
SF2a and SF3a glycoconjugates was shown to induce anti-SF2a LPS and anti-SF3a LPS IgGs in mice
with functional properties against SF2a and SF3a strains. The design of the best conjugates incorpo-
rating mimics of SF6 O-SP and S. sonnei O-SP is ongoing, with the aim to develop a 4-valent vaccine
combining the 4 OS-based conjugates to fight against the most predominant circulating Shigella strains,
i.e. SF2a, SF3a, SF6, and S. sonnei.

Altogether, these findings also encourage additional evaluation in humans of other synthetic glycan-
based vaccine candidates as a promising way forward to a novel generation of fine-tuned glycoconju-
gate vaccines against infectious diseases.

Mots clés : Shigella - bacillary dysentery - conjugate vaccine - synthetic oligosaccharide - phase 1 cli-
nical trial.
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SP2.3-01
La résistance aux antibiotiques des bactéries des aliments fermentés

Sabine Leroy (sabine.leroy@inra.fr), Régine Talon
UMR MEDIS, UCA, INRA, Clermont-Ferrand, France

Les aliments fermentés sont une source importante de bactéries vivantes. L’ingestion d’aliments fermen-
tés, qui peut représentée entre 5 et 50% des apports, est considérée comme bénéfique pour la santé
de part leurs qualités nutritionnelles et sanitaires et I'apport de microorganismes en quantité, 104 a 109
micro-organismes par gramme ou ml, qui peuvent survivre au transit et avoir un role transitoire sur le sys-
téme immunitaire ou le microbiote digestif [1]. Lorsque la fermentation est contrblée a I'aide de ferments,
ils sont largement dominants dans le produit fini et assurent sa qualité sanitaire. Cependant, de nom-
breux aliments sont fermentés de maniere naturelle permettant la multiplication des microorganismes
les plus adaptés, originaires de la matiére premiére et/ou de I’environnement de fabrication. Dans ces
communautés microbiennes, des bactéries, incluant des bactéries lactiques, peuvent étre résistantes a
des antibiotiques et constituer un réservoir de génes conférant ces résistances. Ces génes peuvent étre
transmis par transfert horizontal aux autres bactéries de la communauté ou a des bactéries pathogénes
potentiellement présentes dans ces aliments. Si de nombreuses études se sont intéressées a ces trans-
ferts de génes en conditions in vitro, trés peu ont fait la démonstration de ces transferts au sein d’un
aliment. Ces études ont révélé que des transferts étaient possibles entre souches appartenant a la méme
espéce au sein de matrices laitieres ou carnées. Des transferts par conjugaison d’une résistance a la
tétracycline ont ainsi été observés entre 2 souches de Lactococcus lactis dans un lait fermenté [2] et de
Staphylococcus xylosus au cours de la fermentation de saucissons [3]. De méme, un transfert de résis-
tance a la vancomycine a pu étre mis en évidence entre souches d’Enterococcus faecalis au cours de
la fermentation de fromages et de saucissons [4]. Dans tous les cas, la fréquence des transferts étaient
faibles au sein des matrices alimentaires. Cependant, les aliments fermentés naturellement fermentés
renfermant des communautés microbiennes complexes provenant en partie du microbiote des animaux
d’élevage questionnent sur le potentiel transfert de résistance aux antibiotiques au microbiote intestinal
de 'Homme [5].

Mots clés : Antibiorésistance - Transfert horizontal - Aliment fermenté - Bactéries lactiques -
Staphylocoques.
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Role of the exporter PptAB in secretion of pheromones in Streptococcus thermophilus
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Introduction and objectives:

Quorum-sensing (QS) is a communication mechanism used by bacteria to control various functions such
as bioluminescence, competence for transformation or virulence factor production. QS regulates the
expression of genes in a coordinated way when the concentration of secreted signaling molecules over-
come a given threshold during the bacterial growth. In Gram-positive bacteria, these molecules called
auto-inducers or pheromones are mainly oligopeptides. Pheromones’ life-cycle is divided into four steps:
intracellular production, maturation and secretion, which remain poorly known, followed by detection
and regulation of the expression of target genes. Streptococcus thermophilus used in dairy industry for
fermentation is known to have QS systems with pheromones called SHP (Short Hydrophobic Peptides)
associated to transcriptional regulators of Rgg family(1). In S. thermophilus, we want to dissect the role
of PptAB, an ATP Binding Cassette transporter, known to export SHP pheromones in Streptococcus
agalactiae (2) and Streptococcus pyogenes (3).

Material and methods:

To identify if the transporter PptAB is necessary for the activation of the SHP/Rgg mechanisms found
in S. thermophilus, we used a genetic approach with transcriptional reporters composed of promoter
regions of target genes of three different QS systems fused with reporter genes luxAB. These fusions
were introduced by natural transformation in the chromosome of a wild-type (WT) strain and a mutant
strain (ApptAB). To study the role of PptAB in the secretion of the mature pheromones, we used mass
spectrometry (MS) to research mature forms of SHP pheromones in supernatants of WT and ApptAB
strains.

Results, discussion and conclusion:

With the genetic approach, we observed that only promoter regions of targets genes from WT reporter
strains were activated compared to ApptAB reporter strains by measuring the relative amount of light
emitted by the reporter gene. Hence, we confirmed the involvement of PptAB in the activation of the
studied QS systems. By MS, spectra corresponding to mature forms of two studied SHP pheromones
were detected only in the supernatant of the WT strain compared to ApptAB strain. This showed the
involvement of PptAB in secretion of the studied pheromones.

Mots clés : Streptococcus thermophilus - Quorum-sensing - Pheromones - Secretion.
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diversity

Sabine Delannoy' (sabine.delannoy@anses.fr), Patricia Mariani-Kurkdjian?, Hattie Webb?,
Stéphane Bonacorsi?, Patrick Fach’

"Laboratoire de sécurité des aliments, Anses, Maisons-Alfort, France
2Service de microbiologie, Hopital Robert Debré, Paris, France )
3Department of Animal and Food Sciences, Texas Tech University, Lubbock, Etats-Unis

Introduction:

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) of serotype 026:H11/H- constitute a diverse group of
strains and several clones with distinct genetic characteristics have been identified and characterized.
Especially, a clone possessing the stx2 gene has emerged in the last decade. The objective of our study
was to gain a better insight into the phylogenetic relationships of the various stx2-positive 026:H11
strains circulating in France.

Methods:

Whole genome sequencing was performed using lllumina and PacBio technologies on eight clinical
stx2-positive 026:H11 strains circulating in France. A combination of bioinformatics methodologies
was used to perform a comparative and phylogenetic analysis of these strains with ten other O26:H11
genomes obtained from publicly available databases.

Results:

Comparative analyses of the whole genome of the stx2-positive 026:H11 strains indicate that seve-
ral clones of STEC O26:H11 are co-circulating in France. Phylogenetic analysis of the French strains
together with stx2-positive and stx-negative E. coli O26:H11 genomes obtained from Genbank indicates
the existence of four clonal complexes (SNP-CCs) separated in two distinct lineages, one of which
comprises the “new French clone” (SNP-CC1) that appears genetically closely related to stx-negative
attaching and effacing E. coli strains. Interestingly, the whole genome SNP (wgSNP) phylogeny is sum-
marized in the cas gene phylogeny, and a simple gPCR assay targeting the CRISPR array specific to
SNP-CC1 (SP_026-E) can distinguish between the two main lineages. The PacBio sequencing allowed a
detailed analysis of the mobile genetic elements (MGESs) of the strains. Numerous MGEs were identified
in each strain, including a large number of prophages and up to four large plasmids, representing overall
8.7 to 19.8% of the total genome size. Analysis of the prophage pool of the strains shows a considerable
diversity with a complex history of recombination. Each clonal complex (SNP-CC) is characterized by
a unique set of plasmids and phages, including stx-prophages, suggesting evolution through separate
acquisition events.

Conclusions:

These data provide insight on the phylogenetic relationships of the various stx2 positive O26:H11 strains
circulating in France. Overall, the MGEs appear to play a major role in O26:H11 intra-serotype clonal
diversification.

Mots clés : STEC - mobile genetic elements - phylogeny - comparative genomics - Escherichia coli.
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The primary hosts of Staphylococcus aureus are humans, but this opportunistic pathogen has evolved
to adapt to other hosts such as domestic and farm animals. Such adaptation can be illustrated at the
population structure level, with clonal complexes adapted to a given host. It can also be illustrated at
the molecular level, with some toxins that are specifically active against targets in a given host. The
work presented here is an illustration of S. aureus adaptation to peculiar hosts, at the molecular level.
Exfoliative toxins (ETs) are secreted virulence factors produced by staphylococci. These serine proteases
specifically cleave desmoglein 1 (Dsg1) in mammals and are key elements in staphylococcal skin infec-
tions. We recently identified a new et gene in S. aureus 0486, a strain isolated from ovine mastitis. Here,
we characterized the new et gene at a genetic level and the enzymatic activity of the deduced protein.
The S. aureus 046 genome was re-assembled, annotated and compared with other publicly available
S. aureus genomes. The deduced amino acid sequence of the new et gene shared 40%, 53% and
59% sequence identity to those of ETA, ETB and ETD, respectively. The new et gene shared the same
genetic vicinity and was similar in other S. aureus strains bearing this gene. The recombinant enzyme
of the new et gene caused skin exfoliation in vivo in neonatal mice. The new et-gene was thus named
ete, encoding a new type (type E) of exfoliative toxin. We showed that ETE degraded the extracellular
segments of Dsg1 in murine, ovine and caprine epidermis, as well as in ovine teat canal epithelia, but not
that in bovine epidermis. We further showed that it directly hydrolyzed human and swine Dsg1 as well
as murine Dsglalpha and Dsglbeta, but not canine Dsg1 or murine Dsg1gamma. Molecular modeling
revealed a correlation between the preferred orientation of ETE docking on its Dsg1 cleavage site and
species-specific cleavage activity, suggesting that the docking step preceding cleavage accounts for
the ETE species-specificity. This new virulence factor may contribute to the bacterial colonization on the
stratified epithelia in certain ruminants with mastitis.

Mots clés : Staphylococcus aureus - host-specificity - host-adaptation - exfoliative toxin - molecular
modeling.
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Le microbiote intestinal : une nouvelle source de probiotiques ?

Luis Bermudez (luis.bermudez@inra.fr)
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Un probiotique désigne un micro-organisme vivant qui lorsqu’il est administré en quantité suffisante,
il exerce un effet bénéfique pour la santé de I’héte (selon 'OMS, 2002). Cette définition fait la distinc-
tion entre les cultures du levain, (administrés comme éléments de transformation des aliments) et les
microorganismes commensaux (non administrés mais déja présents chez I’héte : microbiote intestinale)
des bactéries probiotiques, qui elles, sont administrées chez I’héte pour promouvoir des effets sur la
santé. Malgré que le microbiote intestinale est souvent la source de nouvelles souches probiotiques,
tant qu’elles ne sont pas bien isolées, caractérisées et leurs effets sur la santé (pas d’effet néfaste pour
I’héte) clairement démontré, elles ne peuvent pas étre qualifiées de «probiotiques». Les probiotiques tra-
ditionnels ont été isolés (pour la plupart) a partir de différentes sources telles que des aliments fermentés
traditionnels ou méme des selles humaines. Par ailleurs, ces bactéries (qui appartiennent pour la plu-
part aux genres Lactobacillus spp. et Bifidobacterium spp.) sont classés comme des microorganismes
GRAS (Generally Regarded as Safe) par la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis, ou QPS
(Qualified Presumption of Safety) par I’Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) du fait de
leur parfaite innocuité. Des études métagénomiques sur le microbiote humain ont permis d’identifier
récemment un certain nombre d’espéces bactériennes susceptibles d’exercer des effets bénéfiques sur
I’héte dans différentes conditions physiopathologiques telles que I'obésité, I'inflammation intestinale ou
encore le cancer. Akkermansia muciniphila et Faecalibacterium prausnitzii ainsi que d’autres bactéries
productrices de butyrate font partie de ces microbes. Cependant, ces micro-organismes n’ont pas le
méme historique d’utilisation slire que les probiotiques traditionnels et leur innocuité n’est pas consi-
dérée aujourd’hui comme prouvée. Que ces bactéries puissent ou non étre utilisées dans des aliments,
des compléments alimentaires ou des médicaments dépendra de la démonstration de leur innocuité et
I’efficacité de ces utilisations et du cadre réglementaire.

Mots clés : Microbiote - Bactéries commensales - Probiotiques - Inflammation - Cancer.
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Fermented milks, using Lactobacillus casei or Propionibacterium freudenreichii, prevent mucositis,
a side effect of chemotherapy, in mice

Gweénaél Jan (gwenael.jan@inra.fr)
UMR STLO, INRA, Rennes, France

Introduction and objectives:

Mucositis, a common side effect of cancer chemotherapy, is a clinically important gastrointestinal inflam-
matory disease. It consists in a painful inflammation and ulceration of the digestive mucosa, which may
compromise proper nutrition of the patient, as well as termination of the treatment. It thus increases
mortality and morbidity and contributes to rising health care costs. Its treatment is mainly supportive
and often fails to relieve symptoms. Probiotic bacteria may maintain homeostasis and reduce side
effects of chemotherapy [1]. A major limit to probiotic bacteria anti-inflammatory effect is their sus-
ceptibility to digestive stresses and several studies indicate the key protective role of food matrices in
increasing probiotics’ effect via the protection of bacteria against digestive constraints. In this study,
we investigated the role of fermented milk, using the immunomodulatory Lactobacillus casei BL23 [2] or
Propionibacterium freudenreichii CB129 [3, 4] as a probiotic starter, and of its fortification via addition
of whey proteins.

Materials and methods:

We evaluated the role of whey protein isolate (WPI), when added to skim milk fermented by L. casei
BL23 or by P. freudenreichii 138, as a protective matrix against in vitro stress challenges. In addition, we
investigated in vivo the therapeutic effect of these fermented beverages in a murine model of mucositis
induced by 5-Fluorouracil (5-FU). The monitored outcomes included weight loss, ileum histopathological
score, villus height, crypt depth and number of mucus-producing goblet cells.

Results:

This study demonstrated that milk supplementation with 30% (w/v) of WPI increases the survival rate
of both strains when challenged with acid or bile salts, compared to fermented skim milk without the
addition of WPI. Moreover, treatment with the probiotic beverages prevented weight loss and intestinal
damages in mice receiving 5-FU. All symptoms of mucositis were drastically reduced by the consump-
tion of developed probiotic fermented milks [5].

Conclusion:

This study evidenced the protective effect of selected strains of both lactic and propionic acid bacteria,
in the context of induced mucositis. It confirmed that selected strains might be used both as starter and
probiotic. It opens new avenues for the development of fermented functional foods for target populations.

Mots clés : Lactobacillus - Propionibacterium - Cancer - Mucositis - Probiotic.
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Impact de 'indole, métabolite bactérien dérivé du tryptophane, sur I’activité mitochondriale, I’ex-
pression de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 et 'intégrité de ’ADN dans un modeéle de cellules
épithéliales coliques

Lucie Armand (lucie.armand@agroparistech.fr), Masou Fofana, Antoine Domenger, Mireille Andriamihaja,
Francois Blachier

AgroParisTech, Paris, France

Introduction et objectifs :

L’indole est un des métabolites bactériens issus du tryptophane les plus concentrés dans le contenu
luminal intestinal, a des concentrations millimolaires. Les effets biologiques de I'indole sont controversés :
bien que I'indole, a des concentrations physiologiques, favorise le renforcement de la barriere intestinale
[1], son métabolite majoritaire [2], I'indoxyl sulfate, produit dans le foie et dans le cblon par les cyto-
chromes P450 [3;4], est considéré comme une toxique urémique [5]. L’objectif de ce travail est donc
d’évaluer les effets de I'indole sur un modele de cellules épithéliales colique.

Matériels et méthodes :

Des cellules de la lignée épithéliale colique HT-29 Gic-/+ ont été exposées aux concentrations physio-
logiques de 1 ou 2.5 mM pendant 48h. La viabilité cellulaire a été évaluée par les tests MTT et LDH, le
stress oxydant par le test DCFH et la mesure de I’expression des SOD par RT-gPCR, I'intégrité de I’ADN
par le test des cométes et la respiration cellulaire par la consommation d’oxygéne ; enfin, nous avons
évalué I'expression de I'lL-8.

Résultats, discussion et conclusion :

L’indole s’est révélé non cytotoxique dans les conditions utilisées. Bien que I'indole n’induise pas de pro-
duction significative d’espéces réactives de I'oxygene, on observe une induction de SOD1 et SOD2, ce
qui pourrait indiquer que I'indole induit un stress oxydant compensé par I'induction d’enzymes métabo-
lisant les anions superoxides. Le test des cométes montre une augmentation modeste de la quantité de
cassures de ’ADN aprés exposition a 2.5 mM d’indole, alors que I’expression de XPC ou ATM n’est pas
modifiée, ce qui indiquerait des dommages a I’ADN insuffisants pour induire les génes impliqués dans
la réparation de I’ADN. La respiration cellulaire n’est pas modifiée aprés exposition a 2.5 mM d’indole.
Enfin, on observe une augmentation de I’expression d’IL8 aprés exposition a I'indole, ce qui suggére que
ce métabolite pourrait participer au phénomeéne inflammatoire.

L’'indole, dans notre étude, présente donc, a des concentrations physiologiques, des effets géno-
toxiques et proinflammatoires sur les cellules épithéliales coliques. L’augmentation de I'expression des
geénes codant pour les 2 isoformes de SOD pourrait correspondre a une adaptation des cellules vis-a-vis
de I'indole.

Mots clés : indole - toxicité - épithélium colique.
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Dysbiose intestinale et phénotype pro-allergique : décryptage du lien entre microbiote intestinal
et allergie cutanée

Emilie Plantamura (eplantamura@maat-pharma.com)

MaaT Pharma, Lyon, France

La voie des RLR (RIG-I like Receptors) joue un réle essentiel dans la détection des virus a ARN, déclen-
chant une réponse immunitaire antivirale grace au recrutement de la protéine adaptatrice mitochondriale
MAVS (Mitochondrial AntiViral Signaling protein). Nous avons mis en évidence que les souris déficientes
pour la protéine MAVS (MAVS KO) présentaient un phénotype proallergénique dans un modéle d’in-
flammation stérile d’hypersensibilité retardée de contact (HSRC) qui reproduit la dermatite allergique de
contact (DAC) chez ’lhomme. Nous avons caractérisé le systéme immunitaire des souris MAVS KO en
condition d’équilibre et durant la réponse d’HSRC. Nous avons identifié un role du microbiote intesti-
nal des souris MAVS KO dans I’exacerbation de réponse d’HSRC et mis en évidence une dysbiose du
microbiote bactérien. Nous avons démontré que la dysbiose était responsable du phénotype inflamma-
toire observé, phénotype transmissible a des souris sauvages par des expériences de cohébergement
et de transplantation fécale. Cette dysbiose induit une augmentation de la perméabilité intestinale chez
les souris MAVS KO lors de la réponse d’HSRC, aboutissant a une translocation bactérienne dans les
organes lymphoides et a la modulation des réponses immunitaires a I’origine de I’exacerbation de réponse
d’hypersensibilité.Nos résultats permettent d’envisager le développement de nouvelles approches théra-
peutiques des pathologies allergiques humaines par la modulation du microbiote intestinal.

Mots clés : Microbiote - Allergie de contact.
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The use of antimicrobial peptides (AMPs) is probably the oldest and most widespread antimicrobial
strategy in living organisms. In animals and plants, AMPs are a component of the innate immune system
that is a first line of defense to fight against invading pathogens. AMPs turn now to be called host-de-
fense peptides due to their multiple functions, managing the cross-talk between host and microorga-
nisms and maintaining a healthy and dynamic equilibrium across mucosal systems. In turn, acteria and
archaea secrete such defense peptides (bacteriocins, microcins, archaeocins), which are major actors
in the microbial war. These ribosomally-synthesized peptides may carry posttranslational modifications,
resulting from the activity of dedicated enzymes encoded by the peptide gene clusters. To protect them-
selves from their own toxic peptide, bacteria either express dedicated immunity proteins encoded in the
bacteriocin/microcin gene cluster or expell the toxin. As a result, AMPs exhibit a prodigious diversity in
terms of structures and related mechanisms, which reflects the biodiversity of the living world.

The alarming explosion of infections caused by multidrug-resistant (MDR) pathogens is one of the big-
gest threats for human health worldwide. In the context of combating antimicrobial resistance within the
One Health framework, where human, animal and environmental healths have to be considered as a
whole, it is now urgent to investigate alternatives to conventional antibiotics in addition to the continuing
efforts in discovering novel molecules with uncommon mechanisms of action. As such antimicrobial
peptides appear as a promising direction.

Selected by evolution, natural AMPs display potent activity toward competitors without generating
significant resistance under ecological conditions. Being thoroughly studied owing to their therapeutic
potential, their mechanisms of action appear to involve various targets, from the bacterial envelope and
the membrane bilayer to most intimate enzymes inside the cell, or by associating several strategies.
Beyond their defense roles, AMPs produced by both the microorganisms and their hosts are also key
actors in maintaining balanced and dynamic polymicrobial communities (microbiota) in the ecological
niches. These features make AMPs promising molecules to develop into alternative antibiotic strategies
for use in the human medicine, agriculture and food industries, for the benefit of the society.

Mots clés : bacteriocin - microcin - mode of action - posttranslational modification - microbiota.
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PARAGEN: a standardized synthetic gene library to produce antimicrobial peptides

Philippe Gabant (pgabant@syngulon.com)
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The continuous emergence of microbial resistance to our antibiotic arsenal drugs is widely becoming
recognized as an imminent threat to global human health. Bacteriocins are antimicrobial peptides cur-
rently under consideration as real alternatives or complements to common antibiotics. These peptides
have been highly studied, novel bacteriocins are regularly reported and several databases on these pep-
tides are currently maintained. Despite this, to our knowledge, a physical collection of bacteriocins that
would allow testing and comparison for different applications does not exist. Rapid advances in synthetic
biology in combination with cell-free protein synthesis technologies offer great potential for fast protein
production. Based on the amino acid sequences of the mature peptide available in the databases, we
have built a bacteriocin gene library, called PARAGEN 1.0, containing all the elements required for in
vitrocell-free peptide synthesis. Using PARAGEN 1.0 and a commercial kit for cell-free protein synthesis
we have produced 150 different bacteriocins belonging to the class Il (unmodified bacteriocins) group. Of
the bacteriocins synthesized, 59% have shown antimicrobial activity against at least one of the indicator
strains tested, including Gram-positive and Gram-negative bacteria representing commonly used lab
strains, industrially relevant microorganisms, and known pathogens. This bacteriocin collection repre-
sents a streamlined pipeline for selection, production, and screening of bacteriocins as well as a reservoir
of ready-to-use antimicrobials against virtually any class of relevant bacteria.

Mots clés : synthetic biology - bacteriocins - antimicrobial peptides - microbiome.
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Antibacterial and anti-biofilm properties of peptoids cationic amphipatic AMP mimics
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Claude Taillefumier?, Sophie Faure?

TUMR CNRS 6023 LMGE, Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, France
2UMR CNRS 6296 ICCF, Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, France

Background:

The development of antibiotic resistances by microorganisms has led to a need to find novel antibacterial
agents or combinations of agents as the first line of treatment for various infections. Peptoids, oligomers
of N-substituted glycines, are attracting due to their advantageous properties as peptidomimetics, inclu-
ding designable well-defined three-dimensional structures and stability toward proteolysis. This study
aimed to investigate the anti-biofilm and antimicrobial properties as well as their potential synergy with
antibiotics of a set of peptoids mimicking helical antimicrobial peptides (AMPs) using Gram-positive and
Gram-negative bacteria.

Methods:

Antibiofilm activity was determined by measuring the biofilm biomass (viable bacteria) after 3h of co-incu-
bation and after treatment of formed biofilms with the peptoid molecules to be tested. Antibacterial acti-
vity was measured by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) by a microtiter broth dilu-
tion in Muller-Hinton and mammalian cells culture media. Based on the MIC of each antimicrobial agent,
a checkerboard assay was performed to investigate the synergy between them, which was expressed
as the fractional inhibitory concentration (FIC).

Results:

Several cationic amphipatic peptoids displayed antibiofilm and antibacterial activity, the latter being
enhanced in mammalian culture cells medium compared to MH medium, with low hemolytic activity and
cytotoxicity. The combination of a selected peptoid and the antibiotic erythromycin showed synergistic
activity against Gram-negative bacteria, and this activity was retained and even enhanced when incu-
bated in mammalian cells culture medium compared to standard bacteriologic media.

Conclusion:

Peptoid-type AMP mimics alone and in combinations with antibiotic are promising strategies to fight
biofilm formation and antibiotic resistant bacteria.

Mots clés : AMP mimics - peptoids - biofilm - antibacterial activity.
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SP1.6-3
New antibiofilm mechanism of action, matrix anti-assembly (MAA), displayed by red pepper peptide

Rafael Gomes Von Borowski' 2 (gvb.rafa@gmail.com), Sophie Chat’, Rafael Schneider’:3,
Aline Rigon Zimmer*, Simone C. Baggio Gnoatto*, Alexandre José Macedo® °, Emmanuel Giudice’,
Reynald Gillet'

T"UMR 6290 / RBS, Univ. Rennes1 / CNRS / IGDR, Rennes, France
2|l aBDiM & LaFiS, FacFar/UFRGS, Porto Alegre, Brésil

3LaBDiM, FacFar/UFRGS, Porto Alegre, Brésil

4LaFiS, FacFar/UFRGS, Porto Alegre, Brésil

SLaBDiM, Cbiot/UFRGS, Porto Alegre, Brésil

Introduction and objectives:

It is evident that alternatives are need to combat drug-resistant organisms and biofilms. A biofilm is a
complex matrix of self-assembled extracellular polymeric substances (EPSs) enfolding microorganisms.
This virulence factor enables them to overcome a series of environmental stresses such as delayed/
suppressed penetration of the antimicrobial agent into the matrix, the presence of metabolically inac-
tive ‘persisters’, and the increased ability to exchange mobile genetic elements encoding resistance. In
this context, natural peptides have contributing chemically and pharmacologically in order to develop
antibiofilm alternatives. Specially, we identified capsicumicine, a peptide from Capsicum baccatum (red
pepper) that acts by a novel mechanism of action, matrix anti-assembly (MAA).

Materials and methods:

In order to study the antibiofilm mechanism of action we proceeded with gRT-PCR and biochemical
analysis and, a set of ultrastructural analysis such as transmission/scanning electron microscopy and
confocal fluorescence microscopy.

Results, discussion and conclusions:

Our studies have shown that bioinspired peptides are promising antibiofilm prime structures [1,2].
Particularly, red pepper peptides are effective antiadhesive and antibiofilm agents against methicillin-re-
sistant Staphylococcus epidermidis and, show excellent non-cytotoxic profiles. Furthermore, we charac-
terized a new antibiofilm mechanism of action, extracellular and independent of antibiotic effect. MAA
leads to matrix disturbance and, therefore its functioning [3-5]. We are facing a post-antibiotic era, where
antibiotics are no longer effective against all microbial threats. In the past decades, thousands of articles
have been published about biofilms but so far no effective treatment has been developed. Finally, we
believe that these results could improve the development of new peptides and peptidomimetics aiming
pharmaceutical innovation.

Mots clés : antibiofilm - resistance - peptide - peptidomimetic - capsicum.
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SP4.3-01
Suivi des épisodes bactériémiques dans des établissements hospitaliers des Hauts de France

Christian Cattoen (cattoen-c@ch-valenciennes.fr)

Service de Microbiologie, Centre hospitalier de Valenciennes, Valenciennes, France

Introduction et objectifs :

Cette synthése de trois études successives menées dans des hépitaux des Hauts de France vise a

comparer les caractéristiques des bactériémies documentées a trois bactéries fréquemment impliquées :

Escherichia coli producteur de BLSE, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Matériels et méthodes :

La premiére étude a été menée dans 17 centres, les deux suivantes dans deux hdpitaux selon la méme

méthodologie. Une revue des dossiers patients présentant une bactériémie a été effectuée afin de

recueillir les données cliniques (age, sexe, comorbidités, diagnostic, traitement, devenir du patient) et
microbiologiques (documentation, sensibilité des souches). Les données ont été colligées et analysées.

Résultats :

L’étude comparative de 599 dossiers dans ces trois contextes de bactériémies fait ressortir les éléments

suivants :

1. Concernant les bactériémies a E. coli BLSE, les patients étaient plus fréquemment documentés en
service de médecine et aux urgences, I'dge moyen était de 75.6 ans, la comorbidité principale était
d’origine cardio-vasculaire (42.6%), le site urinaire était documenté avec la méme souche dans 57.9%
des cas. A J10, 80.4% des patients étaient encore hospitalisés mais le processus infectieux était
normalisé dans 76% des situations. La documentation a conduit a une adaptation du traitement dans
65.6% des cas.

2. Concernant les bactériémies a P. aeruginosa, les patients étaient plus fréquemment documentés en
service de médecine, oncologie et USI, 'Age moyen était de 69 ans, la comorbidité principale était
d’origine néoplasique (49.7%), les hémocultures étaient polymicrobiennes dans 25.7% des cas. A
J10, 45% des patients étaient encore hospitalisés, 22% des patients étaient décédés. La documen-
tation a conduit a une incrémentation du traitement dans 77.5% des cas.

3. Concernant les bactériémies a S.aureus, les patients étaient plus frequemment documentés en ser-
vice de médecine et chirurgie, ’age moyen était de 65 ans, la comorbidité principale était d’origine
cardio-vasculaire (49.4%), un dispositif intravasculaire était implanté chez 51% des patients. A J10,
67.7% des patients étaient encore hospitalisés, le processus infectieux était normalisé dans 33.2%
des situations, 16.6% des patients étaient décédés. La documentation a conduit a une adaptation du
traitement dans 65.6% des cas.

Conclusion :

Ce travail montre les particularités des bactériémies liées a chacune de ces trois bactéries.
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Mots clés : Bactériémies.
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SP4.3-02
Evaluation de la qualité de I’antibiogramme dans le réseau College de Bactériologie Virologie
Hygiéne des hépitaux (Col.BVH) : des années d’expérience

Hubert Chardon (hchardon@ch-aix.fr), Nathalie Brieu, Jenny Gallou

Microbiologie, CHIAP, Aix-en-Provence, France

Créé en 1985, COLBVH s’est rapidement préoccupé de la qualité, initialement centrée sur I'identification
et actuellement axée sur I'antibiogramme.

Quelques résultats faisant suite aux contréles les plus récents sont présentés ; seuls les résultats inter-
prétés sont pris en compte.

En 2016 : Staphylococcus aureus (Sa) multi-résistant testé par 30 laboratoires. Le pourcentage de bons
résultats (BR) sur 25 antibiotiques testés par la majorité des laboratoires s’éleve a 96 % (résistant teico-
planine : 71% BR, les 29 % restants ont cependant catégorisé « sensibilité diminuée », sensible pristi-
namycine : 68% BR, 17 % I, 5% R et 10% « sensibilité diminuée »). La résistance a I’oxacilline est tou-
jours bien détectée, mis a part en 2012 chez Sa multi-sensible mecC positif : 25% BR. Sur Sa résistant
a I’érythromycine (MLSB inductible) testée en 2016 par 61 laboratoires : 42.6% BR S avec commentaire
risque de mutation, 20.9% S sans commentaire, 1.6% | et 4.9 R%.

En 2017, résistance a I'ampicilline : 92.5% BR chez Enterococcus faecium (Ee) et 97.5% BR chez
E.faecalis (Ea). Résistance a la vancomycine, 95% BR (Ea vanA), 97.5% BR (Ea vanB) et 80% BR (Ee
vanB), résistante plus délicate a détecter (CMI bandelette : 2 mg/L en 24H).

En 2014 : détection de céphalosporinase plasmidique chez entérobacteries par 64 centres : 92% BR
pour K. pneumoniae (Kp), 66% BR chez Proteus mirabilis (13 centres ont noté a tort la présence de
BLSE) et 33% BR chez a Escherichia coli (Ec) (DHA).

En 2015 : détection de carbapénémase par 76 centres : 92% BR chez Kp (OXA-48), 89.5% BR chez Ec
(OXA-48), 92% BR chez Ec (NDM) et 74% BR chez Pseudomanas aeruginosa (Pa)) (NDM).

En 2018 : Kp hyperproductrice de SHV1 testée par 50 centres, 11 centres identifient une BLSE a tort.
En 2019 : Pa sensible a ceftazidime et céfépime (CMI : 8 mg/L) : 60% BR pour ceftazidime 34% BR pour
céfépime et grande dispersion des diamétres meropéneme (18 a 32mm).

En conclusion, les mauvaises performances, rares, mais les plus intéressantes a analyser, permettent
aux participants une remise en cause des pratiques et des méthodes utilisées.

Mots clés : COLBVH - Contrdole de qualité.
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SP4.3-03
Réseau méningite du Col.BVH : quels germes ?, quelles pathologies ?, évolution sur 30 ans

QOdile Bellon' (0.bellon@ch-brignoles.fr), ColBVH College de Bactériologie Virologie Hygiene?

"Laboratoire, Centre Hospitalier Jean Marcel, Brignoles, France
2Service de bactériologie, Centre hospitalier, Versailles, France

Introduction :

Depuis 1988, un observatoire des méningites bactériennes a été créé. Les biologistes volontaires, appar-
tenant au collége de bactériologie-virologie-hygiene, participent au recueil des méningites bactériennes
isolées dans leurs centres.

Matériel et méthodes :

Prés de 300 biologistes travaillant dans 262 laboratoires hospitaliers ont, au fils du temps, renseigné le
formulaire en ligne sur le site du college.

Les biologistes doivent renseigner pour les patients, I’age, le sexe et quelques constantes biologiques,
et pour le prélévement les résultats des examens bactériologiques et biochimiques avec les méthodes
de diagnostic et leurs résultats.

Résultats :

Plus de 9140 méningites ont été colligées. Les principaux germes mis en évidence sont : pneumocoque
(84%), méningocoque (25%), Haemophilus (7.6%), streptocoque B (7.2%), Staphylocoques (5.7 %) avec
majoritairement Staphylococcus aureus (4.3%), Listeria, (5%), entérobactéries (5%) avec majoritairement
E.coli (4.7%), Mycobacterium tuberculosis (1.2%).

On retrouve également des germes plus rares : Fusobacterium, Acinetobacter, Abiotrophia, Pasteurella,
Capnocytophaga.

L’analyse des courbes évolutives permet de noter une diminution des méningites tuberculeuse, a cryp-
tocoques et a haemophilus, une stabilité pour les méningites a pyocyaniques et a méningocoques, mais
une augmentation de celles a pneumocoques et streptocoques de groupe A et B.

L’examen des commentaires transmis permet de mettre en relation certaines pathologies et certains
germes. On note une corrélation entre méningites plurimicrobiennes et abcés cérébral, une présence
de staphylocoque doré plus importante en neurochirurgie, des germes réputés peu virulents lors
de méningites avec présence de matériel de dérivation ventriculaire (Staphylocossus epidermidis,
Propionibacterium).

La caractérisation de I'infection en communautaire ou non est faite dans plus de 95% actuellement, les
infections associées aux soins varient de 2 a 8% selon les années.

Conclusion :

Il est bien évident que la qualité de ce suivi en temps réel repose sur la rentrée effectivement en temps
réel des données par les divers biologistes. Nous remercions chaleureusement tous les participants et
espérons que I'observatoire continuera encore de nombreuses années.

Mots clés : Méningite - Epidémiologie - Réseau.
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SP4.3-1
Identification rapide des hémocultures par spectrométrie de masse (MALDI-TOF) et leur impact
sur la consommation d’antibiotiques dans un hépital général

Mario Vilaré (bacteriohp@hotmail.com), Claudio Abiega
Laboratoire de Microbiologie, Hospital Privado de Cdrdoba-Argentina, Cordoba, Argentine

Introduction et objetifs :

L’identification directe de flacons d’hémocultures positifs par MALDI-TOF est un outil sensible et spé-
cifique pour le diagnostic des bactériémies. La rapidité dans le rapport des résultats a un impact sur la
santé des patients et les colts hospitaliers (jours d’hospitalisation, diminution de la consommation d’an-
tibiotiques, ajustement du traitement empirique, etc...). L’objectif de ce travail est d’analyser I’évolution
de I'antibiothérapie lorsque les résultats de laboratoire sont rapportés en temps réel et leur relation avec
la consommation d’antibiotiques.

Matériels et méthodes :

Les hémocultures positives comprises entre les 01.05.2018 et 31.03.2019 ont été identifiées par MALDI-
TOF directe. Les résultats ont été immédiatement communiqués au médecin traitant et au service des
maladies infectieuses. Le traitement empirique de chaque patient “ positif” a été analysé simultanément,
et le délai de correction thérapeutique pris en compte. Nous avons comparé la consommation d’anti-
biotiques entre la méthode directe et si les résultats avaient été réalisés avec la méthode d’identification
incluant un passage de culture sur boite.

Résultats, discussion et conclusion :

Sur un total de 1032 patients présentant des hémocultures positives, I'identification rapide a entrainé des
modifications du comportement thérapeutique dans 576 cas (55,8%), soit en changeant d’antibiotique,
soit en supprimant le traitement combiné avec divers antibiotiques. Chez 456 patients (44,2%), le résul-
tat n’a pas été utile ou n’a entrainé aucune modification et il fallut attendre le résultat de I’antibiogramme
pour ajuster le traitement. Au cours de la période d’étude I'identification directe par MALDI-TOF associée
au rapport des résultats en temps réel, la démarche a permis de réduire la consommation d’antibiotiques
de 11 976 doses. En conclusion, il a été possible de mesurer que la communication rapide des résultats
du laboratoire de bactériologie a un impact important sur la consommation d’antibiotiques hospitaliers
et, par conséquent, il en résulte une diminution de la pression de sélection des bactéries multirésistantes.

Mots clés : hémocultures - MALDI-TOF - bactériémies - Identification rapide - consommation d’antibio-
tiques.
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Organs-on-chips, a new paradigm

SP5.3-01
A bioengineered human Organ-on-Chip reveals the intestinal microenvironment and mechanical
forces are critical for Shigella infection

Alexandre Grassart! (alexandre.grassart@pasteur.fr), Valérie Malardé?, Samy Gobaa?, Anna Sartori-Rupp?,
Jordan Kerns?, Katia Karalis®, Benoit Marteyn*, Philippe Sansonetti?, Nathalie Sauvonnet'

"Pathogénie Microbienne Moléculaire, Institut Pasteur, Paris, France
2 Institut Pasteur, Paris, france

8 Emulate, Boston, USA

4Université de Strasbourg, Strasbourg, France

Intestinal epithelial cells are permanently exposed to mechanical forces and pathogens. Despite an
increasing amount of knowledge on the molecular machineries elaborated by pathogens to manipulate
the host cell, the role of mechanical forces on their interactions and invasion at the tissue level remains
limited. The gut continuously imposes two main physical forces on a colonizing pathogen, shear stress,
induced by the intestinal flow, and stretching induced by the underlying muscle layer and resulting in
the peristalsis, that may overcome the infectivity of pathogens. Here, we addressed whether flow and
peristalsis impact the infectivity of the human pathogen Shigella within a 3D colonic epithelium using
Intestine-Chip technology. Strikingly, infection is significantly increased and minimal bacterial loads
are sufficient to invade enterocytes from the apical side and trigger loss of barrier integrity, thereby
shifting the paradigm about early stage Shigella invasion. Shigella quickly colonizes epithelial crypt-like
invaginations and demonstrates the essential role of the microenvironment. Furthermore, by modula-
ting the mechanical forces of the microenvironment, we find that peristalsis impacts Shigella invasion.
Collectively, our results reveal that Shigella leverages the intestinal microenvironment by taking advan-
tage of the micro-architecture and mechanical forces to efficiently invade the intestine. This approach
will enable molecular and mechanistic interrogation of human restricted enteric pathogens.

Mots clés : Organ-on-Chip - host-pathogen interactions - peristalsis - shear stress - microengineering.
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Organs-on-chips, a new paradigm

SP5.3-1
Biological control of Aspergillus niger through bacterial oxalotrophy in-vitro and in a Lung-on-a-
chip microfluidic system

Fabio Palmieri' (fabio.palmieri@unine.ch), Aislinn Estoppey’, llona Palmieri', Nourine Noormamode',
Geoffrey L. House?, Jamey D. Young?, Saskia Bindschedler', Patrick S. G. Chain?, Jennifer Foster Harris?,
Pilar Junier’

"Laboratoire de Microbiologie, Université de Neuchatel, Neuchatel, Sluisse
2Bioscience Division, Los Alamos National Laboratory, qu Alamos, Etats-Unis
3School of Engineering, Vanderbilt University, Nashville, Etats-Unis

Introduction and objectives:

The worldwide emergence of (multiresistant pathogenic fungi, such as Aspergillus spp., is a major
threat to human health. Aspergillosis, i.e. Aspergillus infection, is one of the fungal-related diseases
with increased prevalence in the past few years. Some Aspergillus species, including A. niger, have
been associated to a variety of health issues ranging from mild allergies to severe invasive pulmonary
infections. In the latter, the formation of crystals composed of oxalic acid has been reported. Oxalic acid
is a known pathogenicity factor in fungal phytopathogens, but a direct link between its production and
pathogenicity has not been made in the case of human and animal pathogens. Oxalic acid is commonly
produced by soil fungi and usually occurs in the form of the mineral calcium oxalate. In soils the sink to
this mineral is the consumption by oxalotrophic bacteria. The aim of this study is to assess the biocontrol
potential of oxalotrophic bacteria to control the growth of A. niger in-vitro and ex-vivo.

Material and methods:

Co-cultures confronting A. niger with Pseudomonas putida (non-oxalotrophic control) and Cupriavidus
oxalaticus (oxalotrophic) were performed in-vitro in media with differing nutrient composition (including
liquid lung cells medium). The same confrontations will be done in a tissue-engineered lung model.
Oxalic acid concentration, as well as different lung epithelial cell inflammatory parameters, will be mea-
sured, and cell injury will be assessed.

Results, discussion and conclusion:

C. oxalaticus controls fungal growth, but this depends on the media composition. Also, the oxalotrophic
bacterium controls oxalic acid production, spore germination and filamentous growth when co-cultured
with A. niger in liquid lung cells medium. When co-cultured on lung cells, C. oxalaticus seems to res-
cue the latter from the infection of A. niger. With this study, new insights into the biocontrol potential of
oxalotrophic bacteria on A. niger are highlighted. This offers a new venue for an alternative and more
sustainable therapeutic approach that reduce the risk of resistance selection.

Mots clés : Aspergillus spp. - Oxalic acid - Oxalotrophic bacteria - Fungal infection - Lung-on-a-chip.
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SP5.3-2
Colorectal cancer associated-E. coli induce the emergence of chemotherapy-resistant stem cell-
like phenotype of host cells

Guillaume Dalmasso' (guillaume.dalmasso@uca.fr), Antony Cougnoux’, Tiphanie Fais" 2,
Nicolas Barnich', Julien Delmas' 2, Richard Bonnet':?

"Inserm U1071, Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, France
2Bactériologie, CHU Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France

Background and aims:

It has been reported that 50 to 60% of human CRC biopsies are colonized by E. coli strains harboring
the pks genomic island (E. coli/pks), compared to ~20% of tissues from control patients. This island
encodes a polyketide-non-ribosomal-peptide toxin called colibactin, which induces DNA double-strand
breaks, chromosome rearrangements in eukaryotic cells and more importantly an increase in colorectal
tumorigenesis in diverse CRC mouse models. Since the gut microbiota has been shown to influence
chemotherapy response, we aimed to analyze the impact of E. coli/pks infection on the efficacy of che-
motherapy in colorectal cancer cells.

Methods:

Human colon adenocarcinoma HT-29 cells were infected with the clinical E. coli/pks 11G5 strain or its
isogenic mutant unable to produce colibactin (11G5Apks). Chemotherapy resistance was assessed using
a MTT assay. Cancer stem cell (CSC) markers were assessed by Western blot, immunofluorescence and
flow cytometry. CSC characteristics were assessed by culturing infected HT-29 cells on low-adherence
culture plates and soft agar. AOM/DSS-treated mice, a CRC model, were infected or not with the 11G5
strain or 11G5Apks mutant, and expression of CSC markers in the colon were analyzed by Western blot.
Results and conclusion:

11G5 infection increased resistance of HT-29 cells to chemotherapeutic drugs 5-fluorouracil, irinotecan
and oxaliplatin. This was correlated with the ability of 11G5-infected cells to grow in low adherence
culture plates and to form colonies in soft agar. Furthermore, 11G5-infected cells expressed high levels
of CD133, a marker of colonic CSC, and of the transcriptions factors required to generate pluripotent
cells from differentiated cells OCT3/4 and NANOG. 11G5 infection also increased levels of OCT3/4 and
NANOG in colorectal tumors from AOM/DSS-treated mice. Finally, human CRC biopsies colonized by E.
coli/pks exhibited higher levels of NANOG compared to CRC biopsies colonized by E. coli strains that
do not harbor the pks island. Our results suggested that E. coli/pks might increase the severity of CRC
by reprogramming intestinal epithelial cells into chemotherapy-resistant CSC-like phenotype.

Mots clés : Chemotherapy resistance - E. coli - Cancer stem cell - Colorectal cancer - Colibactin.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 115
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19, France



SFM 2019 Communications orales courtes

Organs-on-chips, a new paradigm

SP5.3-3
Use of the Enteroid Model for Assessing the Persistence of Infectious Human Noroviruses in the
Environment

Marion Desdouits’ (marion.desdouits@ifremer.fr), David Polo', Cécile Le Mennec!', Sofia Strubbia’,
Gabriel Euller!, Xi-Lei Zeng?, Khalil Ettayebi?, Mary K. Estes?, Soizick Le Guyader’

"Laboratoire Santé Environnement Microbiologie, IFREMER, Nantes, France
2Molecular Virology and Microbiology, Baylor College of Medicine, Houston, Texas, USA

Noroviruses (NoV) are the main agents of acute gastroenteritis in humans. They are transmitted
from person to person and through environmental exposure (surfaces, water, contaminated food).
In coastal areas, shellfish raised in contaminated coastal waters concentrate these viruses without
being infected themselves. Oysters are the main food involved in viral food poisoning, with significant
health and economic consequences. Current detection methods for NoV are based on quantitative
PCR, which provides an estimate of the viral concentration but does not assess the risk of infection.
NoV were not cultivable until the recent development of a system using human intestinal stem cells
cultured in 3 dimensions as enteroids [1]. This model allows observing the replication of genotype
Il (Gll) NoV strains and was used to evaluate the effectiveness of decontamination treatments [2].
The objective of this study was to make this model work in our laboratory and to apply it to the study of
the persistence of infectious noroviruses in the coastal environment.

Enteroids derived from the jejunum of a healthy donor, with a secretory phenotype, were maintained
in 3D culture, plated as 2-D monolayers and differentiated into mature intestinal cells to be infected
with different strains of NoV Gll from human stool samples [1]. The replication of strains belonging to
the genotypes Gll.4, GlI.3 and GIl.6 was achieved. The repeated use of two control viral strains (Gll.3
and Gll.4) for more than one year confirmed the reproducibility of the technique. Finally, the infectivity
of norovirus Gll.3 and Gll.4 was monitored for several weeks in seawater, and showed high stability for
both genotypes.

The human enteroids model allows reproducible replication of different genotypes of norovirus Gll. Of
the many strains tested, only a minority actually showed an ability to replicate in this model, as obser-
ved by other teams. However, this technique could be applied to study the parameters modulating viral
persistence in the environment and contaminated food.

Mots-clés : Norovirus - enteroids - infectivity - persistance - replication.
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human noroviruses in stem cell-derived human enteroids. Science 353(6306):1387-1393.
2. Costantini V, Morantz EK, Browne H, Ettayebi K, Zeng XL, Atmar RL, et al. 2018. Human Norovirus
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Le réle de la pompe biologique marine dans les flux de CO»

Ludwig Jardillier (ludwig.jardillier@u-psud.fr)

Unité Ecologie, Systématique, Evolution, Université Paris-Sud, Orsay, France

Les microorganismes sont largement distribués dans I’environnement et sont impliqués dans I’ensemble
des cycles biogéochimiques. Les communautés microbiennes sont trés complexes, caractérisées par de
grandes diversités phylogénétiques et métaboliques. Nous connaissons encore trés peu la contribution
de chaque groupe microbien aux cycles biogéochimiques. Or, il est crucial d’accéder a ces informations
non seulement afin de mieux appréhender le fonctionnement actuel des écosystémes mais également
d’évaluer leur évolution dans un contexte de changements globaux. Aussi, quantifier les activités méta-
boliques in situ des différents groupes phylogénétiques constitue I’'un des principaux enjeux en écologie
microbienne a I’heure actuelle.

Ainsi, le phytoplancton marin contribuerait jusqu’a 50% de la production primaire totale. Or, nous
n’avons toujours pas identifié les principaux groupes participant a cette importante fixation de CO.,.
De nombreuses études suggerent que les diatomées seraient 'un des acteurs clefs, mais des études
récentes révelent que des groupes phytoplanctoniques composés de cellules de plus petites tailles mais
plus abondantes joueraient également des rbles significatifs. Ceci est notamment le cas de I'Océan
Austral qui compte pour 40% du puit de carbon océanique.

Mots clés : phytoplancton - production primaire - pompe biologique - océan - changements globaux.
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LISBP, INSA Toulouse, Toulouse, France

Une croissance durable incluant I'utilisation plus efficace des ressources naturelles et plus économi-
quement compétitive est une des priorités des prochaines années au niveau national et européen. Dans
ce contexte, changement climatique et approvisionnement en énergie durable sont des défis majeurs.
Un des objectifs ambitieux est la réduction des émissions gaz a effet de serre tels que le dioxyde de
Carbone (CO») et/ou sa réutilisation dans des filieres de production. Innovation et technologie durable
sont donc indispensables pour atteindre cette économie sobre en carbone, dite « décarbonée ». Une
réutilisation du CO» dans une filiere de production de molécules organiques pour des applications en
énergie, chimie ou alimentaire peut étre envisagée par la mise en oeuvre de microorganismes. Les bac-
téries lithoautotrophes sont capables de croitre et dans certaines conditions de produire des molécules
d’intérét a partir des substrats gazeux CO» et Ho. Parmi celles-ci la bactérie Cupriavidus necator peut
pousser sur mélange gazeux CO»o, Ho et Air et naturellement accumuler des polyhydroxyalcanoates,
polymeéres ayant des propriétés plastiques intéressantes. Le développement des outils génétiques sur
cette bactérie ont permis ces derniéres années d’obtenir des souches productrices de molécules a
usage énergétique et/ou de la chimie.

Nous présenterons ici les avancées réalisées au laboratoire sur I'ingénierie des souches de C. necator
et I'ingénierie associée sur les bioréacteurs pour la production de différentes molécules d’intérét. Les
performances atteintes apportent la preuve de concept qu'il est possible de produire de molécules d’in-
térét a partir de CO» et permet d’envisager a I’avenir le développement de bioprocédés a partir de COo.

Mots clés : Dioxide de carbone - Cupriavidus - Fermentation - Génie métabolique.
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Produce methane and biomolecules of interest from carbon dioxide
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Simon Dubos, Claire Dumas

TBI, Université de Toulouse, CNRS, INRA, Toulouse, France

While lot of researches are pursuing the goal to valorize organic carbon, i.e. plant biomass, an alternative
may be to use or re-use carbon dioxide in the future. Indeed, rather than relying on photosynthesis to
capture CO», why not explore the direct uptake of CO» by micro-organisms?

Many species of microorganisms (bacteria, archae) have abilities to grow through the transformation of
carbon dioxide into organic molecules. These microbial metabolisms have allowed the fixation of CO» in
the early stages of life, and could be reused in what is now called Anthropocene.

Biological methanation consists in producing methane by hydrogenation of CO» from microbial popula-
tions, hydrogenophilic methanogenic archaea. There is a symbiosis between bacteria and archaea, the
former producing acetic acid from Ho and CO» and the latter producing methane from this acetic acid
and CO» remaining. (Lecker et al., 2017)

The identified bottlenecks of the process are on the one hand, the regular nutrient requirements neces-
sary for the growth and activity of the microorganisms and on the other hand the low hydrogen transfer
rates (dissolution of hydrogen in the water to allow the bacteria to consume it) that strongly impact the
overall process yields. (Angelidaki et al., 2018)

The scientific work performed in LISBP since 2016 allows the identification of several key success fac-
tors in the implementation of a biological methanation process: biodiversity, pH, nutrients, process’s
tolerance to on / off cycles.

The experiments have also demonstrated the relationship between productivity and CH4 content in the
gas produced: the higher the productivity, the lower is the CH4 content in the gas produced. Novel
contactor systems and optimized reactor architectures must be defined to overcome this limitation.
(Berger et al., 2017)

The major outcome of the research program enabled the partners to acquire biological methanation
tools (pilot installation designed movable for future on-site implementations) and process management
expertise, to test novel process configurations and lead to the design of an intensive solution for CHg4
production.

Mots clés : Biological methanation - CO» utilization - Microbial consortia - Gas/ Liquid mass transfer.
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Des bactéries induisant la précipitation du carbonate de calcium au service de la consolidation
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Introduction et objectifs :

Dans une volonté de protection des zones cétieres et des ouvrages du littoral, un procédé innovant
de formation d’'un éco-matériau par électrochimie a été développé afin de lutter efficacement contre
I’érosion. Ce processus favorise la précipitation de dépbts calcomagnésiens sur une structure métal-
lique placée sous polarisation cathodique. Ces phases minérales servent alors de liant entre sédiments,
coquillages, galets, et conduisent a des structures solides trés résistantes renforcant les ouvrages
maritimes. La polarisation cathodique induisant un environnement trés alcalin et le milieu étant riche en
calcium, carbonate et magnésium, va-t-on favoriser une colonisation microbienne spécifique pouvant
participer a la formation du dépét calcomagnésien? Certaines bactéries sont connues pour réaliser la
biominéralisation par des voies métaboliques impliquant notamment 'uréase et I’anhydrase carbonique
qui favorisent une précipitation minérale par alcalinisation locale de leur environnement. Ce phénoméne
est actuellement étudié dans la réparation des matériaux cimentaires de construction et la stabilisation
des sols.

Notre obijectif est de concevoir des éco-matériaux imitant les structures rocheuses naturelles et d’en
accélérer leur cinétique de croissance en couplant les mécanismes de biominéralisation aux processus
électrochimiques.

Résultats, discussion et conclusion :

Nous avons mis en évidence, en condition aérobie, 14 souches bactériennes marines qui ont la capacité
de biominéraliser. Celles-ci ont été isolées a partir de dépbts calcomagnésiens formés par polarisation
cathodique en milieu naturel, écosysteme encore non exploré a ce jour au niveau de leur flore micro-
bienne. L’analyse par microspectroscopie Raman de leurs produits minéralisés a montré leur capacité
commune a produire du carbonate de calcium (CaCQO3) de type calcite. Chaque souche a été caractéri-
sée au niveau des voies métaboliques impliquées dans la biominéralisation et identifiée par séquencage
de ’ADNr16S.

Ces résultats ont montré qu’une communauté de bactéries hétérotrophes, favorisant la précipitation de
CaCQg, a colonisé les dépbts calcomagnésiens formés par polarisation cathodique. De plus, I'environ-
nement atypique créé par la protection cathodique ne semble pas empécher la colonisation microbienne
par des flores spécifiques. Un montage expérimental constitué de colonnes sableuses ensemencées
par ces bactéries marines a également été mis au point afin d’évaluer leur potentiel de cimentation via
le CaCO3 formé.

Mots clés : Bactéries marines - Biominéralisation - Polarisation cathodique - Dépbts calco-magnésiens.
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Introduction et objectifs :

La culture de microorganismes photosynthétiques donne la possibilité de convertir du carbone inorga-
nique en métabolites d’intérét industriel. Toutefois un des principaux facteurs limitant la production de
biomasse en photo-autotrophie est le transfert de photons dans les cultures denses. Cette limitation
est en partie levée via I'utilisation de photobioréacteurs en couches minces. Une autre solution est de
privilégier 'exploitation d’espéces excrétant des métabolites en visant la séparation de la production de
biomasse de celle de la molécule extracellulaire. L’intérét pour I'application de ce type de bioprocédé
aux microalgues et cyanobactéries est relativement récent. Les exométabolites d’intérét industriels
incluent des polysaccharides, hydrocarbures ou pigments naturellement excrétés par certaines espéces.
L’objectif est de présenter deux travaux récents sur la production d’exo-métabolites en photoautotro-
phie.

Matériels et méthodes :

Les souches sont une cyanobactérie et une microalgue. Elles sont cultivées sur milieux synthétiques en
photobioréacteurs en mode batch ou continu. Les concentrations en exométabolites sont déterminées
par dosages colorimétriques et chromatographiques, GC-FID et GC-MS.

Résultats, discussion et conclusion :

Une production d’azote ammoniacal récupéré par stripping gazeux a été obtenue a partir d’une souche
de cyanobactérie diazotrophe. Les conditions d’incubation en photobioréacteurs permettent de dis-
socier la production de biomasse de celle de 'azote, I'effluent gazeux alimentant une autre culture de
microalgues. Une production extracellulaire d’hydrocarbures a été optimisée. Naturellement la pro-
duction de ces métabolites est couplée a celle de la biomasse, sans dépendre d’une limitation azotée,
comme I'accumulation de triglycérides. Des procédés de bio-extraction des hydrocarbures sans perte
de viabilité de la biomasse sont actuellement explorés en vue d’une exploitation en photobioréacteurs
a recyclage de biomasse.

Les avantages et les contraintes associés a la production d’exo-métabolites sont présentés en relation
avec les procédés de cultures cellulaires et de récupération des molécules d’intérét.

Mots clés : exométabolites - microalgues - photobioréacteurs - recyclage de biomasse - strippage
gazeux.
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The metabolic cost for virulence in the plant pathogens Xylella fastidiosa and Ralstonia
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Both X. fastidiosa and R. solanacearum are important threats to plant health worldwide, causing wilting
disease on a wide range of agricultural crops and trees. During the last years, X. fastidiosa caused a
critical epidemic affecting olive trees in Italy and is now an emerging disease in Southern Europe.
Beyond the necessity to collect resources during infection, pathogens face a resource allocation dilem-
ma: they have to use nutritional resources to proliferate inside the host, and in the other hand, they need
to mobilize matter and energy for the production of essential virulence factors. We performed an analysis
of the metabolic capabilities of X. fastidiosa and R. solanacearum through the reconstruction of genome-
scale metabolic models.

Modeling studies using the metabolic models, combined with experimental work, provided evidence of
resource allocation trade-off mechanism in the plant pathogen R. solanacearum and demonstrate that
such a trade-off constrains antagonistically bacterial proliferation and virulence in R. solanacearum. Our
study also revealed that fastidious growth of X. fastidiosa can be explained by a combination of metabo-
lic specificities as the absence of highly efficient reactions or a global inefficiency upon virulence factor
production.
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Caractérisation de bactéries isolées de nodules racinaires du tréfle bitumineux Bituminaria
bituminosa L.

Omar Zennouhi' (omar.zennouhi@gmail.com), Abderarak Rfaki2, Mohamed El Mderssa', Jamal Ibijbijen’,
Laila Nassiri'
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Introduction et objectifs :

Au Maroc, la dégradation des terres de parcours est de plus en plus accentuée, entrainant une perte de
biomasse et une altération de la biodiversité des especes végétales. Aussi, le présent travail consiste
en la caractérisation de bactéries solubilisatrices de phosphate indisponible, isolées de nodules de
Bituminaria bituminosa. Cette Iégumineuse arbustive et multi-usages est choisie pour la réhabilitation
des écosystémes sylvopastoraux au Moyen Atlas marocain ; les bactéries ainsi isolées serviraient
comme biofertilisant aidant I'installation de la plante sur ces terres dégradées.

Matériel et méthodes :

Au total, cent-vingt isolats ont été sélectionnés sur la base de leur capacité a solubiliser le phosphate
indisponible dans le milieu NBRIP (National Botanical Research Institut’s phosphate) sur la base d’un
indice de solubilisation supérieur a 2 ; le P-solubilisé a été quantifié par la méthode de Murphy et Riley
(1962) [1]. En outre, la production de I'acide-B-indolacétique (AlA) et des sidérophores par les isolats
bactériens a été investie.

Résultats, discussion et conclusion :

Vingt-quatre isolats possédent un haut potentiel de solubilisation du phosphate inorganique insoluble.
En milieu solide, Iisolat le plus performant est S29 avec un indice de solubilisation « IS » égal a 5.24
; en milieu liquide par contre, c’est Iisolat S28 est le meilleur quant a la quantité de P-solubilisé, soit
227.27ug/ml. Par ailleurs, tous les isolats retenussont capables de produire I’'AlA et des sidérophores.
Ainsi, ces isolats dotés a la foisd’unecapacité a solubiliser le phosphate et d’une aptitude a promouvoir
la croissance des plantes, serait un inoculant potentiel pour assister I'installation de B.bituminosa en vue
de restaurer les terrains sylvopastoraux dégradés.

Mots clés : Bituminaria bituminosa - Caractérisation bactérienne - biofertilisant.
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Diversité et mobilité des éléments conjugatifs au sein d’une population de Streptomyces issue
d’un micro-habitat rhizosphérique
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Introduction et objectifs :

Les Streptomyces sont des bactéries ubiquistes du sol et de la rhizosphére ou elles peuvent stimuler
la croissance et favoriser la santé de la plante. Nos études de génomique comparative montrent que
les souches d’une population rhizosphérique de Streptomyces (isolats quasi-clonaux et isolés a micro-
échelle) présentent un génome variable (génome accessoire) important formant de nombreux ilots
génomiques et points chauds d’insertion/délétions (indels). Une proportion importante de ces indels est
associée a des éléments intégratifs et conjugatifs spécifiques des actinomyceétes (AICE). Le transfert de
ces éléments s’accompagne fréquemment de la mobilisation de marqueurs chromosomiques.

Les objectifs de cette étude sont de i) caractériser les AICE présents au sein d’'une population de
Streptomyces, ii) de cartographier les transferts pouvant s’opérer entre les différentes souches et iii)
d’estimer l'intensité de ces flux et leur impact sur la diversification génétique de la population.
Matériels et méthodes :

Nous disposons de la séquence génomique compléte de 11 Streptomyces issus d’une population.
L’identification et la distribution des AICE a été réalisée in silico. Le potentiel de transfert d’AICE entre
souches est réalisé par des expériences de conjugaison sur boite de Petri permettant la visualisation de
« pocks » qui correspondent a un retard de croissance de la souche réceptrice lors de I'acquisition d’un
AICE.

Résultats, discussion et conclusion :

L’analyse génomique a permis d’identifier 25 AICE différents au sein de la population. Chaque souche en
a en moyenne 5 et aucun n’est présent chez toutes les souches indiquant une prévalence et une dyna-
mique importantes des AICE au sein de notre population. Sur les 121 couples de conjugaison possibles,
le transfert d’AICE a pu étre révélé pour 17 d’entre eux et parfois a haute fréquence (100%). L’influence
de la rhizosphére sur ces transferts sera également estimée en présence de plantes ou de métabolites
végétaux. L'analyse du génome de transconjugants (en cours) permettra d’estimer I'impact du transfert
d’AICE sur le transfert concomitant de marqueurs chromosomiques.

Ce projet apportera une meilleure compréhension de la dynamique du génome des Streptomyces dans
un contexte écologique et notamment le réle de la plante sur les mécanismes impliqués.

Mots clés : Streptomyces - éléments intégratifs et conjugatifs - rhizosphére - population bactérienne -
évolution rapide.
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Deciphering bacterial interactions in forest soil micro-habitats and theirimpact on tree development
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Introduction and objectives:

The rhizosphere and the ectomycorrhizosphere are soil compartments that are substantially colonized by
fungi and bacteria [1]. These microorganisms are constantly interacting with each other and with plant
roots [2]. While our understanding of the molecular mechanisms of biotic associations improved, little
is known on how microorganisms interact and the consequences of these interactions on the microbial
communities and plant development. Therefore, we would like to study bacterial interactions on a mole-
cular level with the aim to better understand their impact on plants. We hypothesize that in a grain of
soil, bacteria are likely to share the same abiotic and biotic conditions and to have been interacting prior
their isolation.

Materials and methods:

Soil grains were collected either in close contact of oak roots (with and without visible ectomycorrhizal
fungi) and from bulk soil. Cultivable bacteria (75 isolates) were then characterized based on the 16S
rBRNA sequence and global microbial community was defined using a DNA metabarcoding approach.
We also determined the functional characteristics of the cultivable bacterial collection through several
bioactivity assays such as carbon, nitrogen and phosphorous acquisition, iron sequestration, and auxin
and antimicrobials production. Based on these traits, a subset of the bacterial collection was selected
to analyze single, pairwise and tripartite interactions, in presence and absence of Populus tremula x P.
alba 717-1B4 (Poplar) to follow molecular interactions.

Results, discussion and conclusions:

Pairwise bacterial interactions showed there are few bacteria interacting, which most of them are inhi-
bitory and most inhibitions are weak. Pairwise bacterium-poplar interaction showed that the presence
of bacteria only affects root architecture. Simultaneously, poplar changes bacterial colonies size which
might involve bacterial motility, dispersal and/or growth. Further experiments aim to characterize the
signaling molecules exchanged through the interactions and the genes encoding these compounds
combining different approaches (e.g. mass spectrometry, RNA sequencing).

Mots clés : bacterial interactions - rhizosphere - ectomycorhizosphere - Streptomyces.
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Micro-organismes en interaction avec les plantes

SP6.2-4
La communauté microbienne associée aux graines de pois (Pisum sativum) de différentes origines
géographiques

Valentine Chartrel' (valentine.chartrel@inra.fr), Pascal Bonnarme', Sophie Huchette?, Pierre Lanos?,
Eric Dugat-Bony', Francoise Irlinger’

"GMPA, INRA, AgroParisTech, Université Paris-Saclay, Thiverval Grignon, France
2DRMP, ROQUETTE Fréres, Lestrem, France

Introduction et objectifs :

Le pois est raffiné par les industriels pour produire des protéines, de I’amidon et des fibres équilibrées.
Afin d’assurer la sécurité alimentaire, les fabricants souhaitent contrdler les microorganismes dans leur
process et dans les produits finis. Aujourd’hui, les industriels s’interrogent sur les consortiums des
graines pour comprendre I’écologie des systéemes de production. Les graines abritent un microbiote
complexe, modulé par des facteurs biotiques et abiotiques. Le but de cette étude est donc de carac-
tériser les communautés microbiennes associées aux graines de pois de différentes origines, reflétant
ces variations. Les résultats ont permis d’établir un profil microbien des graines de pois et d’analyser si
I’origine géographique a une influence sur cette structure.

Matériels et méthodes :

Les graines de pois ont été récoltées dans six coopératives, en France, au Canada et en Suede. L’ADN
a été extrait de la surface des graines apres trempage pendant 96 heures a 4°C. La caractérisation de
la structure de la communauté microbienne a été évaluée par séquencage a haut débit des amplicons
a I’'aide de deux marqueurs moléculaires : la région ITS2 pour les eucaryotes et les régions V3-V4 du
gene 16S rRNA pour les procaryotes. Des analyses de données ont été effectuées a I’aide de FROGS
donnant des informations sur la diversité microbienne présente dans chaque échantillon (a-diversité). La
comparaison des profils phylogénétiques entre les différents échantillons (3-diversité) a été réalisée afin
d’évaluer I'impact de I'origine sur la structure du microbiote des semences.

Résultats, discussion et conclusion :

Au total, 825 110 séquences procaryotes et 110 703 séquences eucaryotes ont été analysées.
Concernant la diversité bactérienne, le pois était dominé par des Actinobactéries et des Protéobactéries
avec Cellulosimicrobium sp. comme espéce abondante. Une coopérative francaise était dominée par
des Gammaprotéobactéries. La richesse fongique était plus faible et les graines étaient dominées par
Ascomyceta. L’analyse de B-diversité montrait que la structure microbienne des graines variait selon
I’origine géographique. L’espéce dominante révélait I'existence d’une structure microbienne centrale
du pois. La différence observée a partir d’échantillons provenant d’'une coopérative francaise suggére
cependant que des facteurs externes favoriseraient I'’émergence de populations a croissance rapide
appartenant aux Protéobactéries.

Mots clés : Graine de pois - Alpha-diversité - Beta-diversité - Procaryotes - Eucaryotes.
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SP2.4-01
Le groupe Bacillus cereus : du biocontréle aux agents pathogénes humains

Christophe Nguyen-the (christophe.nguyen-the@inra.fr)

UMR408 SQPOV, INRA, Avignon, France

Le groupe Bacillus cereus inclut des espéces pathogénes de ’homme comme Bacillus cereus et une
espéce pathogéne d’insectes Bacillus thuringiensis, largement utilisée comme bio-insecticide en agricul-
ture. Ces deux espéces ont été définies historiquement sur leurs propriétés phénotypiques, mais forment
en réalité une méme entité génétique. La virulence contre les insectes, caractéristique de B. thuringiensis,
est portée par un plasmide. La distinction d’espéces phénotypiques ne correspondant pas a la structure
génétique des populations n’est pas exceptionnelle en bactériologie, mais elle recouvre ici une dualité
bactérie pathogéne/bactérie alliée de ’homme avec une séparation restée longtemps étanche entre ces
deux visions de la méme espéce. B. cereus est un pathogéne transmis par les aliments, pour une large
part d’aliments d’origine végétale, tandis que sous sa forme B. thuringiensis il est appliquée volontai-
rement aux cultures pour les protéger. Ainsi la question du risque pour la santé du consommateur des
denrées traitées durant leur production au champ par B. thuringiensis est particulierement pertinente.
Elle a tout d’abord été abordée lors de recherches sur la situation phylogénétique de deux espéces, sur
la distribution et I’expression des facteurs de virulence contribuant aux gastroentérites humaines, sur la
présence de B. thuringiensis dans les aliments et son implication dans des toxi-infections alimentaires.
Plus récemment, I'attention des autorités sanitaires en Europe s’est portée sur B. thuringiensis. Une
toxi-infection attribuée a B. cereus a finalement été identifiée comme causée par B. thuringiensis et un
lot d’aliment retiré du marché car dépassant la seuil d’alerte pour B. cereus s’est révélé étre contaminé
par B. thuringiensis. Les agences sanitaires en France (Anses) et en Europe (EFSA) ont été sollicitées et
ont rendu leurs avis en 2013 et 2016, concluant a un ensemble de connaissances disponibles insuffisant
pour conclure quant au risque posé par I'utilisation de B. thuringiensis pour la protection des cultures
alimentaires. Les éléments constituant le risque de toxi-infection par B. thuringiensis seront présentés,
ainsi que les questions de recherche qu’il pose pour mieux I'apprécier et le contréler.

Mots clés : Bacillus cereus - Bacillus thuringiensis - Toxi-infection alimentaire - Biocontrole - Risque.
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Characterization of Bacillus thuringiensis isolates associated to Foodborne Outbreaks in France
from 2007 to 2017

Mathilde Bonis' (mathilde.bonis@anses.fr), Arnaud Felten?, Sylvie Pairaud’, Angélie Dijoux’, Ludovic Mallet?,
Nicolas Radomski?, Michel-Yves Mistou?, Olivier Firmesse', Jacques-Antoine Hennekinne', Sabine Herbin'

"Unité SBCL, LSAI, ANSES, Maisons-Alfort, France
2Mission GAMeR, LSAI, ANSES, Maisons-Alfort, France

The Gram-positive bacterium Bacillus thuringiensis (Bt) is well known for its pesticidal activity, through
the release of toxic crystals made of Cry/Cyt proteins. This property has made of it the most used bac-
terial pesticide, in particular for the fight against Lepidoptera and Coleoptera on vegetable crops. In spite
of its long-standing use, recent works have highlighted its putative involvement in human ilinesses such
as food-borne outbreaks (FBO), as well as bacteria belonging to the same Bacillus cereus sensu lato (Bc)
group. Hence, as recommended by the European Food Safety Agency’, we characterized a collection
of Bc strains isolated from 250 outbreaks occurred in France between 2007 and 2017, with the aim to
evaluate the rate of Bt isolates and to characterize them. Our study revealed the presence of Bt isolates
in the context of 49 outbreaks over 250 (20%). More than 50% of these Bt were isolated in presence
of raw vegetables and particularly in presence of tomatoes (48 %), strengthening the hypothesis of an
agricultural origin. Moreover, based on complementary approaches (from phenotypic characterization
to WGS tools), the analysis highlighted that most of FBO-Bt were genetically close to pesticidal strains
from subspecies aizawai and kurstaki, with which they share virulence markers, such as the enterotoxins
Nhe, Hbl and CytK2. In addition, no other putative pathogen could be detected with a numeration rate
higher than the Bt one for 26 FBO, making of Bt a putative causative agent. In conclusion, this study
suggested elements in favor of the possible involvement of commercial Bt products in FBO in France.
This encourages to follow up the investigations on such products, in particular to clarify their putative
pathogenicity for non-targeted organisms and to provide some tools for their traceability in food chain.

Mots clés : Bacillus thuringiensis - foodborne outbreak - biopesticide.
Références :

1. EFSA. 2016. ‘Risks for public health related to the presence of Bacillus cereus and other Bacillus spp.
including Bacillus thuringiensis in foodstuffs’, EFSA Journal: 1-93.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 128
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19, France



SFM 2019 Communications orales courtes

Bactéries sporulées pathogénes et d'intérét technologique

SP2.4-2
Galactosylation of the Secondary Cell Wall Polysaccharide of Bacillus anthracis and Its Contribution
to Anthrax Pathogenesis.

Alice Chateau'-? (alice.chateau@inra.fr), Dominique Missiakas?, Olaf Schneewind?

TUMR408 SQPOV, Avignon Université - INRA, Avignon, Fran,ce
2Microbiology department, University of Chicago, Chicago, Etats-Unis

Bacillus anthracis, the causative agent of anthrax disease, elaborates a secondary cell wall polysaccha-
ride (SCWP) that is essential for bacterial growth and cell division. B. anthracis SCWP is comprised
of trisaccharide repeats with the structure, [—4)-B-ManNAc-(1—4)-B-GlcNAc(O3-a-Gal)-(1—6)-a-
GIcNAc(03-a-Gal, 04-B-Gal)-(1—] [1]. We identified the enzymes required for incorporation of Galactose
in the SCWP. The expression of galE7, encoding a UDP-glucose 4-epimerase necessary for the synthe-
sis of UDP-galactose, is required for B. anthracis SCWP galactosylation. BAS5280 a plasma membrane
associated protein is responsible for the 31,4 galactosylation of the SCWP. Sequence analysis revealed
a DxD motif, and mutagenesis showed the importance of this motif in the activity of BAS5280. We
demonstrate B. anthracis utilizes a membrane associated three component glycosylation system (a char-
ging enzyme, a putative flippase, and a glycosyliransferase) to decorate SCWP with a-Gal, suggesting
that a-galactosylation of SCWP takes place on the surface of B. anthracis. The absence of SCWP galac-
tosylation diminishes the capsulation of B. anthracis with poly-d-y-glutamic acid (PDGA) and causes
a reduction in bacterial virulence. These data suggest that SCWP galactosylation is required for the
physiologic assembly of the B. anthracis cell wall envelope and for the pathogenesis of anthrax disease.

Mots clés : Bacillus anthracis - secondary cell wall polysaccharide - GalE1 - capsule - galactosylation.
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SP2.4-3
Dual strategy for mapping the Bacillus cereus thiol proteome

Fella Hamitouche (fella.hamitouche@gmail.com), Philippe Schmitt, Catherine Duport, Luc Dedieu

UMR408 SQPOV, INRA, Avignon Université, Avignon, France

Bacillus cereus is a foodborne pathogen able to grow under various oxygenation conditions, such as
those encountered in foods and the human intestine. Under anaerobiosis, B. cereus growth is coupled
with a decrease in extracellular redox potential [1]. We hypothesized that this redox potential decrease is
linked to the redox state of the thiol proteome, i.e. the set of proteins with reversibly modified thiols [2].
The analysis of thiol proteome is a challenge. Here, we present a dual strategy for the differential trapping
of B. cereus thiols.

Cells were collected at early, mid- and late exponential growth phase from regulated batch cultures and
then, treated with TCA to quench thiol-disulfide exchange reactions. Cysteines were labelled using two
strategies and detected by shotgun proteomics [3]. In the first one, thiols were alkylated with iodoace-
tamide, then reversible thiol modifications were reduced with DTT, and alkylated with N-Ethylmaleimide.
In the second strategy, the order of alkylating agents has been reversed.

At the protein level, our results identified nearly 1000 proteins in each strategy. We analyzed the modi-
fied cysteines detected during each growth phase. In early exponential growth phase, the first and the
second methods detected 167 and 366 unique cysteine containing peptides corresponding to 121 and
256 proteins, respectively. In mid-exponential growth phase, the first labelling revealed 161 unique
cysteine peptides representing 121 modified proteins while the second labelling detected 260 cysteine
peptides corresponding to 170 proteins. In late exponential growth phase, the two strategies identified
around 200 unique cysteine peptides corresponding to 150 proteins.

Our results suggest that during the growth of Bacillus cereus the redox state of the thiol proteome
decreases according to the extracellular redox potential.

We have developed a dual cysteine labeling approach to determine the redox state of B. cereus protein
thiols during anoxic growth. Applicability and robustness of this technique were demonstrated despite
the low number of Cys residues in B. cereus proteome. This work is the first to specifically target the thiol
proteome of B. cereus. In addition, we used a novel model of the broadly applied differential cysteine
labeling approach.

Mots clés : B. cereus - Redox - thiol- proteome - cysteine residus.
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Qui a tué Napoléon ? Helicobacter pylori ?
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Henry Toussaint précurseur de Pasteur dans sa lutte contre la maladie du charbon
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Des premiéres cultures sur pomme de terre au Maldi-TOF : une histoire du diagnostic bactériologique

Jean Freney (freney.jean@gmail.com)
Professeur émeérite, Université Claude Bernard Lyon I, Lyon, France

Il'y a tout juste 200 ans, Bartolomeo Bizzio (1791-1862) fut le premier a cultiver une bactérie, Serratia
marcescens, et en découvrir la vie en colonie lors de I’épisode de la « polenta sanglante » qui frappa
la commune de Legnaro en Vénétie. Des contributions importantes ont ensuite été apportées dans
la seconde partie du siécle a la mise au point de milieux solides permettant I'isolement des bactéries
pathogénes (pomme de terre, tranches de tomates, ...) ainsi que les apports majeurs de I'équipe de
Robert Koch (utilisation de I’'agar, mise au point de la boite de Petri, ...). L’amélioration des techniques
de coloration et des méthodes de culture ont ainsi permis la caractérisation de la plupart des agents
responsables des grandes infections bactériennes (tuberculose, peste, choléra, typhoide, ...) avant 1900.
Durant la majeure partie du XXe siécle, les méthodes utilisées au sein du laboratoire de bactériologie
clinique étaient héritées de celles développées par les « péres fondateurs » de la microbiologie comme
Louis Pasteur, Robert Koch et leurs éléves. Elles consistaient a isoler des agents pathogénes sur des
milieux de culture, puis a les caractériser par des méthodes biochimiques ou immunologiques et enfin a
déterminer leur sensibilité aux antibiotiques par le « classique » antibiogramme. Ces diagnostics néces-
sitaient souvent plusieurs jours pour pouvoir étre réalisés. De ce fait, les techniques de microbiologie
médicale sont longtemps apparues comme « manuelles » et peu adaptables a 'automatisation contrai-
rement a celles d’autres disciplines comme I’hématologie ou la biochimie.

Cependant, au cours des deux derniéres décennies, la bactériologie médicale s’est orientée dans plu-
sieurs directions : miniaturisation des tests, utilisation des méthodes moléculaires (amplification génique,
séquencage, ...), spectrométrie de masse de type MALDI-TOF et enfin développement de I'automatisa-
tion.

Les laboratoires de bactériologie d’aujourd’hui semblent déja trés différents de ceux des années 1980-
1990, mais qu’en sera-t-il dans dix ou vingt ans ? Il est toujours extrémement délicat de prévoir I’avenir
dans le domaine de la biologie et, en particulier, de la microbiologie. Néanmoins, il est probable que I’'on
se dirige vers une automatisation compléete du diagnostic bactériologique dans lequel la robotique, I'ana-
lyse automatisée d’imagerie des géloses avec détection précoce de la culture et I'intelligence artificielle
auront une place prépondérante.
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When evolutionary theory matters for predictions, and when it doesn’t
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Evolutionary models explain the observed distribution of strains, including antibiotic sensitive and resis-
tant strains, as the outcome of competion in the face of different selection pressures. The use of vali-
dated evolutionary models should lead to more robust and credible predictions of the long-term future
of resistance, and of inteventions to limit its spread.

Many models predict that resistant bacterial strains are on a trajectory to win this competion, and that the
selection pressure (antibiotic consumption rate) is only important in terms of determining the pace of this
selective sweep. These predictions are challenged by observations of long-term dynamic co-existence
of sensitive and resistant strains. As a result, new models are required.

Here, in the context of Streptococcus pneumoniae, we present new several new models that address
this fundamental mismatch between theory and observation. These new models include better repre-
sentation of host population structure and frequency dependent competition between strains. In short,
they consider antibiotic selection as one of several strong and interacting selective forces that shape the
bacterial populations.

These models make new predictions on the frequency of multidrug resistance, that we also test.

These new models predict that, for short term predictions, it is perfectly acceptable to use linear regres-
sion linking antibiotic consumption and resistance. Longer-term predictions are more complex, and are
mostly driven by the rate of genomic innovation.

Generalisations to other bacterial pathogens are also considered.

Mots clés : Evolution - Modelling - Strain structure - Predictions - Antibiotic consumption.

Références :

1. Lehtinen S, Blanquart F, Croucher NJ, Turner P, Lipsitch M, Fraser C. Evolution of antibiotic resistance
is linked to any genetic mechanism affecting bacterial duration of carriage. Proc Natl Acad Sci U S A
[Internet]. 2017 Jan 31;114(5):1075-80. Available from: http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1617849114.

2. Lehtinen S, Blanquart F, Lipsitch M, Fraser C, with the Maela Pneumococcal Collaboration. On the evo-
lutionary ecology of multidrug resistance in bacteria. PLoS Pathog [Internet]. 2019 May;15(5):e1007763.
Available from: http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1007763.

3. Blanquart F, Lehtinen S, Lipsitch M, Fraser C. The evolution of antibiotic resistance in a structured host
population. J R Soc Interface [Internet]. 2018 Jun;15(143). Available from: http://dx.doi.org/10.1098/
rsif.2018.0040.

4. Cobey S, Baskerville EB, Colijn C, Hanage W, Fraser C, Lipsitch M. Host population structure and treatment
frequency maintain balancing selection on drug resistance. J R Soc Interface [Internet]. 2017 Aug;14(133).
Available from: http://dx.doi.org/10.1098/rsif.2017.0295.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 134
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France

(%2}
c
2
Q9
]
e
2
£
=)
c
©
(%]
)
[=
()
()]
<
1
3
-
a
(V2]




SFM 2019 Communications orales courtes

Modelling clone diffusion and evolution from genomic and epidemiological data

SP1.7-1
In vivo evolutionary trajectory of a carbapenemase producing K. pneumoniae strain in stool, urine,
blood and the lung
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Carbapenemase producing Klebsiella pneumoniae are frequently multidrug resistant bacteria causing life
threatening infections. An emerging ST231 lineage has recently been reported. Strains from this lineage
are resistant to most antibiotics and carry the blaOXA-232 carbapenemase gene on a multicopy plas-
mid. Here we have further characterized this lineage by phylogenetic analysis and studied within patient
evolution of a representative strain of the lineage. Evolution of strain LAC was followed during 3.5-month
infection / colonization of a patient following a liver transplantation. 55 bacterial samples from urine,
stool, blood and the lung were analysed by WGS and phenotyped in relation with antibiotic susceptibility
and host adaptation (growth in human serum, capsule production, biofilm production).

Phylogenetic analysis of 42 ST231 strains allows to identify conserved and specific feature of the
OXA232 lineage. Based on the complete genome sequence of the first isolate we predicted a virulent
phenotype with three different siderophores. This isolate was highly resistant to b-lactams, harbouring
in addition to blaOXA-232, blaTEM-1, described for the first time on a multicopy plasmid, three copies
of blaCTX-M-15 and mutations in the porin genes ompK35 and ompK36.

Most remarkable was the within host diversification and adaptation. In total, we identified 15 SNPs,
two IS insertions, three deletions, plasmid loss and the duplication of a region carrying the blaCTX-M15
ESBL gene. A large proportion of the samples contained mixed populations revealing the heteroge-
neity of the colonization, likely contributing to host adaptation. We observed considerable phenotypic
changes. Seven different mutations led to colistin resistance and, surprisingly for four isolates we were
unable to identify the causative mutation. Three different mechanisms led to an increased susceptibility
to b-lactams probably to alleviate the fitness cost induced by a high expression of blaOXA-232 and by
the mutation in ompK36. We observed specific adaptations for the different sites of isolation such as
growth in human serum for blood samples, hyperproduction of the capsule in lung samples and biofilm
production in the urine.

Study of within host evolution is a powerful approach to address host adaptation with very different evo-
lutionary trajectories compared to evolution reported in experimental evolution studies.

Mots clés : Antibiotics - Evolution - Virulence - Infection.
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Modelling clone diffusion and evolution from genomic and epidemiological data

SP1.7-2
Quantifying the drivers of antimicrobial resistance in a hospital network

Julie Shapiro! (julie.teresa.shapiro@gmail.com), Gilles Leboucher?, Anne-Florence Myard-Dury?,
Pascale Girardo*, Anatole Luzatti*, Mélissa Mary*, Jean-Francois Sauzon*, Bénédicte Lafay®,

Olivier Dauwalder*, Gérard Lina', Christian Chidiac®, Sandrine Couray-Targe®, Frangois Vandenesch' 4,
Jean-Pierre Flandrois®, Jean-Philippe Rasigade’ *

"CIRI, Inserm, Lyon, France

2Département de Pharmacie, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France

3Péle de Santé Publique, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France

4Institut des Agents Infectieux, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France
SUniversity of Lyon, LBBE, Lyon, France

6Service Maladies Infectieuses/Tropicales, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France

Introduction and objectives:

Antimicrobial resistance is increasing worldwide, especially in healthcare settings. The prevalence of
multidrug-resistant organisms (MDROs) in hospital wards depends on local antibiotic selection pressure
and MDRO introduction from other wards or the community. Understanding the relative contribution of
these factors is essential for designing effective antimicrobial stewardship and infection control strate-
gies. We used ecological modelling to compare the impacts of local selection and inter-ward introduction
on the prevalence of MDROs and their non-MDR counterparts.

Materials and methods:

We analysed 23,299 infection episodes from a 357-ward hospital network in Lyon, France, from October
2016 to October 2017, along with per-ward antibiotic consumption volumes and ward connectivity,
estimated from inter-ward patient transfer data. We considered MDR and non-MDR variants of the
high-priority ESKAPE pathogens Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter cloacae complex, as well as
Escherichia coli (total 17 bacterial groups in 7 species, based on resistance to carbapenems, third-ge-
neration cephalosporins, vancomycin or methicillin as appropriate for each species). For each group,
the influence of selection pressure and inter-ward connectivity on ward-level pathogen prevalence was
modelled using a metapopulation model with Poisson regression controlling for sampling bias.

Results and discussion:

Across the 7 bacterial taxa, the influence of both antibiotic consumption and connectivity generally
increased with increasing resistance. Antibiotic consumption had the greatest effect on resistant variants
of K. pneumoniae and E. cloacae. Inter-ward connectivity had a greater effect than antibiotic consump-
tion on both susceptible and resistant P. aeruginosa and E. faecium. Strikingly, piperacillin-tazobactam
consumption had a larger effect on the prevalence of both cephalosporin- and carbapenem-resistant
infections than either cephalosporins or carbapenems. Based on these findings, the optimal balance
between antimicrobial stewardship and infection control interventions is expected to vary between bac-
terial taxa and resistance profiles. Ecological modelling of MDRO prevalence, by highlighting pathogen
specificities, can help the development of integrated, tailored strategies against resistance.

Mots clés : antibiotic resistance - antibiotic stewardship - metapopulation - bacterial ecology.
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Approche multiplexe syndromique : quelle intreprétation ?

SP4.4-01
Salmonella, Shigella, entre sous et sur détection

Sophie Lefévre (sophie.lefevre@pasteur.fr), Maria Pardos de la Gandara, Francois-Xavier Weill

CNR E. coli, Shigella et Salmonella, Institut Pasteur, Paris, France

Des kits de PCR multiplex pour le diagnostic des gastro-entérites sont de plus en plus largement utilisés
par les laboratoires de biologie médicale. L’objectif de cette session est de discuter les performances
de ces kits spécifiquement pour la détection des Salmonella et des Shigella. Nous présentons ici une
analyse critique des principales publications ainsi que les premiers résultats d’'une étude en cours au
sein du CNR E. coli, Shigella et Salmonella (CNR-ESS) sur le systeme BD MAX™ par comparaison avec
la coproculture.

Nous montrons également les résultats d’une enquéte nationale effectuée en 2018 auprés de notre
réseau de laboratoires participants (658 invités), révélant I'impact de I'utilisation d’un kit de PCR multi-
plex sur la réalisation de la coproculture.

Afin d’améliorer la détection des Salmonella et des Shigella et leur isolement en culture nous proposons
des recommandations de bonnes pratiques. L’'isolement des souches de Salmonella et de Shigella
reste une nécessité pour I’étude de la sensibilité aux antibiotiques dans un contexte d’émergence de
résistances mais aussi pour participer a la surveillance épidémiologique nationale en transmettant les
souches au CNR-ESS.

Mots clés : PCR multiplex - Salmonella - Shigella - coproculture.

Références :

1. Anderson NW, Buchan BW, Ledeboer NA. Comparison of BD MAX EBP to routine culture methods for
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Approche multiplexe syndromique : quelle intreprétation ?

SP4.4-02
Méningites et encéphalites virales : nouvelles approches diagnostiques

Marc Eloit (marc.eloit@pasteur.fr)
Institut Pasteur, Paris, France
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Approche multiplexe syndromique : quelle intreprétation ?

SP4.4-1
Evaluation des performances du kit Novodiag Bacterial GE+ dans le diagnostic des infections
bactériennes intestinales

Charly Roy' (charly.roy@chu-bordeaux.fr), Philippe Lehours?, David Robert?, Delphine Boraud?®,
Alice Buissonniere?, Lucie Bruhl?, Astrid Ducournau?, Francis Mégraud?, Emilie Bessede?

"CHU de Bordeaux, Bordeaux, France
2CNR Campylobacters-Hélicobacters, CHU de Bordeaux, Bordeaux, France
SLABM Exalab, Le Haillan, France

Introduction :

Le diagnostic bactériologique des infections bactériennes intestinale repose historiquement sur la
culture sur milieux gélosées. La culture manque cependant de sensibilité et certains entéropathogénes
tels les pathovars de Escherichia coli échappent au diagnostic en routine. Notre objectif était d’évaluer
les performances analytiques du kit Novodiag Bacterial GE+, pour la détection de bactéries entéro-pa-
thogénes dans le cadre de diarrhées aigués communautaires.

Matériels et méthodes :

252 selles ont été inclues (198 rétrospectives et 54 prospectives) dans cette étude. Les résultats ont été
comparés a la coproculture en premiére intention. En cas de culture négative, les performances ont été
évaluée par rapport aux résultats obtenus sur BD Max Enteric Bacterial Panel (selles rétrospectives) ou
bien par d’autres formats de PCR temps réel (maison ou commerciaux).

Résultats :

Sur les 252 échantillons, 207 étaient positifs et 45 étaient négatifs. En prospectif (janvier-mars 2019),
6 selles étaient positives en culture (prévalence de 11,1%) et 18 en kit Novodiag Bacterial GE+ (pré-
valance de 33,3%). Tous entéropathogéenes confondus, le kit Novodiag Bacterial GE+ présentait une
sensibilité de 95,65% et une sensibilité de 99,083%. Seules 3 discordances ont été répertoriées : un
EHEC dépisté en BDMax mais négatif en Novodiag, en culture et en PCR maison ; un Campylobacter
coli retrouvé en Novodiag mais négatif en PCR RidaGene Bacterial Stool Panel (rbiopharm), en culture
et en PCR Campylobacter maison ; et un Campylobacter jejuni positif en PCR RidaGene et BDMax mais
non retrouvé en Novodiag. Globalement pour Campylobacter, Salmonella, Shigella, Yersinia, EHEC et
ETEC les sensibilités allaient de 96,6 a 100%, les spécificités de 99 a 100%, la VPP de 94,1 a 100% et
la VPN de 95,7 a 100%.

Conclusion :

Les performances analytiques du kit Novodiag Bacterial GE+ sont excellentes. Il peut étre utilisé comme
un outil de routine dans le diagnostic rapide des gastro-entérites bactériennes. Malgré la dilution en tube
eNAT de I’échantillon primaire, la détection des Salmonelles et des EHEC était parfaite. Le kit présente
I’avantage de ne détecter que les Yersines pathogénes. Les performances pour les Campylobacters sont
trés satisfaisantes.

Mots clés : Novodiag - Selles - Entérophathogénes - Bactéries - Campylobacters.
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Approche multiplexe syndromique : quelle intreprétation ?

SP4.4-2
Impact de la PCR Multiplex automatisée gastro-intestinale en pédiatrie

Jeanne Truong' (jeanne.truong@aphp.fr), Enora Leroux?, Morgane Michel®, Julien Boize?,
Patricia Mariani-Kurkdjian®, Aurélie Cointe®, Marie Desmarest*, Luigi Titomanlio*, Albert Faye®,
Stéphane Bonacorsi®

"Microbiologie/Pédiatrie générale, CHU Robert Debré AP-HP, Paris, France
2Unité de Recherche Clinique, CHU Robert Debré AP-HP, Paris, France
3Unité de Recherche Clinique-Eco, URC-Eco AP-HP, Paris, France
4Urgences pédiatriques, CHU Robert Debré AP-HP, Paris, France
SMicrobiologie, CHU Robert Debré AP-HP, Paris, France

8 Pédiatrie générale, CHU Robert Debré AP-HP, Paris, France

Introduction et objectifs :

La PCR (polymerase chain reaction) Multiplex FilmArray panel Gastro-Intestinal (Gl) permet de détecter
22 pathogeénes (13 bactéries, 5 virus et 4 parasites) différents en 1h. L’objectif était d’évaluer son impact
sur la prise en charge de I’enfant avec diarrhée aigué.

Matériels et méthodes :

Cette étude prospective monocentrique a inclus les enfants ayant eu une coproculture aux urgences
du 28/05 au 29/10/2018. L’indication de la coproculture était posée selon les recommandations locales.
Une PCR panel Gl était réalisée pour chaque patient. Un questionnaire renseignait la prise en charge
initiale de I’enfant. Aprés transmission des résultats de la PCR, le biologiste interrogeait le clinicien sur
son intention de modifier ou non la prise en charge du patient avant les résultats de la coproculture et
si oui, de quelle fagon.

Résultats, discussion et conclusion :

176 cas ont été inclus. Les principales indications a I'analyse de selles étaient une diarrhée aigué glai-
ro-sanglante et/ou diarrhée au retour de voyage en zone inter-tropicale (74% des cas).

La PCR panel Gl était positive dans 70% des cas. Les pathogénes majoritairement détectés étaient
bactériens: Escherichia coli entéro-agrégatif (22%), Escherichia coli entéro-pathogéne (20%), Shigella/
Escherichia coli entéro-invasif (15%) et Campylobacter (12%).

Le résultat de la PCR panel Gl a entrainé une modification de prise en charge pour 60 patients (34%) (28
instaurations, 4 modifications et 1 arrét d’antibiothérapie; 2 hospitalisations; 2 isolements spécifiques
Clostridium difficile, 36 rappels des parents et 10 modifications de prescriptions d’examens complémen-
taires). L’antibiotique majoritairement prescrit suite aux résultats de la PCR panel Gl était I’'azithromycine
(n=22) pour des infections a Shigella/Escherichia coli entéro-invasif (n=11), Campylobacter (n=6) ou
Escherichia coli producteur de Shigatoxine (n=5).

Une analyse d’impact budgétaire est en cours.

La PCR Multiplex panel Gl présente donc un impact significatif en termes d’antibiothérapie des diarrhées
aigués de I'enfant pour lesquelles une coproculture est prescrite.

Mots clés : PCR multiplex - PCR multiplex panel gastro-intestinal - pédiatrie - diarrhées infectieuses -
coproculture.
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Pseudomonas aeruginosa can transfer antibiotic resistance genes to other pathogens through
conjugative mechanism

Gauthier Dangla-Pélissier (gdangla@imm.cnrs.fr)

IMM - LISM - UMR7255, CNRS, Marseille, France

Introduction:

Pseudomonas aeruginosa is worldwide the third responsible of nosocomial infections for an average of

5000 deaths per year in France. It is also the main evolving bacteria in term of antibiotic resistance acqui-

sition. Among its acquisition, the Integrative and Conjugative Element (ICE) PAPI-1 (Pseudomonas aeru-

ginosa Pathogenicity Island 1) encodes for 115 genes involved in pathogenicity, antibiotic resistance and

Deoxyribonucleic Acid (DNA) mobility. This ICE can be transferred through a type IV Secretion System

(T4SS) to other Gram-negative bacteria conferring new virulence phenotypes to recipients.

Materials and methods:

The T4SS biosynthesis regulatory locus was identified performing random mutagenesis screening by

mariner transposons insertion. The T4SS enhanced colonies were identified using report-fusion quanti-

fication and sequenced to find the transposon insertion locus. Using directed mutagenesis three regu-
lators were identified confirmed by gel shift assays on the T4SS promoter region and B-galactosidase
assays. Thus, the transcription factor regulon was identified using Pseudomonas-dedicated microarray
to compare transcriptomes of wild-type strain and T4SS induced strains. This study was complemented
doing antibiograms, competitions against other prokaryotes or eukaryotes, cytotoxicity assays and

PAPI-1 Gram-negative bacteria transferences assays.

Results:

During my PhD, we deciphered for the first time the ICE PAPI-1 transference regulation in P. aeruginosa

PA14. The mechanism occurs as follow:

- The conjugative T4SS biosynthesis is inhibited by compaction of promoter region,

- PAPI-1 encodes for both an uncompacting protein (NdpA2) and a transcription factor (TprA) respec-
tively enabling and enhancing the biosynthesis of the T4SS a 70-time fold and PAPI-1 transference
120-time fold. This proposed mechanism was confirmed by gel shift assay, directed mutagenesis and
B-galactosidase assays,

- The transcription factor also directly actives genes involved in virulence, antibiotic resistance and DNA
mobility of P. aeruginosa shaping its antibiotic resistance and virulence,

- Once activated the ICE PAPI-1 can be transferred to other pathogenic Gram-negative bacteria.

In conclusion, we showed that in P. aeruginosa, the ICE PAPI-1 virulence and resistance genes transfe-

rence is regulated by a three partners mechanism. We also found that inter-species transfer is possible

among other Gram-negative bacteria. Taken together my results reveal the PAPI-1 contribution to the
global bacteria resistance increase threat.

Mots clés : Horizontal transfer - ICE - Pathogenicity - antibiotic resistance - Pseudomonas aeruginosa.
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L’epicPCR, une approche innovante pour caractériser le spectre d’hotes de 'ICE SXT, vecteur de
résistance aux antibiotiques, dans des environnements aquatiques

Véronica Roman' (veronica.roman@univ-lorraine.fr), Xavier Bellanger', Jesse Véanttinen?, Marko Virta?,
Christophe Merlin'

"LCPME UMR7564, Université de Lorraine - CNRS, Vandoeuvre-lés-Nancy, France
2Department of Microbiology, University of Helsinki, Helsinki, Finlande

Introduction et objectifs :

SXT est un élément intégratif et conjugatif notamment impliqué dans la dissémination de génes d’anti-
biorésistance chez des pathogénes du genre Vibrio. La dissémination de SXT est liée a la consommation
de certains antibiotiques qui peuvent avoir un réle sélectif, mais aussi stimulateur du transfert lorsqu’ils
générent un stress génotoxique. L’objectif de ce travail est d’étudier la dissémination de SXT dans des
environnements aquatiques sous pression anthropiques, (i) en étudiant son abondance dans différents
écosystemes, et (ii) en caractérisant le spectre d’hbtes de I’élément en lien avec les polluants et carac-
téristiques d’un environnement donné.

Matériels et méthodes :

L’abondance de SXT a été déterminée par gPCR a 'aide d’un nouveau jeu d’amorces élaboré spécifi-
quement pour cette étude. Le spectre d’hdtes de SXT a été caractérisé par epicPCR[1] (Emulsion, Paired
Isolation and Concatenation PCR), une technique innovante qui consiste a isoler les bactéries d’un
échantillon environnemental dans des billes de polyacrylamide, puis a lier un fragment d’ADN propre a
SXT avec celui d’'un marqueur phylogénétique (ADNr 16S) lors d’une PCR fusion. Les produits de cette
PCR fusion issues de cellules porteuses de SXT sont ensuite séquencés par NGS afin de les assigner
taxonomiquement.

Résultats, discussion et conclusion :

L’analyse de plusieurs écosysteémes aquatiques montre que SXT forme une famille d’éléments relative-
ment abondants, avec 10° copies/ADNr 16S en effluents de station d’épuration, et plus généralement
104 a 10 copies/ADNr 16S dans d’autres environnements aquatiques (rivieres, étangs, bassins pisci-
coles). L’epicPCR a permis de démontrer que, contrairement a ce qui était pensé jusqu’a présent, les
hoétes de SXT ne se limitent pas aux bactéries des genres Vibrio ou Proteus mais sont également retrou-
vés chez des protéobactéries propres aux environnements étudiés. Cela montre également que 'acqui-
sition de génes de résistance aux antibiotiques chez les pathogénes du genre Vibrio pourrait suivre une
voie de dissémination complexe impliquant des bactéries autochtones.

Mots clés : SXT - Elément intégratif conjugatif - EpicPCR - Antibiorésistance.
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IFITMs mediate viral evasion in acute and chronic hepatitis C virus infection
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°Stanford University School of Medicine, Department of Pathology, Stanford, Etats-Unis

An effective hepatitis C virus (HCV) vaccine is urgently needed for global eradication of HCV infection
and liver disease. While the role of adaptive immune responses for HCV infection has been studied in
great detail, the role of innate immune mechanisms for viral escape and protection against HCV infec-
tion is only partially understood. Interferon-induced transmembrane proteins (IFITMs) are innate effector
proteins restricting host cell entry of enveloped viruses, including HCV.Here, we show that IFITMs pro-
mote viral escape from the neutralizing antibody response in clinical cohorts of HCV-infected patients.
Using pseudoparticles bearing HCV envelope proteins from acutely infected patients, we show that HCV
variants isolated pre-seroconversion are more sensitive to the antiviral activity of IFITMs than variants
from patients isolated during chronic infection post-seroconversion. Furthermore, HCV variants escaping
neutralizing antibody responses during liver transplantation exhibited a significantly higher resistance to
IFITMs than variants that were eliminated post-transplantation. Gain-of-function and mechanistic stu-
dies revealed that IFITMs markedly enhance the antiviral activity of neutralizing antibodies and suggest
a cooperative effect of human monoclonal antibodies and IFITMs for antibody-mediated neutralization
driving the selection pressure in viral evasion. Perturbation studies with the IFITM antagonist amphote-
ricin B revealed that modulation of membrane properties by IFITM proteins is responsible for the IFITM-
mediated blockade of viral entry and enhancement of antibody-mediated neutralization. In conclusion,
our results identify IFITM proteins as a previously unknown driver of viral immune escape and antibo-
dy-mediated HCV neutralization in acute and chronic HCV infection. These findings are of clinical rele-
vance for the design of urgently needed HCV B cell vaccines and might help to increase the efficacy of
future vaccine candidates.

Mots clés : HCV - Cell entry - Escape - Neutralizing antibody - Vaccine.
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Antimicrobial resistance of Enterobacteriaceae in poultry in Lebanon

Myriam Mikhayel' 2 (myriam.mikhayel@gmail.com), Benoit Doublet’, Dolla Karam Sarkis?

2Infectiologie et santé publique, INRA Centre Val-de-Loire, Nouzilly, France
"Laboratoire de microbiologie, Université Saint Joseph de Beyrouth, Beyrouth, Liban

Introduction:

Poultry farms contribute to the contamination of the environment with resistant bacteria, mainly
Enterobacteriaceae which can be transmitted to Humans in contact or through contaminated food pro-
ducts. In Lebanon, antibiotics are administered uncontrollably to animals to treat infectious diseases
but also for prophylactic reasons and as a dietary supplements and this to improve the productivity of
farms. This study was realized to decipher the spread of resistant Enterobacteriaceae in poultry farms
in Lebanon.

Methods and materials:

Rectal swabs were collected from 280 broilers in 56 Lebanese farms (5 swabs from each farm). A sur-
vey has been completed by the veterinarian in each farm about the antibiotic usage. Three-hundred
and forty-one strains were isolated on MacConkey agar containing different antibiotics (Cefotaxime,
Cefepime and Ertapenem). All isolates were identified using Biomérieux API® 20E strips. Antimicrobial
susceptibility testing was performed by the disk diffusion method according to the recommendations of
the CA-SFM (Comité de I'antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie). The production of
Extended-Spectrum b-lactamases (ESBL) was assessed using the double-disk synergy test.

Results, discussion and conclusion:

Among the 341 isolated strains, 285 Escherichia coli (83.6%), 22 Enterobacter cloacae (6.4%), 20
Klebsiella pneumoniae (5.9%), 6 Klebsiella ornithinolytica (1.7%), 5 Proteus mirabilis (1.5%) and 3
Klebsiella oxytoca (0.9%), were detected. Based on the double-disk synergy test, a total of 70.7% of the
strains were ESBL producers. Furthermore, 18 strains were resistant to carbapenem. This study esti-
mated the prevalence of ESBL-producing Enterobacteriaceae from broilers in Lebanon. Unfortunately,
no national plan has been set up yet to fight the alarming threat of antimicrobial resistance in food-pro-
ducing animals. In the next steps, we will characterize the strain collection by whole genome sequencing
and molecular analysis (resistance genes, genetic supports, genomic analysis...).

Mots clés : Antimicrobial resistance - Poultry - Antibiotics - Enterobacteriaceae.
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Confirmation du réle de Legionella pneumophila dans une fasciite nécrosante fatale par la tech-
nologie de séquencage MinlON

Marine Ibranosyan' (marine.ibranosyan@chu-lyon.fr), Christophe Ginevra' 2, Camille Allam'2,
Marie Darien?, Olivier Harou?, Laetitia Beraud', Florence Ader'-2, Ghislaine Descours’:?,
Pierre-Emmanuel Bonnot®, Sophie Jarraud® 2

"CNR des Légionelles, Hospices Civils de Lyon, GHN, Lyon, France

2Equipe Pathogénese des Légionelles, CIRI, Villeurbanne, France

3Service d’Anesthésie-Réanimation, Hospices Civils de Lyon, GHS, Pierre-Bénite, France
4Service d’Anatomo-pathologie, Hospices Civils de Lyon, GHS, Pierre-Bénite, France
5Service de Chirurgie Digestive, Hospices Civils de Lyon, GHS, Pierre-Bénite, France

Les infections cutanées a Legionella sont rares. Nous rapportons ici un cas de fasciite nécrosante a
Legionella pneumophila sérogroupe 8 (Lp8) localisée au niveau de la thrombose veineuse profonde (TVP)
d’un cathéter d’hémodialyse chez un patient immunodéprimé.

Un homme de 66 ans est hospitalisé en état de choc hémodynamique et insuffisance rénale aigué ; il
est eupnéique mais ne présente aucun signe infectieux. Le patient est rapidement hémodialysé apres
pose d’un cathéter de Sheldon dans la veine fémorale. Un scanner thoraco-abdominopelvien objective
des opacités alvéolaires bilatérales et des masses rétropéritonéales pour lesquelles I'anatomo-cytopa-
thologie conclut a un lymphome B diffus a grandes cellules. A J10, le patient devient fébrile et une TVP
de son cathéter est diagnostiquée. La culture conventionnelle du cathéter retiré et les hémocultures
restent stériles. La chimiothérapie est alors initiée a J16. A J28, le patient présente une toux avec des
crépitants en base gauche. Un érytheme persistant autour du point d’insertion du cathéter s’étend alors
rapidement au flanc droit. Une chirurgie agressive de débridement diagnostique une fasciite nécrosante
confirmée par I’histologie. Le patient déceéde d’une défaillance multiviscérale a J32. La culture conven-
tionnelle des biopsies reste stérile. Pour documenter la pneumonie, une PCR Legionella réalisée sur le
LBA de J31 revient fortement positive ; la culture spécifique isole des Lp8. Une PCR L. pneumophila est
alors réalisée sur les tissus cutanés excisés, qui est également fortement positive. L’analyse d’un abceés
prélevé au bloc par séquencage 16S MinlON (Oxford Nanopore Technologies) identifie Legionellaceae
pour 99,6% des 561 458 reads identifiés, sans autre germe pathogene associé et confirme le réle
exclusif de Legionella dans cette fasciite nécrosante. Pour objectiver le début de I'infection, des PCR
Legionella réalisées rétrospectivement sur des sérums prélevés a J16, J19 et J24 montrent des charges
bactériennes croissantes.

Les fasciites nécrosantes a Legionella sont des entités rarement décrites. Deux hypotheses physiopa-
thologiques peuvent étre envisagées ici : une inoculation de Legionella au niveau du cathéter suivie d’'une
dissémination hématogene et d’'une pneumopathie secondaire, ou plus probablement, une pneumonie a
Legionella non diagnostiquée a I'admission suivie d’une dissémination hématogene et d’une multiplica-
tion au site de TVP du cathéter.

Mots clés : Legionella - fasciite nécrosante - PCR - MinlON - catheter.
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SP9-P6

Prévalence et impact de l'insertion de I'lS1548 en amont du géne murB de Streptococcus
agalactiae

Sarah Khazaal' 2 (sarah.khazaal@etu.univ-tours.fr), Aurélia Hiron', Dani Osman?, Rim Al Safadi?,
Philippe Gilot'

ISP, Bactéries et risque maternofoetal, Université de Tours, INRA, Tours, France
2Biotechnologie appliquée (LBA3B), Université libanaise, Tripoli, Liban

Introduction et objectifs :

L’'IS7548, un élément mobile de la famille ISAs7 est considérée comme un marqueur des souches de
complexe clonal (CC) 19 associées aux méningites et aux endocardites néonatales. L'IS7548 peut inac-
tiver ou augmenter I’expression de génes en s’intégrant respectivement dans (e.g. hy/B ou cpsD) ou en
amont (e.g. Imb) du cadre de lecture ouvert [1]. Nous avons récemment identifi€ une nouvelle cible de
I'lS7548 dans la région intergénique folK- murB [2]. Dans ce travail, nous avons étudié la prévalence de
cette insertion et étudié son impact sur I’expression de murB.

Matériel et méthodes :

La présence de I'lS71548 a été recherchée par BlastN dans les génomes séquencés de 911 souches
de S. agalactiae. Les souches positives ont été analysées par Multi Locus Sequence Typing. La région
en amont de murB a été analysée in silico chez des souches avec ou sans intégration de I'lS7548, afin
d’identifier des promoteurs potentiels (BPROM). La capacité de ces promoteurs a initier la transcription
de murB a été testée par RT-PCR. L'impact de l'insertion de I'IS7548 a été quantifié suite a des fusions
transcriptionnelles réalisées entre le géne de la B-galactosidase et une région de 550 pb en amont de
murB, provenant soit d’une souche avec ou sans IS7548 dans la région intergénique folK-murB.
Résultats, discussion et conclusion :

L’'IS7548 s’intégre dans le génome de souches appartenant a 22 lignées (sequence type) et 10 CC. Elle
cible cependant la région intergénique folK-murB, uniquement chez les souches de CC 19. Un promoteur
de I'lS71548 capable d’initier la transcription de murB a été identifié. L’intégration de I'IS7548 empéche la
co-transcription des génes impliqués dans la voie de biosynthése des folates (fol) avec murB, un géne
impliqué dans la synthése du peptidoglycane. L’insertion de I'lS7548 a donc un effet double et divergent
sur I'expression de murB. Son impact global est néanmoins faible et différent de ceux déja décrits dans
la littérature.

Mots clés : peptidoglycane - biosynthése des folates - élément génétique mobile - famille ISAS1.
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the environmental adaptation of Streptococcus agalactiae. Microbiology, 160, 1298-1315.
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SP9-P7

Développement d’un modéle porcin d’infection intra-osseuse a Staphylococcus aureus suite a la
pose chirurgicale d’implants en titane

Mickaél Riou' (mickael.riou@inra.fr), Aurélien Voisin?, Nathalie Kasal-Hoc', Céline Barc',

Christelle Rossignol®, Jérémy Pezant!, Anne Pinard!, Noémie Perrot!, Hans Adriaensen?,

Francois Lecomte*, Gilles Gomot*, Alexis Pléau’, Alain Deslis', Jérobme Breton-Cazaux®, José De Laval®,
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"UE-1277 PFIE, INRA, Nouzilly, France
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"UMR-1282 ISP, 3IMO, INRA-Université de Tours, Nouzilly, France

Les infections relatives a la pose d’implant en chirurgie humaine sont des affections cliniques sérieuses
engendrant un taux de mortalité élevé. Le traitement de ces infections requiert de facon quasi sys-
tématique I'association d’un traitement antibiotique de longue durée et d’un traitement chirurgical
concomitant, le remplacement de I'implant. Cependant, les protocoles de traitement antibiotique stan-
dards présentent une faible efficacité pour ce genre d’infection et I'intervention chirurgicale est souvent
complexe. Ces pratiques représentent un risque élevé pour le patient et un colt non négligeable pour
la société. Il est nécessaire de trouver des solutions alternatives, comme par exemple, d’utiliser un trai-
tement de surface sur titane permettant de délivrer des antibiotiques localement seulement en cas d’in-
fection. Pour répondre a cet objectif, il est donc indispensable de développer un modéle animal de pose
chirurgicale d’implants en titane avec infection osseuse. L’objectif de cette étude est de développer un
modeéle chirurgical de pose d’implants au niveau du tibia chez le porc associé a une infection intra-os-
seuse a Staphylococcus aureus concomitante. Nous avons défini la taille et la forme des implants en
titane (cylindres de 4 et 8 mm de longueur pour 4 mm de diamétre) a utiliser. L’intervention chirurgicale
d’ostéotomie partielle double et bilatérale du tibia porcin a été validée. En paralléle et afin d’induire une
infection locale osseuse, nous avons testé deux souches de S. aureus : ATCC 25923 et SAHOS (isolat
clinique osseux humain fourni par le CNR de Lyon) a deux concentrations différentes (102 CFU et 106
CFU). Les résultats cliniques et mes analyses bactériologiques ont permis de sélectionner la souche
de S. aureus SAHOS pour induire une infection osseuse locale aux deux concentrations testées que la
souche ATCC. Dans les deux cas, une inflammation et une infection de la zone osseuse d’implantation
sont observées dés 7 jours post-infection, grace au suivi clinique et a I'imagerie médicale (IRM) de la
zone d’implantation et confirmer par I’augmentation des cytokines inflammatoires (CRP, IL-6 et TNFa).
Ce modele porcin est donc validé et ouvre la possibilité de tester I'efficacité thérapeutique d’implants
biomédicaux contre les infections intra-osseuses postopératoires aigués ou chroniques, en vue d’une
utilisation humaine.

Mots clés : Modele porcin - S. aureus - infection osseuse - implants - inflammation.
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SP9-P8

Transfert génétique des B-lactamases a spectre étendu «BLSE» chez des souches de Klebsiella
pneumoniae isolées au centre de lutte contre le cancer Batna-Algérie

Amina Messala' (amina.messala@yahoo.fr), Achraf Bouali?, Ahmed Kassah-laouar!

"Microbiologie, Université de Médecine, Batna, Algérie
2Microbiologie, Centre de lutte contre le cancer, Batna, Algérie

Introduction et objectifs :

Klebsiella pneumoniae est un pathogéne opportuniste a fort potentiel épidémique fréquemment impliqué

dans des infections sévéres. L’augmentation et la dissémination de la résistance aux céphalosporines

de troisieme génération par production de BLSE, notamment chez Klebsiella pneumoniae, représente

un probléme majeur de santé publique particulierement chez I'immunodéprimé. Les objectifs de notre

travail sont :

- Réaliser un transfert génétique expérimentale des genes de BLSE par conjugaison bactérienne chez
des souches de Klebsiella pneumoniae isolées chez I'immunodéprimé.

- Comparer les profil de résistance aux antibiotiques entre les souches donatrices et celles réceptrices
du géne transféré.

Matériels et méthodes :

20 souches non répétitives de Klebsiella pneumoniae résistantes aux céphalosporines de troisieme

génération, isolées durant une période de 03 mois, allant du 01/03/2019 au 31/05/2019, ont fait I'objet

de notre étude.

La transférabilité des déterminants de résistance a été testée par des expériences de conjugaison en

utilisant Escherichia coli J53 comme souche réceptrice. Enfin,la comparaison des profils de résistance

aux antibiotiques entre les souches donatrices et celles réceptrices du gene transféré a été réalisé.

Résultats, discussion et conclusion :

Notre expérience de conjugaison bactérienne a permis de transféré le plasmide qui porte le géne codant

pour la BLSE avec une fréquence de transfert de 70%. Des résistances co-transférées ont été essentiel-

lement observées aux aminosides, aux quinolones et au triméthoprime-sulfaméthoxazole. Les souches

isolées dans notre établissement représentent alors un véritable disséminateur de résistances aux anti-

biotiques. De ce fait les résistances co-tansférées constituent un outil de surveillance épidémiologique

des bactéries multi-résistantes, en particulier celle productrices de BLSE.

Mots clés : Klebsiella pneumoniae - BLSE - Transfert génétique - Conjugaison bactérienne.
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SP9-P9

ARN régulateurs et adaptation aux antibiotiques chez Staphylococcus aureus : exemple de ’ARN
6S et de la sensibilité a la rifampicine

Marick Esberard’ 23 (marick.esberard@i2bc.paris-saclay.fr), Wenfeng Liu'- 23, Claire Morvan' 23,
Marc Hallier*, Brice Felden*, Philippe Bouloc' 23

12BC, CEA, CNRS, Gif-sur-Yvette, France

2Université Paris-Sud, Gif-sur-Yvette, France
3Université Paris-Saclay, Gif-sur-Yvette, France

4U1230 Inserm, Université de Rennes 1, Rennes, France

Staphylococcus aureus est un pathogéne opportuniste peuplant nos microbiotes, essentiellement au
niveau cutané. Cette cohabitation se déroule sans encombre la plupart du temps puisque 30 a 50% de
la population sont porteurs sains. Cependant, S. aureus peut étre responsable d’une large gamme d’in-
fections, des plus bénignes (staphylococcies cutanées) aux plus graves (formes viscérales ou ostéo-ar-
ticulaires). Les ARN régulateurs (ARNrég) sont des éléments permettant aux bactéries de s’adapter a de
nombreux stress : il en existe une centaine chez S. aureus mais peu ont été caractérisés [1]. Grace a des
expériences de compétition de croissance d’une banque de mutants de S. aureus [2], nous avons mis
en évidence la disparition progressive d’'un mutant d’ARNrég en présence de concentrations sublétales
de rifampicine, un inhibiteur de ’ARN polymérase. Ce mutant, AssrS, n’exprime pas I’ARN 6S. Chez
Escherichia coli, '’ARN 6S inhibe la transcription o’°-dépendante en se liant a ’ARN polymérase. Nous
avons confirmé sur milieu de culture solide que la délétion AssrS confere une sensibilité accrue a la rifa-
mpicine. Des expériences en cours adressent la fonction et le mécanisme d’action de ’ARN 6S chez S.
aureus. Nos résultats préliminaires suggérent que I'absence de ’ARN 6S pourrait affecter la disponibilité
du facteur o* avec pour conséquence un accroissement de la sensibilité a la rifampicine.

Mots clés : Staphylococcus aureus - ARN 6S - rifampicine - résistance aux antibiotiques - ARN polymé-
rase.

Références :
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competition assays: An example with Staphylococcus aureus. Methods. 2017;117:21-7.
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SP7.2-01
Réponse physiologique de Corynebacterium glutamicum dans un environnement fluctuant en
oxygéne. Application a la production d’acides organiques

Stéphane Delaunay (stephane.delaunay@univ-lorraine.fr), Karim Kabore, Amani Briki, Fabrice Blanchard,
Michel Fick, Emmanuel Guedon, Frantz Fournier, Eric Olmos

Lab. Réactions et Génie des Procédés, Université de Lorraine - CNRS, Vandoeuvre, France

La bactérie Corynebacterium glutamicum constitue une plateforme biotechnologique permettant la
production de diverses molécules d’intérét telles que des acides aminés ou des acides organiques, par
exemple. L’amélioration de la production de ces molécules nécessite, généralement, une approche de
type Génie Métabolique afin d’orienter le métabolisme de la bactérie vers la synthése de la molécule
recherchée. Cette approche ne peut cependant pas étre totalement découplée d’une compréhension de
I'impact du procédé dans lequel la bactérie sera mise en ceuvre. L’'impact des variations en oxygene, un
des parameétres clé affectant la physiologie, notamment en raison de I’hétérogénéité de sa concentration
au sein des bioréacteurs, a fait I'objet de cette étude. Les acides acétique, lactique et succinique sont
produits par C. glutamicum lorsque celle-ci est placée en anaérobiose, sans croissance associée. Il a
cependant pu étre montré que la microaérobiose et plus précisément le niveau d’oxygénation, carac-
térisé par le coefficient de transfert de masse, kLa, pouvait permettre d’orienter le métabolisme de C.
glutamicum vers la synthése de I'un ou I'autre de ces acides organiques. Ainsi, la synthése d’acide succi-
nique est-elle favorisée pour les valeurs de kLa les plus faibles. Dans le cadre d’un procédé en 3 phases
(phase de croissance en aérobiose, phase de transition puis phase de production en anaérobiose), il a
également pu étre montré que la dynamique de I’évolution de la concentration en oxygéene avait un tres
fort impact sur les capacités de production de succinate par C. glutamicum. En effet, une transition lente
vers I’'anaérobiose, avec contrdle de la concentration en oxygéne dissous, permet la production de 165
mM et de plus de 800 mM de succinate, respectivement en mode discontinu et semi-continu, avec une
souche non modifiée génétiquement de C. glutamicum. Enfin, dans une hypothése de montée en échelle
de ce procédé, la robustesse de C. glutamicum vis-a-vis d’'une hétérogénéité de la concentration en
oxygene a été étudiée. Il a ainsi pu étre montré que cette hétérogénéité n’avait que peu d’'impact sur la
capacité de C. glutamicum a synthétiser des acides organiques.

Mots clés : acide succinique - acide lactique - micro-aérobiose - hétérogénéité - scale-down.
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SP7.2-02

Analyse des dynamiques de distribution de sous-populations microbiennes au sein de cultures
pures de bactéries génétiquement modifiées : Cas de la production hétérologue d’isopropanol
par Cupriavidus necator

Catherine Boy (c_boy@insa-toulouse.fr), Sandrine Alfenore, Nathalie Gorret, Stéphane Guillouet
Toulouse Biotechnology Institute (TBI), Université de Toulouse, CNRS, INRA, INSA, Toulouse, France

Assurer I’lhomogénéité phénotypique lors de production de molécules d’intérét par des organismes
génétiquement modifiés est devenu un enjeu majeur pour la biologie synthétique et I'optimisation des
bioprocédés associés.

Cupriavidus necator H16 est une bactérie chemolithoautotrophe synthétisant et stockant d’importantes
quantités de poly(3-HydroxyButyricAcid)(pHB). Le métabolisme versatile de C.necator lui permet d’étre
génétiquement modifiée pour devenir une plateforme de bioproduction de composés chimiques d’intérét
économique.

De nombreux systémes d’expression hétérologue sont basés sur des plasmides, vecteurs de production
de molécules recombinantes. Cependant, plusieurs cas d’instabilité plasmidique ont été rapportés et
leurs causes sont encore mal comprises.

Les outils déja développés pour étudier les hétérogénéités de populations a I’échelle de la cellule unique,
comme le single-cell RT-PCR, RNA-seq ou FISH (Fluorescence in situ Hybridization) ne sont pour la
plupart pas adaptés aux contraintes d’un suivi dynamique de la stabilité plasmidique chez les bactéries.
Notre démarche vise a suivre la stabilité plasmidique en cours de fermentation avec autant d’efficacité et
de justesse que possible. Il est donc nécessaire de développer une méthode rapide et fiable pour suivre
I’expression des génes codés sur le plasmide recombinant. La technique développée ici est basée sur
I’expression d’une protéine rapportrice (enhanced Green Fluorescent Protein : eGFP) codée sur le plas-
mide et détectable par cytométrie en flux ; une méthode d’analyse pertinente pour suivre les variabilités
a I’échelle de la cellule unique. Le suivi de I'intensité de fluorescence a I’échelle de la cellule unique par
cytométrie en flux permet de quantifier dynamiquement les distributions des sous-populations.
L’influence de la force de promoteur contrdlant I'expression constitutive de 'eGFP a été étudiée. Ainsi,
la construction induisant la charge métabolique la plus faible sur la cellule hote a été choisie pour mini-
miser I'influence de I'expression de ’eGFP sur la physiologie de C.necator. Plusieurs constructions plas-
midiques basées sur différents systemes de stabilisation ségrégationnelle (Post-Segregationnal Killing,
résistance aux antibiotiques) ont été évaluées dans des conditions de production intensives de biomasse
en bioréacteur. De plus, pour tester la robustesse du systéme, la perte plasmidique en cours de fermen-
tation a été induite par augmentation de température, et suivie par cytométrie en flux.

Mots clés : Cupriavidus necator - Stabilité plasmidique - Protéine rapportrice eGFP - Cytométrie en flux -
Isopropanol.

Références :
1. Miller et al., 2010, Fems Microbiology Reviews, 554-587
2. Delvigne et al., 2014, Biotechnology Journal, 61-72
3. Grousseau et al., 2013, Applied Microbiology and Biotechnology, 4277-4290
4. Gruber et al., 2014, Journal of Biotechnology, 74-82

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 152
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19, France



SFM 2019 Communications orales

Bioprocédeés (en association ave la FFBiotech)

SP7.2-03
Engineering the synthesis of anticancer alkaloids in yeast cell factories

Vincent Courdavault (vincent.courdavault@univ-tours.fr), Inés Cargueijeiro

EA 2106 Biomolécules et Biotechnologies, Université de Tours, Tours, France

Introduction and objectives: Plant natural products constitute an incommensurable source of pharma-
ceutically valuable compounds such as the anticancer monoterpene indole alkaloids (MIAs) produced in
the Madagascar periwinkle. Ensuring a continuous supply of these compounds is essential to guarantee
an efficient illness treatments but remains challenging since many of them are still extracted from endan-
gered natural resources. Given massive climate changes and biodiversity erosion, deploying alternative
supplying approaches complementary to plant harnessing now appears inescapable. As such, the
metabolic engineering of plants natural product synthesis in yeast cell factories stands for a promising
strategy to produce the compounds of interest through de novo synthesis or bioconversion of abundant
natural precursors. However, it requires a complete knowledge of the plant biosynthetic pathway to be
achieved.

Material and methods: Over the last years, by combining RNA-seq performed in the Madagascar periwin-
kle, analysis of gene expression networks and functional genomics approaches, we progressively elu-
cidated the whole MIA biosynthetic pathway leading to the production of strictosidine, the first MIA and
subsequently to vindoline and catharanthine, the direct precursors of the anticancer agents [1, 2]. The
progressive implementation of the corresponding genes in yeast was then achieved using a combina-
tion of genomic integrations and autoreplicative plasmids allowing constitutive and/or inducible gene
expression.

Results and discussion: Using these technical approaches, we first created a yeast strain synthesizing
strictosidine from glucose through the transfer of 14 plant genes [3]. Furthermore, bioconversion of the
highly abundant tabersonine into vindoline was also achieved at high efficiency as a definitive proof-
of-concept. Besides this production of well-known MIAs, combination in yeast of biosynthetic modules
physically separated in planta allows the production of new-to-nature MIAs [4, 5]. This opens the door
to a tailor-made production of MIAs that will be facilitated by the continuous extension of the plant bio-
synthetic gene toolbox.

Mots clés : metabolic engineering - yeast - alkaloids - Catharanthus roseus.
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SP7.2-1
Bactéries de I’espéce Burkholderia lata dans I'industrie pharmaceutique, apports de la génomique

Arnaud Carlotti (arnaud.carlotti@orange.fr)

Eurofins IDmyk, Eurofins, Limonest, France

Les bactéries du complexe Burkholderia cepacia représentent une menace sérieuse pour les produc-
tions pharmaceutiques et donc les patients. L’espéce Burkholderia lata est frequemment rencontrée
comme contaminant dans ces environnements de production. Nous avons caractérisé 5 isolats de cette
espéce par séquencage complet de leurs génomes. Les cartographies complétes des prés de 8,5 Mb
de séquences, pour chaque isolat, ont été comparées et nous ont permis d’identifier plus de 8000 génes
dont les fonctions et roles biologiques ont été analysés par rapport au contexte industriel pharmaceu-
tique. L’intérét pour la détection, le diagnostic, le tracage, les aptitudes de colonisation et de virulence
des souches sont illustrés ainsi que les multiples résistances aux agents antibactériens et I'aptitude a
former des biofilms. Ces facteurs expliquent les risques liés aux bactéries de cette espéce dans nos
productions.

Mots clés : Burkholderia cepacia complex - séquengage génomique - industrie pharmaceutique - conta-
mination - Analyse fonctionnelle.
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SP4.5-01
Devez-vous avoir peur de votre chat ?

Muriel Vayssier-Taussat (muriel.vayssier@inra.fr)

Département Santé Animale, INRA, Nouzilly, France

La maladie des griffes du chat a été décrite en 1950 (Debré) comme une Iésion érythémateuse cutanée
au point d’inoculation suivie d’une adénopathie loco-régionale persistant plusieurs semaines a plusieurs
mois. Depuis, de nombreuses formes atypiques ont été décrites avec de nombreux autres symptédmes
trés variés (formes oculaires, neurologiques (méningites, encéphalites, atteintes cérébelleuses, myélites,
parésie faciale, coma), osseuses (ostéolyse, articulaires, hépatiques...). L’agent causal de la maladie n’a
été identifié qu’en 1992. Il s’agit d’une bactérie appartenant au genre Bartonella : Bartonella henselae.
Durant ces vingt derniéres années, un nombre croissant de bactéries appartenant au genre Bartonella a
été identifié comme étant & I'origine d’une multitude de maladies humaines et animales. A ce jour, une
trentaine d’espéces de Bartonella ont été recensées. B. quintana et B. bacilliformis ont ’'Homme pour
seul h6te mammifére connu. Toutes les autres espéces infectent des animaux (carnivores, rongeurs et/
ou ruminants, sauvages ou domestiques) mais peuvent étre accidentellement transmises a ’'Homme
chez lequel elles provoquent des maladies dont les symptémes varient selon les espéces de bartonelles
et I’état immunitaire de la personne infectée. Ces microorganismes utilisent une stratégie unique pour
coloniser leurs hotes : il est maintenant admis que chaque espéce de Bartonella est adaptée a un ou
quelques hbtes réservoirs au sein desquels la bactérie établit une bactériémie intra-érythrocytaire pou-
vant persister plusieurs mois. La transmission de ces bactéries d’hbte a hbte est assurée par des vec-
teurs arthropodes hématophages ou bien par contact direct avec un animal infecté. Le role du chat dans
la transmission des Bartonelles a ’Homme est primordial, nous aborderons les cycles de transmission
entre le chat et ’THomme, le r6le des vecteurs dans cette transmission et les mécanismes moléculaires
qui expliquent les passages accidentels du chat vers ’homme.

Mots clés : zoonose - maladies vectorielles.
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SP4.5-02
Les infections bactériennes du tractus urinaire chez ’lhomme et le chien

Rachel Lavoué (r.lavoue@envt.fr)

Meédecine Interne, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse, Toulouse, France

Les infections bactériennes du tractus urinaires (ITU) sont fréquentes chez ’'homme et le chien, avec
150 millions d’étres humains affectés chaque année dans le monde et 14% des chiens présentés chez
le vétérinaire pour cette raison.

Bien qu’une communauté de germes existe entre les deux espéces et que de mémes clones bactériens
aient été mis en évidence chez les membres humains et animaux d’un méme foyer, le niveau de preuve
en faveur d’une transmission croisée reste faible [1]. Le chien peut cependant étre considéré comme
un animal sentinelle et/ou un éventuel réservoir de germes multirésistants, notamment au vue des
similitudes physiopathogéniques des infections urinaires humaines et canines. Les femmes et chiens
femelles sont ainsi surreprésentées au sein des ITU symptomatiques et les infections ascendantes
par des germes de la flore digestive sont largement majoritaires. De nombreuses situations cliniques
similaires a celles décrites en médecine humaine sont associées a des bactériuries significatives mais
asymptomatiques chez le chien, pouvant étre a I’origine d’une dissémination des germes difficile a esti-
mer. Chez les deux especes, I’espéce bactérienne la plus souvent a I'origine d’ITU est Escherichia coli.
Les genres Staphylococcus et Enterococcus sont également largement représentés chez 'homme et
le chien. Tandis que Klebsiella pneumoniae est fréquemment retrouvé chez ’'homme, Proteus mirabilis
semble plus fréquent chez le chien [2, 3, Données personnelles]. Le pourcentage d’Escherichia coli
multirésistantes retrouvées dans les urines de chien en France est estimé par ’'ANSES a 6% en 2017,
mais semble trés variable en fonction de de la présence d’affections prédisposantes et de critéres géo-
graphiques (4 a 55%), a I'instar de I’homme [4, 5].

Le chien, deuxieme animal de compagnie le plus fréquent en France, partage de fagon étroite le mode
de vie de ses propriétaires. Une meilleure compréhension, description et surveillance des infections
bactériennes urinaires canines peut ainsi bénéficier a la santé publique face a I'inquiétude accrue d’an-
tibiorésistance et dans un contexte « One Health ».

Mots clés : Infection du tractus urinaire - Escherichia coli - chien - homme - résistance.
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SP4.5-1
Resistance and virulence profiles in clinical E. coli collected from dogs in France

Marisa Haenni' (marisa.haenni@anses.fr), Antoine Drapeau’, Stéphanie Beurlet?, Véronique Bachy?,
Henri-Jean Boulouis*, Raphaélle Pin®, Jean-Yves Madec', Charlotte Valat'

"Université de Lyon - ANSES, Lyon, France

2Vebio, Paris, France

3Orbio, Lyon, France

4Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, Maisons-Alfort, France
SLaboratoire Vétérinaire Départemental, Biot, France

Introduction:

Dogs are common members of households, where transmission of pathogens resistant to Extended-
Spectrum Cephalosporins (ESCs) or carbapenems have been shown. In the US, a recent population
study identified dog-related STs (ST372) and human-related STs (ST73, ST127, ST131) as a cause of
urinary tract infections (UTIs) in dogs. Here, we characterized the population structure, resistance and
virulence profiles of E. coli from French diseased dogs.

Materials and methods:

Non-duplicate E. coli (n=618) were collected from four veterinary laboratories in France between January
and November 2017. Dogs suffered from UTls in 62.5% of the cases. Antimicrobial susceptibility was
determined by disc diffusion. Resistance genes were detected by PCR/sequencing and virulence genes
related to EXPEC (papA, sfaS, focG, afa-dra, iutA, kpsMTII, fyuA) and to other pathovars (cnf1, hlyD, iss,
ibeA, iroN, eae) were detected by PCR. Population structure was assessed by phylogrouping and MLST
typing.

Results:

Most isolates (79.6%) belonged to phylogroup B2, with ST372 (n=106) and ST73 (n=101) frequently
identified. ST131 was found in 10 isolates. ESC resistance was identified in 34 isolates (5.5%) that pro-
duced CMY-2 (n=19), CTX-M-type (n=14) and OXA-48 (n=1) enzymes. Multidrug resistance (resistance
to >3 antibiotic families) was detected in 8.9% of the B2 and 43.7% of the non-B2 isolates. Nearly half
(45.9%) of the B2 isolates met the EXPEC status (>2 EXPEC virulence genes). PapA, kpsMll, fyuA, sfaS,
focG, hlyD and ibeA were specifically associated to B2 isolates (p value Fisher’s Exact Test < 1.2E-6),
with fyuA being the most frequently (81.7%) identified virulence gene.

Discussion:

This study highlights the predominance of the B2 phylogroup among E. coli causing diseases in dogs.
There was a clear discrepancy in the distribution of resistance (non-B2 isolates) and virulence (B2 iso-
lates), contrary to the situation in humans dominated by the highly virulent and resistant ST131 clone.
Nonetheless, human-related STs, such as ST73, were frequent in dogs, raising cross-transmission
issues. Of note, resistance distribution was similar in dogs from France and the US despite different
antibiotic usages.

Mots clés : Dog - resistance - virulence - UTls - sequence type.
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SP4.5-2
Similitudes des mécanismes de récurrence des infections urinaires chez ’lhomme et I’animal :
I’exemple d’un cas clinique chez le chien

Nicolas Jousserand' (n.jousserand@envt.fr), Benoit Fontenel?, Henri-Jean Boulouis?,
Morgane Canonne-Guibert4, Eric Oswald’, Rachel Lavoué'

"IRSD, Toulouse, France

2| aboratoire d’analyse, Clinique Pasteur, Toulouse, France

3BioPdle, Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, Maisons-Alfort, France
4Médecine interne, Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, Maisons-Alfort, France

Introduction et objectifs :

Escherichia coli (E. coli) est le principal agent responsable d’infection du tractus urinaire (ITU) chez le
chien, le chat et ’homme (1). L’existence d’une communauté bactérienne partagée entre ces especes
est vraisemblable (2). L’objectif est de caractériser les souches de E. coli identifiées chez les carnivores
domestiques atteints d’ITU clinique et asymptomatique.

Matériels et méthodes :

Les E. coli provenant d’urines de chiens et chats consultés dans 2 Ecoles Vétérinaires francaises entre
2017 et 2019 sont répartis en ITU clinique et asymptomatique. Les antibiogrammes, le phylogroupe et
la présence de génes de virulence (papG, sfa, uclD, iroN, fyuA, iutA, sat, hlyA, pks) sont déterminés.
L’association entre caractéristiques et symptomatologie est analysée par régression logistique binomiale
et comparée avec I’'Homme.

Résultats, discussion et conclusion :

Quatre-vingt-cinqg E. coli issus de chiens (66%) et de chats (34%) ont été inclus. Le phylogroupe B2 est
prédominant chez le chien (66%) et le chat (75%) comme précédemment décrit chez ’Homme (3). On
retrouve plus de B1 chez les carnivores (10% et 16%) que chez ’'Homme. On retrouve moins le géene
iutA codant I’aérobactine (28% et 23%) que chez ’'Homme (3), disparité possiblement liée au pH urinaire.
Le répertoire des génes de virulence n’a pas permis de distinguer les souches isolées d’ITU cliniques et
asymptomatiques ; cela reste a confirmer avec un plus grand nombre de souches. Onze souches sont
multirésistantes aux antibiotiques.

Malgré certaines différences dans la structure de la population des E. coli isolés des urines, nous confir-
mons le caractére potentiellement zoonotique.

Mots clés : Escherichia coli - infection urinaire - zoonose - facteur de virulence.
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SP4.5-3
Parlons de zoonoses : le jeu Krobs

Gilbert Greub (gilbert.greub@chuv.ch)
Université de Lausanne, Lausanne, Suisse

Les microbes se transmettent de diverses maniéres: par exemple au contact d’animaux (Coxiella burnetii,
Pasteurella multocida, Bartonella henselae, Chlamydia psitacci), a la suite de pig(res de tiques (Borrelia
burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum, virus TBE, ...) ou de moustiques vecteurs (virus Chikungunya,
...), par lI'ingestion d’aliments souillés (Campylobacter, Salmonella, Listeria, Teania solium), ... Et ces
microbes sont autant d’agents de zoonoses, liées a I'exposition directe ou indirecte a des animaux ou a
des produits dérivés. Ces microbes potentiellement dangereux pour la santé sont trop souvent mécon-
nus du grand public et du personnel de santé, car ils causent des maladies rares ou difficiles a détecter.
De plus, leurs modalités de transmission et les mesures préventives sont moins connues que celles
d’autres microbes, tels que le virus de la grippe ou le VIH. Or, nos modes de vie actuels nous exposent
a plus de risques zoonotiques.

Ainsi I'idée est née de créer un jeu original, éducatif et amusant pour permettre de combler partiellement
ce manque d’information. Krobs, c’est un jeu de cartes qui vous confrontent aux « Mi-Krobs » mais aussi
un site internet (www.krobs.ch) avec de nombreuses informations. Le trait d’union entre le jeu et le site:
des codes QR imprimés au dos de chaque carte.

Ce jeu n’est pas seulement une activité ludique, mais également une opportunité de parler prévention
avec le grand public et d’enseigner aux étudiants une série de concepts clefs en microbiologie médi-
cale. Ainsi, 273 étudiants en médecine ont eu I'opportunité de tester ce jeu et ceux ayant participé a au
moins 2 séances éducatives de jeu Krobs ont mieux progressé en terme de connaissances liées au jeu
que ceux n’y ayant pas participé ou que de maniere ponctuelle pour une seule période de 45 minutes.
Ce jeu est aujourd’hui utilisé également pour I'enseignement a I’'université en biologie, ainsi qu’a I’école
supérieure de santé pour le personnel technique des laboratoires et le personnel infirmier.

Mots clés : jeu - zoonose - tiques - moustiques - alimentaire.
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SP3.4-01
Les microorganismes du sol : acteurs et marqueurs du réchauffement climatique

Thomas Lerch (thomas.lerch@u-pec.fr)
IEES Paris, UPEC, Créteil, France

Depuis quelques années, le sol est au centre des études sur les changements climatiques. La décom-
position de la matiere organique du sol (MOS) par les microorganismes est un processus primordial non
seulement parce qu’il assure le bon fonctionnement des écosystémes continentaux mais aussi parce
qu’il participe a la régulation des flux de C a I’échelle planétaire. Il est connu que I'augmentation de la
température accéléere la respiration microbienne selon la loi d’Arrhenius et donc favorise les émissions
de CO, dans I'atmosphére. Cependant beaucoup de questions demeurent encore sur les effets interac-
tifs avec d’autres facteurs abiotiques tels que ’humidité, la texture des sols, la qualité et la quantité de
la MOS [1,2,3]. Les connaissances actuelles sont encore plus réduites en ce qui concerne la sensibilité
des communautés microbiennes a ces changements climatiques, notamment en terme d’abondance,
de diversité et d’activités métaboliques [4,5]. Nous présenterons ici une étude menée sur un site expé-
rimental de longue durée (Uppsala, Suede) ou différents types de fertilisation ont été appliqués sur un
sol agricole depuis 1956. Des échantillons ont été incubés en conditions contrblées a différentes tem-
pératures pendant plusieurs mois durant lesquels nous avons mesuré le dégagement de CO.,. A la fin
de I'expérience, ’ADN des sols a été extrait et les communautés microbiennes (bactéries et champi-
gnons) ont été caractérisées par gPCR et empreintes génétiques. L’ensemble des données suggérent
que la réponse des microorganismes du sol a la température varie non seulement selon les taxa, mais
aussi selon les types de fertilisations appliqués. Il semble donc nécessaire de mieux prendre en compte
I'usage des sols et en, particulier les pratiques culturales dans les prochaines études afin d’améliorer
les modeles prédictifs actuels.

Mots clés : communautés microbiennes - sol - CO, - température.
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SP3.4-02
Amorcage microbien de I'immunité végétale et animal : des symbiotes comme signaux du
développement

Marc-André Selosse (ma.selosse@wanadoo.fr)

ISYEB, UMR 7205, Muséum national d’Histoire naturelle, Paris, France

In symbiosis, the evolution of each partner is partly driven by the other ones (co-evolution). The evolution
of symbiosis is often viewed as a progressive evolution, based on the emergence of new adaptive
properties that enhance the fitness or diversify the niche. In many cases, such evolution enhances the
interdependence between partners, because new functions are only achieved in symbiosis. The present
paper focuses on the emergence of interdependence in development, and emphasizes that it can arise
even without emergence of any new property, nor any progressive evolution. | propose two examples
where such a neutral evolution may have acted, i.e. on development of immunity, in plants and animals,
and in nervous system in animals.

First, microbiotas are acting both in plant and animals as developmental signals for immunity maturation:
the existence of the so-called ‘priming effect’ was revealed by observation of germ-free (axenic) animals
and non-mycorrhizal plants. Second, the behaviour and functioning of axenic animal, and its reversibility
by colonization by microbes in young age, shown how the gut-brain axis plays a role in development,
from pregnancy on. Since no evidence supports that microbial signals are more relevant than endoge-
nous ones, a neutral evolution can account for this dependency: any hypothetic endogenous signal can
be lost because microbial colonization, reliably occurring at germination for plant (resp. birth for animals),
can substitute for it and trigger post-germination (resp. post-partum) developmental stages.

Beyond this intriguing parallel between plants and animals, | suggest a theoretical framework for interde-
pendency in development. When two initially independent partners permanently interact, redundant pro-
perties become unstable: a mutation in one of the partner can be complemented by the presence of the
other. Independency is then lost without any gain of function, nor any positive selection. This can thus
been viewed as a neutral evolution. Moreover, the accumulation of such ratchet steps over times makes
the reversion to independency more and more unlikely. Neutral evolution drives the emergence of many
reciprocal dependencies among symbionts, within different functions. This interdependency strongly
questions the poorly inoculated environment and food offered to our children nowadays.

Mots clés : developpment - axeny - immunity - nervous system - interdependency.

Références :
1. Selosse MA, Bessis A & Pozo MJ, 2014, Trends in Microbiology 22: 607-613.
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Microbiote et écosystéme : impact de la pollution et du réchauffement climatique
(en association avec [ARET)

SP3.4-03
“Je t’aime moi non plus” ou les relations complexes qu’entretiennent les microorganismes du sol
avec les pesticides et vice-versa

Fabrice Martin-Laurent (fabrice.martin@inra.fr)

UMR Agroécologie, INRA, Dijon, France

Les pesticides sont encore fréequemment employés en agriculture conventionnelle pour contréler le
développement de différentes pestes au sein des cultures. Toutefois, leur utilisation est placée au cceur
d’un vif débat sociétal car leurs méfaits sur la santé de I’environnement et de ’'Homme sont souvent
rapportés. En effet, quasiment tous les compartiments de I’écosystéme sont contaminés par des résidus
de pesticides qui finissent par s’accumuler le long de la chaine trophique et in fine, contaminer ’'Homme,
avec des conséquences sur la santé qui sont suspectées et débattues. Une grande partie des pesticides
appliqués sur les cultures atteignent la surface du sol puis diffuse dans le sol ou de nombreux orga-
nismes vivent. Parmi eux, les microorganismes trés nombreux, divers et actifs soutiennent de nombreux
services écosystémiques des sols mais restent encore méconnus.

Toutefois, I’étude des effets des pesticides sur les microorganismes montre qu’ils entretiennent des
relations complexes du type “je t’aime moi non plus”. En effet, les pesticides peuvent étre percus par les
microorganismes comme une source nutritive permettant leur croissance ou comme un toxique modi-
fiant leur activité et pouvant causer leur déclin. Cette dualité est retrouvée dans la réglementation ou
le dossier de ’lhomologation demandé aux firmes requiére I’évaluation de la dissipation des pesticides
dans les sols (reposant pour partie sur la biodégradation microbienne supportant le service de biofiltra-
tion) et d’autre part, I’estimation de I'effet des pesticides sur la minéralisation du C. Elle est également
présente dans le secteur académique ou des chercheurs du domaine de I’écotoxicologie microbienne
étudient 'adaptation a la biodégradation des pesticides ou I'impact écotoxicologique des pesticides sur
les microorganismes. Dans la société, tres souvent seul le volet écotoxicologique des pesticides sur la
qualité des sols et la production végétale est abordé car le volet adaptation a la biodégradation micro-
bienne reste méconnu.

L’objectif de cette conférence sera donc de faire un état des lieux des connaissances scientifiques sur
I’effet des pesticides sur les microorganismes du sol, de la réglementation actuelle et des perspectives
d’évolution envisagées et d’approches d’ingénierie écologique pouvant étre employée pour mitiger et
évaluer I'effet des pesticides sur les microorganismes du sol.

Mots clés : pesticides - microorganismes - sol - écotoxicologie.
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Impacts of heavy metals and low antibiotic concentration on bacterial resistance

SP1.8-01
Quand les antibiotiques stimulent la dissémination de génes de résistance : petites doses et effets
dramatiques

Christophe Merlin' (christophe.merlin@univ-lorraine.fr), Xavier Bellanger’, Hélene Guilloteau’,
Véronica Roman', Cédric Pradalier?

"LCPME, UMR7564, Université de Lorraine-CNRS, Vandoeuvre-les-Nancy, France
2UMI 2958 GT-CNRS, Georgia Tech-Lorraine, Metz, France

Les éléments génétiques mobiles (EGM) jouent un réle prépondérant dans la dissémination de génes
d’antibiorésistance au sein du monde bactérien, mais leur transfert dans I’environnement dépend pro-
bablement de conditions permissives, au méme titre que n’importe quelle fonction biologique. Au-dela
de leurs propriétés sélectives, certains antibiotiques semblent moduler I'expression des fonctions de
mobilité d’EGM lorsqu’ils se retrouvent en concentrations sub-inhibitrices. Question est posée de savoir
si de tels effets stimulateurs sont possibles lorsque les antibiotiques se retrouvent dilués aprés rejet
dans I'environnement. Démontrer un effet stimulateur reste assez difficile car au préalable il faut savoir
(i) identifier I'antibiotique modulateur, et (ii) déterminer ses concentrations actives sur un EGM donné.
Pour contourner ces difficultés, avons développé une approche basée sur I'utilisation de « rapporteurs
bactériens » possédant une fusion transcriptionnelle entre le promoteur d’'un gene de mobilité d’'EGM
et des génes lux, de maniére a ce qu’une bioluminescence soit émise lorsque le promoteur du géne de
mobilité devient actif. Ces rapporteurs bactériens sont exposés a des gradients de concentrations en
antibiotiques, obtenus par diffusion en gélose a la maniére d’un antibiogramme. L’émission de lumiére
est enregistrée a I'aide d’une caméra CCD a haute sensibilité afin de révéler I’activité des promoteurs et
des profils d’induction sont finalement extraits a I’'aide d’un logiciel de traitement d’image automatisé.
Des profils d’induction de luminescence ont été recueillis pour 80 promoteurs isolés de différents EGM
(PB10, Tn916, SXT, SGI1, SCCmec) exposés a 50 antibiotiques. Pour Tn976, nous avons identifié plu-
sieurs antibiotiques modulateurs pour lesquels I'induction du transfert a été vérifiée (jusqu’a x1000) [1].
De maniére surprenante, il n’existe pas nécessairement de lien évident entre les antibiotiques inducteurs
et la nature de la résistance codée par 'EGM, et les profils d’induction d’'un méme promoteur d’EGM
évoluent d’une espece a l'autre , sans compter sur des effets synergiques également identifiables par
cette approche. Pris globalement, ces observations compliquent notre perception de la relation entre la
présence de contaminants antibiotiques et la dissémination des génes de résistance.

Mots clés : Antibiorésistance - Eléments Génétiques Mobiles - Induction du transfert de génes - antibio-
tique en doses sub-CMI.

Références :
1. Scornec H, Bellanger X, Guilloteau H, Groshenry G, Merlin C. (2017) Inducibility of Tn916 conjugative trans-
fer in Enterococcus faecalis by subinhibitory concentrations of ribosome-targeting antibiotics. J Antimicrob
Chemother. 72(10):2722-2728
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Impacts of heavy metals and low antibiotic concentration on bacterial resistance

SP1.8-02
Adaptation des communautés bactériennes a une exposition aux métaux traces dans I’environ-
nement : conséquences potentielles sur I'antibiorésistance

Sylvie Nazaret'! (Sylvie.Nazaret@univ-lyon1.fr), Thierry Berthe? 3

TUMR CNRS 5557, Université Claude Bernard Lyon 1, Villeurbanne, France
2UMR 6143, Université Rouen Normandie, Mont Saint Aignan, France
SUMR METIS 7619, Sorbonne Université, Paris, France

Ces recherches concernent la relation entre (i) la contamination de I'environnement (contaminants
organiques et métalliques), (ii) la diversité microbienne et les supports génétiques de résistance a ces
contaminants (résistome). L’objectif est de proposer, parmi ces deux parameétres (diversité spécifique ou
résistome), un proxy pour estimer 'effet de la contamination du milieu sur le biota (a différentes échelles
de temps et/ou d’espace) et d’évaluer les conséquences potentielles associées a I’'acquisition de génes
de résistance aux métaux traces sur I’antibiorésistance.

La diversité spécifique des communautés microbiennes d’archives sédimentaires, sédiments de surface,
ou des biofilms aquatiques a été étudiée aprés séquencage de ’ADNr 16S, ou des ADNc obtenus a partir
de ’ARNr 16S pour les communautés métaboliquement actives. Les supports génétiques ciblés (étude
de leurs diversités et/ou quantification par gPCR) au sein du (méta)génome des communautés micro-
biennes sont: i) les intégrons cliniques, vecteurs majeurs dans I'acquisition de la multi-résistance aux
antibiotiques, b) les intégrons environnementaux impliqués dans I'adaptation des communautés micro-
biennes aux contaminants chimiques, et c) des génes spécifiques conférant une résistance a un conta-
minant donné (métaux traces). Les approches d’écologie moléculaire développées ont permis d’étudier
la diversité des génes d’intérét par séquencage haut débit et/ou d’évaluer leur abondance par gPCR.
Au sein du résistome les génes codant pour les pompes a efflux, notamment celles de la famille RND
(Resistance Nodulation Division) chez les bactéries a Gram négatif, jouent un réle important dans
I’adaptation au stress métallique (pompes HME-RND) ou dans I'émergence du phénotype « multidrug
resistance » (pompes HAE1-RND). Afin de mieux comprendre le rble de ces pompes dans I'adaptation
au stress métallique et les conséquences sur I'antibiorésistance environnementale, nous avons comparé
leur distribution en fonction de I’écologie des bactéries. Ainsi nous avons i) redéfini les familles HME et
HAE-1 sur la base d’'une phylogénie construite a partir de 920 génomes représentatifs de la diversité
connue des bactéries Gram négatif ii) cherché des relations entre la distribution des pompes et la taxo-
nomie, I’habitat et la pathogénicité des bactéries, et iii) confirmé les rbles écologiques présumés de ces
pompes par quantification (QPCR) des génes dans des échantillons environnementaux différemment
contaminés.

Mots clés : résistome - intégrons - métaux traces.
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Impacts of heavy metals and low antibiotic concentration on bacterial resistance

SP1.8-1
Gentamicin pollution at sub-inhibitory concentrations induces a response in the environmental
resistome

Concepcion Sanchez-Cid'" ? (concepcion.sanchezcidtorres@promega.com), Timothy M. Vogel’

"Université de Lyon, Ecully, France
2Promega France, Charbonniéres-les-Bains, France

Background and objective:

Sub-inhibitory concentrations of antibiotics are often released to the environment as a consequence
of anthropogenic activities. These concentrations could induce a response in the environmental resis-
tome, thereby contributing to the evolution of antibiotic resistance in the environment. This might in turn
have consequences for human health. However, the scope of this phenomenon remains unclear. In this
study, we evaluated the genetic and transcriptional response of environmental bacteria to pollution with
gentamicin, an aminoglycoside used in both human therapy and food production. We hypothesized that
gentamicin pollution at sub-inhibitory concentrations would induce a non-selective adaptive response
in environmental bacteria, whereas higher concentrations of antibiotics would have a lethal or inhibitory
effect and therefore selective effect.

Materials and methods:

River water microcosms were contaminated with gentamicin at both inhibitory and sub-inhibitory
concentrations. DNA was extracted at 0, 24 and 48 hours, and RNA was extracted at 0, 4, 8, 24 and 48
hours. The V3-V4 hypervariable region of the 16S rRNA gene and cDNA were sequenced to identify the
total and active communities in hon-contaminated and gentamicin-polluted environments. Furthermore,
prevalent ARG and genes related to mobile gene elements (MGE) were identified using metagenomics.
Finally, these results obtained from water microcosms were compared to water bacteria enriched in R2A
culture medium to obtain a functional validation of the bacterial genera and ARG involved in gentamicin
response at sub-inhibitory concentrations.

Results and discussion:

Several genera showed an increased abundance over time at sub-inhibitory concentrations of gentamicin
in enriched media as well as in total and active communities from the water microcosms. Furthermore,
several ARG and genes involved in the SOS response, DNA replication and metal response increased
their abundance under gentamicin pollution at sub-inhibitory concentrations. This approach led to the
identification of bacteria and genes involved in the environmental response to gentamicin pollution at
sub-inhibitory concentrations. Thus, sub-inhibitory concentrations of antibiotics appear to promote anti-
biotic resistance development in the environment.

Mots clés : sub-inhibitory - resistome - environment - antibiotic pollution - metagenomics.
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Impacts of heavy metals and low antibiotic concentration on bacterial resistance

SP1.8-2
Etude de I’évolution des patrons de résistance d’Escherichia coli suite a des stress induits par des
concentrations subinhibitrices de gentamicine.

Léna Simon' 2 (lena.simonbousquet@gmail.com), Caroline Rose’, Michael Finnegan', Francois Gatchitch?,
Martijn Callens', Marie-Pierre Dubois’, Stéphanie Bedhomme'

"CEFE, CNRS, Montpellier, France
2Faculté des Sciences, Université de Montpellier, Montpellier, France

Introduction et objectifs :

Les bactéries présentant une résistance aux antibiotiques sont un probléme majeur de santé publique et
leur émergence est favorisée par 'usage d’antibiotiques en thérapeutique. Cependant il est important de
considérer I'impact des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotique sur la sélection de la résistance.
Dans cette optique, nous avons examiné la résistance acquise aprés une exposition prolongée a des
concentrations subinhibtrices de gentamicine et sa spécificité chez Escherichia coli.

Matériels et méthodes :

La souche E. coli DH10B a été évoluée expérimentalement pendant 1000 générations en présence de
trois concentrations subinhibitrices (0.05, 0.1 et 0.2 CMI) de gentamicine. Nous avons étudié le phé-
notype des populations évoluées en mesurant leur croissance par spectrophotométrie a différentes
concentrations de gentamicine ou d’un autre type de stress, le sel. La CMI des souches évoluées a été
mesurée pour la gentamicine, la kanamycine et le chloramphénicol. Les mécanismes d’antibiorésistance
sont recherchés par des approches mécanistiques et génomiques.

Résultats, discussion et conclusion :

Nous avons trouvé que I'exposition a une concentration sub-inhibitrice de gentamicine multiplie par 4 la
CMl initiale pour cet antibiotique, et les souches résistantes a la gentamicine présentent une résistance
équivalente a la kanamycine. La condition d’évolution impacte le niveau de résistance pour la gentamicine :
plus la concentration a laquelle la souche est exposée durant I’évolution est élevée, plus sa résistance
est conséquente. Par ailleurs, plus la concentration en gentamicine lors de I’évolution est élevée, plus la
croissance en I’'absence d’antibiotique est faible, ce qui suggére que I’'acquisition de la résistance a un
colt en terme de valeur sélective pour les souches évoluées. Les tests de résistance croisée a d’autres
antibiotiques et I'utilisation d’inhibiteurs de pompes a efflux suggére que le mécanisme de résistance
évolué est spécifique des aminoglycosides. Ce résultat est a confirmer par les données génomiques.

Mots clés : antibiorésistance - aminoglycosides - évolution expérimentale - adaptation - stress.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 166
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France

(%2}
c
2
Q9
]
e
2
£
=)
c
©
(%]
)
[=
()
()]
<
1
@
-
a
(V2]




SFM 2019 Communications orales

Physiopathologie des infections par les virus émergents (en association avec [ASM)

SP4.6-01
Identification de la protéine FHL1 comme un facteur essentiel a I'infection et la pathogenése de
CHIKV

Laurent Meertens' (laurent.meertens@inserm.fr), Mohamed Lamine Hafirassou, Therese Couderc,
Lucie Bonnet-Madin, Vasiliya Kril, Beate M. Kiimmerer, Athena Labeau, Alexis Brugier, Etienne Simon-
Loriere, Julien Burlaud-Gaillard, Cécile Doyen, Laura Pezzi, Thibaud Goupil, Sophia Rafasse,
Pierre-Olivier Vidalain, Anne Bertrand Legout, Lucie Gueneau, Raul Juntas-Morales, Rabah Ben Yaou,
Gisele Bonne, Xavier de Lamballerie, Monsef Benkirane, Philippe Roingeard, Constance Delaugerre,
Marc Lecuit, Ali Amara

'Biologie cellulaire des infections virales, INSERM-U944, UMR7212, Hépital St Louis, Paris, France

Le virus chikungunya (CHIKV) est un Togaviridae du genre Alphavirus, transmis a ’'homme par des mous-
tiques du genre Aedes infectés. Ce virus est I’agent étiologique de la maladie arbovirale chikungunya
qui se caractérise par une forte fievre, un état grippal et des arthralgies sévéres invalidantes pouvant
persister plusieurs mois. Depuis 10 ans, ce virus originaire d’Afrique est responsable d’épidémies en Asie
du sud-est, dans les caraibes, des pays d’Amérique latine, ainsi que dans I'Océan Indien, notamment
sur I'lle de la Réunion. En absence de vaccin et de traitements antiviraux efficaces, ce virus représente
un probléme majeur de santé publique. Malgré de nombreuses études, les facteurs cellulaires essentiels
au cycle infectieux de CHIKV restent peu connus, entravant le développement de nouvelles thérapies
antivirales. En utilisant une approche de crible génétique CRISPR-Cas9 dans des cellules haploides
HAP1, nous avons identifié la protéine FHL1 comme un facteur cellulaire crucial pour la permissivité et
la pathogéneése de CHIKV chez I’lhomme et la souris. L’ablation de I’expression de FHL1 confére une
résistance a I'infection par CHIKV et le virus O’nyong-nyong, mais n’affecte pas I'infection par les autres
alphavirus. Réciproquement, I'expression ectopique de FHL1 dans des cellules faiblement permissives
et ne 'exprimant pas, augmente I'infection par CHIKV. Nos résultats mettent en évidence que I'interac-
tion directe entre FHL1 et le domaine HVD de la protéine non structurale nsP3 est essentiel au rble pro-
viral que joue FHL1 lors de la réplication virale. Nos résultats montrent aussi que des patients atteints de
la dystrophie musculaire d’Emery-Dreifus, qui résulte d’une mutation dans le géne FHL1 responsable de
la dégradation de la protéine, sont résistants a I'infection par CHIKV. Enfin, dans un modéle de souris KO
pour le géne Fhl1, nous avons démontré que contrairement aux souris qui expriment FHL1, ces souris
ne développaient pas de maladie et qu’aucune réplication virale n’était détectable dans les tissus mus-
culaires et les articulations. En conclusion, nous montrons que FHL1 est un facteur cellulaire essentiel
pour la réplication et la pathogénése de CHIKV, et identifions I'interaction entre FHL1 et nsP3 comme
une cible thérapeutique prometteuse pour le développement de thérapies antivirales.

Références :
1. Meertens L, et al. (In Press) FHL1 is a major host factor for chikungunya virus infection. Nature
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SP4.6-02
Zika virus enhances monocyte adhesion and transmigration favoring viral dissemination to neural
cells

Nilda Vanesa Ayala Nunez' (vanesa.ayala@irim.cnrs.fr), Gautier Follain?, Francois Delalande?,

Aurélie Hirschler®, Emma Partiot’, Gillian L. Hale?*, Brigid C. Bollweg®, Judith Roels®, Maxime Chazal’,
Florian Bakoa’, Margot Carocci®, Sandrine Bourdoulous®, Orestis Faklaris'®, Sherif R. Zaki*,

Anita Eckly®, Béatrice Uring-Lambert'', Frédéric Doussau'?, Sarah Cianferani®, Christine Carapito?,
Frank M.J. Jacobs®, Nolwenn Jouvenet’, Jacky G. Goetz?, Raphael Gaudin'

"IRIM-CNRS, Montpellier, France

2INSERM U1109 and FMTS, Strasbourg, France
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9 Institut Cochin, Paris, France
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" Hépitaux Universitaires de Strasbourg, Strasbourg, France
2INCI, Strasbourg, France

Introduction and objectives:

Zika virus (ZIKV) invades and persists in the central nervous system (CNS), causing severe neurological
diseases. However, the virus journey, from the bloodstream to tissues through a mature endothelium,
remains unclear. Here, we aimed to unravel how ZIKV crosses the blood-brain barrier (BBB) to reach the
CNS.

Materials and methods:

We showed that ZIKV-infected monocytes represent suitable carriers for viral dissemination to the CNS
using human primary monocytes, cerebral organoids derived from embryonic stem cells, organotypic
mouse cerebellar slices, a xenotypic human-zebrafish model, and human fetus brain samples.

Results, discussion and conclusions:

We found that ZIKV-exposed monocytes exhibit higher expression of adhesion molecules, and higher
abilities to attach onto the vessel wall and transmigrate across endothelia. This phenotype is associated
to enhanced monocyte-mediated ZIKV dissemination to neural cells. Together, our data show that ZIKV
manipulates the monocyte adhesive properties and enhances monocyte transmigration and viral disse-
mination to neural cells. Monocytes transmigration may represent an important mechanism required for
viral tissue invasion and persistence that could be specifically targeted for therapeutic intervention.

Mots clés : Zika virus - blood-brain barrier - transmigration - Trojan horse - dissemination.
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SP4.6-03
Comment le virus ZIKA induit des microcéphalies

Laurent Nguyen (Inguyen@uliege.be)

GIGA-Stem cells, Université de Liege, Liége, Belgique

Il existe un lien de causalité entre I'infection par le virus Zika (ZIKV) pendant la grossesse et la micro-
céphalie congénitale. Toutefois, le mécanisme de la microcéphalie associée a I'infection par ZIKV n’est
pas connu. Afin d’élucider ce mécanisme, nous avons combiné I'analyse d’échantillons cérébraux de
feetus humains infectés par ZIKV et de cellules souches neurales humaines en culture avec I'étude d’em-
bryons murins in vivo. Aprés I'inoculation intracérébrale ou intraplacentaire de ZIKV dans les embryons
de souris, nous démontrons que ce virus induit du stress du réticulum endoplasmique dans les cerveaux
embryonnaires murins. Cela perturbe la réponse physiologique de repliement des protéines (unfolded
protein response) qui contrdle la neurogénése dans les progéniteurs corticaux. Ainsi, les progéniteurs
infectés par le ZIKV générent moins de neurones de projection et ceux qui s’installent dans la partie
mature du cortex cérébral sont éliminés en grande partie par apoptose. De plus, nous démontrons que
I’administration d’inhibiteurs pharmacologiques de I'UPR prévient la microcéphalie dans les embryons
de souris infectés par le ZIKV. Ces défauts sont spécifiques au ZIKV car ils n’ont pas été observés lors
de l'injection intraplacentaire par d’autres flavivirus chez les souris.

Mots clés : ZIKA - Cortex cérébral - souris - UPR - ER stress.
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Physiopathologie des infections par les virus émergents (en association avec [ASM)

SP4.6-04
Le virus Usutu : une nouvelle menace ?

Yannick Simonin (yannick.simonin@umontpellier.fr)

Université de Montpellier, Montpellier, France

Le virus Usutu est un virus émergent. Tres proche du virus West Nile ou encore de celui de I'’encépha-
lite japonaise, cet arbovirus, transmis par des moustiques, s’est propagé au cours des vingt derniéres
années sur une grande partie du continent européen, notamment en France, provoquant des mortalités
importantes dans les populations aviaires. L’infection humaine est probablement le plus souvent asymp-
tomatique, néanmoins plusieurs cas de complications neurologiques telles que des encéphalites ou des
meéningo-encéphalites ont été décrits récemment. L’histoire récente de flambées épidémiques d’autres
arboviroses invite ainsi la communauté scientifique a la vigilance d’autant plus que les connaissances
concernant la physiopathologie de ce virus émergent sont, pour I’heure, trés sommaires.
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SP4.6-1
Ebola, géographie d’un virus. Enjeux socio-spatiaux en Afrique Centrale : Perspectives pour
I’Afrique de I’Ouest

Dr Jean Paul llunga Mulaja’ (equinterdc@gmail.com), Infirmiére Nadége Esangowale Yangala?

"Réglementation sanitaire internationale, Equilibre international, Kabinda, RDCongo
2Prévention et contréle de I'infection, OMS, GOMA, RDCongo

L’épidémie qui a sévit en Afrique de I'Ouest depuis plus d’un an a fait, a la date du 2015, prés de 25 791
cas et 10 689 morts. Au regard des travaux que nous avons menés, dans le cadre d’une recherche, sur
les facteurs anthropiques d’émergence et de diffusion de la Fievre hémorragique a virus Ebola - FHVE —,
nous souhaitons ici éclairer les processus qui participent a faire de ces épidémies des crises sanitaires
aigués, bien que ces derniéres soient avant tout des crises sociales.

Nous avons souligné dans notre recherche que les rapports Nord-Sud mondialisés sont particulierement
mis en exergue lors de ces crises, illustrant comment la lutte contre I’épidémie et la gestion de la crise
peuvent induire des ruptures de communication qui participent a la contestation des plus démunis et a
la reconfiguration durable des territoires apres la crise.

On souhaite dans ce texte mettre en avant les enseignements tirés des épidémies passées, trop peu
pris en compte par les acteurs de la lutte contre I’épidémie actuelle, pour souligner les récurrences des
processus sociaux a I’ceuvre dans toute épidémie de FHVE, quel qu’en soit son contexte.

Mots clés : Ebola - mondialisation - crise sanitaire - crise sociale - inégalités.
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SP4.7-01
Molecular basis of an old trick: the phage-antibiotic synergism

Mireille Ansaldi' (ansaldi@imm.cnrs.fr), Irina Papukashvili': 2

"Laboratoire de Chimie Bactérienne, CNRS Aix-Marseille Université, Marseille, France
2Faculty of Exact and Natural Sciences, Tbilisi State University, Tbilisi, Géorgie

Although first observed in the 1970, the synergy between phage and antibiotics has been poorly studied
for decades. Now that antibioresistance has become a major threat and that phage therapy comes back
to the front scene in countries where it has not been used since the end of the Second World War, more
studies are undergone encompassing various aspects of the question. In this work, we tested several
classes of antibiotics and phages, both used at sub-lethal concentrations, and observed that synergy
can occur with different classes of antibiotics and different phages, without following a clear pattern that
would allow prediction of the synergistic effect. Among those tested, only ampicillin acts synergistically
with all tested phages. As sub-lethal concentrations of antibiotics can induce increased mutagenesis, we
measured mutagenesis rates in the presence of both phages and antibiotics. Interestingly, under syner-
gistic conditions the mutagenesis was reduced in the surviving population. We propose a mechanism to
explain synergy in the presence of beta-lactams in line with their effect at low concentration.
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SP4.7-02
La phagothérapie pulmonaire : de I’expérimental a la clinique

Laurent Debarbieux (laurent.debarbieux@pasteur.fr)

Groupe Interactions Bactériophages Bactéries chez I’Animal, Département de Microbiologie, Institut Pasteur,
Paris, France

Les infections bactériennes des voies respiratoires sont une cause majeure de mortalité qui est actuel-
lement exacerbée par le probleme de I'antibiorésistance. La phagothérapie, I'utilisation de bactério-
phages, virus infectant les bactéries, est un traitement qui peut apporter une solution, indépendamment
du niveau de résistance des bactéries aux antibiotiques.

Au cours des 15 derniéres années notre équipe a apporté les évidences expérimentales afin de per-
mettre une meilleure appréhension et compréhension de la phagothérapie pulmonaire. Nous avons
débuté nos études en isolant et caractérisant plusieurs bactériophages virulents ciblant les pathogénes
Pseudomoas aeruginosa et Escherichia coli. L’utilisation de ces bactériophages dans des modéles in
vitro et in vivo a permis de confirmer a la fois leur innocuité et leur efficacité. Récemment, nous avons
révélé que la réponse immunitaire et les bactériophages agissent en synergie au cours d’un traitement de
pneumonie aigue chez I’animal. Nous avons aussi montré que I'efficacité des bactériophages est aussi
importante que celle obtenue par un traitement antibiotique de référence, avec une rapidité accrue et
pour une intervention moindre.

Le traitement compassionnel par bactériophages d’une jeune patiente transplantée pulmonaire atteinte
de mucoviscidose et dont I'infection a Mycobacterium abscessus était intraitable par des antibiotiques,
démontre le bénéfice qu’un tel traitement peut apporter aux patients. Le challenge pour les prochaines
années sera de sortir la phagothérapie du traitement de dernier recours pour qu’elle soit déployée plus
rapidement au bénéfice des patients.
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Phages et phagothérapie : renaissance d’'une discipline (en association avec le GREPI)

SP4.7-1
Etude pharmacocinétique / pharmacodynamique de la phagothérapie chez I’animal : vers la géné-
ralisation d’une pratique confidentielle

Raphaélle Delattre’ 23 (raphaelle.delattre1@pasteur.fr), Baptiste Gaborieau®, Thu-Thuy Nguyen?,
Jérémie Guedj?, Jean-Damien Ricard? 4, Laurent Debarbieux’

"Groupe IBBA, Unité BMGE, Institut Pasteur, Paris, France
2|JAME, Inserm, Paris, France

3 Anesthésie-réanimation, Hépital Beaujon, Clichy, France
4Service de réanimation, Hépital Louis Mourier, Colombes, France

La phagothérapie est une réponse possible a I’émergence de bactéries multi-résistantes. Bien que connue
depuis un siécle, elle n’est néanmoins réservée qu’aux situations compassionnelles. Le déploiement de
cette thérapeutique a de larges cohortes de patients est freiné par des réserves concernant I'efficacité
et la sécurité d’administration des bactériophages chez ’'Homme.

Au laboratoire, nous travaillons depuis une décennie sur des bactériophages isolés a partir de souches
cliniques d’Escherichia coli et de Pseudomonas aeruginosa. Dans un modeéle d’infection pulmonaire
chez la souris nous avons pu attester de I'efficacité de la phagothérapie par I'utilisation de souches
bioluminescentes. Des travaux ont ensuite été menés pour attester de la sécurité d’utilisation des bac-
tériophages, en comparant d’une part le relargage d’endotoxines par les bactéries in vitro au décours
d’un traitement par antibiotiques et par bactériophages, et d’autre part en quantifiant in vivo la réponse
inflammatoire secondaire a un traitement par bactériophages.

Aujourd’hui, nous nous intéressons aux parameétres pharmacocinétiques / pharmacodynamiques (PK/
PD) de la phagothérapie. Nous menons des études de pharmacocinétique chez I'animal sain de diffé-
rents bactériophages de P. aeruginosa et E.coli qui sont administrés par voie intraveineuse ou intra-
trachéale. Les bactériophages sont comptabilisés au cours du temps dans différents compartiments
de I'organisme. Ensuite, chez I’'animal atteint de pneumonie traité par bactériophages nous étudions la
répartition des bactéries, par acquisition de la bioluminescence, et des bactériophages dans les organes
a différents temps. Nous confrontons enfin les modéles mathématiques établis in vitro de I'interaction
bactériophage-bactérie aux données obtenues dans les poumons de souris.

L’enjeu de cette recherche est de pouvoir fournir un modele PK/PD aux cliniciens qui permettra de
décider d’une posologie et voie d’administration pour une infection donnée avec une efficacité optimale.

Mots clés : phagothérapie - pneumonie - modéle animal - PK/PD.
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Phages et phagothérapie : renaissance d’'une discipline (en association avec le GREPI)

SP4.7-2
Therapeutic innovation in bone and joint infections: Evaluation of the activity of Lysin CF-301 on
clinical strains belonging to Staphylococcus epidermidis species

Aubin Souche' 2 (aubin.souche@chu-lyon.fr), Camille Kolenda' 2, Céline Dupieux-Chabert" 2, Alan Diot’,
Raymond Schuch?®, Tristant Ferry' “ 5, Frédéric Laurent® 2 °, Jérome Josse'

"Equipe Pathogénie des Staphylocoques, CIRI, Lyon, France
2|nstitut des Agents Infectieux, HCL, Lyon, France
$ContraFect Corporation, New York, Etats-Unis

4Service des Maladies Infectieuses, HCL, Lyon, France
SCRIOAC, HCL, Lyon, France

Background:

Staphylococcus epidermidis (SE) is one of the main pathogens responsible for bone and joint infections
(BJI) and is more prevalent in case of prosthetic material infections. Although not highly virulent, SE
can be involved in chronic infections because of its ability to form biofilm, which protects bacteria from
antibiotics and host immune cells and plays a key role in therapeutic failures. Moreover, the prevalence
of antimicrobial resistance in SE strains is worrisome. In this context, the development of additionnal or
alternative therapies for antibiotics targeting the biofilm is a priority.

Methods:

The objective of this study was to evaluate, in vitro, the activity of phage lysin CF-301 on biofilms formed
by a panel (n=19) of SE clinical strains responsible for BJl. We determined the remaining viable inoculum
inside biofilm (plating counting) and the biomass (crystal violet staining) after 24h of exposition to diffe-
rent concentrations of CF-301. The effect of CF-301 was compared to that of antibiotics currently used
to treat BJI at different concentrations (rifampin, vancomycin, daptomycin) and we assessed if synergis-
tic effects could be observed when combining CF-301 with these antibiotics.

Results:

Our results demonstrate that CF-301 had a significant anti-biomass effect against SE biofilms from the
concentration of 0.5 mg/L of CF-301, with a decrease in biomass of up to 90% with the concentration
of 150 mg/L. A bactericidal effect on biofilm was also highlighted from the concentration of 50 mg/L,
however this effect was heterogeneous among the tested strains. Synergistic effects for the association
with rifampin and daptomycin were observed using low CF301 concentrations (5mg/L).

Conclusion:

CF-301 appears as a promising adjuvant therapy for rifampin and daptomycin in the context of BJI.
Further studies are needed to understand the mechanism of action on SE biofilm and the heterogeneity
of strain behavior.

Mots clés : Lysin CF-301 - Staphylococcus epidermidis - Biofilm - Antibiotics.
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Place des virus et des bactériophages dans la chaine alimentaire

SP2.5-01
Caractérisation et modélisation des populations de bactériophages de la croiite de fromages
(type époisses) sous différentes conditions environnementales d’affinage

Stéphane Chaillou' (stephane.chaillou@inra.fr), Eric Dugat-Bony?, Marie-Agnés Petit'

TUMR1319 MICALIS, INRA. Université Paris-Saclay, Jouy-en-Josas, France
2GMPA, INRA, Université Paris-Saclay, Thiverval-Grignon, France

Introduction et objectifs : Les bacteriophages sont toujours présents dans les écosystémes microbiens
et contribuent a leur fonctionnement par la régulation des populations a travers la prédation et la lyse cel-
lulaire. Toutefois, leur réle dans les écosystémes ou I'aliment est solide reste relativement inconnu. Par
ailleurs I'assemblage et la caractérisation des génomes de phages a partir de données métagénomiques
(i.e. métaviromes) reste un challenge en raison de leur forte plasticité. Nos travaux ont eu pour objectif
de proposer une démarche analytique afin d’'une part, d’améliorer la caractérisation des génomes de
phages a partir de données complexes de métaviromes et d’autre part de corréler ces phages avec leur
hoéte bactérien putatif en utilisant comme modele la crolte de 'Epoisses comme modeéle.

Matériels et Méthodes : Un plan d’expériences composite centré a été élaboré pour faire varier deux fac-
teurs abiotiques : la température d’affinage et le taux d’oxygéne. Ce design représentait neuf conditions
d’affinage différentes, choisies spécifiquement afin de faire varier les populations naturelles de bactéries
et de levure et, par conséquent les populations virales qui pouvaient co-évoluer avec ces populations.
La structure de ces communautés a été analysé par des approches de métagénétique pour les bactéries
et les levures (en ciblant le géne gyrB et la région ITS2, respectivement), et par métagénomique shotgun
pour les phages aprés extraction des particules virales de la matrice fromagére. La variance dans la
population des phages a été utilisée comme critére d’assemblage des génomes de phages a partir des
données du métavirome.

Résultats, discussion et conclusion : Nos résultats démontrent que les deux facteurs abiotiques induisent
d’importants changements structuraux dans la population bactérienne et phagique. Grace a ces corré-
lations, nous avons pu établir des co-abondances ou au contraire de co-exclusion entre certains clus-
ters phagiques et certaines espéces. Ainsi nous avons pu modéliser certaines relations entre I'espece
Lactococcus lactis et un phage virulent de la famille 936, mais également d’assigner des relations phage-
hote entre des clusters de phages inconnus et certaines espéces majoritaires de la crolte de I’'Epoisses.
Notre stratégie apparait donc comme prometteuse pour mieux analyser et comprendre les métaviromes
dans les écosystémes complexes comme les aliments fermentés.

Mots clés : Modélisation - Ecologie Microbienne - Metavirome - Phage - Fromage.
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SP2.5-1
Contamination de '’eau par des virus entériques infectieux : influence des interactions avec la
matiére organique sur la stabilité et I'inactivation des virus

Sebastien Wurtzer' (sebastien.wurtzer@eaudeparis.fr), Prunelle Waldman', Laurent Moulin’,
Francoise Lucas?

"Eau de Paris, Ivry-sur-Seine, France
2| EESU, Créteil, France

Les virus entériques sont responsables d’une part importante des maladies a transmission hydrique.
Leur suivi dans les eaux est nécessaire, méme si aucune réglementation ne I'impose. L’efficacité des
traitements de désinfection est bien décrite. Toutefois, ces résultats ont généralement été obtenus en
utilisant des virus purifiés ou des substituts en laboratoire. Or les virus circulant dans un réseau d’eau
ou dans I’environnement sont susceptibles d’interagir avec de nombreux composants, parmi lesquels
les bactéries planctoniques ou sessiles. Ces interactions pourraient jouer sur la stabilité et la sensibilité
aux traitements de désinfection. L'influence de ces composés sur la persistance des virus dans I'eau
n’a jamais été évaluée. Dans cette communication, nous envisageons une revue de la contamination
dans différentes ressources hydriques (eau de surface/eau souterraine) par des virus entériques, mais
également dans I'’eau produite.

Une étude de l'interaction de certains virus avec des composants organiques pouvant affecter I'inacti-
vation des virus a été réalisée. Ces interactions semblent jouer un réle important et étre médiées par des
protéines de capside méme si plus d’investigations sont nécessaires pour mieux décrire les différents
facteurs favorisant la stabilité des virus dans I'eau. Nous avons tenté d’identifier des composants impli-
qués dans la stabilisation des particules virales et d’explorer les régions de la capside impliquées dans
ces interactions.

Différents composants environnementaux, provenant de bactéries ou de biofilms, ont été testés pour
leur capacité a stabiliser thermiquement la particule virale. Deux approches complémentaires ont été
utilisées basées sur la culture des virus et I'intégrité des capsides. L’agrégation des particules virales en
présence de ces composants a été visualisée par microscopie électronique a transmission. Une analyse
du polymorphisme des sous-populations sélectionnées par des procédés d’inactivation est en cours de
réalisation. La compréhension des interactions des virus avec leur environnement est essentielle pour
appréhender la stabilité et le devenir des virus soumis a un procédé de désinfection et finalement leur
capacité a infecter de nouveaux hétes. L'influence de I’agrégation des virus sur I'inactivation virale est
relativement bien documentée, mais les interactions entre les virus et la matiére organique pourraient
largement modifier la gestion du risque viral par le traitement de I'eau.

Mots clés : virus entérique - eau - inactivation - matiére organique - stabilité.
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Salmonella phage diversity in French dairy farms and their potential as biocontrol agents
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Margot Schlusselhuber, Marion Dalmasso

UNICAEN, UNIROUEN, EA 4651 ABTE, Normandie Université, Caen, France

Introduction and objectives:

Controlling the presence of pathogenic bacteria, such as Salmonella sp., along the food chain is a burning
issue in the production of dairy products. Salmonella sp. is recurrently found in the dairy farm environ-
ment, and can thus cross-contaminates unpasteurized dairy products through raw milk. Bacteriophages
(phages) are bacterial viruses that can attack and kill a target bacterium within minutes of infection. They
have proven to be promising Salmonella biocontrol agents in many food matrixes. Surprisingly, their use
in dairy products is not well documentedi. The aim of the present work was to investigate the diversity
of anti-Salmonella phages on French dairy farms from the Normandy region, and to characterize them
as potential biocontrol agents for future applications in dairy products.

Materials and methods:

Samples from farm environment (bovine feeds, feces, water, etc.) and raw milk were collected and scree-
ned for the presence of phages against S. Mbandaka, Dublin and Montevideo, the three main serovars
found in Normandy. The isolated phages were characterized for their host range, their morphology, and
for their genome organization. The most promising phages were also tested in cocktails in dairy models
to assess their biocontrol potential towards Salmonella.

Results, discussion and conclusion:

A total of 99 phages were isolated from 117 samples collected in 66 dairy farms with a history of
Salmonella occurrence, and in 51 farms in which Salmonella was never found. These 99 phages could
be clustered into 28 profiles based on their host range and DNA restriction patterns. Twelve of them, all
belonging to the Podoviridae family, were especially investigated for their potential as biocontrol agents
of Salmonella in dairy models. This work represents a comprehensive study of Salmonella phage diver-
sity on Normandy dairy farms. Our data suggest that Salmonella phages are common in the dairy farm
environment. Thus, samples collected on dairy farms may provide good sources for isolation of diverse
Salmonella phages with a potential to be used for the development of novel Salmonella detection and
control strategies. The phage isolates described here also represent a valuable resource for further taxo-
nomic and genomic studies of Salmonella bacteriophages.

Mots clés : phage - biocontrol - dairy products - Salmonella.
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SP2.5-3
Comment répondre aux défis de la phagothérapie en élevage aquacole ?

Antoine Culot (a.culot@hotmail.fr), Michel Gautier
INRA UMR STLO, Agrocampus Ouest, Rennes, France

Avec la nécessité de nourrir une population humaine estimée a 9,2 milliards en 2050 [1], les secteurs de
I’élevage dont I’aquaculture ont besoin d’une alternative aux antibiotiques dont ils étaient historiquement
fortement dépendants. Parmi les options envisagées pour répondre a cette demande, les bactériophages
semblent apporter une réponse prometteuse : leur abondance, leur efficacité ainsi que leur spécificité
sont autant d’arguments stimulant I'intérét qu’ils suscitent. Le milieux aqueux est de plus avantageux
pour la phagothérapie puisqu’il favorise les rencontre entre le virus et son héte. De nombreux produits a
base de phages et a destination des industries agricoles et agroalimentaires émergent, tels que le phage
anti Listeria monocytogenes P100.

Cependant ces virus ne présentent pas que des avantages puisque leur utilisation en élevage peut avoir
des conséquences écologiques via la perturbation des écosystemes microbiens, la diffusion incontrélée
de genes de résistance aux antibiotiques ou de pathogénicité. Les bactériophages favorisent également
la propagation de résistances chez leurs hétes et doivent donc étre utilisés avec précaution [2]. Excepté
chez certains pays, ces antimicrobiens viraux ne rentrent dans aucune définition réglementaire et leur
utilisation n’est donc pas autorisée en élevage (ni en tant qu’additif alimentaire ni en tant que traitement
curatif) [3]. Enfin pour parvenir a les utiliser dans un cadre industriel, il est important de s’assurer une
production sans danger. Ces problématiques sont similaires pour une utilisation des phages a but sani-
taire lors de la transformation des aliments.

Plusieurs leviers d’actions peuvent étre envisagés pour répondre a certaines de ces limites : les phages
peuvent étre associés en cocktails ou combinés avec d’autres actifs afin d’augmenter leur efficacité et
limiter le développement de résistances. Il est également possible de les sélectionner ou d’effectuer des
modifications génétiques pour éliminer les caractéristiques non désirées. L'utilisation d’enzymes lytiques
(holines et endolysines) au lieu de virions complets est une piste permettant la résolution des questions
d’échanges de matériel génétique et de réglementation, puisqu’il ne s’agit alors par définition plus de
virus. Concernant la production de phages, il est nécessaire d’identifier une souche de propagation non
pathogéne afin de produire en sécurité.

Mots clés : phagothérapie - élevage - industrie - aquaculture.
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Proliférations de cyanobactéries et microbiote des poissons téléostéens d’eau douce

Sébastien Duperron' (sebastien.duperron@mnhn.fr), Sébastien Halary', Alison Gallet', Héléne Huet?,
Charlotte Duval', Cécile Bernard', Benjamin Marie'

TUMR7245 MCAM, Muséum national d’Histoire naturelle, Paris, France
2Ecole Vétérinaire d’Alfort, Maisons-Alfort, France

The effect of toxin-producing cyanobacterial blooms on fish health has been extensively investigated,
yet no study to date has evaluated this effect of fish-associated microbiota. Sit at the interface between
an organism and its environment, the microbiota is increasingly accounted for in ecotoxicology studies.
Because microbiota contributes various functions and services to hosts, including in their nutrition, pro-
tection against pathogens and immunity, any alteration may lead to adverse effects on hosts.

In a first effort to document the effect of cyanobacterial blooms on fish microbiota composition, we
exposed a model fish, the medaka Oryzias latipes, to pure microcystins and to crude extracts of meta-
bolites from cyanobacterial cultures for 28 days in a controlled microcosm setup. Histology approaches
were used to estimate the impact of toxins on fish liver and to evaluate the density of bacterial commu-
nities present on the gill, skin and gut. Metabarcoding approaches using the 16S rRNA-encoding gene
were used to investigate bacterial community composition at the individuals level and test whether dis-
tinct treatments lead to significantly different compositions.

Results indicate that fish gut harbor the highest bacterial densities. Gut-associated communities differ
from those occurring in the water, and high levels of inter-individual variation occur among individual
fishes. Exposure to complex metabolite extracts, rather than pure microcystin, has a significant influence
on gut community compositions. One extract leads to an increase in relative abundance of pathogen-re-
lated bacteria, while another leads to an increase in relative abundance of likely opportunistic heterotro-
phic bacteria. Analysis of metabolites present in the two extracts reveals differences between them, and
the occurrence of various metabolites with antibacterial effects in addition to microcystins.

Exposure to the two complex extracts apparently leads to dysbiosis [1]. We suggest that compounds
present in the cyanobacterial extracts, but not microcystin alone, are responsible for the observed
changes in bacterial communities, with possible consequences for overall fish health and fitness. Based
on this very simple microcosm setup, we propose a strategy to further explore the effect of naturally-oc-
curring cyanobacterial blooms on fish gut microbiota and associated functions, including toxin degrada-
tion and feed efficiency.

Mots clés : symbiosis - gut microbiota - teleost fish - cyanobacterial blooms - aquaculture.
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Introduction et objectifs :

La contamination fécale des écosysteémes cbtiers peut avoir des impacts négatifs sur la santé humaine.
Ainsi des suivis sanitaires sont effectués conformément a la directive européenne (2006/7/EC) pour éva-
luer la qualité microbiologique des eaux de baignade en particulier.

Depuis de nombreuses années, la plage d’Aytré (Communauté d’Agglomération de La Rochelle), trés
fréquentée pour la baignade et les sports nautiques par les résidents et les touristes, a été classée en
« qualité insuffisante » et elle est actuellement interdite a la baignade. En effet, les travaux d’aménage-
ment sur ce site (exutoires d’eaux usées...) et sur les marais avoisinants (lagunage des eaux pluviales,
parcs ostréicoles) n’ont pas permis de réduire I'intensité des pics de contamination en entérocoques et
en Escherichia coli. De méme, les analyses réalisées depuis plus d’'une vingtaine d’années sur la baie
d’Aytré et ses environs (port de plaisance, station d’épuration, centre équestre et dortoirs d’oiseaux...)
n’ont pas pu déterminer la(s) source(s) de cette pollution.

Les enjeux sanitaires et le rle prépondérant de cette plage sur ’économie locale ont conduit a recher-
cher I'origine et le déterminisme spatial et temporel des contaminations fécales constatées au niveau
de la baie.

Matériels et méthodes :

Cette étude vise a identifier les sources de la contamination fécale (humaine ou non-humaine) dans la
baie d’Aytré par une approche innovante multi indicateurs. Elle est constituée d’outils d’analyses de mar-
queurs biologiques tels que : des germes pathogénes humains (E. coli, entérocoques et norovirus); des
cibles spécifiques pour Microbial Source Tracking (MST : ARNF-spécifiques, bactéroides, CrAssphage)
et de marqueurs chimiques comme la caféine et le paracétamol [1,2]. A cela s’ajoutent des modeles de
discrimination de I'origine des microorganismes fécaux développés par spectrométrie de masse MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization/Time Of Fight) pour une caractérisation plus fine de
cette contamination.

Résultats et conclusion :

Notre analyse permet de déterminer I'origine humaine et non-humaine de la contamination fécale dans
la baie d’Aytré pour mettre en place des stratégies de remédiation efficaces. Les outils développés au
cours de cette étude permettront d’améliorer les stratégies de suivi sanitaire des eaux de baignade par
I'utilisation de nouveaux indicateurs de qualité microbiologique.

Mots clés : espace littoral - contamination fécale - marqueurs biologiques et chimiques - MALDI-TOF -
MST.
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De nombreuses études ont mis en évidence I'importance de considérer le compartiment microbien,
impliqué dans un certain nombre de fonctions essentielles des organismes hétes. Situé a l'interface
entre I'environnement et les organismes hétes, ce compartiment est également important pour appré-
hender et comprendre le fonctionnement des écosystemes. En écotoxicologie, plusieurs travaux ont
montrés une grande variété d’effets des stress environnementaux sur les communautés microbiennes
et les macro-organismes. A cause du déreglement climatique et de I’eutrophisation des eaux, des éve-
nements de prolifération massive de cyanobactéries, parfois productrices de toxines, se produisent
de plus en plus intensivement et fréquemment dans les milieux aquatiques. Bien que les effets de ces
toxines sur la santé des poissons soit avérés, encore peu d’études ont pris en compte le compartiment
microbien des poissons dans leurs analyses. Dans cette étude, des efflorescences cyanobactériennes
de I'espéce Microcystis aeruginosa, productrices de toxines et de composés bioactifs, ont été simulées
en laboratoire afin d’observer leurs effets potentiels sur la composition des communautés bactériennes
intestinales de poissons. Le poisson modele medaka Oryzias latipes a ainsi été exposé en microcosmes
pendant 28 jours a différents niveaux d’exposition. Des analyses comparatives de métabarcoding sur
le gene codant ’ARNr 16S et de métabolomique sur différents tissus et entre différents individus ont
été effectuées afin d’évaluer la diversité des communautés bactériennes intestinales et d’inventorier la
diversité des composés bioactifs.

Mots clés : microbiote intestinal - Microcystis aeruginosa - ARNr 16S - medaka - métabolomique.
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Plasmid taxonomy and the boundaries of HGT
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Horizontal gene transfer (HGT) drives the spread of antibiotic resistance, virulence and other adaptive
genes across bacterial populations. The frequency and extent of HGT largely depends on the host range
of the mobile genetic elements mediating these exchanges. Among them, plasmids stand out because
of their ability to cross inter-species barriers. Although genomic studies revealed a sheer abundance of
plasmids in microbial habitats, their distribution and host range remains poorly characterized. Here, by
analyzing plasmid genomic composition and pairwise sequence identity, we obtain a global map of the
prokaryotic plasmidome. Within this map, plasmids organize into coherent genomic clusters, akin to
plasmid taxonomic units (pTUs). Among the order Enterobacterales, we identified 55 pTUs, 27 of them
corresponding to previously known archetypes. The remaining 28 clusters corresponded to novel, largely
unexplored pTUs. Each pTU exhibited a characteristic host distribution, organized into a six-grade scale
(I-V1), ranging from plasmids restricted to a single host species (grade ), to plasmids distributed through
different phyla (grade VI). Overall, results delineated a vast network for genetic exchanges sprawling
across many clinically relevant bacterial species.

Mots clés : horizontal gene transfer - plasmid host-range - plasmid network - antibiotic resistance -
plasmid taxonomy.
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A mechanism for aminoglycosides-mediated SOS induction in Escherichia coli that selects for
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Background and aim:

The SOS stress response is a key mechanism by which bacteria respond to DNA damages.
Fluoroquinolones (FQ) are known to induce SOS responses in Escherichia coli, while aminoglycosides
(AG) generally do not do so. We investigated an unexpected SOS transcriptional response inducing
expression of the gnrD gene carried on the FQ-resistance plasmid pDIJ09-518a, after treatment with
sub-inhibitory concentrations of tobramycin (TM) and AG. We further deciphered the mechanism driving
AG-mediated SOS induction in E. coli carrying pDIJ09-518a.

Methods:

The expression of qnrD, sfiA and hmp transcripts was measured in E. coli MG1656 (WT) and its deriva-
tives (ArecA, AlexA and lexAind3, Ahmp, AmutT, AnsrR) carrying pDIJ09-518a using the 2-AACT method
after exposure to ciprofloxacin (CIP), mitomycin (MMC) or tobramycin (TM). Nitrosative stress was
assessed by intracellular production of NO using DAF-2 DA fluorescence and Griess assay. The minimal
inhibitory concentrations (MIC) were determined by E-test strips. The mutant prevention concentrations
(MPC) were determined by platting 1010 CFU for 72h onto agar plates containing increasing FQ concen-
trations (ofloxacin, ciprofloxacin and levofloxacin).

Results, discussion and conclusion:

In the WT strain harboring pDIJ09-518a, the transcript expression of gnrD and sfiA increased >2 fold
with CIP and TM, compared to the WT strain. No transcript increase was found in the ArecA or lexAind3
derivatives. NO production was significantly elevated in E. coli carrying pDIJ09-518a in the absence of
AG. In WT/pDIJ09-518a overexpressing Hmp after exposure to AG the sfiA expression level was not
increased. NO formation and sfiA transcript expression were decreased in WT/pDIJ09-51aAORF3. hmp
transcript expression was decreased in WT/pDIJ09-51aAORF4 and. The CIP MPC of E. coli ATCC25922/
pDIJ09-518a was higher (2 pg/mL vs 1 ug/mL) after exposure to AG. Mutants harvested were not sus-
ceptible to CIP (MIC 0.38 - 1.5 pg/mL) and showed mutation in gyrA and parC. We have shown that the
gnrD-plasmid carriage leads to the nitric oxide formation and inhibition of the NO detoxification pathway
Hmp-dependent. These pathways, together with the exposure to AGs, lead to DNA damages that allow
SOS response induction. We showed that AG-mediated SOS induction in E. coli promote emergence of
fluoroquinolone resistance.

Mots clés : antibiotics resistance - gnrD-plasmid - SOS - aminoglycosides - nitric oxide.
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2Department of Bioinformatics, Institute of Biochemistry of the Romania, Bucharest, Roumanie

Introduction and objectives:

Mobile integrons (M) are bacterial genetic elements involved in the spread of antibiotic resistance (AR)
[1]. Integrons encode a site-specific recombinase called Intl integrase that catalyzes integrations of gene
cassettes (GCs) within integrons and their excisions All GCs carry an attC recombination site and most
displays a promoterless gene (CDS). To date, 175 AR GCs and 252 GCs of other or unknown functions
have been identified within Mls (integrall.bio.ua.pt). With a metagenomic study, we identified 593 novel
GCs in MI from effluent samples.

The overall objective of this work was to predict in silico the function of these novel GCs and to experi-
mentally determine if they confer resistance to antibiotics.

Material and methods:

We used the IntegronFinder software to verify the structure of attC sites of the novel GCs [2]. The pre-
sence of CDS was investigated and the corresponding peptides analysed using the NCBI BlastP and
CD-Batch Search tools. Selected CDS predicted to confer AR were cloned in Escherichia coli MG1656
into a pZA-derivative plasmid under the control of a strong constitutive promoter. Antibiotic susceptibility
tests were done according to EUCAST recommendations upon overexpression of these CDS in E.coli.
Results, discussion and conclusion:

The presence of a conserved attC site was confirmed in 72% of the novel GCs and 60% of the already
known MI GCs. Bioinformatic analysis showed four functional groups of novel: ORF-less GCs (n=12),
GCs of unknown function GCs (n=441), GCs of predictable function (n=103) and putative novel AR GCs
(n=37). The novel AR GCs are related to GCs that confer resistance to aminoglycosides and b-lactams
but also to bleomycin which is an unseen activity for MI. Overexpression of a selection of these GCs
confirmed the functionality of novel b-lactamases, rifampicin ADP-ribosyltransferase and aminoglyco-
sides acetyltransferases. Expression of another GC resulted in a decreased sensitivity toward bleomycin.
We, therefore, unravelled the diversity of structure and functions of environmental Ml GCs, which is much
larger than in clinical Mis. Besides novel functional AR GCs, most of the novel GCs detected have no
predictable function, which could indicate novel AR activities or novel yet to determine roles

Mots clés : integrons - antibiotic resistance - gene cassettes - bioinformatics.
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Introduction :

Mycoplasmas are atypical bacteria which main features are the absence of a cell wall and the small
size of their genome. Many species are important pathogens for man or animals due to our failure in
controlling these infections. Recently, we discovered in mycoplasma an unconventional, conjugative
chromosomal transfer (MCT)[1] that accelerates AMR acquisition by allowing the concomitant transfer of
multiple and dispersed chromosomal mutations. In the M. agalactiae (MA) pathogen this phenomenon
conferred high-level resistance to enrofloxacin (EnroR). Genomic analyses of EnroR offspring revealed
complex mosaic genomes consisting of a blend of parental genomes, with up to 30 chromosomal frag-
ments being inherited [2]. The tremendous genomic diversity observed during this study was unsuspec-
ted and prompted us to evaluate whether the nature of the antibiotic pressure can impact the degree of
mosaicism observed after MCT.

Methods:

Conjugation experiments were conducted with parental strains in which genes conferring resistance to
Tetracycline (TetR) or Gentamicin (GmR) were inserted. Genomes of the resulting transconjugants were
fully sequenced and their mosaicism was compared to those of the EnroR transconjugants previously
published [2].

Results, discussion and conclusion:

Overall, all transconjugant displayed complex mosaic genomes, with exchanges concerning large DNA
blocks containing up to 60 CDSs, but also micro-regions resulting in only few nucleotides changes
(SNPs). Data showed that the type of antibiotic selection pressure affects the level of complexity of
mosaic genomes. Indeed, the number of recombination events was higher in EnroR transconjugants than
in TetR or GmR transconjugants. EnroR progenies contained more than twice donor’s fragments as other
transconjugants and possessed a high number of donor micro-regions inducing SNPs. In E. coli, inhibi-
tion of the DNA gyrase by quinolones (such as Enro) was shown to enhance illegitimate recombination
and confer a hyper-recombination phenotype [3-4]. Our findings suggest that this may also occur in MA.
In this pathogen, the diffusion of AMR via gene or chromosomal mutation transfers is concomitant to the
acquisition of multiple chromosomal regions. This finding raises the question of the impact of antibiotic
treatments on the acquisition of other unrelated, adaptive factors (virulence, specificity of the host) by
«hitchhiking”.

Mots clés : Mycoplasma - Horizontal gene transfer - chromosomal conjugative transfer - Fluoroquinolone.
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Clash of the HGT giants: GWAS reveals pervasive inhibition of natural transformation by
conjugative elements

Xavier Charpentier (xavier.charpentier@univ-lyon1.fr), Isabelle Durieux, Christophe Ginevra,
Laetitia Attaiech, Kévin Picq, Pierre-Alexandre Juan, Sophie Jarraud

Inserm U1111, CIRI, Villeurbanne, France

Natural transformability defines the ability of bacteria to take up exogenous DNA and integrate it in their
chromosome. It is the most conserved mechanism of horizontal gene transfer (HGT), widespread in the
tree of life. The vast majority of bacterial genomes carry the genes involved in natural transformation,
but interestingly close relative of naturally transformable species often appear not competent for natural
transformation. In addition, unexplained extensive variations in the natural transformation phenotype
have been reported in several species. Why are we seeing these large inter- and intraspecific variations
of the phenotype of natural transformation? Heterogeneity of phenotypic trait is common in bacteria, but
the underlying cause are often elusive. Here, we addressed this issue by conducting a genome-wide
association study (GWAS) on a large panel of isolates of the human pathogen Legionella pneumophi-
la. GWAS revealed that the absence of the transformation phenotype is associated with a conjugative
plasmid. The plasmid was found to encode an sRNA that silences the genes required for DNA import
and recombination. Distinct homologs of this plasmid-encoded sRNA are found in diverse conjugative
elements across the Legionella genus. In some Legionella species, these elements are so common that
the species could be mistakenly considered not competent for natural transformation. Thus, conjuga-
tive elements inhibiting natural transformation account for both the intra- and interspecific variations of
natural transformation in the Legionella genus. Generally, conjugative elements could obscure the wides-
pread occurrence of natural transformability in bacteria. Although conjugation and natural transformation
are often presented as serving the same function of HGT, our work supports a rampant genetic conflict
between these processes.

Mots clés : Natural transformation - conjugation - plasmid - GWAS - sRNA.
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Comprendre les mécanismes de la réplication du virus respiratoire syncytial pour identifier des
cibles thérapeutiques
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Les infections par le virus respiratoire syncytial posent un probléme de santé publique majeur que ce soit
en pédiatrie ou chez les sujets agés ou fragilisés. Aujourd’hui les seuls antiviraux commercialisés restent
la ribavirine, molécule toxique dont I'efficacité est trés discutée, et un anticorps monoclonal humanisé
utilisé en prévention des formes graves chez les nourrissons a risque avec un rapport bénéfice-risque
meédiocre. Le développement d’antiviraux dirigés contre le RSV est un champ de recherche actif et ces
derniéres années ont été marquées par la multiplication des essais cliniques de nouvelles molécules
antivirales. Les progrés récents dans la compréhension des mécanismes de multiplication du RSV
permettent de cibler des étapes plus variées avec une meilleure précision. Le développement des inhi-
biteurs d’entrée bénéficie ainsi des derniers travaux sur le fonctionnement de la protéine de fusion. Par
ailleurs les avancées dans la compréhension des mécanismes de synthése des ARN viraux permettent
le développement de molécules ciblant les différentes étapes de ces processus.

Mots clés : virus respiratoire syncytial - antiviraux - résistance.
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SP4.8-02
Analyse dynamique de I'épidémie de VRS communautaire et mise en évidence de facteurs de
risques associés aux formes graves

Jean-Sébastien Casalegno' (jean-sebastien.casalegno@chu-lyon.fr), The VRS Study Group in Lyon?,
Marine Jourdain?, Dominique Ploin3, Blandine Biot?, Antoine Ouziel®, Etienne Javouhey?, Olivier Claris®,
Muriel Doret-Dion®, Pascal Gaucherand®, Jérome Massardier®, Sandrine Couray-Targe’,

Florence Myard-Dury’, Philippe Vanhems?, Delphine Hiliquing, Sylvie Bin®, Stephanie Polazzi'®,

Antoine Duclos™, Mehdi Benchaib'', Regine Cartier'?, Florence Morfin', Martine Valette'®, Bruno Lina',
Michelle Ottmann', Sylvie Fiorini'4, Nathalie Rivat'4, Yahia Mekki', Yves Gillet®
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9Coordination de la recherche clinique, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France
WHESPER, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France

" CECOS, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France

2Service de Biochimie, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France

BCNR Influenza sud, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France

4 Unité Inserm 1111 VIRPATH, Université Lyon 1, Lyon, France

A I’échelle mondiale le VRS représenterait 1/4 des infections respiratoires basses. En France on estime
que chaque année c’est 2 a 3% des nourrissons qui sont hospitalisés pour bronchiolite sévere a VRS
sur la premiére année de vie.

Notre objectif est de comprendre la dynamique épidémique et d’identifier les facteurs de risque associés
aux formes graves. Pour cela nous avons croisé le registre des naissances des Hospices Civils de Lyon
(01/01/2012 au 31/12/2017) avec la base du laboratoire de microbiologie (01/01/2012 au 31/12/2018).
Cela nous a permis d’identifier au sein de cette cohorte les enfants hospitalisés avec un VRS confirmé
par PCR sur la premiére année de vie. Cette étude sur données a été réalisée en accord avec le régle-
ment européen sur la protection des données.

Sur la période de I’étude nous avons identifié 594 cas hospitalisés pour bronchiolite confirmé a VRS sur
les 3 premiers mois et 877 cas sur la premiere année de vie au sein d’une cohorte de 55180 enfants
vivant dans I’agglomération Lyonnaise. L’incidence d’hospitalisation pour bronchiolite a VRS documen-
tée a été estimée sur les trois premiers mois de vie a 10.9 cas/1000 enfants (IC a 95% 10.0-12.0) et a
15.9 cas/1000 enfants (IC 95% a 15.0-17.0) sur la premiére année. L’analyse de la dynamique des cas
suggere que I'épidémie débute dans les arrondissements les plus peuplés avant de diffuser au centre-
ville et a la périphérie. Les analyses unies et multi variée ont permis d’identifier les variables explicatives
du risque d’hospitalisation pour les trois premiers mois de vie. Les 4 variables indépendantes identifiées
sont la prématurité (avant 37 semaines d’age gestationnel), la multiparité, et le code postal de résidence
des parents. En effet I'incidence d’hospitalisation pour bronchiolite a VRS varie significativement d’un
arrondissement a un autre suggérant un impact des facteurs sociaux, de I’environnement et de la densité
de population.

Il est important de documenter systématiquement les infections a VRS des enfants hospitalisés pour
bronchiolite. L’analyse de ces données hospitaliere doit permettre de guider les futures actions de pré-
ventions pharmacologiques et non-pharmacologiques.

Mots clés : VRS - Vaccin - Bronchiolite du nourrisson - Pédiatrie - Infections respiratoires Aigues.
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SP4.8-1
Données épidémiologiques et virologiques de la grippe saison 2018-2019

Bruno Lina (bruno.lina@chu-lyon.fr)
CNR des virus respiratoires, Institut des Agents Infectieux des HCL, Lyon, France

L’épidémie de grippe de I’hiver 2018-19 a été marquée par une circulation pratiquement exhaustive de
virus de type A entre les semaines 1 et 11, avec une distribution de 2/3 de virus A(H3N2) et 1/3 de virus
AH1N1)pdm09. Cette distribution a été retrouvée aussi bien pour les surveillances communautaires
gu’hospitaliéres. Les virus A(H1N1)pdmO09 ont présenté un profil antigénique proche de celui de la com-
position vaccinale, méme si une substitution S183P observée sur la partie HA1 de ’lhémagglutinine a
été détectée de facon majoritaire, conduisant e un changement de la composition vaccinale pour I’hiver
prochain. L’efficacité vaccinale estimée contre cette souche a été de I'ordre de 70%.

Pour le virus A(H3N2), la situation a été plus compliquée du fait de la co-circulation de deux clades
génétique différents, présentant en outre des différences antigéniques significatives (clades 3C.2a1 et
3C.3a). De ce fait, I'efficacité vaccinale globale a été faible vis-a-vis de ces virus, avec des nuances selon
que cette efficacité était mesurée pour I'un au I'autre des clades ; le virus vaccinal appartenant au cade
3C.2a1b.

Selon le rapport de Santé Publique France, 1 864 cas graves de grippe (dont 273 déces) ont été signalés,
dont 52% était 4gés de 65 ans et plus. Malgré tout, I'age moyen des cas était de 60 ans et la majorité
d’entre eux (86%) présentait des facteurs de risque et une la couverture vaccinale de 36%.

L’épidémie de 2018-19 a été considérée comme moyenne d’un point de vue impact communautaire,
confirmant I'impact important des virus influenza A(H3N2) et les difficultés a avoir des vaccins efficaces
contre ce virus.

Mots clés : influenzavirus - virologie - impact.
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Deux années d’utilisation de la PCR Grippe/VRS aux urgences : retour d’expérience

Inés Rezzoug' (inesrg05@gmail.com), Anne Gaelle Cauchie’, Amandine Henry', M Koukabi?,
Stéphanie Marque Juillet!

'Service de Biologie, Centre hospitalier de Versailles, Le Chesnay, France
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Introduction :

La mise en place du test GenXpert® (Xpert® Xpress Flu/RSV) aux Urgences a pour but d’améliorer la
prise en charge des patients en facilitant leur orientation en période épidémique. Au laboratoire, ces PCR
sont réalisées par séries 5 jours sur 7.

Materiels et méthodes :

Etude sur 2 épidémies consécutives (2017-18 et 2018-19) de I'utilisation du GenXpert®. Les paramétres
analysés sont le respect des indications définis selon les accords clinico-biologiques, le délai moyen
entre I'admission aux urgences et le rendu du résultat de la PCR, avec une attention particuliére pour les
patients hospitalisés en réanimation, ainsi que I'appréciation de son intérét pour la prise en charge des
patients le week-end en période d’épidémie.

Résultats :

La mise en place d’un automate de PCR en délocalisée engendre des contraintes pour le laboratoire
avec notamment la formation de tous les utilisateurs, la mise en place d’une connexion informatique
POC, et la gestion documentaire... Sur la période épidémique 2017-2018, 1015 PCR ont été réalisées et
1226 en 2018-2019. Sur ces 2 périodes, les indications définies dans le cadre des accords clinico-biolo-
giques étaient respectées dans 79.5%. Le délai moyen de rendu est de 6.3h et n’est pas influencé par le
nombre de tests réalisés par semaine. 42 % des patients ont bénéficié d’une analyse le WE, dont 69%
sont rendus en moins de 5h avec une médiane de 4h, contre un délai de 12 a 72h lorsque le diagnostic
est réalisé au laboratoire. Pour les patients orientés vers la réanimation (4%), le délai moyen de rendu de
la PCR était plus court (4.7h).

Conclusion :

Malgré les contraintes liées a I’accréditation, cette étude met en évidence les bénéfices apportés par la
biologie délocalisée dans le délai de rendu des résultats. Bien que le respect des indications de pres-
criptions des PCR pourrait étre amélioré, la recherche de grippe/VRS permet de fluidifier les urgences en
améliorant: - I'orientation des patients notamment sur les lits d’avals (PCR grippe souvent exigée pour
I’admission). - le délai de rendu, surtout le WE et pour les patients pris en charge en réanimation.

Mots clés : grippe - PCR - biologie délocalisée.
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SP4.8-3
Epidémiologie des infections a entérovirus D68 en 2018 : Recrudescence des infections chez
’adulte
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"LMGE UMR CNRS 6023, Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, France

2| aboratoire de Virologie, CHU Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France
3Recherche Clinique et Innovation, CHU Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France
4Thérapie cellulaire et hématologie, CHU Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France
SPneumologie, CHU Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France
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®Urgences, CHU Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France

0 Médecine intensive et réanimation, CHU Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France

Introduction et objectifs :

Depuis 2014, I'entérovirus D68 (EV-D68) est responsable d’épidémies biennales d’infections respira-
toires associées a une recrudescence des myélites flasques aigles. Selon I'Organisation Mondiale de
la Santé, ces épidémies représentent un risque de santé publique de par le potentiel épidémique et la
neurovirulence de ce virus, qui n’est pas sans rappeler celle du poliovirus. Les épidémies sont associées
a différents clades : B1 en 2014 (Europe, USA), B3 en 2016 (Europe, USA), B3 et D1 en 2018 (Europe).
En 2018, I’épidémie s’est caractérisée par une recrudescence des cas d’infections chez les adultes.
Nos objectifs sont de mieux caractériser les infections a EV-D68 chez I’adulte et de caractériser généti-
quement les clades d’EV-D68 ayant circulé en 2018.

Matériels et méthodes :

Depuis juin 2014, tous les échantillons respiratoires des patients vus ou hospitalisés au CHU de
Clermont-Ferrand sont testés en RT-PCR Rhinovirus-entérovirus. En cas de positivité, le virus est géno-
typé et assigné aux différents clades phylogénétiques par séquencage des régions codant les protéines
structurales. Les données démographiques et cliniques des patients infectés par un EV-D68 entre 2014
et 2018 ont été collectées rétrospectivement. Le séquencage des génomes complets des EV-D68 a été
réalisé par les méthodes Sanger et NGS PacBio a partir des échantillons cliniques.

Résultats, discussion et conclusion :

Entre 2014 et 2018, une infection a EV-D68 a été diagnostiquée chez 71 patients, soit 4,5% des patients
pour lesquels un échantillon respiratoire était positif pour un Rhinovirus-EV. Vingt patients (28,1%)
étaient des adultes (Age médian:51,5 ans, 23-78 ans) avec une augmentation de la proportion d’adultes
entre 2014 et 2018, de 12% (3/25) a 47,8% (11/23). Quatre patients (20%) ont été admis en réanimation.
La fréquence des infections a EV-D68/clade D1 était significativement plus importante chez les adultes
que chez les enfants (55% vs 13%, p =0,001). L’analyse de 29 génomes viraux complets a permis de
répertorier 74 sites d’acides aminés polymorphes, tous clades confondus: 43% des sites (32/74) étaient
spécifiques au clade D1 contre 9,5% (7/74) pour le clade B3.

Le polymorphisme génomique du clade D1 pourrait étre un facteur de son émergence et de 'augmen-
tation du nombre d’infections chez I’adulte.

Mots clés : infections respiratoires - épidémiologie clinique - épidémiologie moléculaire - séquencage
génomique.
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Structure and function of microbial envelopes

SP5.4-01
Structural and Functional Organization of Bacterial Membrane Microdomains assembly

Daniel Lopez (dlopez@cnb.csic.es)
National Centre for Biotechnology, Madrid, Espagne

Résumé non parvenu.
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SP5.4-1
Iron acquisition in Pseudomonas aeruginosa by the siderophore pyoverdine: an intricate interac-
ting network including periplasmic and membrane proteins

Anne Bonneau' 2 (anne.bonneau@etu.unistra.fr), Béatrice Roche' 2, Isabelle Schalk’ 2

"CNRS, UMR7242, ESBS, lllkirch, France
2Université de Strasbourg, UMR7242, ESBS, llkirch, France

Introduction and objectives:

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen causing severe infections in immuno-
compromised and cystic fibrosis patients. Pyoverdine (PVDI), the main siderophore secreted by P.
aeruginosa, plays a dual role in the virulence of the bacteria. PVDI acts as an iron chelator and is also a
signal molecule involved in the expression of other virulence factors. PVDI is secreted in the extracellular
medium and is then taken back to the cell via a mechanism that involved numerous proteins. Here, we
focused on the interaction network between the proteins involved in iron release from PVDI.

Methods:

First, we used the bacterial E. coli adenylate cyclase two-hybrid system (BACTH) as a high throughput
interaction screening. BACTH is based on the interaction-mediated reconstitution of the adenylate
cyclase activity in E. coli. After the identification of protein-protein interactions, BACTH results were
confirmed by biochemical approaches such as purification and pull-down assays.

Results and discussion:

We deciphered a network of five interacting proteins composed of three periplasmic proteins and two
membrane proteins, including the reductase FpvG involved in iron reduction. With these data, we pro-
posed the existence of a pentameric complex involved in iron release from PVDI process.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa - Pyoverdine - Interaction network - Iron.
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R28 N-terminal domain promotes emm28 Group A Streptococcus cell adhesion through direct
binding to a3p1, a6p1 and a6f4 integrins

Agnes Fouet' (agnes.fouet@inserm.fr), Antonin Weckel', Dorian Ahamada', Samuel Bellais', Céline Méhats?,
Céline Plainvert®, Magalie Longo', Claire Poyart'

'Bactéries et Périnatalité, Institut Cohin / Inserm, Paris, France
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Introduction and aims:

Streptococcus pyogenes, also known as Group A Streptococcus (GAS), is a human specific pathogen
responsible for a wide range of diseases, from superficial to life threatening invasive infections, including
puerperal fever, and auto-immune sequelae. GAS is responsible for 517,000 deaths annually worldwide
[1]. GAS strains express a vast repertoire of virulence factors that varies depending on the strain geno-
type and many adhesins are restricted to some genotypes [2]. The emm28 genotype is the first to third
most prevalent for invasive infections in Europe and is associated with gyneco-obstetrical infections [3].
Our laboratory is interested in studying at the molecular level the initial steps of GAS invasive infections
with, as a model, GAS-elicited endometritis that initiates puerperal fever. R28, a cell-wall anchored
surface protein harbored by emm?28 strains, was previously described to promote adhesion to cervical
epithelial cells [4]. This study aimed at determining by genetic, cellular and biochemical approaches
whether R28 promotes adhesion to other cells and at characterizing its receptor(s).

Material and methods:

Adhesion to various eukaryotic primary or immortalized cells of a wild-type clinical emmZ28 isolate and
a derived mutant strain was measured as well as those of Lactococcus lactis expressing heterologously
R28 N-terminal domain, R28,,, or of R28 , coated beads. Receptors were identified by pull-down expe-
riments and confirmed by ELISA.

Results, discussion and conclusion:

The human decidua is the puerperal fever portal of entry. An emm28 clinical isolate deleted of the R28-
encoding gene adheres less than the wild-type isolate to primary decidual stromal cells. Moreover, R28,,
promotes bacterial and coated beads adhesion to endometrial epithelial cells. R28  has been further
subdivided into two domains and both are involved in cell binding. R28,, binds to the laminin-binding
a3P1, a6B1 and a6PB4 integrins. Furthermore, R28,, and both subdomains interact directly with these
integrins; interestingly, these bindings do not require the presence of divalent cations. R28 is the first
GAS adhesin described to bind directly these integrins that are expressed by most epithelial cells.
Finally, R28,, also promotes binding to keratinocytes and pulmonary epithelial cells, suggesting that it
may be involved in the emm28 genotype prevalence.

Mots clés : Streptococcus pyogenes - infections invasives - interaction bactérie — cellule - adhésine -
intégrines.

Références :

1. Carapetis JR, Steer AC, Mulholland EK, Weber M. 2005. The global burden of Group A streptococcal
diseases. Lancet Infect Dis. 5:685-694.

2. McGregor KF, Spratt BG, Kalia A, Bennett A, Bilek N, Beall B, et al. 2004. Multilocus sequence typing of
Streptococcus pyogenes representing most known emm types and distinctions among subpopulation
genetic structures. J Bacteriol. 186:4285-94.

3. Plainvert C, Doloy A, Loubinoux J, Lepoutre A, Collobert G, Touak G, et al. 2012I. nvasive Group A strep-
tococcal infections in adults, France (2006-2010). Clin Microbiol Infect. 18:702-710.

4. Stalhammar-Carlemalm M, Areschoug T, Larsson C, Lindahl G. 1999. The R28 protein of Streptococcus
pyogenes is related to several group B streptococcal surface proteins, confers protective immunity and
promotes binding to human epithelial cells. Mol Microbiol. 33:208-19.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 195
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19, France



SFM 2019 Communications orales courtes

Structure and function of microbial envelopes

SP5.4-3
Study of the role of Escherichia coli adhesins in bacterial auto-aggregation
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Introduction and objectives:

Escherichia coli is a versatile bacterium that can behave either as pathogen or commensal. Using cell sur-
face appendages called adhesins, this bacterium is able to colonize a huge diversity of environments. In
addition to their adhesion abilities, some of the adhesins expressed by E. coli, such as Antigen 43(Ag43),
have self-recognition properties. Thus, they allow the auto-aggregation of bacteria, a key step in biofiims
formation. A large number of adhesins encoded in E. coli K12 genome have, to date, an unknown role.
One hypothesis is that some of these adhesins would have the ability to interact in a homologous and/
or heterologous way, thus mediating the aggregation of bacteria with the resulting physiological conse-
quences. This project is part of a study aiming to identify these potential adhesins, to characterize the
nature of these interactions and to evaluate the physiological response of E. coli upon aggregation.
Results, conclusion and discussion:

Screening of interactions between the 15 adhesins possessed by E. coli K12 reveals that only Ag43, and
YfalL in the presence of sugar(s), allow auto-aggregation under standard laboratory conditions sugges-
ting that adhesins with such auto-aggregating properties are rare. Ag43 auto-aggregation properties has
been extensively studied for more than 30 years now, so it wasn’t surprising result. However, nothing
was known about YfalL. A more in-depth study of this protein confirmed that it’s exposed at the surface
of the bacteria. We also observed that the auto-aggregation mediated by YfaL seems to rely on the
acidification of the medium when bacteria are grown in the presence of sugar. In addition, Western blot
have shown that when bacteria are grown in presence or absence of sugar, the migration pattern of YfalL
is different suggesting that the protein behaves differently in the presence of sugars.

This study paves the way for a better understanding of how E. coli uses some of these adhesins to pro-
mote interactions with its peers and how these interactions affect the behavior of bacteria.

Mots clés : Aggregation - Adhesins - Biofilms - Autotransporteurs - Fimbriae.
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Introduction et objectifs :

Le contréle de la qualité microbiologique de I'eau constitue une problématique majeure en termes sani-
taire et économique. L’efficacité des traitements appliqués est actuellement vérifiée par des méthodes
standards basées sur la mise en culture des microorganismes. Cependant, leur mise en ceuvre ne per-
met d’obtenir des résultats ne présentant qu’une vision partielle de la population microbienne présente
dans un échantillon et ce dans un délai qui n’est pas compatible avec le niveau de réactivité requis dans
le domaine de la gestion de I’eau. L’application de la cytométrie en flux pour le suivi microbiologique
au sein de filieres de production d’eau potable et de circuits de tours aéroréfrigérantes représente une
approche alternative aux méthodes réglementaires et classiques utilisées dans ce domaine.

Matériels et méthodes :

La démarche de calibration et I'utilisation conjointe de différents marqueurs fluorescents incluant le
SYBR Green Il, I'iodure de propidium et le Chemchrome V6 a permis la quantification des cellules totales
et viables en vue d’étre capable d’identifier I'impact de différents traitements chimiques et/ou physiques
(ozone, UV, biocides oxydants) au niveau de la cellule microbienne. Trois systémes de cytométrie en flux
différents ont été utilisés selon les études, comprenant le FACSCalibur™, le FACSCanto™ et TACCURI™
C6, en comparaison avec les méthodes usuelles (ex : culture).

Résultats, discussion et conclusion :

Au regard des résultats obtenus, il apparait que la cytométrie en flux représente un atout dans le domaine
du diagnostic rapide d’installations de par sa simplicité, son délai de résultat court (1 heure) et le niveau
d’information apporté sur la population microbienne (impact sur la membrane, le matériel génétique ou
le métabolisme). La cytométrie en flux est actuellement opérationnelle en laboratoire ou sur le terrain en
tant qu’outil d’aide a la décision pour le suivi de 'efficacité des différentes étapes de filiere de production
d’eau potable, le contrdle de I'impact de la désinfection de I’eau circulant dans les circuits de tours aéro-
réfrigérantes lors de I'utilisation de biocides oxydants et la détermination de la dose optimale.

Mots clés : qualité de I'eau - microorganismes - cytométrie en flux - viabilité.
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SP7.3-02

Hétérogénéité de populations au sein de culture en bioréacteur de Yarrowia lipolytica soumis
a des fluctuations de I’environnement : Quantification de la transition dimorphique et des états
physiologiques par cytométrie en Flux

Asma Timoumi' (timoumi@insa-toulouse.fr), Stéphane Guillouet', Carole Molina-Jouve', Luc Fillaudeau?,
Nathalie Gorret?

TBI UMR CNRS 5504 UMR INRA 792, INSA, Toulouse, France
2TBI UMR CNRS 5504 UMR INRA 792, INRA, Toulouse, France

Introduction et objectifs :

En raison de phénomeénes de transfert limitant, les bioréacteurs de grandes dimensions sont le siege
d’hétérogénéités. Ces phénoménes physiques, assimilés a des stress, interagissent avec le métabolisme
microbien au niveau des cinétiques macroscopiques, des évolutions physiologiques, voire des régula-
tions au niveau transcriptionnel. L’objectif de ce travail est I'’étude quantitative de I'impact des fluctua-
tions de pH et d’oxygene dissous sur le comportement dynamique de Yarrowia lipolytica, une levure
avec un potentiel biotechnologique prometteur.

Matériels et méthodes :

Afin d’assurer un lien de cause-a-effet direct entre la perturbation et la réponse observée, des cultures
en bioréacteur en conditions d’environnement contrélé ont été mises en ceuvre. Pour permettre la carac-
térisation des dynamiques microbiennes des cellules dans des états physiologiques différents, deux
modes de cultures (batch et chemostat) ont été appliqués. Par ailleurs, un effort important a été consacré
au développement des méthodes appropriées pour une caractérisation rigoureuse des évolutions mor-
phologiques. Deux techniques, la cytométrie en flux et la morpho-granulométrie ont été employées.
En cytométrie en flux, I'exploitation des signaux FSC (Forward Scatter) et width-FSC permet d’estimer
le diametre et la longueur des cellules, respectivement. Cette technique permet la quantification des
distributions des sous-populations en temps réel sur un grand nombre d’événements (=20000). La mor-
pho-granulométrie, basée sur des observations microscopiques couplée a une analyse automatique
d’images, permet en complément la mesure d’autres paramétres morphologiques (aspect ratio “rapport
largeur/longueur”, circularité, convexité...). En revanche, elle nécessite la conservation des échantillons
(@ 4°C pendant au moins 24h) et le nombre de cellules analysées est réduit a 1000 cellules. La cyto-
métrie a été également mise en ceuvre pour déterminer I'impact des fluctuations sur I’état physiologique
des cellules (perméabilité membranaire/ activité estérasique).

Résultats, discussion et conclusion :

Les résultats de cette étude démontrent qu’il n’y a pas d’effet significatif des fluctuations de pH et
pO2 sur le comportement macroscopique (vitesses spécifiques, rendements, viabilité) de la levure.
Néanmoins, une transition mycéliale a été induite en réponse aux deux facteurs de stress seulement
en conditions d’exces de glucose. Un élargissement de la distribution de la longueur des cellules a été
détecté par cytométrie a partir de 0.75gL-1 de glucose résiduel.

Mots clés : Yarrowia lipolytica - Hétérogénéitiés - Bioréactor - Cytométrie - Population.
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SP7.3-1
Mesure de la vitalité des microorganismes par cytométrie en flux

Marielle Bouix' (marielle.bouix@inra.fr), Sarrah Ghorbal’, Agnés Delacroix-Buchet?

"GMPA, AgroParisTech, Grignon, France
2INRA, Jouy-en-Josas, France

La culture en boite de pétri permet d’évaluer la cultivabilité des microorganismes, mais ne donne aucune
information sur sa vitalité. La vitalité est associée a la cinétique de croissance ou de production d’un
métabolite. Ainsi, des microorganismes viables pourront étre trés actifs, moyennement actifs, ou peu
actifs. Ce critére est essentiel pour les ferments qui une fois ensemencés dans leur milieu doivent le
coloniser le plus rapidement possible pour éviter le développement des flores indigénes ou de contami-
nation.

La vitalité est généralement évaluée par une mesure cinétique, de croissance, de production de méta-
bolites (acides, gaz,...) ou de consommation d’oxygéne suivant les microorganismes. Mais cette mesure
nécessite d’effectuer une culture ce qui entraine un temps de réponse de quelques heures. Plus les
cellules sont actives, plus le temps nécessaire pour atteindre une DO (croissance), un pH donné (activité
acidifiante), une quantité de CO» (activité gazogene), ou une PO2 donnée (activité respiratoire) est court
a nombre de cellules équivalent.

En fait la vitalité est d’autant plus importante que les cellules sont dans un bon état énergétique. La
cytométrie en flux va permettre de caractériser cet état énergétique par une mesure de fluorescence.
Nous proposons un descripteur cytométrique qui permet de caractériser la vitalité des microorganismes
en 30min. Les corrélations sur plusieurs microorganismes sont présentées avec les mesures de temps
de latence de re-croissance (Staphylococcus aureus), de vitesse d’acidification (Lactococcus lactis), de
production de CO» (Saccharomyces cerevisiae), ou de vitesse de consommation d’oxygene (Yarrowia
lipolytica).

Apres la présentation de ces corrélations, un exemple de cinétique d’acidification d’un lait de fromagerie
contaminé artificiellement par un S. aureus et ensemencé soit par un L. lactis trés actif, soit par un L.
lactis faiblement actif est présenté.

Cette mesure rapide de vitalité, permet donc de caractériser I’état d’un inoculum avant son ensemence-
ment dans un milieu et ainsi d’optimiser le démarrage des cultures, ou I'état d’une culture en cours de
fermentation pour prévoir la cinétique terminale.

Mots clés : Microorganismes - Vitalité - Cytométrie en flux.
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SP2.6-01
Culture et PCR : c’est élémentaire

Philippe Lehours (philippe.lehours@chu-bordeaux.fr)

CHU Pellegrin, Bordeaux, France
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SP2.6-02
Antibiorésistance de Campylobacter, évolution récente

Isabelle Kempf (isabelle.kempf@anses.fr)

Anses, Ploufragan, France

Les volailles restent considérées comme une source majeure de Campylobacter, et en particulier de C.
jejuni, espéce la plus fréquente lors de campylobactérioses digestives chez I’'homme. C’est pour cette
raison que la surveillance de I’antibiorésistance des C. jejuni isolées de volailles de chair arrivant a I’'abat-
toir a été privilégiée en Europe (Directive 2003/99/CE et Décision 2013/652/UE). En France, la collecte
des échantillons de caeca de poulets de chair et de dindes de chair est programmée tous les deux ans,
et assure un échantillonnage non ciblé aléatoire, représentatif de la production francaise. Les concentra-
tions minimales inhibitrices (CMI) de ciprofloxacine, gentamicine, acide nalidixique, érythromycine, tétra-
cycline et streptomycine des souches isolées sont déterminées selon une méthode de micro-dilution en
milieu liquide basée sur la norme CLSI Vet01-A4 (CLSI, 2013). L’interprétation des résultats est réalisée
selon les seuils épidémiologiques précisés par EUCAST (https://mic.eucast.org/Eucast?2/).

En 2018, 63%, 61% et 60% des souches de C. jejuni de poulet (n=174) étaient résistantes a la cipro-
floxacine, I'acide nalidixique et la tétracycline respectivement. Aucune souche n’était résistante a la
gentamicine ou a I’érythromycine et seulement 1,1% des souches étaient résistante a la streptomycine.
Pour les souches de dindes (n=183), les pourcentages de résistance étaient pour la ciprofloxacine,
I’acide nalidixique et la tétracycline respectivement de 63%, 61% et 54% et la résistance vis-a-vis des
macrolides ou de la gentamicine n’était pas détectée.

Ces données seront comparées avec les données de résistance observées pour les souches de volailles,
ou isolées d’autres espéces animales, dans les autres pays européens ou pays tiers, ainsi qu’avec les
données de résistance des souches humaines frangaises ou étrangeres [1]. L’évolution de la résistance
aux fluoroquinolones en France sera présentée et analysée au regard de la forte diminution de I’'exposi-
tion des volailles a cette famille d’antibiotiques au cours des derniéres années. Enfin les menaces que
constituent certains genes de résistance transférables récemment détectés chez Campylobacter (ermB)
seront évoquées de méme que I’évolution prévue des méthodes de surveillance de la résistance [2].

Mots clés : Campylobacter - résistance - fluoroquinolones - volailles.
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SP2.6-03
Les Campylobacter et ’environnement : des bassins versants au littoral

Michele Gourmelon (michele.gourmelon@ifremer.fr)

RBE/SGMM/LSEM, Ifremer, Plouzané, France

Les Campylobacters sont des bactéries micro-aérophiles potentiellement pathogénes pour ’lHomme. Le
réservoir principal de ces bactéries est le tube digestif des oiseaux domestiques tels que la volaille et
celui des mammiféres (bovins et porcins) pour les espéces Campylobacter jejuni et Campylobacter coli
et le tube digestif des oiseaux sauvages pour les bactéries du groupe des Campylobacter lari.

Par le rejet d’effluents et les déjections animales, ces bactéries se retrouvent dans I'environnement au
niveau des riviéres, des eaux littorales et des coquillages. Une prévalence de Campylobacter spp. de
87,5 % dans les eaux de rivieres d’un bassin versant cotier en Bretagne (n=96) et de 39 % dans les
coquillages de la zone conchylicole en aval a ainsi été observée (n=120 ; 2013-2015). La distribution
des espéces de Campylobacter varie selon le type d’échantillon analysé avec I'isolement de bactéries
appartenant principalement aux especes C. jejuni (43 %) et C. coli (44%) dans les échantillons d’eaux
de riviéres et au groupe des C. lari (92 %) dans les lots de coquillages.

Afin de caractériser et d’identifier une possible origine des Campylobacter du groupe des C. lari pré-
sents dans les coquillages, le séquencage des génomes complets d’une sélection d’isolats provenant
de coquillages mais également d’eaux de riviere, de selles humaines et de déjections animales (oiseaux
sauvages, chiens ou bovins) a été réalisé.

Les Campylobacter isolés de I'environnement (coquillages et eaux de riviere) appartiennent principale-
ment aux sous-especes C. lari lari, C. lari concheus et aux C. lari UPTC. De plus, nous avons identifié
une nouvelle espéce du groupe des C. lari dans les eaux de rivieres et dans des selles humaines, que
nous avons dénommé C. armoricus. Une grande diversité des souches a été observée par génotypage
MLST, cgMLST (Core Genome Multi Locus Sequence Typing) et I'analyse des SNP (single-nucleotide
polymorphism).

Cette étude souligne la forte prévalence des Campylobacter dans I’environnement et la dominance de C.
lari en zones littorales. Les données acquises par le séquencage des génomes complets d’une sélection
des souches isolées apportent des éléments essentiels pour une meilleure connaissance de ces bacté-
ries présentes dans I’environnement.

Mots clés : campylobacter - environnement - coquillages - génomes complets.
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SP2.6-1
Impact d’un traitement de la litiére sur le microbiote caecal et la contamination du poulet chair
par Campylobacter jejuni

Amandine Thépault' (amandine.thepault@anses.fr), Xavier Roulleau?, Typhaine Poezevara’,
Pauline Loiseau®, Ségolene Quesne’, Florent Souchaud', Marianne Chemaly’, Muriel Guyard-Nicodeme'

TUHQPAP, ANSES, Ploufragan, France
2Dietaxion, Le Loroux-Bottereau, France
8Terrena, Ancenis, France

Introduction et objectifs :

La campylobactériose est la premiére source de zoonose alimentaire en Europe et la volaille serait
la source principale de contamination humaine. Pour diminuer le nombre de cas, il est nécessaire de
réduire la contamination a I’élevage. La litiere est une des voies de transmission de Campylobacter a
I’élevage. Traiter la litiere pourrait étre une alternative pour réduire Campylobacter chez le poulet de
chair. Durant ce travail, I'effet d’un produit commercial (COBIOTEX 410 Absorbant®) constitué d’un
complexe bactérien et d’agents asséchants sur la colonisation par Campylobacter et son impact sur le
microbiote caecal ont été étudiés.

Matériels et méthodes :

Deux groupes de 30 poulets de chair (Ross PM3) ont été inoculés avec une souche de Campylobacter
jejuni a 18 jours d’age. Dans un groupe, la litiere a été traitée avec le produit chaque semaine pendant
toute la durée de I'essai (de J1 a J35). L’autre groupe (témoin) n’a recu aucun traitement. Aprés 22 et
35 jours d’élevage, les Campylobacter spp. du contenu caecal des animaux ont été dénombrés. Les
résultats ont été comparés a I'aide du test de Mann-Whitney. L’ADN des contenus caecaux a été extrait
et le séquencage de la région V3-V4 a été réalisé avec la technologie lllumina MiSeq. Les séquences
obtenues ont été analysées avec le pipeline FROGS pour comparer les communautées bactériennes
associées a chaque condition expérimentale.

Résultats, discussion et conclusion :

Aucune différence significative dans les dénombrements de Campylobacter n’a été observée entre les
deux groupes a J22 et J35 (p>0.05). La richesse du microbiote caecal n’a pas été affectée par le trai-
tement (en moyenne 202+58 et 222+48 OTU) Toutefois, une plus grande diversité a été observée chez
les animaux traités a J35 et 10 OTU présentatn une abondance relative >1% ont été significativement
impactés par le traitement. L’age des animaux, le traitement et la combinaison de I'age et du traitement
ont influencé la structure de la communauté microbienne, mais ces modifications, n’ont pas eu d’impact
sur Campylobacter. Cette étude constitue toutefois une base pour de futures investigations sur la rela-
tion entre un traitement appliqué, le microbiote du poulet et Campylobacter.

Mots clés : Campylobacter - Moyens de lutte - Microbiote.
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SP3.6-01
Insects and their microbial partners: the Drosophila case study

Renata Matos (renata.matos@ens-lyon.fr)
CNRS / ENS-Lyon, Institut de Génomique Fonctionnelle, Lyon, France

Metazoans establish reciprocal interactions with their commensal bacterial communities. Despite recent
progress, a clear view of the physiological benefits associated with host/microbiota relationship remains
elusive. Hence the molecular mechanisms through which the microbiota exerts its beneficial influences
are still largely undefined. In this line, we aim at deciphering the molecular dialogue governing the mutua-
listic interaction between intestinal bacteria and their host. To this end, we are using a genetically trac-
table gnotobiotic animal model: Drosophila melanogaster, which is mono-associated to one of its natural
dominant commensal, Lactobacillus plantarum. We are developing multiscale functional approaches to
identify the mechanisms that underlie their mutualistic relationship, which results in the promotion of host
juvenile growth upon chronic undernutrition. Our approaches aim at identifying both the bacterial and
host genetic networks required to sustain their mutualistic relationship.
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SP3.6-02
L’utilisation du séquencage haut débit pour étudier le microbiome des tiques

Thomas Pollet (thomas.pollet@inra.fr)
UMR BIPAR, INRA, Maisons-Alfort, France

Les tiques sont les premiers vecteurs d’agents pathogénes en Europe. On compte de nombreuses mala-
dies a tiques a la fois chez ’homme et les animaux qu’ils soient domestiques ou d’élevage. Ces maladies
constituent des enjeux importants en termes de santé animale et de santé publique. De ce fait, le but
de nombreux acteurs de la recherche sur les tiques et les agents pathogénes qu’elles sont susceptible
de véhiculer est donc entre autre de (i) mieux comprendre I'écologie et la dynamique des maladies a
tiques, (ii) améliorer les méthodes d’étude et développer des stratégies de contrdle des maladies a tiques
et enfin (iii) suggérer de futures directions pour le contrbéle des maladies a tiques. En plus des agents
pathogénes, les tiques portent de nombreux autres micro-organismes (symbiontes et/ou commensaux)
avec lesquels elles interagissent. Ce complexe microbien, récemment nommé pathobiome, et les inte-
ractions entre les différents membres de cette communauté microbienne, restent, encore peu étudié€,
notamment chez Ixodes ricinus, 'espéce de tique la plus répandue en Europe et vectrice de nombreux
agents pathogénes bactériens, parasitaires et viraux. Peu d’informations sont en effet disponibles sur
la composition du microbiome chez /. ricinus, sa dynamique, les processus susceptibles de I'influencer
et son potentiel réle sur la présence et la dynamique des agents pathogenes. Ces informations sont
pourtant essentielles lorsque I'on souhaite mieux comprendre les maladies a tiques et développer des
stratégies de contrdle. Dans ce contexte, a I'aide de différentes approches de séquencage haut débit,
nous avons développé plusieurs projets de recherche qui visaient a mieux comprendre I’écologie du
microbiome de la tique Ixodes ricinus (diversité, composition, facteurs de contréle) et a déterminer son
influence sur la dynamique des agents pathogenes.

Mots clés : tiques - microbiome - diversité - dynamique - interactions.
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Nouveaux modéles d'étude du microbiote (en association avec LARET)

SP3.6-1
La pollution atmosphérique au dioxyde d’azote, source de dysbiose du microbiote cutané ?

Xavier Janvier' (xavier.janvier@etu.univ-rouen.fr), Djouhar Souak', Stéphane Alexandre?, Olivier Maillot!,
Frantz Gouriou®, Catherine Grillon*, Marc GJ Feuilloley', Anne Groboillot’

T"LMSM - EA4312, Université de Rouen Normandie, Evreux, France
2PBS - UMRG6270, Université de Rouen Normandie, Rouen, France
SCERTAM, Saint-Etienne du Rouvray, France

4CBM - UPR4301, Orleans, France

Introduction et objectifs :

Le dioxyde d’azote (NO,) fait partie des polluants atmosphériques les plus préoccupants définis par
I’Agence Européenne de I'Environnement. En 2015 il était responsable de 76 000 des 506 000 morts
dues a la pollution atmosphérique en Europe [1]. Le NO, est également connu pour contribuer au vieil-
lissement cutané [2] et au développement de la dermatite atopique [3-4]. Des facteurs endogeénes, tel
que le microbiote cutané, interviennent également dans cette pathologie [5]. En effet, de nhombreuses
affections de la peau sont corrélées a un déséquilibre de la flore microbienne (dysbiose cutané). Il est
donc pertinent d’explorer 'effet du NO, sur les bactéries du microbiote cutané. L’objectif de cette étude
est d’évaluer I'impact du NO, sur des souches bactériennes isolées de peaux saines de volontaires.
Matériels et méthodes :

Les souches de Staphylococcus aureus MFP03, Staphylococcus epidermidis MFP04, Pseudomonas
fluorescens MFPO5 et Corynebacterium tuberculostearicum CIP102622 ont été exposées 2h, soit au NO,
(10 ou 80 ppm), soit a de I’air, grace a un dispositif permettant de mimer le contact du polluant gazeux
avec les bactéries en surface de la peau.

Résultats, discussion et conclusion :

Le NO, gazeux engendre, entre autres, chez les bactéries exposées des altérations de la structure cel-
lulaire (cytométrie en flux, microscopie a force atomique), une perte de cultivabilité, une augmentation
de la phase de latence des cinétiques de croissances et une augmentation d’un biomarqueur du stress
nitrosant déja connu chez les cellules Eucaryotes. Ces effets déléteres du NO,, d’intensité variable selon
I’espéce bactérienne, pourraient étre la source d’une dysbiose du microbiote cutané susceptible d’al-
térer ’homéostasie de la peau.

Mots clés : Polluant atmosphérique - Dioxyde d’azote - Stress nitrosant - Microbiote cutané - Dysbiose.

Références :
1. European Environment Agency. 2018. Health impacts of exposure to fine particulate matter, ozone and
nitrogen dioxide. p.62-67. In Air Quality in Europe — 2018 report. Luxembourg.
2. Huls A, Vierkoétter A, Gao W, Kramer U, Yang Y, Ding A, et al. 2016. Traffic-related air pollution contributes
to development of facial lentigines: Further epidemiological evidence from Caucasians and Asians. J Invest
Dermatol. 136:1053-1056.

3. Drakaki E, Dessinioti C, Antoniou CV. 2014. Air pollution and the skin. Front Environ Sci. 2:11.
4. Ahn k. 2014. The role of air pollutants in atopic dermatitis. J Allergy Clin Immunol. 134:993-9.
5. Williams MR, Gallo RL. 2015. The role of the skin microbiome in Atopic Dermatitis. Cur Allergy Asthma
Rep. 15:65.
15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 206

Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France

2
o)
9
[}
.0
b3
[e]
=
-
(]
[}
el
0
K]
o
Pl
.0
=
1
©o
N
a
(Va)




SFM 2019 Communications orales

Antibiotic resistance, persistence and tolerance

SP1.10-01
Mutation dynamics and fitness effects at the single cell level

Lydia Robert (robert.lydia@gmail.com)
Laboratoire Jean Perrin, Universite P. & M. Curie, Paris, France

Mutations are the source of genetic variation upon which natural selection acts and therefore the driving
force of evolution. In order to understand the generation of diversity among life forms, from the variety of
Galapagos finches to the spread of antibiotic resistant bacterial strains, as well as the diversity between
cells in an organism, such as in cancer evolution, we need a quantitative characterization of the dynamics
of mutation accumulation as well as their effects on fitness.

Although commonly divided, according to their fitness effects, into three categories, good, bad and neutral,
in reality mutations show a distribution of fitness effects (DFE), from strongly deleterious to highly bene-
ficial. This distribution is an important quantity in evolutionary biology but is difficult to measure expe-
rimentally. In previous studies on microorganisms, the quality of DFE estimation was often limited by a
small sample of mutations and by a sampling bias due to the effect of natural selection, which purges
strongly deleterious mutations. In addition, the dynamics of the mutation accumulation process has
never been experimentally revealed, due to the lack of appropriate tools.

Using a microfluidic setup we followed the growth of thousands of individual Escherichia coli cells for
hundreds of generation as they accumulate mutations [1]. Individual cells grow in separate microchannels
whose geometry allows blocking natural selection, thus producing an unbiased sample of tens of thou-
sands of mutations. Lethal and strongly deleterious mutations can also be detected as they appear, in
contrast to previous studies. This high-throughput data allowed a quantitative characterization of the
DFE, showing that it is dominated by neutral mutations, with a surprisingly weak average cost for non-le-
thal mutations, and 1% of lethal mutations. Using a fluorescent reporter of nascent mutations based on
the expression of fluorescent Mismatch Repair protein MutL, allowing detecting nascent mutations as
fluorescent foci in the cells, we also follow directly the dynamics of the mutation accumulation process
in single cells.

Mots clés : mutations - evolution - dynamics - microfluidic - single-cell.
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SP1.10-1
Anticancer chemotherapy accelerates the extension of KPC-type carbapenemase activity towards
ceftazidime-avibactam

Claire Hobson' (claire.hobson@etu.univ-tours.fr), Stéphane Bonacorsi' 2, Didier Hocquet?,
André Baruchel*, Mony Fadh*, Thomas Storme®, Raksamy Tang®, Catherine Doit'-2, Olivier Tenaillon’,

André Birgy' 2

"Université de Paris, IAME, Inserm, Paris, France

2Microbiologie, APHP, Hépital Robert Debré, Paris, France

3Bactériologie, Université de Franche-Comté, Besancon, France
4Immuno-hématologie Pédiatrique, APHP, Hépital Robert Debré, Paris, France
SPharmacie Hospitaliere, APHP, Hépital Robert Debré, Paris, France

Objectives:

Patients receiving anticancer chemotherapy are vulnerable to infectious diseases. Several anticancer
chemotherapies interfere with DNA replication and increase the mutation rate of eukaryotic cells. A simi-
lar impact on bacteria could modify the risk of selecting antibiotic resistant mutants. We investigated
the impact of these drugs on the emergence of ceftazidime-avibactam resistant mutant in KPC-type
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae and evaluated an alternative antimicrobial treatment to
limit this risk.

Methods:

We studied the impact of seven anticancer chemotherapies used in hematologic on clinical isolates
of Enterobacteriaceae producing KPC-type carbapenemases. We compared the mutation rates from
cultures with or without chemotherapy on ceftazidime-avibactam media and on rifampicin media as
comparator. We also determined the mutation rate on a media combining ceftazidime-avibactam and
meropenem. MICs of meropenem combined to CZA were determined on nine ceftazidime-avibactam
resistant mutants, from which blaKPC were sequenced and cloned in E. coli.

Results:

The bacterial mutation rates leading to ceftazidime-avibactam and to rifampicin resistance increased
up to 103-fold after exposure to some cytotoxic molecules (especially to dacarbazine, azacitidine, and
mitoxantrone) while the frequency of emergence of resistant mutants to meropenem combined with
ceftazidime-avibactam was undeterminable (<10°). The ceftazidime-avibactam resistant mutants were
more susceptible to meropenem than their parent and were as susceptible as their parent to meropenem
in combination with ceftazidime-avibactam. The bla, ., genes of all nine ceftazidime-avibactam mutants
harbored either mutations, deletions or insertions, mostly in the region that encodes the Q-loop of the

KPC carbapenemase.

Conclusion:

Given the high mutation rates and the risk of therapeutic failure, meropenem combined to cefta-
zidime-avibactam may be a therapeutic option in case of a severe infection by a KPC-producing
Enterobacteriaceae in patients treated with anticancer chemotherapy.

Mots clés : Ceftazidime-avibactam - Carbapenemases KPC-type - Anticancer chemotherapy - Bacterial
resistance - Mutation rate.
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SP1.10-2
La résistance au délamanide en France existe déja

Jérémy Jaffré' 2 (jeremy.jaffre@aphp.fr), Wiadimir Sougakoff' 2, Catherine Eckert" 2, Florence Brossier'-2,
Nicolas Veziris' 23, Alexandra Aubry 2

"INSERM U1135 Cimi-Paris €q.13, Sorbonne Université, Paris, France
2CNR MyRMA, APHP, Hépital Pitié-Salpétriére, Paris, France
3Département de Bactériologie, APHP, Hbp. Universitaires Est Parisien, Paris, France

Introduction et objectif :

Le délamanide (DLM) est un nouvel antituberculeux recommandé par I'Organisation Mondiale de la
Santé pour le traitement des tuberculoses a bacilles multi-résistants (TB-MDR). L’objectif de cette étude
était d’évaluer la prévalence de la résistance au DLM en France, parmi les souches de Mycobactéries du
complexe tuberculosis isolées chez des patients qui n’ont jamais été traités par cette molécule.
Matériels et méthodes :

Parmi les souches recues au Centre National de Référence des Mycobactéries et de la Résistance
des Mycobactéries aux Antituberculeux (CNR-MyRMA), la résistance au DLM a été recherchée par la
méthode des proportions (milieu 7H11, DLM=0,06 mg/L) (h=113 souches ; 108 M. tuberculosis, 3 M. afri-
canum, 1 M. bovis, 1 M. bovis BCG) et par séquencage du génome entier (WGS) (n=291 souches ; 289
M. tuberculosis, 2 M. bovis BCG) (méthode génotypique). Les Single Nucleotide Polymorphism (SNPs)
ont prioritairement été recherchés sur les génes impliqués dans la résistance au DLM (ddn, fgd1, fbiA,
fbiB et 1biC).

Résultats, discussion et conclusion :

Parmi les 113 souches testées par la méthode des proportions, 3,5% étaient résistantes au DLM ; parmi
les souches sensibles au DLM, la proportion naturelle de mutants résistants était de 10°. Parmi les 291
souches pour lesquelles un WGS était disponible, au moins 1 SNP dans un des 5 génes analysés a été
trouvé chez 182 souches. Au total 208 SNPs ont été détectés. Ces SNPs (n=194) correspondaient majo-
ritairement a des mutations silencieuses ou des marqueurs phylogénétiques. Un SNP (ddn-W88Stop),
connu pour conférer la résistance au DLM, a été identifié chez 2 souches. Huit autres SNPs pourraient
conférer une résistance au DLM. Enfin, 3 SNPs ne seraient pas impliqués dans la résistance (ddn-V148A,
fbiC-T273A et fbiC-W678G).

Malgré son introduction récente, la prévalence de la résistance primaire au DLM est déja de 3,5%. Ce
chiffre alarmant nécessite 1) des travaux de recherche pour comprendre 'origine de cette résistance
primaire et 2) de déterminer la sensibilité des souches au DLM avant d’instaurer un traitement par cette
nouvelle molécule.

Mots clés : Mycobacterium tuberculosis complex - délamanide - résistance.
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Antibiotic resistance, persistence and tolerance

SP1.10-3
Resistance to Ceftazidime-Avibactam in a Klebsiella pneumoniaeclinical isolate due to the
production of KPC-39, a single amino-acid variant of KPC-3

Agnes Jousset (agnes.jousset@aphp.fr), Saoussen Oueslati, Garance Cotellon, Elodie Creton,
Aimie Sauvadet, Remy Bonnin, Laurent Dortet, Thierry Naas

EA7361, UPSud, Hopital Bicetre, Le Kremlin-Bicetre, France

KPC is the main carbapenemase in healthcare settings in the United States, South America, Greece,
Italy and Israel. Ceftazidime-avibactam (CAZ-AVI) is a promising novel combination for the treatment of
infections caused by KPC- or OXA-48-producing-Enterobacteriaceae. Resistance to CAZ-AVI has been
reported, mainly in blaKPC-3 -harboring K. pneumoniaeisolates from clonal-group 258, and is mostly
due to porins inactivation, efflux-pumps overexpression, or mutations in blakKPCgene selected after
CAZ-AVI exposure. Here, we report the case of a K. pneumoniaeFER (KpFER) clinical isolate resistant
to CAZ-AVI due to the production of KPC-39, a novel variant that differs from KPC-3 by a single amino
acid substitution.

Carbapenemase detection was performed using Carba NP test, Carba5 immunochromatographic
assay (NG Biotech) and molecular assay (Xpert®CarbaR). MICs were determined using E-tests. Whole
genome sequencing (Nextera® lllumina) was used to determine the resistome and the MLST of KpFER.
The blaKPC-39and blaKPC-3genes were cloned into pTOPO vector resulting in pTOPO-KPC-39 and
pTOPO-KPC-3, respectively, and were subsequently expressed in E. coliTOP 10.

KpFER belonged to ST307 and was resistant to CAZ-AVI (MIC of 12 pg/ml) but susceptible to all car-
bapenems. The Carba NP test performed was negative whereas molecular and immunochromatographic
assays were able to detect blaKPCgene or KPC-type carbapenemase, respectively. Sequence analysis
of KPC-39 revealed a single amino-acid change in the Q-loop (A171T) as compared to KPC-3. blaK-
PC-39 gene was located on a multi-replicon IncFIIK-IncFIB transferable plasmid. The E. coliTOP10(p-
TOPO-KPC-39) showed decreased susceptibility to CAZ-AVI (MIC of 4 pg/ml) and full susceptibility to
carbapenems as compared to E. coliTOP10(pTOPO-KPC-3), which displayed carbapenem-resistance
and CAZ-AVI susceptibility.

We described here a novel KPC variant that confers resistance to CAZ-AVI in a clinical isolate of K.
pneumoniae. Worryingly, this strain was isolated in a patient that had no prior exposure to CAZ-AVI. In
June 2018, European Centre for Disease Prevention and Control issued recommandations to limit the
emergence of CAZ-AVI resistant isolates.Epidemiological surveillance at local and national levels are
needed to follow the spread of these CAZ-AVI resistant isolates.

Mots clés : Avibactam - resistance - KPC - carbapenemase.
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SP1.10-4
Genetic characterization of lypopolysaccharide-modifying genes involved in polymyxin resistance
in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae carrying MCR-1 by sequential time-kill experiments
approach

Hariyanto lh' (hariyanto.ih@univ-poitiers.fr), Nicolas Grégoire' 2, William Couet" 2, Julien Buyck'

TInserm U1070, Université de Poitiers, Poitiers, France
2Toxicologie et Pharmacocinétique, CHU de Poitiers, Poitiers, France

Introduction and objective:

Resistances of multidrug-resistant Gram-negative bacteria to the last resort drugs polymyxins are on
rise. It was previously reported a MCR-1 plasmid leading to low-level of resistance. The aim of this study
was to describe, by an original approach of sequential time-kill experiments, the role of MCR-1 in the
development of additional adaptive resistance to polymyxins.

Materials and methods:

MICs of colistin and polymyxin B against wild-type (WT) and MCR-1 transconjugants strains of
Escherichia coli J53 (EC_MCR-1) and Klebsiella pneumoniae R2292 (KP_MCR-1) were determined
according to EUCAST guidelines. Time-kill curves (TKC) were conducted sequentially towards all strains
at concentration from 0.25x to 64x MIC for both antibiotics. The first TKC was done for each strain then
regrowth bacteria in presence of antibiotic were used for the inoculation of the next TKC. In parallel,
bacteria were analyzed by sequencing and RT-gPCR to determine the expression and the mutations of
genes involved in polymyxin resistance. Heteroresistance for each strain was quantified by population
analysis profiles (PAPs) on agar plates containing antibiotic.

Results, discussion and conclusion:

The MICs of polymyxin B and colistin were 0.25 mg/L for WT and 2 mg/L for their MCR-1 transconjugants
strains. Sequential TKC showed that the susceptibility to colistin and polymyxin B for both WT strains
was stable. However, the resistance increased gradually up to 4-fold and 32-fold to colistin and 2-fold
and 8-fold to polymyxin B for EC_MCR-1 and KP_MCR-1, respectively, after 3rd TKC. PAPs confirmed
the absence of heteroresistance. No mutations were found but expression of 11 genes involved in lipo-
polysaccharide modification for EC_MCR-1 was increased before antibiotic treatment then decreased
after sequential TKC. No overexpression was founded in KP_MCR-1 but 4 genes (omrA, pmrC, pmrE,
arnT) were increased after polymyxins exposure with the highest expression shown by arnT (29-fold
with colistin and 5-fold with polymyxin B). WT strains did not show adaptive resistance to polymyxins
while the presence of MCR-1 facilitated the step-by-step adaptation. Our findings suggest that plasmid
MCR-1 favor selection of another resistance mechanism by different pathways for each strains leading
to develop high-level resistance to polymyxins.

Mots clés : Escherichia coli - Klebsiella pneumoniae - polymyxins - resistance - MCR-1.
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SP5.5-01
Evolution des chlamydia et des bactéries apparentées aux chlamydia

Gilbert Greub (gilbert.greub@chuv.ch)
Institut de Microbiologie, Université de Lausanne, Lausanne, Suisse

Au sein du phylum Chlamydiae se trouve une large biodiversité de bactéries intracellulaires qui ont
colonisées au fil de I'évolution une grande variété de niches écologiques. Ainsi, bien que certaines
espéces pathogenes comme chlamydia trachomatis, chlamydia pneumoniae ou chlamydia abortus sont
associées aux mammiféres, d’autres especes sont associées aux oiseaux (C. psitacci ), aux amibes
libres (Parachlamyia acanthamoebae, Estrella lausannensis) ou aux arthropodes (Rhabdochlamydia
heleveticae). La divergence des différentes familles a eu lieu il y a plus de 700 millions d’années, ce qui
a permis a ces différenes espéces d’évoluer et d’acquérir des caractéristiques qui leurs sont propres.
L’évolution s’est fait par réducion génomique pour certaines espéeces (C. trachomatis, par exemple) ou
par acquisition de nouvelles compétences graces a de nombreux échanges horizontaux (Parachlamydia
acanthamoeabe), qui ont permis I’échange des génes codant par exemple pour un transporteur d’ATP
(parasitisme énergétique) ou des catalases. Ces transferts horizontaux fréquents avec des |égionelles,
refletent I’écologie de cette espéce associée aux amibes. L’évolution d’Estrella lausannensis a été étudié
en co-culture amibienne en situation allopatrique ou sympatrique, démontrant I'impact de la pression de
sélection induite par d’autres microbes résistants aux amibes. Notons que certaines espéces apparen-
tées aux chlamdia présentent un sytéme conjugatif, alors que d’autres codent pour un systéme CRISPR
ou un transporteur d’électron (NAD+/ADP), démontrant I'importance d’étudier également les bactéries
apparentées aux chlamydia afin de comprendre plus globalement I’évolution de ce phylum. Finalement,
soulignons le réle joué par I'ancétre commun des chlamydia dans I'’eucaryogénése.

Mots clés : évolution - chlamydia - intracellulaire - biodiversité - écologie.
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SP5.5-02
La théorie de I’évolution face a la matiére noire microbienne : qu’est ce qui a changé ? Qu’est ce
qui pourrait changer ?

Eric Bapteste (epbapteste@gmail.com)

CNRS, Paris, France

Dans cet exposé, je présenterai brievement quelques avancées bioinformatiques qui aident a mieux
classer la matiere noire microbienne et a mieux identifier les ‘processus noirs microbiens’, tout en insis-

tant sur les conséquences possibles de ces développements sur la théorie de I’évolution.

Mots clés : matiére noire microbienne - réseaux de similarité - réseaux d’interaction - unité de sélection -
homologie distante.
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SP5.5-1
Impact of the Escherichia coli ribosomal RNA operon copy number variations on the genome
stability

Sebastien Fleurier (sebastien.fleurier@inserm.fr), Arnaud Gutierrez, lvan Matic

Inserm, Paris, France

The Escherichia coli has seven rRNA (rrn) operons, which are among the most highly transcribed loci in
the genome. During multifork chromosomal replication, the rrn operon number may increase to up to 38
per cell. It is generally assumed that multiple rrn operons copies are needed for rapid growth. However,
all rrn operons are not fully saturated with RNAP even at high growth rates in rich medium. Reducing
the number of rrn operons results in an increased number of RNAPs per rRNA gene and overexpression
of the remaining operons. Consequently, deleting up to three rrn operons does not show any impact
on growth rate. However, deleting >4 operons has an important impact on the growth. It has been pro-
posed that this might be a consequence of a reduced number of ribosomes per cell and thus a reduced
translational capacity. We examined how deletions of rrn operons impact DNA replication elongation in
E. coli cells. For this, we used strains deleted for 1 to 6 rrn operons (Quan et al 2015 G3 5:2555). We
found that DNA replication elongation is severely impacted in cells with >4 rrn operon deletions. In these
cells, we also observed strong SOS induction and increased quantity of DNA double-strand breaks
(DSBs). Deletion of the recA and recB genes further decreased growth rates and increased the number
of cells with high numbers of of DSBs. Finally, we demonstrated that the low growth rates of rrn- dele-
tion mutants do not result directly from reduced translational capacity. Rather, the reduced translational
capacity induces compensatory overexpression of the remaining rrn operons. Strong activity of the
RNAPs on the rRNA genes creates roadblocks for the DNA replication forks resulting in DSBs and SOS
induction. In summary, problems at the level of protein synthesis, trickle backward to transcription and
finally to DNA replication levels.

Mots clés : Escherichia coli - rRNA operons - RNA polymeras - genome stability - R-loop.
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SP5.5-2
Intermolecular recombination events modulates the pathogenicity of Legionella pneumophila

Guillaume Carrillo' (guillaume.carrillo@univ-lyon1.fr), Christophe Ginevra' 2, Sophie Jarraud' 2,
Patricia Doublet’, Elisabeth Kay'

"CIRI (U1111), Inserm/CNRS/ENS/Université de Lyon, Lyon, France
2Hospices civils de Lyon, Lyon, France

Introduction and objectives:

The Legionella genus comprises mainly waterborne, facultative intracellular bacteria that replicate within
a wide variety of protists. When inhaled by Humans, Legionella infect pulmonary macrophages, resulting
in a potentially fatal pneumonia called Legionnaire’s disease. During this long-term coevolution, L. pneu-
mophila likely acquired an arsenal of virulence factors allowing it to colonize not only various protists
but also human alveolar macrophages. Here, we address the question of the mutational robustness of
virulence and host spectrum. Notably, we wondered whether bacteria evolving in the absence of hosts
for hundreds of generations lose or retain their ability to infect protists and mammalian cells.

Methods:

We conducted a mutation accumulation evolution experiment in which several replicate populations,
founded from L. pneumophila clinical isolate, were serially propagated on standard agar medium.
Results and discussion:

After several hundred generations of genetic drift, evolved clones exhibited a decreased ability to infect
both amoebae and human macrophages compared to the ancestor. This intracellular growth defect
was correlated with a reduced capacity to establish the replication-permissive vacuole inside host cell
although the type 4 secretion system, which is the key element of virulence in Legionella, was still func-
tional. Using whole genome sequencing, we have identified all the genomic modifications accumulated
during evolution. We especially characterized one mutation shared by all the independently evolved
lineages that confers the attenuated virulent phenotype. Ultimately, we demonstrated that this mutation
and the associated-phenotypes can be reversed when the attenuated virulent clone was re-evolved in
presence of eukaryotic host.

Mots clés : Legionella - experimental evolution - genetic plasticity - virulence.
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SP6.3-01
Activity of drug combinations against staphylococcal biofilms

Francoise Van Bambeke (francoise.vanbambeke@uclouvain.be)

Pharmacologie cellulaire et moléculaire, Université catholique de Louvain, Bruxelles, Belgique

Biofilms consist in communities of microorganisms adhering on a surface and embedded in an auto-
produced matrix made essentially of exopolysaccharides, extracellular DNA, and proteins. They are
associated with device-related infections as well as with a series of tissue-related infections and play
therefore a key role in persistent or recurrent infections. In biofilms, antibiotics are poorly active because
(a) of the barrier effect exerted by the biofilm matrix and (b) the dormant phenotype adopted by bacteria.
This is why, over the last years, researchers have evaluated a series of combinations that could improve
antibiotic activity (1). These include combinations of antibiotics (2), as well as combinations of antibiotics
with repurposed drugs possibly affecting the biofilm matrix (3), fibrinolytic agents (4), enzymes, antimi-
crobial peptides, antibodies (5), or anti-persisters. Focusing on staphylococcal biofilms, the presentation
will review these different strategies, illustrate them by recently published experimental data (in vitro and
animal studies), and describe the molecular mechanisms proposed for the observed synergy. It will end
up by proposing strategies based on combination that may deserve further attention in the future.

Mots clés : biofilm - Stapylococcus aureus - combination - persistence.

Références :
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2. Siala et al, 2018; Antimicrob Agents Chemother.;62:pii: €00598-18
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Comment prévenir et combattre les Biofilms ?

SP6.3-02
Multi-species Biofilms: a way to expand knowledge on interspecies interactions

Richard Guillonneau' (guillonneau.richard@hotmail.fr), Claudine Baraquet', Alexis Bazire?,
Maélle Molmeret'

"Laboratoire MAPIEM 4323, Université de Toulon, La Garde, France
2| aboratoire de Biotechnologie et Chimie, Université de Bretagne-Sud, Lorient, France

In most environments, ecosystems are made of numerous dynamic microhabitats where microbial com-
munities interact with each other establishing metabolically interdependent relationships. Very limited
information is available on multispecies biofilms and their microhabitats related to natural environments.
Four strains (Persicirvirga (Nonlabens) mediterranea TC4, Polaribacter sp. TC5, Shewanella sp. TC10
and TC11) harvested in biofilms from the Mediterranean Sea and displaying different phenotypical traits
and abilities to form a biofilm, have been selected from a previous study. The objective of this work is to
understand how marine bacteria isolated from biofilms in the Mediterranean Sea interact and compete
with each other when cultivated in multispecies biofilms.

First, using confocal laser scanning microscopy, the study of two and three-species biofilms revealed
that most of the strains displayed an antagonistic effect on each other, except TC4 and TC10, which
presented a beneficial effect in particular for TC4. Interestingly, these two strains produced a newly
secreted compound when grown in dual-species versus mono-species biofilms. TC5, which induced a
strong inhibition on two of its partners TC10 and TC11 in dual-species biofilms, outcompeted the other
bacteria in the four-species biofilm.

With the objective to add another organism to the multi-bacterial species biofilms, we then evaluated
the interactions between each of the marine bacteria and the amoeba Acanthamoeba castellanii. All the
bacterial strains were phagocytosed. However, surprisingly, different mechanisms of escape from their
predators have been unraveled, such as a nucleolar localization for TC4. When the amoebae were added
onto a preformed bacterial monospecies or multispecies biofilms, a majority of bacteria detached from
the surface. The amoebae supernatant induced also a bacterial detachment of the bacteria, sugges-
ting that amoeba chemical cues are secreted and detected by the bacteria. Although a simple grazing
of these marine bacteria could have been expected, a diversity of bacterial behaviors was unraveled.
Overall, this study gives an idea on the diversity of interaction mechanisms that may exist in the marine
environment. Understanding how bacteria respond to interspecific and inter-organisms interactions
should help comprehending the dynamics of bacterial populations in their ecological niches.

Mots clés : Marine bacteria - amoeba - multispecies biofilms - microbial interactions.
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Comment prévenir et combattre les Biofilms ?

SP6.3-1
Formation and composition of Francisella biofilms, a survival strategy against antibiotic or
environmental stresses

Patricia Renesto (patricia.renesto@univ-grenoble-alpes.fr), Claire Siebert

TIMC IMAG UMR5525, La Tronche, France

Introduction and objectives:

Therapeutic failures and relapses are a significant issue in the treatment of tularemia, a severe disease
caused by the class A bioterrorism agent Francisella tularensis. While mutations in DNA gyrases have
long been considered the main way for bacteria to acquire resistance against fluoroquinolones (FQ),
several recent evidences supported involvement of other factors. More specifically, the aim of our work
was to investigate the role of FupA/B (Fer-Utilization Protein), which was recently suggested to contri-
bute to FQ resistance.

Materials and methods:

Using F. tularensis live vaccine strain (LVS) as model, and based on mutagenesis and trans-comple-
mentation approaches we firmly demonstrated that FupA/B expression was linked to FQ susceptibility.
Besides the minimal inhibitory concentrations (MICs), the tolerance of F. tularensis toward bactericidal
compounds used in the treatment of tularemia including both ciprofloxacin and gentamicin was exa-
mined for both the LVS and LVSAfupA/B strains. Interestingly, the FupA/B lipoprotein deletion was
found to promote an increased secretion of outer membrane vesicles (OMVs). Mass spectrometry-based
quantitative proteomic characterization of such vesicles identified 801 proteins, including a subset of
20 proteins exhibiting differential abundance between the two strains which therefore contribute to the
reduced antibiotic susceptibility of the FupA/B-deleted strain.

Results and discussion:

Among the phenotypic changes associated with FupA/B deletion are an increased secretion of OMVs
and formation of biofilms that provide bacteria with better survival opportunities through enhanced
resistance toward antibiotic stresses. This study provides new insights into the mechanisms behind
F. tularensis resistance/tolerance toward FQ, which could be useful when developing new therapeutic
strategies. In addition, we also demonstrated that biofilm growth supported longer survival of Francisella
in cold water as compared to free-living bacteria. This trait is possibly associated with a gain in fitness in
the natural environment, a point of importance since water sources are considered as possible reservoirs
of several human pathogenic Francisella strains.

Mots clés : biofilms - flouroquinolones - tolerance - antibiotics - survival.
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Comment prévenir et combattre les Biofilms ?

SP6.3-2
Highly specific anti-Staphylococcus aureus Affitins: applications for detection and capture of
bacteria and for inhibition of biofilm formation

Frédéric Pecorari (frederic.pecorari@univ-nantes.fr), Ghislaine Béhar, Petar Vukojicic, Barbara Mouratou

Inserm-U1232, Université de Nantes, Nantes, France

Introduction and objectives:

Detection and capture methods using antibodies have been developed to ensure identification of
pathogens in biological samples. Though antibodies have many attractive properties, they also have
limitations and there are needs to expand the panel of available affinity proteins with different properties.
Affitins [1], that we developed from the Sul7d proteins, are a solid class of affinity proteins which can be
used as substitutes to antibodies or to complement them. We report the generation and characterization
of anti-bacterial Affitins with high specificity for Staphylococcus aureus with the aims to explore their
potential for detection and capture of these bacteria, and for inhibition of biofilm formation.

Materials and methods:

For generating Affitins, we carried-out in vitro ribosome display selections using whole-living-bacteria
and naive combinatorial libraries, which avoid production of protein targets and immunization of animals.
Results and discussion:

We showed that Affitin C5 exclusively recognizes S. aureus among dozens of strains, including clinical
ones. C5 binds staphylococcal Protein A (SPA) with a KD of 108 +/-2 nM and has a high thermostability
(Tm = 77.0°C). Anti-S. aureus C5 binds SPA or bacteria in various detection and capture applications,
including ELISA, western blotting, bead-fishing and fluorescence imaging [2]. Furthermore, multimerized
C5 is able to prevent biofilm formation [3]. Thus, novel anti-bacteria Affitins which are cost-effective,
stable, and small can be rapidly and fully designed in vitro with high affinity and specificity for a surface
exposed marker. This class of reagents can be useful in diagnostic and biomedical applications.

Mots clés : Staphylococcus aureus - Detection - Capture - Biofilm - Affitin.
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Action plans to combat antibiotic resistance (in association with the ITMO I3M)

SP1.11-01
Présentation du Programme Prioritaire de Recherche Antibiorésistance et ses objectifs

Evelyne Jouvin-Marche' ? (evelyne.jouvin-marche@inserm.fr), Guia Carrara’, Yazdan Yazdanpanah'’

"ITMO I3M, Inserm, Paris, France
2Inserm U1209/UGA/CNRS UMR5309, Institute for Advanced Biosciences, La Tronche, France

Objectifs :

En santé humaine, animale et environnementale, il y a une obligation de recherches pour acquérir de
nouvelles connaissances et comprendre les mécanismes de I'héte, du pathogéne qui concourent a
I’émergence, la transmission et la dissémination de la résistance bactérienne. On se doit aussi de mieux
appréhender et de mieux déployer les interventions pour la prévention, le diagnostic, et le traitement des
résistances et d’éduquer a un usage responsable aux antibiotiques. Il est crucial également d’évaluer
I'impact de I'antibiorésistance et des stratégies mises en place.

En France, le déploiement du Programme Prioritaire de Recherche (PPR) Antibiorésistance, financé dans
le cadre des Investissements d’Avenir, doté de 40 M€ et piloté par I'Inserm, doit permettre a notre pays
de poursuivre I'effort de structuration entrepris. Ce PPR a pour mission de proposer un plan d’actions
mettant en synergie les équipes de recherche du secteur public et de les fédérer autour d’une approche
« une seule santé ». Ce programme a pour vocation de faire reculer la courbe des résistances, d’accé-
Iérer I'innovation et améliorer 'implémentation de ces innovations.

Méthodes :

Pour élaborer le PPR, I'institut thématique I3M et I'Inserm ont mis en place un conseil de scientifiques
issus de toutes les disciplines et procédé au recensement des équipes de recherche du domaine en
collaborant avec organismes, instituts, agences et ministéres. L’analyse bibliométrique automatisée sur
les 5 derniéres années (6120 publications par 289 chercheurs) révélent les champs d’expertises francais.
Résultats :

Le plan d’actions du PPR regroupe 4 axes interdisciplinaires et interconnectés : Emergence et dissémi-
nation de la résistance ; Approches des SHS, épidémiologiques et interventionnelles de I'antibiorésis-
tance chez ’'Homme, les animaux et dans I’environnement ; Innovations technologiques appliquées a
I’antibiorésistance dans les domaines du numérique, du diagnostic et de la thérapie ; Développement de
stratégies thérapeutiques et préventives innovantes pour combattre la résistance aux antibiotiques. Il est
proposé que ce programme soit soutenu par trois actions transverses : Développement et création de
plateformes, réseaux et observatoire ; Renforcement des équipes par appels a manifestations d’intérét
et moyens humains ; Coordination d’un réseau de recherche sur I’antibiorésistance en lien avec les pays
aux ressources limitées.

Mots clés : Programme Prioritaire de Recherche - Antibiorésistance - Bactérie - Une seule santé -
Recherche.
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Action plans to combat antibiotic resistance (in association with the ITMO I3M)

SP1.11-02
Actualités sur les actions santé humaine de la feuille de route interministérielle (hors recherche)

Céline Pulcini (celine.pulcini@sante.gouv.fr)
Ministere des Solidarités et de la Santé, Paris, France

Cette présentation (en anglais) balayera rapidement les 40 actions de la feuille de route interministérielle
de novembre 2016 pour la maitrise de I'antibiorésistance, et présentera les actualités concernant la
santé humaine. Le volet Recherche est traité a part dans la méme session.

Mots clés : Antibiorésistance.
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Action plans to combat antibiotic resistance (in association with the ITMO I3M)

SP1.11-1
Surveillance et Prévention de I’AntibioRésistance en Etablissement de Santé (SPARES) : Focus sur
la surveillance de I'antibiorésistance

Christian Martin'-2 (christian.martin@unilim.fr), Aurélie Chabaud' 2, Amélie Jouzeau? 3, Catherine Dumartin®4,
Elodie Couve-Deacon' 2, Lory Dugravot? 2, Marie-Cécile Ploy' 2, Loic Simon? 3

'Bactériologie-Virologie-Hygiéne, CHU de Limoges, Limoges, France
2Mission SPARES, Nancy-Bordeaux, France

3CPias Grand-Est, Nancy, France

4CPias Nouvelle-Aquitaine, Bordeaux, France

Introduction :

Dans un contexte de préoccupation mondiale de I'antibiorésistance, la mission de Surveillance et

Prévention de I’AntibioRésistance en Etablissement de Santé (SPARES) a été attribuée sur appel a projet

par Santé Publique France (SPF), aux CPias (Centre d’appui pour la Prévention des Infections Associées

aux Soins) Grand-Est et Nouvelle Aquitaine. Son objectif est de donner une vision représentative de

I’antibiorésistance au niveau national, mais aussi local, et de surveiller la consommation en antibiotiques

dans les établissements de santé (ES).

Matériels et méthodes :

Les données de résistance, non dédoublonnées, sont extraites des systémes de gestion de laboratoire

ou des logiciels d’épidémiologie, grace a des outils spécifiquement créés pour les principaux logiciels.

Puis elles sont exportées dans I’e-outil ConsoRes.

La surveillance concerne toute bactérie accompagnée d’un antibiogramme, isolée d’un prélevement dia-

gnostic. Pour chaque souche, sont recueillis : unité de séjour, numéro d’identification du patient, dates

de naissance et si possible d’admission, date et site de prélévement, espéces, phénotype de résistance
et antibiogramme complet.

Résultats :

De mars a mai 2019, 523 ES ont exporté leurs données 2018 sous ce nouveau format de ConsoRes.

Au niveau local, un rapport automatique géneére :

- les pourcentages de résistance restreints a des antibiotiques choisis pour huit bactéries d’intérét
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae complex,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, et Acinetobacter baumannii),

- les pourcentages et incidences de bactéries multi-résistantes ciblées dans les programmes natio-
naux de lutte contre I'antibiorésistance : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM),
entérobactéries productrices de B-lactamase a spectre étendu (BLSE), de céphalosporinase dérépri-
meée/haut niveau et de carbapénémase, entérocoques résistants a la vancomycine.

Un rapport personnalisable, disponible en ligne, permet de générer des données adaptées a une situa-

tion précise.

Au niveau national, la mission SPARES produit des indicateurs de résistance régionaux et nationaux mis

a disposition de SPF pour analyses et transmission aux réseaux de surveillance internationaux (EARS-

Net, GLASS).

Conclusion :

SPARES produit des indicateurs sur I'antibiorésistance et la consommation des antibiotiques qui sont

utiles localement aux professionnels impliqués dans la lutte contre I’antibiorésistance et qui permettent

de cibler les actions d’amélioration régionales et nationales.

Mots clés : SPARES - Antibiotiques - Résistance - Surveillance.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumés 222
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France

(%2}
c
2
Ke]
o
o
.0
£
)
[=
©
(%]
e
(=
()
()]
<
1
-—
N
-
a
(V2]




:“.“

,‘,.fa.*., ﬁ

MICROBES cceee

- iens £ : |
q rM g do Microbologie 15° congrés national de la SFM

e "'l-c.k

RESUMES DES COMMUNICATIONS AFFICHEES

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 223
Sociéeteé Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France



SFM 2019 Communications affichées

SP1-PO1

Prévalence et caractérisation de souches d’entérobactéries résistantes aux fluoroquinolones
isolées de chiens et chats domestiques

Lynda Anssour' (anssourlynda@gmail.com), Yamina Messai', Widad Boudi?, Rabah Bakour"

"LBCM, FSB, USTHB, Alger, Algérie
2Clinique vétérinaire, Alger, Algérie

Introduction et objectifs :

La résistance aux antibiotiques est une préoccupation mondiale majeure de santé publique. Elle est inhé-
rente, entre autres, a |'utilisation massive et/ou inopportune des antibiotiques en médecine vétérinaire,
notamment les quinolones. Une des caractéristiques préoccupantes de ces derniers est la résistance
croisée entre les différentes molécules, ainsi que la co-résistance a d’autres antibiotiques. A cet effet,
nous avons recherché et caractérisé des souches d’entérobactéries résistantes aux fluoroquinolones
chez des chats et chiens.

Matériel et méthodes :

Les souches d’entérobactéries ont été isolées sur milieu BHIA supplémenté de ciprofloxacine a partir
de prélevements fécaux et nasaux de chats et chiens domestiques. La détermination des CMI des
antibiotiques a été effectuée par la méthode de dilution sur milieu gélosé et la détection des génes de
résistance aux antibiotiques et des intégrons a été réalisée par PCR.

Résultats, discussion et conclusion :

Un total de 35 souches résistantes a la ciprofloxacine a été isolé de 133 prélevements (26,3%) :
Escherichia coli (30), Klebsiella pneumoniae (2), Proteus mirabilis (2), Morganella morgani (1). Ces souches
ont présenté une résistance a la Iévofloxacine (100%) et I’enrofloxacine (40%), ainsi que la résistance a
I’amoxicilline et I'oxytétracycline (100%), les béta-lactamines a large spectre (céfotaxime, céftriaxone,
ceftiofur) et la gentamicine (25%). Les déterminants de résistance aux quinolones qnrB et gnrS ont été
détectés chez quatre et une souche, le géne aac (6”)-Ib de résistance aux aminosides chez trois souches.
Les génes des béta-lactamases CTX-M (BLSE), TEM et SHV ont été présents chez trois, cing et deux
souches et ceux de résistance a la tétracycline, tetA et tetB, chez 15 et 9 souches. Les genes sul1, sulll
et sullll de résistance aux sulfamides ont été retrouvés chez 22, 16 et 8 souches, les génes dfrA5, dfrAl,
dfrA7, dfrA12 et dfrA8 de résistance au triméthoprime chez dix, huit, trois, trois et une souches. Les
intégrons de classe | et |l ont été détectés chez 26 et 7 souches. Cette étude a mis en évidence chez
des animaux domestiques une multi-résistance a des antibiotiques utilisés en thérapeutique humaine,
ce qui devrait attirer I'attention sur les conséquences de I'exposition des bactéries aux fluoroquinolones.

Mots clés : résistance - antibiotiques - entérobactéries - chat - chien.
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A mechanism for aminoglycosides-mediated SOS induction in Escherichia coli that selects for
fluoroquinolone resistance

Anamaria Babosan' 2 (anamaria.babosan@pasteur.fr), David Skurnik® 4, Anaélle Muggeo® ¢,

Gerald B. Pier’, Fany Reffuveille®, Frédéric Klein®, Zeynep Baharoglu?, Didier Mazel?, Thomas Jové?®,
Marie-Cécile Ploy'®°, Francois Lebreton’, Sébastien Vergnolle'!, Christophe de Champs'-¢,
Thomas Guillard'©

"Inserm UMR-S 1250 P3Cell, SFR CAP-Santé, Reims, France
2 Institut Pasteur Paris, Paris, France

8 Institut Necker-Enfants Malades, Inserm, Paris, France
4Hopital Necker, Paris, France

SInserm UMR-S 1250 P3Cell, SFR CAP-Santé, Reims, France
8 CHU-Reims Robert Debre, Reims, France

"Harvard Medical School, Boston, Etats-Unis

8EA 4691 BiOS, SFR CAP-Santé, Reims, France

®Inserm UMR 1092 RESINFIT, Limoges, France
WCHU-Limoges, Limoges, France

""CH-Troyes, Troyes, France

Background and aim:

The SOS stress response is a key mechanism by which bacteria respond to DNA damages.
Fluoroquinolones (FQ) are known to induce SOS responses in Escherichia coli, while aminoglycosides
(AG) generally do not do so. We investigated an unexpected SOS transcriptional response inducing
expression of the gnrD gene carried on the FQ-resistance plasmid pDIJ09-518a, after treatment with
sub-inhibitory concentrations of tobramycin (TM) and AG. We further deciphered the mechanism driving
AG-mediated SOS induction in E. coli carrying pDIJ09-518a.

Methods:

The expression of gnrD, sfiA and hmp transcripts was measured in E. coli MG1656 (WT) and its deriva-
tives (ArecA, AlexA and lexAind3, Ahmp, AmutT, AnsrR) carrying pDIJ09-518a using the 2-AACT method
after exposure to ciprofloxacin (CIP), mitomycin (MMC) or tobramycin (TM). Nitrosative stress was
assessed by intracellular production of NO using DAF-2 DA fluorescence and Griess assay. The minimal
inhibitory concentrations (MIC) were determined by E-test strips. The mutant prevention concentrations
(MPC) were determined by platting 1010 CFU for 72h onto agar plates containing increasing FQ concen-
trations (ofloxacin, ciprofloxacin and levofloxacin).

Results, discussion and conclusion:

In the WT strain harboring pDIJ09-518a, the transcript expression of gnrD and sfiA increased >2 fold
with CIP and TM, compared to the WT strain. No transcript increase was found in the ArecA or lexAind3
derivatives. NO production was significantly elevated in E. coli carrying pDIJ09-518a in the absence of
AG. In WT/pDIJ09-518a overexpressing Hmp after exposure to AG the sfiA expression level was not
increased. NO formation and sfiA transcript expression were decreased in WT/pDIJ09-51aAORF3. hmp
transcript expression was decreased in WT/pDIJ09-51aAORF4 and. The CIP MPC of E. coli ATCC25922/
pDIJ09-518a was higher (2 pg/mL vs 1 ug/mL) after exposure to AG. Mutants harvested were not sus-
ceptible to CIP (MIC 0.38 - 1.5 pg/mL) and showed mutation in gyrA and parC. We have shown that the
gnrD-plasmid carriage leads to the nitric oxide formation and inhibition of the NO detoxification pathway
Hmp-dependent. These pathways, together with the exposure to AGs, lead to DNA damages that allow
SOS response induction. We showed that AG-mediated SOS induction in E. coli promote emergence of
fluoroquinolone resistance.

Mots clés : antibiotics resistance - gnrD-plasmid - SOS - aminoglycosides - nitric oxide.
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Indole signaling triggers a new persistence mechanism involving RaiA mediated translation
slowdown in V. cholerae

Manon Lang' (baharogl@pasteur.fr), Evelyne Krin', Chloé Korlowski', Sebastian Aguilar Pierlé’,
Odile Sismeiro?, Hugo Varet?, Jean-Yves Coppée?, Céline Fabret?, Olivier Namy?, Didier Mazel’,
Zeynep Baharoglu'

"Unité Plasticité du génome bactérien, Institut Pasteur, Paris, France
2Biomics, Institut Pasteur, Paris, France
312BC, Université Paris-Saclay, CEA, CNRS, Gif-sur-Yvette, France

Free-living bacteria commonly face changing environments and are accustomed to cope with varying
conditions. Antibiotic (AB) treatments challenge bacteria to develop new survival strategies. Bacteria
very frequently encounter low doses of ABs (sub-MICs, for sub-minimal inhibitory concentration) in their
various niches, inside their hosts up to the external environments. While low concentrations of ABs do not
kill bacteria, they can have a major impact on bacterial populations. Various families of ABs are capabile,
at concentrations as low as 1% of the MIC, to activate stress responses in pathogenic Gram-negative
bacteria from different genera, and such responses can lead to bacterial adaptation and emergence of
AB resistance. Sub-MIC ABs were historically proposed to act as intercellular signals, which provoke
considerable changes in transcription and trigger a wide variety of cellular responses in different bacterial
species. In particular, we observed that sub-MICs of aminoglycosides (AGs) increase the level of indole
secretion by V. cholerae. Indole is a small signaling molecule produced during tryptophan biosynthesis,
and is found in the human body at high concentrations.

We addressed the effect of indole in the bacterial response to AG doses below and above the MIC, using
bacterial genetics, molecular tools and transcriptomics approaches.

We found that indole improves growth in the presence of sub-MIC ABs by decreasing intracellular levels
of reactive oxygen species. Strikingly, we also found that indole increases persistence of V. cholerae to
AGs, and that the tnaA mutant, deficient for indole production, shows a 100 fold decrease in AG persister
formation. Transcriptome analysis of V. cholerae in response to indole shows decreased expression of
all genes involved in the translation machinery, and a sharp increase in expression of genes involved in
translation inhibition, among which raiA. RaiA binds the A site of the ribosome thus preventing access
of tRNAs and ribosome translocation. Deletion of such genes leads to a strong decrease of AG persister
formation. Furthermore, we show a new role for RaiA in translation fidelity. Our results thus show a link
between the presence of ABs, cell signaling by the secretion of small molecules (indole), and the appea-
rance of persistent cells.

Mots clés : persistence - aminoglycosides - translation - indole - antibiotic stress.
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SP1-P04

Evaluation de nouveaux composés antimicrobiens ciblant la protéine FtsZ

Alexia Barbry' (alexia.barbry@chu-lyon.fr), Jérémy Magand?, Cédric Badiou®, Laurent Soulére?,
Gérard Lina'- 3, Oana Dumitrescu’- 3

"Bactériologie, Hopital de la Croix Rousse, HCL, Lyon, France
2Equipe Chimie Organique et Bioorganique, Institut de Chimie Biochimie Moléculaire, Villeurbanne, France
3Equipe Pathogénie des Staphylocoques, Inserm U1111, Lyon, France

Introduction :

Dans la lutte contre I'antibiorésistance, I’exploration de nouvelles cibles thérapeutiques est primor-
diale. De par son réle central dans la septation bactérienne, la protéine FtsZ est une cible prometteuse.
L’équipe de Chimie organique et Bio-organique (Doua, UCBL), a synthétisé 21 composés issus de 4
familles chimiques, inhibiteurs allostériques potentiels de FisZ obtenus par criblage virtuel basé sur du
docking in silico. Nous avons d’une part évalué leur activité antibactérienne : concentration minimale
inhibitrice (CMI), type d’activité et association a des antibiotiques bactéricides. D’autre part, nous avons
évalué I'effet du composé le plus actif sur la virulence de S. aureus.

Matériels et méthodes :

L’activité antibactérienne a été évaluée par la détermination des CMI selon les recommandations du
CLSI sur 13 souches de S. aureus (SARM, SASM). Le type d’activité bactérienne a été caractérisé par
des cinétiques de croissance bactérienne en présence de concentrations croissantes d’antibiotiques.
L’effet de I'association a d’autres antibiotiques a été déterminé par la méthode bidimensionnelle du
damier en microdilution. La PVL (Panton-Valentine Leucocidine) et I’hémolysine-a ont été quantifiées par
technique ELISA et les niveaux d’ARNm de PSMa (Phenol-Soluble Modulins) par gRT-PCR.

Résultats :

Parmi les 21 molécules testées, le composé Bz2PYR possede les CMI les plus basses CMI (16-32 ug/
mL). Les cinétiques de croissance indiquent que Bz2PYR est bactériostatique. L’association de Bz2PYR
a des antibiotiques bactéricides ciblant la paroi et la membrane bactérienne n’a pas mis en évidence
d’interaction.

De la méme fagon que I'oxacilline, des concentrations inhibitrices et sub-inhibitrices de Bz2PYR aug-
mentent spécifiquement la production de PVL. Contrairement a I'oxacilline, BzZ2PYR ne modifie pas la
production d’hémolysine-a et d’ARNm des PSMa.

Discussion et conclusion :

L’étude de I'activité des composés antibactériens ciblant FisZ les résultats s’est révélée décevante par
une activité bien moindre a celle des inhibiteurs de FtsZ décrits dans la littérature et par un impact sur
I"augmentation de I’expression de la PVL.

Mots clés : Staphylococcus aureus - Activité antibactérienne - Synergie - Inhibiteur FtsZ - Virulence.
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Fluoroquinolone resistance mechanisms in multidrug-resistant Salmonella Brandenburg isolated
from hospitalized patients

Sylvie Baucheron' (sylvie.baucheron@inra.fr), Isabelle Foubert', Axel Cloeckaert!, Benoit Doublet’,
Francois-Xavier Weill?, Simon Le Hello® 4

ISP INRA Université de Tours, Nouzilly, France

2Unité Bactéries Pathogénes Entériques, CNR Salmonella Institut Pasteur, Paris, France
3Service Hygiéne hospitaliere, CHU Caen Normandie, Caen, France

4GRAM 2.0 EA 2656, Université Caen Normandie, Caen, France

Patients from a french hospital were infected by Salmonella enterica serotype Brandenburg multidrug-re-
sistant strains including high-level resistance to fluoroquinolones. The characterisation of resistance
mechanisms in a panel of 27 strains isolated between 1992 and 2013 is reported.

Genetic relatedness of the isolates was determined by Xbal pulsed field gel electrophoresis and multilo-
cus sequence typing. Fluoroquinolone target gene mutations were identified by sequencing the QRDRs
of gyrA, gyrB, parC, parE genes PCR products. Mutations involved in increased efflux were identified
by sequencing the following regulatory loci or genes of efflux pumps: ramRA, soxRS, marOR, acrR, and
acrS. Role of the mutations identified were confirmed by complementing with the respective wild-type
genes, MIC determinations and analysis by gRT-PCR of expression of efflux genes affected.

All clinical strains studied were ST20 and grouped in a cluster, indicating a clonal population.

The ciprofloxacin MICs showed increase over time and from 2000 ranged from 8 to 64 mG/L. Regarding
target gene mutations several situations were observed:

- one modification in GyrA and ParC (0.25-0.5 mG/L), and one in GyrB (2 mG/L);

- two modifications in GyrA and one in ParC (8-32 mG/L), and one in ParE (32 mG/L);

- two modifications in GyrA and ParC (64 mG/L).

The diversity of the ciprofloxacin MICs levels in strains carrying the same target modifications and the
ciprofloxacin MICs decrease (2 to 4-fold) in presence of the PABN efflux pump inhibitor, confirmed the
role of the active efflux mechanism.

High and variable expression levels of ramA and acrA were observed in all multidrug-resistant strains
relative to a susceptible strain. Complementation confirmed the role of a RamR modification (Ala40Thr)
which was responsible for increased expression of ramA (7 to 108-fold) and acrA (2 to 7-fold). In addition,
a deletion in the RamR binding site resulted in increased expression of ramA (20-fold) and acrA (10-fold).
An IS1 insertion sequence inactivating acrR, or the deletion of the acrR codon 300 resulted in increased
expression of acrA (5 to 11-fold).

In conclusion, various novel ramR and acrR mutations, responsible for increased efflux, were detected
in the epidemic serotype Brandenburg ST20 clone.
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Molecular Epidemiology of OXA-48-Like-Producing K. pneumoniae Isolated in France in 2014

Racha Beyrouthy' (rbeyrouthy@chu-clermontferrand.fr), Pierre Saint-Sardos', Frédéric Robin’,
Laurent Dortet?, Richard Bonnet!

"Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, France
2Hépitaux Universitaires Paris-Sud, Clermont-Ferrand, France

Background and objectives:

OXA-48-like-producing K. pneumoniae (OKP) are the predominant carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae in France. In this work, we describe the molecular and epidemiological characte-
ristics of OXA-48-like-producing K. pneumoniae representative of OKP episodes occurred in France in
2014.

Material and methods:

Isolates were identified by MALDI-TOF approaches. Those with reduced susceptibility to ertapenem
were investigated for carbapenemase production using a biochemical-based tests and PCR. OXA-48-
like-producing isolates were sequenced on an lllumina platform. De novo assemblies and reads mapping
were used to detect resistance genes, virulence genes and OXA-48-like genetic support. Genotyping
was performed by in silico MLST and SNP analysis in K. pneumoniae core genome.

Results:

We included the first OXA-48-like-producing K. pneumoniae isolate of all episodes (n=163) notified in
2014 through the French healthcare-associated infections early warning and response system. In the
163 corresponding isolates, we identified 79 genetic determinants of resistance to 11 antibiotic families.
5 isolates devoid of natural blaSHV gene harboured blaLEN and b/aOKP instead and were identified by
sequencing as K. variicola and K. quasipneumoniae respectively. Four OXA-48-like-encoding genes were
detected and blaOXA-48 was the predominant carbapenemase-encoding gene (96.3%, n=157). There
were encoding by 6 distinct genetic supports including chromosomal insertions, all derived from IncL
plasmids. 69.3% of isolates (n=113) also contained ESBL-encoding genes. 46.0% of the isolates har-
bored a combination of genes affecting amikacin and gentamicin. The main quinolone resistance mecha-
nisms were combinations of gyrA and parC mutations (58.3%), plasmid-mediated genes acc(6’)Ib-cr
(56.3%) and gnr (53.3%). 3.1% of isolates exhibited mgrB alterations affecting colistin susceptibility.
Clonality analysis revealed 13 sequence types whose 7 local or interregional epidemic clones involved in
60% of episodes. The analysis of virulence genes revealed only one sporadic isolate ST-38 harboring a
combination of genes previously associated with invasive infections (alleles encoding K2 capsule, genes
inducing capsule synthesis and accumulation of siderophore-encoding genes).

Conclusion:

This study highlights the role of both successful incL plasmids and clones in the dissemination of OXA-48
in France, which was mainly due to intra-, and at least extend, inter-hospital dissemination.

Mots clés : carbapenemase - antibiotique - resistance - Klebsiella pneumoniae - OXA-48.
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SP1-P0O7

Use of a semi-mechanistic PK-PD model to quantify the combination effect of polymyxin B and
minocycline against polymyxin-resistant Acinetobacter baumannii

Vincent Aranzana-Climent' (vincent.aranzana.climent@univ-poitiers.fr), Julien Buyck', Lena Friberg?,
Younes Smani® 4, Jerénimo Pachoén-Diaz?, Emma Marquizeau', William Couet' 5, Nicolas Grégoire'

TInserm U1070, Université de Poitiers, Poitiers, France

2Department of Pharmaceutical Biosciences, Uppsala University, Uppsala, Suede
3Institut of Biomedicine of Seville, Seville, Espagne

4CSIC/University of Seville, University Hospital Virgen del Rocio, Seville, Espagne
5Service de Pharmacologie-Toxicologie, CHU de Poitiers, Poitiers, France

Background:

Polymyxin B (PMB) and minocycline (MIN) combination was shown to be synergistic on polymyxin-resis-
tant Acinetobacter baumannii strains in checkerboard screening experiments. To further investigate this
combination, in vitro time-kill experiments (TKE) coupled with population analysis profiles (PAPs) were
performed on a polymyxin-resistant clinical isolate and results were analyzed with a semi-mechanistic
pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) model.

Materials and methods:

A polymyxin-resistant A. baumannii clinical isolate CR17 (MIC: PMB 8 mg/L; MIN 4 mg/L) was studied
in single drug and combination TKE with determination of total bacterial count between 0 and 30h at
concentrations ranging from 1/16 to 4 x MIC for MIN and from 1/128 to 1 x MIC for PMB. The presence
of PMB resistant subpopulations was evaluated in parallel by culture and bacterial count on PMB-
containing (8 x MIC) plates. Analysis was performed using NONMEM, PsN and R.

Results:

A total of 1376 data points were generated. CR17 exhibited heteroresistance, (frequency: 10-5,5). In
single drug TKE, no effect was observed at concentrations <1 x MIC MIN while at concentrations >= 1 x
MIC a concentration-independent effect was observed, with complete bacterial killing at 30h. PMB alone
exhibited a fast concentration-dependent effect followed by regrowth at all tested concentrations. When
combining MIN and PMB, total bacterial killing at 30h was observed for concentrations as low as 1/4 x
MIC MIN + 1/16 x MIC PMB. Data were adequately described by a model including a phenotypic switch
to persistent form at high bacterial concentrations, two subpopulations (PMB-susceptible and PMB-
resistant), a growth inhibition effect of MIN, a bactericidal effect of PMB and adaptive resistance to PMB
of the susceptible subpopulation. The model interaction parameters indicated a significant synergistic
interaction between the two compounds with PMB increasing MIN killing of both subpopulations, and
MIN increasing PMB Kkilling of the susceptible subpopulation (p<0.001).

Conclusions:

Combining MIN and PMB in vitro proved to be efficient against a polymyxin-resistant clinical isolate. The
developed PK-PD model enabled us to quantify the synergistic effect between MIN and PMB.

Mots clés : PK/PD - Modelling - Polymyxin B - Minocycline - Acinetobacter baumannii.
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In vitro study of antibiotic combinations efficacy on multiresistant Achromobacter xylosoxidans
strains

Grace Akrong' (grace.akrong@univ-poitiers.fr), William Couet' 2, Sandrine Marchand'-2, Julien Buyck'’

TInserm U1070, Université de Poitiers, Poitiers, France
2Service de Pharmacocinetique, CHU Poitiers, Poitiers, France

Background:

Achromobacter xylosoxidans is an emerging Gram-negative opportunistic pathogen in cystic fibrosis (CF)
patients. These infections are difficult to treat due to the natural resistance to a wide range of antibiotics.
Moreover, acquired resistances are frequent in CF thus limiting therapeutic options. The reasons for this
emergence are still unknown and the therapeutic guidelines are very limited. Therefore, we performed an
in vitro study to determine the efficacy of antibiotic combination on multiresistant A. xylosoxidans isolates
from non-CF and CF patients.

Materials and methods:

Strains 56, 57, 58, 59 and 60 came from five non-CF patients. Strains 43, 44 and 45 were isolated from
the sputum of a CF patient at different steps of treatment. MICs were evaluated according to EUCAST
guidelines. Antibiotic combinations were screened by checkerboard including minocycline/chloramphe-
nicol, meropenem/ciprofloxacin and tobramycin/piperacillin but also new original ones including rifampi-
cin and colistin. We then investigated the promising combinations in time-kill curve studies (TKC) against
CF strains 43 and 45.

Results:

All strains were susceptible to minocycline and chloramphenicol, and resistant to rifampicin. Strains 56
and 57 were susceptible to all tested antibiotics. Strains 58, 59, 60 and 43 were resistant to ciprofloxacin
and aminoglycosides. Strains 44 and 45 were resistant to all tested antibiotics. We selected 5 strains (56,
59, 43, 44 and 45) for checkerboard: Piperacillin/colistin and tobramycin/piperacillin combinations were
synergistic. Combinations including Rifampicin were synergistic against the CF strains. Minocycline/
chloramphenicol combination was synergistic against the non-CF strains. Rifampicin/tobramycin TKC
showed a concentration-dependent killing effect on CF resistant strain followed by a regrowth for the
lower concentrations. The piperacillin/colistin combination was not active against CF strain 45 but
showed rapid killing until the limit of detection for intermediate CF strain 43 from quarter MIC of each
antibiotic.

Conclusions:

In conclusion, two efficient antibiotic combinations on CF A. xylosoxidans isolates were identified. The
first one, piperacillin/colistin appears to be effective on strains that are susceptible to piperacillin. And the
second, rifampicin/ tobramycin could allow to treat infections due to resistant strains to a wide spectrum
antibiotic.

Mots clés : Achromobacter xylosoxidans - antibiotic combinations - cystic fibrosis.
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In vitro evaluation of novel bi- or tri-antibiotic combinations against clinical isolates of
Mycobacterium abscessus

Shachi Mehta (shachi.mehta@univ-poitiers.fr), Blandine Rammaert, William Couet, Sandrine Marchand,
Julien Buyck

Université de Poitiers, CHU Poitiers, INSERM U1070, Poitiers, France

Introduction and objective:

Mycobacterium abscessus is an emerging pathogen, intrinsically resistance to many antimycobacterial
drugs. The recommended treatment is limited to combination of intravenous amikacin (AMK), and cefoxi-
tin (FOX) with oral clarithromycin (CLR). However, recent reports demonstrate intrinsic resistance to CLR
in M. abscessus clinical isolates. Fluoroquinolones, rifamycins, linezolid (LZD) or clofazimine (CLO) can
be added when standard therapy is ineffective. This study aims to evaluate the in vitro efficacy of several
combinations against clinical isolates of M. abscessus including FOX and AMK and replacing CLR to
avoid the induced resistance.

Materials and methods:

Minimum inhibitory concentration (MICs) were determined for ciprofloxacin (CIP), moxifloxacin (MXF),
rifampicin (RIF), rifabutin (RFB), CLO, LZD and CLR according to CLSI guidelines. Then, these antibiotics
were investigated in tri-combinations with FOX plus AMK to compare their efficacy against M. absces-
sus reference strain CIP104536, and two clinical isolates Ma1611 and T28 using time-kill kinetic assays.
Efficacy of several bi-combinations was evaluated against T28.

Results, discussion and conclusion:

Clinical isolate T28 was resistant to all antibiotics, CIP104536 and Ma1611 were susceptible to interme-
diate against all tested antibiotics. Tri-combinations including FOX plus AMK in presence of LZD, MXF,
RIF or RFB were active against CIP104536 and Ma1611. Tri-combinations including CLO or CIP were
also active against CIP104536 but inactive against Ma1611. All tested triple combinations were inactive
against T28. Since T28 was highly resistant to AMK and FOX alone demonstrated only initial killing fol-
lowed by regrowth, FOX was used in bi-combinations. Hereafter, bi-combinations of FOX with LZD, RIF
and RFB were effective and prevented the regrowth observed with FOX alone. Bi-combination FOX with
RFB was the most active against strain T28. Tri-combinations were highly efficient against M. abscessus
reference strain and intermediate to susceptible clinical isolate Ma1611 but not against multidrug-resis-
tant isolate T28. The synergy between FOX and rifamycins suggests a potent role of this combinations
that may warrant further optimization of treatment regimen for the treatment of M. abscessus pulmonary
infections.

Mots clés : Mycobacterium abscessus - tri-combinations - multidrug-resistant strain.
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“PK/PD” type of modelling approach to support time-kill data interpretation of cefoxitin for the
treatment of Mycobacterium abscessus

Shachi Mehta (shachi.mehta@univ-poitiers.fr), Vincent Aranzana-Climent, Blandine Rammaert,
Nicolas Grégoire, Sandrine Marchand, Julien Buyck, William Couet

Université de Poitiers, CHU Poitiers, Inserm U1070, Poitiers, France

Introduction and objective:

Despite the limited clinical and in vitro activity, cefoxitin (FOX) is one of the promising “silver bullets” of
standard regimen against Mycobacterium abscessus infections. However, FOX is known to degrade in
vitro. Consequently, time-Kkill assays performed up to more than a week and MIC interpretation over 3
days give a de facto misleading impression of the true extent of FOX activity. Therefore, we addressed
the impact of FOX in vitro stability on time-kill curve data using pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/
PD) type modeling approach.

Materials and methods:

Time-kill assays were performed in middlebrook 7H9 broth against M. abscessus CIP104536. M. abs-
cessus were exposed to initial FOX concentrations ranging from 2 to 1024 mg/L at 35+2°C up to 8 or
11 days. In vitro FOX concentrations were measured for 8 days using LC-MS/MS. CFU counts and FOX
concentrations over time were analyzed separately, using a nonlinear fixed-effects PK/PD type modeling
approach using NONMEM.

Results, discussion and conclusion:

FOX degradation followed a first order kinetics with half-life of 1.5 days. Time-kill curves showed that a
CFU decay followed by a regrowth occurs for initial FOX concentrations between 12 and 175 mg/L, and
that time to regrowth increased with the initial FOX concentrations. Above 256 mg/L, complete bacterial
killing was observed. Data were adequately described by a model including two subpopulations (FOX-
susceptible and FOX-resistant), in vitro degradation of FOX, a logistic growth and an Imax type growth
inhibition effect of FOX. From the model parameters, we could calculate FOX concentration above which
CFU decay is expected, under the hypothesis of stable FOX concentrations: 14.2 mg/L for susceptible
subpopulation and 217 mg/L for the resistant subpopulation. In the literature, maximum unbound Css
was 5.5 mg/L in humans after an infusion of 2g over 8h, which is not enough to induce a decay of either
subpopulation. In vitro time-kill assays analyzed with PK/PD type modeling approach suggests FOX
dosing regimens used in clinic for the treatment of M. abscessus are not sufficient to reduce the bacterial
burden. This may explain the treatment failure often faced with this infection. Using FOX in nebulization
and/or in combination could resolve this situation.

Mots clés : Cefoxitin - degradation - in vitro stability - pharmacodynamics.
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Caractérisation de cfr(D), un nouveau géne plasmidique de résistance au linézolide chez
Enterococcus faecium

Vincent Cattoir® 22 (vincent.cattoir@chu-rennes.fr), Francois Guérin*, Mohamed Sassi?, Asma Zouari' 3,
Sophie Potrel’ 3, Michel Auzou*, Anais Collet' 3, Gabriel Auger® 3

"CHU de Rennes, Rennes, France

2Université de Rennes, Rennes, France

3CNR Résistance aux Antibiotiques, Rennes, France
4CHU de Caen, Caen, France

Introduction et objectifs :

La résistance au linézolide peut étre due a des mutations chromosomiques ou a une acquisition de
genes transférables tels que cfr, optrA et poxtA. A ce jour, 3 variants du gene cfr ont été décrits : cfr
chez les staphylocoques et les entérocoques, cfr(B) chez les entérocoques, cfr(C) chez Campylobacter
spp. et Clostridium difficile. L’objectif de ce travail a été de caractériser un nouveau géne cfr dénommé
cfr(D) identifié chez Enterococcus faecium.

Matériels et méthodes :

La souche d’E. faecium 15-307.1 a été isolée en 2015 d’un écouvillon ano-rectal d’un patient hospitalisé
en France. Les CMI ont été déterminées par la méthode de microdilution en milieu liquide. Le génome
de la souche 15-307.1 a été séquencé par la technologie MiSeq (lllumina). Le géne cfr(D) a été cloné
dans le vecteur navette pAT29 et introduit chez E. coli AG100A, E. faecium HM1070 et E. faecalis JH2-2.
Sa transférabilité a été évaluée in vitro par conjugaison avec la souche réceptrice E. faecium BM4107.
Résultats, discussion et conclusion :

La souche 15-307.1 (ST17) était résistante aux glycopeptides (CMI vancomycine et téicoplanine = 256 et
32 mg/L, respectivement) par acquisition d’un opéron vanA. Elle était également résistante aux oxazoli-
dinones (CMI linézolide et tédizolide = 16 et 8 mg/L, respectivement) avec la présence d’un géne optrA.
De plus, un nouveau variant du géne cfr a été identifié, codant pour une protéine baptisée Cfr(D) qui
présentait 64%, 64% et 48% d’identité protéique avec Cfr, Cfr(B) et Cfr(C), respectivement. Les essais
de conjugaison ont confirmé la transférabilité in vitro de cfr(D) (avec optrA mais pas vanA) chez E. fae-
cium. Le plasmide recombinant pAT29Wcfr(D) était responsable d’un phénotype PhLOPSA chez E. coli
AG100A alors qu’aucune résistance n’était observable avec les souches réceptrices d’entérocoques.
Ce travail a mis en évidence un nouveau variant Cfr chez une souche clinique d’E. faecium. Ce géne
était localisé sur un plasmide qui portait également le géne optrA. De fagon surprenante, le clonage du
gene cfr(D) ne conférait pas résistance chez les entérocoques alors que le géne était bien exprimé. Cette
différence phénotype semble étre liée a la bactérie-hobte.

Mots clés : Entérocoques - E. faecium - Linézolide - Cfr - Résistance plasmidique.
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Bilan des entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) en France, 2006-2018

Vincent Cattoir" 2 (vincent.cattoir@chu-rennes.fr), Gabriel Auger' 2, Asma Zouari?, Michel Auzou?,
Sophie Potrel® 2, Francois Guérin®, Anais Collet" 2, Marguerite Fines-Guyon?®

"CHU de Rennes, Rennes, France
2CNR Résistance aux Antibiotiques, Rennes, France
8CHU de Caen, Caen, France

Introduction et objectifs :

Les entérocoques représentent une cause importante d’infections nosocomiales. Depuis plusieurs
années, les souches d’entérocoques résistantes a la vancomycine (ERV) diffusent dans le monde, posant
un véritable probléme de santé publique, en particulier aux Etats-Unis. Elles restent pour I'instant rares
en France mais doivent cependant étre étroitement surveillées voire faire I'objet d’un signalement dans
le cas de I'espéce Enterococcus faecium. Cette surveillance est le réle du CNR de la résistance aux
antibiotiques (laboratoire associé « Entérocoques »), dont nous présentons ici les principales données
observées.

Matériels et méthodes :

Les souches ont été envoyées au CNR entre 2006 et 2018 dans le cadre d’une demande de caractéri-
sation de résistance ou de comparaisons de souches. L’identification a I’espéce a été réalisée par PCR
puis par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Microflex, Bruker). La sensibilité in vitro des antibiotiques
a été évaluée par méthode en diffusion et mesure des CMI (Etest, bioMérieux puis Sensititre, Thermo
Fisher Scientific). La détection des génes de résistance van a été réalisée par PCR ainsi que celle des
genes de résistance au linézolide (cfr, optrA et poxtA).

Résultats, discussion et conclusion :

Entre 2006 et 2018, le CNR a recu 5524 souches, ce qui représente prés de 425 souches par an en
moyenne, avec 2 pics en 2008 et 2018 dus a des épidémies de grande ampleur (réception de 864 et
867 souches, respectivement). Parmi celles-ci, 4670 étaient résistantes a la vancomycine, soit environ 85
% des souches analysées. La majorité de ces ERV appartenait a I'espéce faecium (96 % des souches)
et un peu plus de 3 % a I’espece E. faecalis. La résistance était principalement due au géne vanA (71
%) suivi des génes vanB (28 %) et vanD (<1 %). Enfin, ’'année 2017 a vu apparaitre ’émergence des
souches d’entérocoques résistantes au linézolide (ERL), survenant par mutations chromosomiques ou
par acquisition de génes transférables (principalement optrA et poxtA). Cette émergence s’est malheu-
reusement confirmée en 2018, ce qui souligne la diffusion inquiétante des ERL en France et I'importance
de la détection cette résistance, pas toujours aisée phénotypiquement.

Mots clés : Enterococcus - ERV - vanA - vanB - ERL.
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La génotoxine colibactine est produite lors d’infections urinaires a Escherichia coli et induit des
dommages a I’ADN dans la vessie

Camille Chagneau' ? (camille.chagneau@inserm.fr), Clémence Massip' 2, Christophe Fremez?,
Maxime Fontanié®, Nicolas Cénac’, Patricia Martin', Jean-Philippe Nougayrede', Eric Oswald" 2

"Inserm/IRSD, Toulouse, France
2| aboratoire de Bactériologie, CHU Toulouse, Toulouse, France
3Vibiosphen, Labege, France

Certaines souches de Escherichia coli possédent I'llot de pathogénicité pks qui code pour la colibactine,
une génotoxine induisant des dommages a I’ADN. Les bactéries portant Illot pks qui colonisent le tractus
digestif sont suspectées de jouer un réle dans le développement du cancer colorectal. Le microbiote
intestinal est aussi le réservoir des E. coli uropathogénes, bactéries majoritairement responsables des
infections urinaires. Une étude épidémiologique réalisée aux urgences du CHU de Toulouse sur 223
patients a montré que prés de 45% des souches de E. coli isolées d’infections urinaires possédent I’ilot
pks, comme la majorité des souches associées aux biopsies de cancers colorectaux. Notre objectif est
donc d’examiner I'expression et I'impact de la colibactine sur les cellules urothéliales lors d’une infection
urinaire.

Nous avons utilisé un modéle murin d’infection urinaire par inoculation transurétrale d’une E. coli pks+.
L’utilisation d’un systéme rapporteur d’expression indique que la machinerie de biosynthése de la coli-
bactine est exprimée lors de I'infection, en particulier dans les communautés bactériennes intracellu-
laires. Cette activité transcriptionnelle est associée a la production d’une génotoxine fonctionnelle. En
effet, les cellules urothéliales infectées par la souche E. coli pks+ (mais pas par un mutant isogénique ne
produisant pas la colibactine) montrent la phosphorylation de I’histone H2AX en réponse aux dommages
a ’ADN. Les E. coli pks+ induisent donc des dommages a I’ADN des cellules de I'urothélium liés a la
production de colibactine. Pour valider cette observation chez ’Homme, nous avons étudié la présence
d’un métabolite marqueur de la colibactine (le C14-Asn) dans les urines humaines. Nous avons détecté
le C14-Asn par LC-MS/MS dans 50/223 urines humaines de patients avec une infection urinaire, corres-
pondant toutes a I'isolement d’une souche pks+. Nous démontrons donc pour la premiére fois la produc-
tion de la génotoxine in vivo chez ’Homme. La production de colibactine pourrait avoir un impact sur le
déroulement d’une infection urinaire aigué mais avoir aussi des conséquences a long terme, notamment
dans le cadre d’infections chroniques ou asymptomatiques.

Mots clés : Escherichia coli - colibactine - infection urinaire - flot pks - génotoxine.
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SP1-P14

Clonal transmission, new mechanism of resistance to trimethoprim in a new Stenotrophomonas
maltophilia sequence-type isolated in a neonatology unit deciphered by whole genome analysis

Jean-Marc Collard' (jmcollard@pasteur.mg), M.A.N. Rabenandrasana’, V.H. Andrianoelina’,
M. Bonneault?, H. Herindrainy?, B. Garin*, S. Breurec®, E. Delarocque-Astagneau?, Z.Z. Andrianirina®,
V. Enouf’, B.T. Huynh?, L. Opatowski?

"Bactériologie Expérimentale, Institut Pasteur de Madagascar, Antananarivo, Madagascar
2B2PHI, Institut Pasteur, Paris, France

3Unité d’Epidémiologie, Institut Pasteur de Madagascar, Antananarivo, Madagascar
4Laboratoire Immuno-Hématologie, CHU Pointe-a-Pitre, Abymes, Guadeloupe

SInstitut Pasteur de la Guadeloupe, Pointe-a-Pitre, Guadeloupe

8 Pediatric Ward, Centre Hospitalier de Soavinandriana, Antananarivo, Madagascar

" Plateforme de Microbiologie Mutualisée, PINnet, Paris, France

Introduction:

Stenotrophomonas maltophilia has been recognized as an emerging multidrug resistant organism in
hospital settings due to its proficiency to resist to a broad range of antimicrobial agents. Trimethoprim/
sulfamethoxazole (SXT) is recommended as one of the best treatment choices against S. maltophilia
infections; however increasing resistance to SXT has complicated the treatment. This study aimed to
investigate the transmission of four SXT resistant S. maltophilia isolated in a neonatalogy unit and to
characterize their resistance to SXT.

Materials and methods:

Newborns, accompanying family members, nurses and surfaces were followed to assess the transmis-
sion of bacteria resistant to antibiotics between individuals and ward environments during a longitudinal
study conducted in a neonatal intensive care unit. All samples were cultivated on CHROMagar™ ESBL
and each colony morphotype was identified by MALDI-TOF mass spectrometry. AST and whole genome
sequencing was realized on specific isolates. Genome annotation, mutation detection, phylogenomic,
MLST in silico, protein structure prediction and molecular docking were performed.

Results:

From January to March 2015, 4 S. maltophilia strains were successively isolated from a water-tap (N=1),
from feces obtained from a newborn (N=1), and from nursing staff (N=2). They were resistant to SXT,
carbapenems, norfloxacin and intermediate to levofloxacin and ciprofloxacin. All 4 strains were identical
based on coregenome alignment and belonged to the new ST-288. Each isolate carried the aadB, strA,
strB and sul1 genes located in a class | integron. A sequence encoding a chaperone from the GroEL
family was found upstream the su/7 gene. Single nucleotide mutations in folA, folC and folM genes which
are the targets of the trimethoprim were detected. Only the mutation in folA has an effect on the activity
of the protein by diminishing its affinity of trimethoprim.

Conclusion:

Our findings demonstrated the consecutive transfers of SXT-resistant S. maltophilia from the environ-
ment to patient and staff based on the isolation dates. Due to the absence of the dfrA gene, we hypothe-
size that the single nucleotide mutation in folA could be responsible for trimethoprim resistance. We also
suggest that GroEL could confer an additional activity on antibiotic resistance by hampering ribosomal
misreading and protein misfolding.

Mots clés : Stenotrophomonas maltophilia, Trimethoprim/sulfamethoxazole resistance, WGS, clonal
transmission.
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Support, environnement génétique et transférabilité du géne de résistance au linézolide poxtA
chez les entérocoques

Loren Dejoies' 2 (loren.dejoies@chu-rennes.fr), Julie Moreaux?, Asma Zouari" 2, Sophie Potrel 3,
Anais Collet' 3, Gabriel Auger" 2, Vincent Cattoir® 23

"Bactériologie et Hygiene Hospitaliere, CHU de Rennes, Rennes, France
2Université Rennes 1, Rennes, France
3Laboratoire associé ‘Entérocoques’, CNR de la Résistance aux Antibiotiques, Rennes, France

Introduction et objectifs :

Le linézolide (LZD) est prescrit pour le traitement des infections dues aux entérocoques résistants a la
vancomycine (ERV). La résistance au LZD survient par mutations chromosomiques ou par acquisition
de geénes transférables tels que cfr, optrA et poxtA. Des premiéres données chez les entérocoques
en France retrouvaient une prévalence globale de poxtA de 5,5 %, avec une prédominance chez
Enterococcus faecium (6,4 %). L’objectif de ce travail a été d’explorer le support et I’environnement
génétique de souches d’entérocoques poxtA(+) et d’évaluer la transférabilité du gene.

Matériels et méthodes :

Une collection de 14 souches cliniques d’entérocoques (1 E. faecalis, 13 E. faecium) poxtA(+) isolées en
France entre 2016 et 2019 et non reliées épidémiologiquement a été étudiée. Les isolats ont été séquen-
cés par la technologie MiSeq Illumina. Les séquences génomiques ont été analysées avec les outils CLC
Genomics Workbench (Qiagen), MLST, ResFinder (Center for Genomic Epidemiology) et Blast (NCBI). La
transférabilité du géne a été évaluée in vitro sur 4 souches par des expériences de conjugaison (souches
réceptrices E. faecalis JH2-2, E. faecium BM4107).

Résultats, discussion et conclusion :

La présence du géne poxtA a été confirmée par WGS pour les 14 isolats testés. Le typage MLST a permis
d’identifier un ST pour 10 souches et de mettre en évidence un lien de clonalité entre 5 souches ST168.
Le géne poxtA a été identifié au sein d’un transposon de type Tn6246 (flanqué de séquences d’insertion
IS7216) porté par un plasmide (similarités retrouvées avec les plasmides pE076 et pE035). Les essais de
conjugaison ont confirmé la transférabilité in vitro du géne poxtA chez E. faecalis et E. faecium.

Le gene poxtA a déja diffusé au sein des souches d’entérocoques en France (notamment E. faecium),
et ce indépendamment des génes van, cfr et optrA. Ce travail préliminaire a révélé I’existence d’un clus-
ter de 5 souches poxtA(+) isolées entre 2017 et 2018 et issues de zones géographiques différentes. Le
support plasmidique du géne poxtA au sein d’un transposon composite et la confirmation de sa trans-
férabilité au sein des espéces testées permettent d’expliquer ’émergence des souches d’entérocoques
résistantes au LZD.

Mots clés : Enterococcus - Linézolide - poxtA - WGS - Conjugaison.
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Global analysis of beta-lactams resistant plasmids

Pierre-Emmanuel Douarre (pierre-emmanuel.douarre@anses.fr), Ludovic Mallet, Nicolas Radomski,
Arnaud Felten, Michel-Yves Mistou

Food Safety Laboratory, ANSES, Maison Alfort, France

Introduction and objectives:

Plasmids contribute to the epidemic propagation of antibiotic resistance genes in bacterial pathogens
and the dissemination of multidrug-resistant plasmids is an increasing threat for modern medicine. One
of the major global health concerns is the emergence of resistance to extended-spectrum beta-lactams
(ESBL) and carbapenem; resistance commonly associated with plasmids. The objective of this study is
to decipher the diversity of beta-lactams-resistant plasmids.

Materials and methods:

We have created a comprehensive database with all complete bacterial plasmids and associated meta-
data sourced from the NCBI database. This new collection is composed of 12084 plasmids found in
1564 distinct bacterial species that were isolated worldwide over more than 100 years. Plasmids were
classified based on replication (REP) and mobilization (MOB) typing using MOB-suite and the mobility
was predicted from the mobilization system. In silico prediction of the resistance phenotype was perfor-
med by searching genes using blast against the Resfinder database.

Results, discussion and conclusion:

Overall, 179 different beta-lactamase variants were detected in 2155 plasmids (18%). The most common
variant identified was TEM-1 (n=632) followed by KPC-2 (n=269) and OXA-1 (n=200). The beta-lacta-
mases included the four molecular classes (A-D) and belonged to 33 different enzyme families. The
majority of the beta-lactams-resistant plasmids (92%) also carried genes conferring resistance to other
antibiotics. Resistance to aminoglycosides was the most common phenotype associated with beta-lac-
tams followed by sulfonamides and trimethoprim and 52 % of the plasmids were multidrug-resistant.
The 2155 plasmids were isolated from 127 distinct species. The majority (n=1673), were associated
with Enterobacteriaceae. However, plasmids from Staphylococcaceae (n =154), Moraxellaceae (n=94),
Pseudomonadaceae (n=43) and 15 other bacterial families (n=191) were also represented. We found that
100 different REP-types and all MOB-types were identified where replication families IncF, Incl and IncX
and mobilization genes MOBP, MOBF and MOBH were the most abundant. The presence of multiple
replicons, facilitating the dissemination, was observed in 951 plasmids. Based on the mobilization typing,
82% of the plasmids were predicted to be mobile (68% conjugative and 14% mobilizable).

This analysis demonstrates that beta-lactams-resistant plasmids are very diverse, highly mobile and
often confer resistance to several class of antibiotics.

Mots clés : Plasmid - Resistance - Beta-lactamase - ESBL - Carbapenem.
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Sensibilité in vitro de souches du microbiote intestinal aux antibiotiques

Florine Ecale’ (florine.ecale@univ-poitiers.fr), Manilduth Ramnath?, Jean-Marc Berjeaud’,
Marie-Héléne Rodier'- 3, Alexandre Crépin'

"Laboratoire EBI, UMR CNRS 7267, Université de Poitiers, Poitiers, France
2 Eurofins CEREP France, Celle-Lévescault, France
3Laboratoire de Parasitologie & Mycologie, CHU de Poitiers, Poitiers, France

Un microbiote se définit comme un ensemble de microorganismes vivant dans un environnement spé-
cifique en interaction avec son écosystéme. Chez I’'Homme, le principal est le microbiote intestinal,
dont la connaissance reste incompléte. Les techniques dites « omiques » s’intéressent notamment aux
conséquences que peuvent avoir les médicaments sur la composition du microbiote intestinal. A ce jour,
peu de publications ont rapporté les effets de médicaments sur la croissance de bactéries composant le
microbiote intestinal en utilisant une approche dite de « culturomique ». Nous nous sommes intéressés a
certains antibiotiques couramment prescrits pour lesquels les seules données connues sont la sensibilité
des souches dites pathogenes et non celles des souches commensales. Nous avons ainsi déterminé in
vitro la sensibilité de bactéries composant le microbiote intestinal vis-a-vis de 7 antibiotiques

La sensibilité de 17 souches bactériennes représentant une partie du socle commun du microbiote
intestinal a été étudiée vis-a-vis de 7 antibiotiques utilisés en pratique courante. Pour cela, des antibio-
grammes en anaérobiose ont été réalisés sur le milieu unique mGam par la technique des disques. Les
diameétres d’inhibition ont été mesurés aprés 48 heures d’incubation a 37°C afin de déterminer la sensi-
bilité de chaque souche a I’antibiotique.

Dans nos conditions d’anaérobiose, toutes les souches étudiées sont sensibles a I'amoxicilline, a
I’amoxicilline/acide clavulanique et a la moxifloxacine. 11 souches sont sensibles au métronidazole, 14
a I’érythromycine et 15 a la cefpodoxime. Cependant seules 4 souches sont sensibles a I'association
sulfamethozaxole/trimethoprime.

Cette étude est la seule, a notre connaissance, qui s’intéresse a la sensibilité des souches commensales
du microbiote intestinal vis-a-vis des antibiotiques par une approche in vitro. Elle permet de mettre en
évidence que certaines souches commensales du microbiote intestinal possedent une résistance intrin-
seéque vis-a-vis d’antibiotiques utilisés en pratique courante.

Certains antibiotiques, en inhibant des souches du microbiote intestinal, peuvent ainsi étre indirectement
responsables d’effets indésirables provoqués par d’autres molécules prises concomitamment et dont le
métabolisme a été modifié par la disparition de certaines souches ou par la croissance anormale d’autres
souches.

Mots clés : Microbiote intestinal - antibiotique - sensibilité - in vitro.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 240
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19°™¢, France

(7))
c
.0
e}
o
S
L
£
hd
IS
@
(%]
)
=
o
(o)
<
]
-
a
w




SFM 2019 Communications affichées

SP1-P18

Kinetic characterization of soluble form of Enterococcus hirae PBP4 using bocillin

Youssef El Fattahi (yelfattahi@student.uliege.be), Ana Amoroso, Bernard Joris

CIP/Physiologie et génétique bactérienne, Université de Liége, Liége, Belgique

Enterococcus hirae’s PBP4 belongs to the penicillin binding protein (PBP) family. This bacterium pos-
sesses, at least, 6 PBP, PBP1 to PBP6. PBP4 is 75-kDa, membrane-anchored by its N-terminus polypep-
tide chain (Jacques and al, 1991). Its function remains unknown and its kinetic parameters has not been
characterised so far. In this study we produced and characterised soluble PBP4 (sPBP4) and determined
its kinetic parameters with several beta-lactams using a competition assay, including a labelled antibiotic
(Bocillin). Based on our results, we showed that PBP4 is quite sensitive to Penicillins and much less to
Carbapenems. But it exhibits no inhibition by Monobactams and Cephalosporin exepted Ceftobiprole
that remains efficient against sPBP4. Further studies will be undertaken to determine the physiological
role of PBP4. The obtention of the pbp4- will allow to establish the effects of this deletion on growth rate,
morphological aspects and resistance to B-lactams.

Mots clés : Kinetics - PBP4 - Enterococcus hirae - beta-lactams.
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Epidémiologie moléculaire de souches d’Enterobacter cloacaeproductrices de métallo-b-
lactamase de type VIM en France entre 2015 et 2018

Cécile Emeraud' %3 (cecile.emeraud88@gmail.com), Caroline Petit!, Laurent Dortet" 23

"Laboratoire de bactériologie, Hopital Bicétre, Le Kremelin-Bicétre, France
2EA7361, Paris-Sud University, Le Kremelin Bicétre, France
3CNR de la résistance aux antibiotiques, Le Kremelin-Bicétre, France

Introduction et objectifs :

Le nombre de souches d’ECC productrices de carbapénémase de type VIM- recues au CNR de résis-
tance aux antibiotiques de I’hdpital Bicétre a été multiplié par 4 entre 2015 et 2018. L’objectif de ce
travail est d’étudier a I’échelle moléculaire I’épidémiologie des souches d’ECC circulant en France
Matériels et méthodes :

Au total, 149 souches d’ECC productrices de carbapénemase de type VIM- (VIM-1 (n=58), VIM-4 (n=61),
VIM-1 + VIM-4 (n=26), VIM-2 (n=3) et VIM-19 (n=1)), recues au CNR entre 2015 et 2018 ont été étudiées.
L’ensemble des génomes a été séquencé par Illlumina®. Une des souches produisant VIM-1 et VIM-4
utilisée comme référence a également été séquencée par la technologie PacBio. Une détermination du
«sequence-type » a été réalisée (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/). Une analyse phylogénomique a
permis d’identifier les différents clones circulants (https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/). Pour
chaque clone, I’environnement et le support génétique du géne blaVIM a été étudié par conjugaison ou
transformation dans Escherichia coli.

Résultats :

L’analyse des génomes des souches d’ECC produisant la carbapénémase VIM a permis d’identifier 4
ST majoritaires : ST-873 (n=26), ST-66 (n=18), ST-78 (n=14) et ST-419 (n=12). Il ne semble pas y avoir
de lien entre le ST et type de carbapénémase VIM.

Les génes blaVIM-1 et blaVIM-(1+4) sont majoritairement portés par des plasmides de type IncA/C
(n=22/31 et 7/9 respectivement) et IncN (n=7/31 et 2/9). Le géne blaVIM-4 est exclusivement porté par
un plasmide de type IncHI2. Le géne blaVIM-4 est quant a lui porté par un plasmide de type IncA/C.
Tous les génes blaVIM-1 étudiés sont hébergés dans un intégron de type In916 alors que les génes
blaVIM-4 sont situés dans un intégron de type In416. Le géne blaVIM-2 est quant a lui hébergé dans
un transposon de type Tn1332. L’analyse par PacBio d’une souche productrice de carbapénemase de
type VIM-1 + VIM-4 a permis d’identifier I'intégron portant blaVIM-1et blaVIM-4: 5°CS-blaVIM-1-aacA27-
blaVIM-4-3CS’.

Cette étude a permis d’identifier les principaux clones d’ECC produisant la carbapénémase VIM circu-
lants en France et de caractériser les supports génétiques impliqués dans la diffusion de blaVIM- dans
les différentes espéces de ce complexe.

Mots clés : métallo-p-lactamase - VIM - Enterobacter cloacae.
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The Cronh’s disease associated E. coli LF82 forms intracellular bacterial communities inside
macrophages where antibiotic tolerant persisters accumulate

Olivier Espeli (olivier.espeli@college-de-france.fr), Victoria Prudent, Gaelle Demarre
CIRB College de France, Paris, France

Patients with Crohn’s disease present an abnormal colonization of the intestine by proteobacteria, among
these the family of Adherent Invasive E. coli (AIEC) has been characterized. AIEC are found in intesti-
nal lesions in patients with inflammatory bowel disease. AIEC are predominant in the mucus, adhere
to epithelial cells, colonize them and survive inside macrophages. In the laboratory we are particularly
interested in the characterization of AIEC adaptation to survival and growth inside macrophages. AIEC
resides inside mature phagolysosomes that provide a stressful environment (acid pH, oxidative stress,
nutrient starvation, etc.). This environment dramatically limits the growth of other E. coli strains. We have
recently demonstrated that stringent response and SOS induction are critical for AIEC survival and mul-
tiplication within macrophages. Here | will present our recent data showing that, during the early time
points of macrophage infection, AIEC produce an extrabacterial matrix composed of sugars and curli
fibers. Super-resolution STED microscopy shows that each individual bacterium is surrounded by the
matrix. AIEC multiplication resumes 10 hours post infection when the matrix is mature. We demonstrated
that altering the pathways involved in biofilm formation severely impacted the building of the mature
matrix and AIEC survival within macrophages. This suggests that intracellular bacterial communities with
biofilm like properties are formed by AIEC inside phagolysosomes. Interestingly we also demonstrated
that this matrix enhances the number of antibiotic tolerant AIEC present inside macrophages. Finally we
have identified some AIEC genes, absent in the genome of commensal E. coli, which are required for the
matrix formation. The putative selective advantages of this strategy to establish a niche in a highly toxic
vacuole will be discussed.

Mots clés : crohn’s disease - Escherichia coli - biofilm - persisters - stress adaptation.
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A new, simple and direct method to assess antimicrobial properties of untreated wood

Muhammad Tanveer Munir' (tanveer.munir@ecoledubois.fr), Héleéne Pailhories?, Matthieu Eveillard?,
Christophe Belloncle', Michel Federighi®

"LIMBHA, Ecole Supérieure du Bois, Nantes, France
2 ATOMycA, Inserm U892, CHU Angers, Angers, France
SUMR 1014 SECALIM, Oniris, Nantes, France

Introduction:

Wood is an organic and renewable material which is widely used in food and construction industries.
It has been shown to have hygienic benefits as a contact surface for the food industry. Therefore, the
demonstration of potential hygienic properties could be an additional advantage for its utilization in
hygienically important places.

The objective of the study was to develop a simple and direct screening method to assess the antimi-
crobial activities of untreated wood material.

Materials and methods:

Wood samples consisted of 9 mm diameter wood discs cut (manually or by laser) in transversal (RT) and
tangential (LT) directions, from 8 wood species, including poplar, pine, ash, oak (American & European),
European beech, okumé, douglas fir. Each disc was tested against 10 strains of important bacteria in
hospital hygiene (S. aureus, E. coli, A. baumannii, P. aeruginosa and E. faecalis). Bacterial suspensions
adjusted to a density of 0.5 MacFarland were inoculated by streaking on Mueller-Hinton agar plates.
Then wood discs were placed directly on agar plates with positive (Vancomycine (5ug) and Colistine
(25pg)) and negative controls (innert paper discs). Each plate (12cm x 12 cm) was utilized to test 16
sample discs (4x4) and incubated at 37°C for 24 hours. The experiment was performed in triplicates and
the inhibition zones, if present, were blindly measured by two different people.

Results and discussion:

Areas of inhibition were measured around the wooden discs placed on Mueller Hinton agar. The inhibition
diameters were variable according to tree species and the direction of the cut (Radial or Longitudinal).
This study showed that wood disc diffusion can be used to easily and rapidly screen antimicrobial pro-
perties of untreated wood samples.

Mots clés : agar diffusion - antimicrobial properties - Woods - hygiene - onehealth.
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A conjugation-based delivery vehicle with CRIPSR-Cas system targeting carbapenemase
encoding genes

Nicolas Charbonnel' (nicolas.charbonnel@uca.fr), Damien Balestrino', Geneviéve Bricheux!,
Richard Bonnet?, Ousmane Traoré', Christiane Forestier’

TUMR CNRS 6023 LMGE, Université Clermont Auvergne, Clermont Ferrand, France
2UMR INSERM 1071 M2iSH, Université Clermont Auvergne, Clermont Ferrand, France

Background:

The emergence of bacterial strains resistant to antibiotics is a major health threat. In view of that situa-
tion, and face to the lack of development of new antibiotics, various approaches have been proposed
to reduce the emergence and spreading of antibiotic resistances. CRISPR-Cas system can be program-
med to specifically target any DNA based on the information provided in the CRISPR array and can be
exploited to target bacterial populations that carry antibiotic resistance genes.

Methods and results:

Type Il CRISPR-Cas system that cleaves and degrades DNA through the action of the Cas9 endo-
nuclease was used. The Cas9 encoding gene and the sgRNA targeting the carbapenemase encoding
genes were expressed from a single vector, the broad host range conjugative plasmid pB10 plasmid
(IncP-1 group) isolated from a wastewater treatment plant and used as conjugative plasmid in complex
bacterial communities (Bellanger et al., 2014; Krol et al., 2011). Antibiotic resistance genes of this plas-
mid were initially deleted by allelic exchange without interfering with the mating and replication encoding
regions, enabling the deletion of an 18,844 bp region containing genes coding for tetracycline, ampicillin
and mercury resistances. This region was replaced by the sgRNA encoding gene created by successive
PCRs together with a fluorescent protein (GFP) encoding gene. The sgRNA have been designed by
comparing the available carbapenemase-encoding genes to find representative sequences of the diffe-
rent groups of carbapenemases; OXA-48, NDM and KPC-type carbapenemases. In parallel, the Cas9
encoding gene with its own promoter (5,673 bp) has been inserted in region 2 of pB10 by replacing a
4,537 bp-region harboring a potential integrase element (intl1 and resistance cassettes (oxa-2, gacE,
sul)). Mating assays were performed after each step to check that the replacements had occurred on all
copies of the plasmid (5-7 copies / cell) and that this slight version of the plasmid (48 kb) is still able to
conjugate at the same rate.

Conclusion:

The resulting plasmid combines mating property and CRISPR-Cas delivery system targeting specific
antibiotic resistance genes. It is the first step of an innovative strategy that could be used to treat micro-
bial communities enriched in antibiotic resistant bacteria.

Mots clés : Antibiotic resistance - CRISPR-Cas - carbapenemases - conjugative plasmid.
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Effet des huiles essentielles du pistachier de I’Atlas « Pistacia atlantica Desf. » sur Staphylococcus
aureus, agent causal de nombreuses affections buccales

Hazim Harouak (hazim.harouak@gmail.com), El Houssine Bouiamrine, Jamal Ibijbijen, Laila Nassiri

Faculté des Sciences Meknes, Meknées, Maroc

Introduction et objectifs :

Le pistachier de I’Atlas « Pistacia atlantica Desf. », arbre de la famille des Anacardiacées trés répandu
au Maroc, est largement présent dans la pharmacopée traditionnelle, notamment, contre les affections
bucco-dentaires dont I’'un des agents responsables est Staphylococcus aureus. Or, cette bactérie patho-
gene, quoique sensible a plusieurs types d’antibiotiques, connait ’émergence de souches de plus en
plus résistantes. Aussi, en guise d’alternative biologique, une investigation est faite sur les huiles essen-
tielles du pistachier de I'Atlas, et le pouvoir antibactérien est évaluépour des feuilles saines de la plante
et des feuilles a galles résultant de I'infection par des pucerons, tel, Forda riccoboni.

Matériels et méthodes :

Aprées prospection sur le terrain et récolté du matériél végétal, les huilles essentielles « HE » obtenues
par hydrodistillation ont été soumises a des tests phytochimiques de révélation des principales familles
et principes actifs ; la méthode de I'aromatogramme basée sur les mesures des diameétres d’ihnibition,
appuyée par le calcul des concentrations minimales inhbitrices « CMI » et bactéricides « CMB » ont été
utilisés pour I’évaluation de I'activité antimicrobienne envers Staphylococcus aureus.

Résultats, discussion et conclusion :

L’étude phyto-chimique a révélé la présence de composés chimiques biologiquement actifs tels que
les tanins, les flavonoides, les stérols et les triterpenes ; les feuilles a galles, comparées a celles saines,
sont plus riches en tanins, en particulier les tannins galliques. Parllelement, I’huile essentielle extraite des
feuilles infectées par Forda riccoboni a un effet antibactérien Iégérement supérieur a celui des feuilles
saines, les diamétres d’ihnibition étant respectivement de 18 £ 2 mm et 16 + 1 mm. Par ailleurs, avec
des valeurs respectives de 16 mg/ml et 10 mg/ml pour la CMB et la CMI, I’'HE des feuilles a galles jouit
d’un pouvoir antibactérien bactéricide ; par contre, I'HE des feuilles saines a un effet antibactérien bac-
tériostatique, vu que la CMB est de 5 mg/ml et la CMI est égale a 1.25 mg/ml.

Mots clés : Pistacia atlantica Desf. - Staphylococcus aureus - feuilles galles et saines - Phytochimie et
Huiles essentielles - Activité antimicrobienne.
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Increased Demethylmenaquinone-Dependent Reactive Oxygen Species Formation by B-Lactams
in Enterococcus faecalis

Loic Léger (loic.leger@outlook.fr), Aurélie Budin-Verneuil, Abdellah Benachour, Nicolas Verneuil,
Axel Hartke

UFR Sciences, Université de Caen Normandie, Caen, France

Introduction et objectifs :

Whereas the primary actions of B-lactam antibiotics are well characterized, the downstream effects of
these drugs are less well understood. Although their targets are extracellular, it has been proposed that
B-lactams in Escherichia coli increase respiration leading to an increased intracellular accumulation of
reactive oxygen species (ROS). The model was later challenged by other studies demonstrating that kil-
ling was independent from oxidative stress. These controversial viewpoints reflect that our mechanistic
understanding of the action of bactericidal antibiotics on bacteria remains incomplete.

E. faecalis is known to actively produce extracellular superoxide (O2-) even in the intestinal tract eliciting
chromosomal instability, inflammation and colorectal cancer (CRC). The objective of the present work
was to analyze if B-lactam antibiotics increase ROS formation in E. faecalis cells using drug concentra-
tions potentially encountered by these pathogens during antimicrobial treatment.

Matériels et méthodes :

Wild type cells of E. faecalis strain JH2-2 and isogenic mutants (soda, peroxidases, menB and recA
mutants) were exposed to amoxicillin or cefotaxime and production of ROS were determined under fer-
mentative and respiring conditions.

Résultats :

We will show that B-lactams over a large concentration range trigger a strong increase in ROS production
in E. faecalis under aerobic but not under anaerobic conditions. Interestingly, both amoxicillin for which
the bacterium is susceptible and cefotaxime for which it is resistant triggered this response. This stimu-
lation of ROS formation depends mainly on demethylmenaquinone (DMK), a component of its respiratory
chain but in contrast to E. coli, is observed only in the absence of respiration.

Discussion et conclusion :

B-lactam antibiotics, beside of inhibiting their extracellular targets, have clearly off-target intracellular
effects in E. faecalis. They seem to modify metabolism leading to an increased production of ROS mainly
via DMK autooxidation. Mechanisms by which B-lactams elicit these metabolic alterations are still poorly
understood on the molecular level and their understanding might allow the development of new drugs
devoid of these undesired downstream effects. Furthermore, the possibility that the antibiotic-stimulated
ROS production might be linked to the higher incidence of colorectal cancers in patients frequently
treated with B-lactams will be discussed.

Mots clés : E. faecalis - B-lactams - off-target effects - ROS production.
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Structural insights into class C and D beta-lactamases

Bogdan lorga' (bogdan.iorga@cnrs.fr), Agustin Zavala' 2, Thierry Naas?

TCNRS-ICSN, Gif-sur-Yvette, France
2CHU Bicétre, Université Paris Sud, Le Kremlin-Bicétre, France

Antimicrobial resistance became nowadays a serious threat to public health worldwide. Beta-lactams are
the most used antibiotics, and beta-lactamases the most widespread resistance mechanism. A repre-
sentative example is the class A KPC-2 that in a few years became one of the most menacing beta-lac-
tamase currently spreading worldwide [1]. The structural study of beta-lactamases provides insights
into their catalytic mechanism and active site architecture, which in turn is important for understanding
the structure-function relationships. Here, we describe the structural features and molecular modeling
studies for several class A, C and D beta-lactamases that may offer possible explanations for the uncom-
mon hydrolytic profiles determined experimentally.

The crystallographic structures and sequences gathered from our Beta-Lactamase DataBase (BLDB) [2],
combined with covalent docking and molecular dynamics simulations, showed that in most cases the
changes in hydrolytic profiles induced by mutations are due to structural modifications in the shape and
flexibility of binding site, but also by rearrangements in the water hydrogen bond network and subtle
changes in the position of the active water molecule [3-5].

The structures of beta-lactamases were determined by X-ray crystallography or built by comparative
modeling with MODELLER using the closest available structure as template. Covalent docking and
molecular dynamics simulations were performed using GOLD and GROMACS, respectively, in order to
explain the differences in hydrolysis profile. The position of stabilized water molecules in the active site
was determined using HOP.

Our study provides a better understanding of structural features that influence the hydrolytic profiles of
beta-lactamases and constitutes an important asset for the design of efficient beta-lactamase inhibitors.

Mots clés : X-ray crystallography - beta-lactamases - structure-function relationship - molecular mode-
ling - drug design.
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Use of quaternary ammonium compounds-microencapsules to fight against pathogenic biofilms

Simon Khelissa' (simon.khelissa@inra.fr), Nour-Eddine Chihib', Adem Gharsallaoui?,
Charafeddine Jama?®

TUMET- INRA-PIHM, Villeneuve d’Ascq, France
2| aboratoire BioDyMIA, Univ Lyon 1, ISARA Lyon, Bourg-en-Bresse, France
SUMET-PSI, Villeneuve d’Ascq, France

Introduction and objectives:

The developed microcapsules act as carriers of benzalkonium chloride (BAC) and dodecyltrimethylam-
monium chloride (DTAC) which are widely used disinfectants in hospital and food sectors. The goal of
this study was to set up stable microcapsules to carry then deliver these biocides to biofilm deep layers
of

Material and methods:

BAC and DTAC microcapsules were prepared then spray-dried by atomization. Microcapsules were
prepared with two different emulsifier compositions: monolayer microcapsules (ML) stabilized with the
sodium caseinate alone and bilayer microcapsules (LBL) stabilized with a mixture of sodium caseinate
and pectin. The minimum inhibitory concentration (MIC) of free and micro-capsulated BAC/DTAC was
investigated on food pathogens such as Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Listeria monocy-
togenes and Escherichia coli.

Antibacterial assays of our developed capsules were performed against biofilm formed by bacterial
strains cited above and compared to BAC used under its free form.

Results, discussion and conclusion:

MICs were significantly lower for encapsulated than for free BAC or DTAC. In addition, the disinfection
efficacy of our formulated microcapsules was studied on 24h aged-biofilms formed at 30°C. Our results
showed that the microencapsulation of both studied QACs used at their MICs reduced biofilm bio-
masses by up to 3 log. Free BAC and DTAC used at MICs had weaker antibiofilm effects when compared
to microcapsules. The presence of two layers surrounding the QAC, in case of LBL, may have resulted
in a progressive and controlled release of the encapsulated molecule. Furthermore, less QACs quantities
are required to observe greater antibiofilm when micro-capsulated. Several foodborne pathogens have
developed intrinsic and acquired QACs resistance reducing the efficacy of these disinfectants. QACs
are considered to have poor biodegradability, meaning that their excessive use is of major concern for
the environment. To tackle these problems, the targeted disinfecting strategy was proposed in our work
that unites efficient antibiofilm reduction with low QAC consumption. Therefore, our formulated QACs
microcapsules seem to be a good strategy to apply in concerned sectors even when used at MICs. The
application of such a QACs microcapsule-based delivery system can improve the surface disinfection
procedures and reduce the generated chemical wastes.

Mots clés : Biofilm - benzalkonium chloride - dodecyltrimethylammonium chloride - anti-bacterial activity -
micro-encapsulation.
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Etude des propriétés bactéricides des feuilles de Spondias mombin L. consommées sous forme
d’infusion en Coéte d’lvoire

Irene Ahou Kouadio' (irenekouadio@yahoo.fr), Paulin Amin Yapi', Moussa Sanogo?

"UFR Biosciences, Université Houphouét-Boigny, Abidjan, Céte d’lvoire
2| aboratoire de Microbiologie, Laboratoire Central vétérinaire de Bing., Abidjan, Céte d’lvoire

Introduction et objectifs :

Spondias mombin L. est une plante dont les feuilles sont utilisées sur le plan culinaire mais égale-
ment dans le traitement des troubles gastro-intestinaux comme la dysenterie et surtout la diarrhée
[1]. La diarrhée souvent provoquée par la consommation d’aliments contaminés par des bactéries
pathogénes constitue I’'une des principales causes de mortalité et de morbidité infantiles dans les pays
en développement dont la Céte d’ivoire [2]. Ainsi, cette étude a été réalisée afin d’évaluer les propriétés
bactéricides de la fraction antimicrobienne de I’extrait des feuilles de cette plante pour une contribution
a la recherche d’antibiotique naturel accessible.

Matériels et méthodes :

Dans cette étude, les feuilles de Spondias mombin L. ainsi que cing souches bactériennes a
savoir, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Staphylococcus aureus ATCC25923, Escherichia coli
ATCC25922, Salmonella enterotica ATCC42 et Klebssiela pneumonia ATCCO1 ont été utilisées comme
matériels biologiques.

Apres extraction et purification par la méthode a I’éthyle acétate, la fraction antibactérienne obtenue de
concentration 0.15 g / mL a été évaluée pour son effet bactéricide sur ces différentes souches bacté-
riennes par la méthode au réactif de I’Alamar Blue [3]. La fraction antibactérienne a été ajoutée a dif-
férents volumes dans une série de bouillons Miller Hinton pour obtenir des bouillons a des teneurs en
extrait antibactérien allant de 0,5% a 3%. Ces bouillons ont été ensemencés avec chaque suspension
bactérienne dont la densité optique était de 0,6. Aprés chaque durée de 24 heures d’incubation, le réactif
de I’Alamar Blue a été ajouté aux différentes cultures et les densités optiques ont été déterminées.
Résultats, discussion et conclusion :

Le pourcentage de cellules bactériennes survivantes était de 7% pour les souches de Klebssiela pneu-
monia et de Salmonella enterotica a la teneur de 2% de I’extrait antibactérien dans le milieu de culture
apres 48 heures d’incubation. A cette méme teneur en extrait antibactérien, le pourcentage de cellules
survivantes des souches de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli était
de 3%. Cet extrait posséde ainsi des propriétés bactéricides trés prometteuses surtout pour des popu-
lations souvent démunies. Nous comptons dans des études ultérieures, identifier les molécules a activité
bactéricide contenues dans cet extrait purifié.

Mots clés : Spondias mombin - Feuilles - Extrait - Bactéricide.
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Etiologic profile and sensitivity pattern of germs responsible for urinary tract infection among
underfive in Douala, Cameroon: a hospital-based study

Dorgelsse Francine Antoinette Kouemo Motse' (kouemofrancine@yahoo.fr), Dieudonné Désiré Adiogo?

"Bactériologie et virologie, université de Buea/Hdpital gynéco-obstét, Douala, Cameroun
2Université de Douala, Douala, Cameroun

Background:

Urinary tract infection (UTI) represents one of the commonest diseases encountered within medical
practice in community. With the growing problem of drug resistance, knowledge of antibiotic suscepti-
bility pattern, which is little known in our setting, is pertinent for UTl-related successful management. In
addition, data that seek to address this topic is scarce and disseminated especially in Cameroon. This
study aimed to analyse prevalence and antibiotic susceptibility of bacteria causing UTI in children less
than five years.

Methods:

A cross-sectional study was carried out from May 2013 to April 2014 at the Bonassama District Hospital,
Douala (Cameroon). Sociodemographic and clinical information from 400 children was documented
meanwhile urine samples were collected for bacteriological examination. Positive samples to uropa-
thogens were analysed in depth for identification of bacteria and antibiotic sensitivity testing by the disc
diffusion technique.

Results:

Urinary tract infection-related prevalence of 32.25% (129/400) was found in the study. Girls were more
infected than boys (57.4% versus 42.6, p-value = 0.0079). Escherichia coli was the main isolated bacterium
(41.08%) followed by Enterobacter cloacae (18.6%), Klebsiella pneumoniae (8.5%) and Staphylococcus
aureus (6.9%). Resistance rates of isolates of E coli were higher for penicillin and second- and first-ge-
neration cephalosporins. This pattern was similar for Enterobacter cloacae and Klebsiella pneumoniae.
Conclusion: Urinary Tract Infection (UTI) is still a major public health problem in Cameroon. The high
prevalence of UTI as well as microbial resistance, found in this study, justifies the requirement of UTI
treatment in order to improve its management. It will be helpful to use Aminosides (for enterobacteria)
and Macrolids (for Staphylococcus).

Mots clés : Uropathogens - children - prevalence - antibiotic resistance - Cameroon.
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Predictors of urinary tract infection and their diagnostic performances among underfive admitted
at the Bonassama District hospital in the town Douala, Cameroon

Dorgelesse Francine Antoinette Kouemo Motse' (kouemofrancine@yahoo.fr), Désiré Dieudonné Adiogo?

"Bactériologie et virologie, universite de Buea/Hdpital gyneco obstet, Douala, Cameroun
2Vice Doyen chargé de la recherche, Université de Douala, Douala, Cameroun

Background:

Urinary tract infections (UTIs) in child is a serious public health problem especially in developing countries.
This aimed at identifying factors associated with urinary tract infection and determining their diagnosis
performances as well as resulting algorithms among underfive living in the town of Douala, Cameroon.
Material and methods:

This cross-sectional study took place from May 2013 to March 2014 among children admitted at the
Bonassama District hospital. Sociodemographic, anthropometric, clinic and biological information were
documented from each child upon obtaining their parents/guardians’ consent.

Results:

The prevalence of UTI was 32.2% which was mainly caused by Escherichia coli (41.1%). A total of four
risk factors for UTIl were found after adjustment for all pertinent characteristics of children. These included
female gender (ARR= 0.55; P = 0.0046), presence of fever (ARR = 1.83; P = 0.0426), trouble urine (ARR =
1.36; P = 0.0063) and presence of nitrites in urine (ARR = 1.09; 95%CI 1.01-1.10; P = 0.0001). Presence
of nitrites was the most discriminant parameter based on specificity (98.1%), positive predictive value
(95.4%) and negative predictive value (90.1%). The presence of at least one of the four predictors had
better diagnosis performances than other defined algorithms. The diagnosis performances have gradual-
ly improved with the increasing number of parameters.

Conclusion:

This study reported four factors associated with increased risk for UTI. This also outlined that the pre-
sence of nitrites in urine had best diagnosis performances and different predictors-based clinical algo-
rithms could be helpful especially in the identification of UTI-negative children.

Mots clés : Underfive - urinary tract infection, - predictors, predictive - predictive potential - Cameroon.
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Etude du profil bactériologique des poches de sang transfusé au CHU et a I’Hépital Central de
Yaoundé/Cameroun

Guy Duplex Kuate Fokam' (Quypso2002@yahoo.fr), Hortense Gonsu Kamga?, Claude Tayou Tagny?,
Simplice Mole*

"Microbiologie et Parasitologie Médicales, Université de Buéa / Faculté de Médecine, Yaoundé, Cameroun
2| aboratoire de Bactériologie, Université de Yaoundé | / CHUY, Yaoundé, Cameroun

3Hématologie et Banque de Sang, Université de Yaoundé | / CHUY, Yaoundé, Cameroun

4Banque de Sang, Hopital Central de Yaoundé, Yaoundé, Cameroun

Introduction et objectifs :

Dans le but de contribuer a 'amélioration du processus transfusionnel dans nos structures de santé,
nous avons évalué le profil bactériologique des poches de sang délivrées au CHUY et a 'HCY.
Méthodologie :

Au cours de cette étude, transversale et prospective, nous avons déterminé la prévalence des poches
de sang contaminées et les bactéries isolées ont été testées aux antibiotiques usuels. Elle s’est déroulée
dans les laboratoires des banques de sang et de bactériologie pendant la période courant de juillet a
décembre 2013. Nous avons collecté au hasard 200 poches de sang stockées, prétes a étre transfusées
qui provenaient des donneurs bénévoles, familiers et/ou rémunérés.

Résultats :

Au total 150 poches de sang ont été collectées au CHUY tandis que 50 poches étaient collectées a
I’HCY. Au terme de notre analyse, nous avons enregistré 10 poches de sang contaminés soit une pré-
valence de 5%. 4,67% de ces poches contaminées provenaient du CHUY alors que 6% provenaient
de I'HCY. La durée de conservation des poches variait de 4 a 27 jours. Les bactéries isolées étaient les
cocci a Gram positif (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyti-
cus et autre S.C.N) et les bacilles a Gram négatif (Pasteurella pneumotropica et Klebsiella oxytoca). Les
germes ont été testés aux antibiotiques selon les recommandations du CA-SFM 2013. La plupart des
isolats présentaient une grande sensibilité vis-a-vis des différents antibiotiques. Néanmoins quelques cas
de résistance ont été observés vis-a-vis de la ticarcilline, la tobramicine et le cotrimoxasole pour ce qui
est de Pasteurella d’'une part, I'amoxicilline, I’aztréonam, et la fosfomycine pour ce qui est de Klebsiella
d’autre part et enfin la tobramicine, I’érythromicine pour ce qui est des souches de staphylocoque.
Conclusion :

Au terme de cette étude nous envisageons étendre la recherche sur le plan national avec pour but
d’identifier les sources de contamination afin de contribuer éfficacement a I'amélioration du processus
transfusionnel au Cameroun.

Mots clés : Bactérie - poches de sang - contamination - antibiotiques.
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SP1-P31

Determination of the required origin-of-transfer sequence for DNA transfer of a MOB, relaxase
mediating the transfer of Integrative and Conjugative Elements in Firmicutes

Haifa Laroussi (haifa.laroussi@univ-lorraine.fr), Emilie Robert, Sophie Payot, Nicolas Soler,
Nathalie Leblond-Bourget

UMR1128 DynAMic, Université de Lorraine, INRA, Nancy, France

Introduction and objectives:

Integrated and Conjugative Elements (ICEs) are major players allowing horizontal gene transfer, espe-
cially mediating the spread of antibiotic resistance and virulence genes. Our analysis of 124 completely
sequenced streptococcal genomes showed the high prevalence of ICEs belonging to the ICESt3/Tn916
superfamily (Ambroset et al, 2016). The initiation of conjugative transfer is performed by relaxases,
proteins encoded by ICEs that nick the DNA substrate at the origin-of-transfer (oriT). ICESt3/Tn916
superfamily encode relaxases belonging to a unique family called MOB,, a family related to rolling cir-
cle replication initiators of the Rep-trans family (Carr et al, 2016, Soler et al, 2019). Whereas the nick
site of the oriT is conserved with the Rep-trans proteins, the DNA binding site recognized by these
MOB; relaxases is still unknown. Our model is RelSt3, the MOB; relaxase encoded by ICESt3 from
Streptococcus thermophilus. The aim of this study is to determine the sequence required for DNA trans-
fer and the minimum sequence recognized by RelSt3 within the oriT region.

Materials and methods:

The in trans mobilization of a plasmid harboring different fragments of the ICESt3 oriT sequence was
used in conjugation experiments. The binding sequence of oriT DNA was studied by electrophoretic
mobility shift experiments (EMSA), using both double-strand and single-strand DNAs.

Results, discussion and conclusion:

We determined the minimal sequence of the oriT region of ICESt3 allowing DNA transfer. It includes the
conserved nicking site and a downstream region containing inverted repeats. This region was shown
to be specifically bound by the RelSt3 protein in vitro. By contrast, a RelSt3 variant depleted of its
N-terminal HTH domain is unable to bind this DNA region, demonstrating that the RelSt3-DNA interac-
tion is driven by the RelSt3 HTH domain. As previously shown for Rep-trans proteins, our results show
that the binding site of MOB, proteins is located downstream of the nick site. This work is the first cha-
racterization of the DNA binding site for a MOB, protein, and could lead to the identification of inhibitors
of MOB,-DNA interaction in the future.

Mots clés : Bacterial conjugation - antibiotic resistance spread - Integrative and conjugative elements -
protein-DNA interaction.
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The ICE/IME Finder approach and its application to the ICE/IME annotation in Streptococcus

Charles Coluzzi' (nathalie.leblond@univ-lorraine.fr), Julie Lao" 2, Gérard Guédon’,
Marie-Dominigie Devignes®, Chloé Ambroset!, Thomas Lacroix?, Héléne Chiapello?, Sophie Payot’,
Nathalie Leblond-Bourget®

"DynAMic, Université de Lorraine, Vandoeuvre-les-Nancy, France
2MalAGE, INRA, Jouy-en-Josas, France
3LORIA, Université de Lorraine, Vandoeuvre-les-Nancy, France

Introduction and objective:

Mobile genetic elements (MGEs) play a key role in bacterial genome evolution by enabling gene acqui-
sition through horizontal gene transfer. Among these elements, Integrative Conjugative Elements (ICEs)
and Integrative Mobilizable Elements (IMEs) are integrated in the chromosome of their hosts and trans-
ferred by the conjugation machinery.

Transfer and maintenance into the recipient cell are the two biological functions indispensable for ICEs
and IMEs. Genes and sequences involved in these functions are physically close on the DNA molecule
and organized as functional “modules”. Two characteristics of ICEs/IMEs and related elements can be
enlightened: (i) they evolve rapidly mainly through acquisition, loss and exchange of modules and (ii) they
are frequently integrated in tandem arrays or can be nested, resulting to fuzzy bounds. Consequently,
the detection and accurate annotation of ICE/IME bounds is a difficult task that requires dedicated bioin-
formatics approaches.

So far, two bioinformatics approaches allow to automatically detect and to annotate ICEs in bacte-
rial genomes [1, 2] but with imprecise bounds. None of them can detect nested or tandem elements.
Moreover, none of these methods can accurately detect IMEs. Thus, our aim was to designed a new
approach for ICE/IME detection and annotation named “ICE/IME Finder” [3, 4].

Results and conclusion:

In this communication, we will present the ICE/IME Finder methods and will demonstrate its efficiency
to annotate ICEs and IMEs within streptococcal genomes. Information collected in this work reveals the
abundance and huge diversity of ICE, IMEs, nested elements, and tandem arrays of elements within
streptococcal genomes. Moreover, the analysis of genes they carry demonstrates that many ICEs and
IMEs encode antimicrobial resistance. Therefore, the accurate annotation and delineation of these ele-
ments is essential to fully understand the spreading of antibiotic resistance genes.

Mots clés : antibiotic resistance spread - Integrative and conjugative elements - Integrative and mobili-
sable elements - bacterial conjugation.
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Etude de la production de biofilm, de la résistance aux antibiotiques et aux biocides chez des
souches de Pseudomonas aeruginosa isolées chez ’lhomme et I’animal

Marine Pottier'- 2 (albertine.leon@Ilaboratoire-labeo.fr), Francois Gravey? %4, Sophie Castagnet’,
Francois Guérin® 4, Antoine Géry?, Patrick Plésiat®, Albertine Léon'" %7, Simon Le Hello® 4"

Prévention et stratégies thérapeutiques, LABEO, Saint Contest, France
2Hygiene hospitaliere, CHU de Caen, Caen, France

3Mircobiologie, CHU de Caen, Caen, France

4Normandie Univ, UNICAEN, GRAM 2.0, Caen, France

SCNR résistance aux antibiotiques, Besancon, France

8 Normandie Univ, UNICAEN, U2RM, Caen, France

"Coordination équivalente

Introduction et objectifs :

La prévalence des souches de Pseudomonas aeruginosa (PAO) proches de la toto-résistance aux
antibiotiques augmente. De plus, PAO tend également a acquérir des résistances aux ammoniums
quaternaires (CDMA) utilisés dans les détergents/désinfectants usuels. Cette problématique est autant
retrouvée en médecine vétérinaire qu’humaine. Les objectifs sont ici, sur dix souches de PAO : cinqg
hospitalieres et cing équines, de déterminer leur niveau de résistance aux antibiotiques et au CDMA,
d’étudier leur formation de biofilm et de déterminer les supports génétiques associés.

Matériels et méthodes :

Les profils de résistance a six familles d’antibiotiques et les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
vis-a-vis du CDMA ont été déterminés par microdilution selon les recommandations du CA-SFM (2018
v1). Le biofilm formé a été caractérisé en « statique » par impédancemétrie couplée a la microscopie 3D
et en « dynamique » par microfluidique. Enfin, le séquencage complet des génomes et une approche
transcriptomique ont été réalisés pour tenter d’identifier les supports génétiques de la résistance au
CDMA.

Résultats, discussion et conclusion :

Les profils de résistances aux antibiotiques sont variés. Les CMI du CDMA les plus élevées (128mg/L)
retrouvées pour la moitié des souches (deux cliniques et trois équines) ne sont pas corrélées a un profil
type de résistance aux antibiotiques. Le résistome obtenu explique la résistance a toutes les classes
antibiotiques retrouvées. Le géne de la carbapénémase de type VIM-2, de support plasmidique, est
retrouvé exclusivement parmi les souches cliniques. La pompe RND (Resistance-Nodulation-Division)
MexA/B-OprM est surexprimée (> 2 fois) au sein des souches résistantes au CDMA, et plusieurs de
ses régulateurs présentent des altérations chromosomiques (substitutions ou délétions dans rocS2 et
mexR). Concernant la formation de biofilm, les mesures d’impédancemétrie et en microfluidique ont
mis en évidence plusieurs profils de production distincts. Cependant, ces profils semblent ne pas étre
corrélés aux profils de résistance aux antibiotiques et/ou au CDMA. La résistance aux biocides et anti-
biotiques s’accumulent chez PAO. Ces molécules trés utilisées tant en filiere animale qu’en clinique
humaine aboutissent a des impasses qui nécessitent une meilleure connaissance des mécanismes de
résistance et I’évaluation de I'efficacité d’autres biocides.

Mots clés : P. aeruginosa - antibiorésistance - ammonium quaternaire - biofilm - pompe RND.
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Evaluation of antimicrobial activity of octenidine and chlorhexidine against multidrug-resistant
Gram-negative pathogens, including polymyxin-resistant isolates

Mathilde Lescat' (mathilde.lescat@aphp.fr), Patrice Nordmann?, Laurent Poirel?

"Microbiologie clinique, APHP GHHUPSSD, Paris, France
2Microbiologie, Faculté de Médecine, Fribourg, Suisse

Background:

Colistin (COL) is a last-resort antibiotic for treating infections caused by multidrug-resistant (MDR) Gram-
negatives. However, a recent study showed that in-vitroselective adaptation of K. pneumoniae clinical
isolates to chlorhexidine (CHG) may select cross-resistance to COL. The objective of our study was to
evaluate whether a relation between reduced susceptibility to antiseptic molecules and COL may exist
(co-lateral effect).

Methods:

We performed in-vitroselection assays of mutants using isolates of E. coli, K. pneumoniae, K. oxyto-
caandE. cloacae,and octenidine (OCT), CHGand COL as selective pressures. MICs of COL, CHG and
OCT were compared for the mutants.

Results:

Selection of mutantsusing CHG as selective molecule allowed to recover strains with high MICs for all
three species, with a cross-resistance observed for COL, whereas OCT susceptibility remained the same.
Selection of mutants using COL as selective molecule allowed to recover mutants with high MICs of
COL for E. cloacae, K. pneumoniae and K. oxytocashowing a moderate decreased susceptibility to CHG,
whereas OCT susceptibility remained the same.

Selection of mutantsusing OCT as selective molecule allowed to recover K. pneumoniae, K. oxytocaand
E. cloacae strains showing only a slight increased MIC of OCT, that did not show any cross-elevated
MICs for the two other molecules. No E. colimutant with reduced susceptibility to OCT could be obtained.
Conclusions:

Selected mutants with decreased susceptibility to CHG and COL may occur in E. coli, K. pneumoniaeand
E. cloacaewith cross-decreased susceptibility to COL and CHG but without effect on OCT efficacy. It
also showed that selected mutants with very limited decreased susceptibility to OCT could be obtained
for K. pneumoniae and E. cloacae only, but with no cross effect of other molecules. Whole genome
sequencing of the mutants is ongoing to decipher the molecular basis of adaptation of these isolates
under the respective selective pressures.

Mots clés : antiseptics - enterobacteriaceae - colistine.
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Achromobacter : étude des mécanismes de résistance aux fluoroquinolones

Arnaud Magallon (arnaudmagallon29@gmail.com), Julien Bador, Jennifer Tetu, Anne-Charlotte Cheiakh,
Catherine Neuwirth, Lucie Amoureux

Microbiologie, CHU Dijon, Dijon, France

Introduction et objectifs :

Les bactéries du genre Achromobacter, bacilles a Gram négatif (BGN) non fermentaires, sont des
pathogénes opportunistes émergents, principalement dans la mucoviscidose. Elles sont fréquemment
résistantes (60 a 80%) aux fluoroquinolones (FQ), antibiotiques couramment utilisés, mais les méca-
nismes a ce jour sont inconnus. Chez les BGN le mécanisme le plus fréquent est la modification de
cible : substitution(s) dans les « Quinolone resistance determining region » (QRDR), régions particulieres
des protéines Topoisomérases |l et IV, codées par les genes gyrA, gyrB, parC et parE. L’'objectif de ce
travail était donc I'étude des mécanismes de résistance acquise aux FQ par modification de cible chez
Achromobacter spp.

Matériels et méthodes :

Apres repérage dans le génome par homologie avec Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, les
QRDR présumées des génes gyrA, gyrB, parC et parE. ont été séquencées chez 62 souches cliniques et
2 souches de référence. Par ailleurs, des mutants résistants ont été sélectionnés in vitro aprés exposition
aux FQ, et les QRDR de 45 d’entre eux ont été étudiées.

Résultats, discussion et conclusion :

Parmi les souches cliniques, nous avons identifié dans les QRDR sept substitutions uniques associées
a la résistance aux FQ: Q83L, S84P, D87N et D87G pour GyrA,, Q480P pour GyrB, T395A et K525Q
pour ParE. Les substitutions dans GyrA et GyrB ont été retrouvées a des positions déja décrites comme
impliquées dans la résistance chez E. coli ou P. aeruginosa.

Il est intéressant de noter que des substitutions ont uniquement été retrouvées chez des souches pré-
sentant une CMI de la ciprofloxacine > 32 mg/I et seulement chez 9 des 22 souches présentant ce haut
niveau de résistance. De plus aucune substitution n’a été retrouvée chez les mutants sélectionnés in
vitro. L’ensemble de ces résultats suggere que la modification de cible est un mécanisme peu fréquent
chez Achromobacter, contrairement a ce qui est décrit chez la plupart des BGN.

D’autres mécanismes, comme les efflux, largement répandus chez Achromobacter, sont probablement
impliqués, notamment dans les résistances a bas niveau. Les mécanismes de résistance acquise aux
FQ chez Achromobacter sont donc multiples, et probablement associés.

Mots clés : Achromobacter - Fluoroquinolones - Résistance - QRDR.
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Unravelling ceftazidime-avibactam resistance of KPC-28, a KPC-2 variant lacking carbapenemase
activity

Thierry Naas' (thierry.naas@aphp.fr), Saoussen Ouesalti’, Bogdan lorga?, Linda Tlili', Cynthia Exilie',
Agustin Zavala?, Laurent Dortet!, Agnes Jousset', Sandrine Bernabeu', Rémy Bonnin'

"EA7361, UPSud, Hopital Bicétre, Le Kremlin-Bicétre, France
2CNRS-ICSN, Gif-sur-Yvette, France

KPC-like carbapenemases have spread worldwide with more than thirty variants identified and differing
by single or double amino-acid substitutions. Ceftazidime-avibactam (CAZ-AVI) has become the treat-
ment of choice for infections with KPC-producers. However, CAZ-AVI resistance emerged in vivousually
following prolonged periods of treatment for (> 2 weeks). The D179 modification is always reported in
case of in vivo selection of CAZ-AVI resistant KPC-producing isolates. Here, we describe the steady-
state kinetic parameters of KPC-28, that differs from KPC-2 by a H274Y substitution and a two ami-
no-acids deletion (A242-GT-243) and that confers CAZ-AVI resistance.

The blaKPC-2, blaKPC-3, blaKPC-14 and blaKPC-28 genes were cloned into pTOPO vector for sus-
ceptibility testing or into pET41b for over-expression, purification and subsequent kinetic parameters
(Km, kcat) determination. Molecular docking experiments were performed to explore the role of the ami-
no-acid changes in the carbapenemase activity and in the CAZ/AVI resistance phenotype.
Susceptibility testing revealed that E. coliproducing KPC-28 displayed MICs that were lower for car-
bapenems and higher for ceftazidime and ceftazidime/avibactam as compared to KPC-2. The catalytic
efficiencies of KPC-28 and KPC-14 for imipenem were 700-fold and 200-fold lower, respectively, than
those of KPC-2, suggesting that the A242-GT-243 in KPC-28 and KPC-14 is responsible for reduced
carbapenemhydrolysis. Similarly, the H274Y substitution resulted in a 50-fold increase in ceftazidime
hydrolysis that was strongly reversed by clavulanate.

This study underlines that KPC-type (3-lactamases are more complex and diverse than expected, a sce-
nario well known for OXA-48-like enzymes. Here, we have shown that KPC-28 is lacking carbapenemase
activity, has increased ceftazidime hydrolytic activity, and is strongly inhibited by clavulanate.KPC-28-
producing E. coliisolates display an avibactam-resistant ESBL profile, that may be wrongly identified
by molecular and immunochromatographic assays as a carbapenemase. Accordingly, confirmation of
carbapenem hydrolysis will be mandatory with assays based solely on blaKPCgene or gene product
detection.

Mots clés : Avibactam - resistance - KPC.
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Chemical composition and antibacterial activity of Lavandula pedunculata (Miller) Cav. subsp.
atlantica (Br.-Bl.) Romo

Mariame Najem (mariamenajem@gmail.com), Lamia Bachiri, Rajae Belaidi, EI Houssine Bouiamrine,
Jamal Ibijbijen, Laila Nassiri

Equipe MicSolEnv, Faculté des Sciences, UMI, Meknés, Maroc

Introduction and objectives :

The eminent efficacy of antibiotics has motivated their massive and repeated application, leading to
a worrying phenomenon of antimicrobial resistance; so, some bacterial strains became multiresistant,
others toto-resistant. Thus, the discovery of new antibacterial agents based on natural compounds is
essential.

Faced with this scourge, the objective of this study is to evaluate the antibacterial activity of the essential
oil from Moroccan endemic species Lavandula pedunculata (Miller) Cav. subsp. atlantica (Br.-Bl.) Romo
against three bacterial strains, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae.
Materials and methods:

Analysis of the chemical composition of essential oil was performed by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC / MS). The antibacterial activity is manifested by the appearance of an inhibition
halo of the bacterial growth, around the disks impregnated with the essential oil. The result of this activity
is expressed by the diameter of the inhibition zone (mm).

Results, discussion and conclusion:

The lavender essential oil showed a very interesting antibacterial potential, depending on the target
bacteria and the volume used. The diameter of the inhibition has reached 16.00 + 0.1 mm, 14.10 +
0.27 mm and 12.03 + 0.06 mm respectively with Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae. This effect should be due to the chemical composition rich in Camphor (47.62%), Cubenol
(14.75%) and Fenchone (13.39%).

Thus, the essential oil of Lavandula pedunculata (Miller) Cav. subsp. atlantica is a very promising source
of natural compounds for the new antibacterial drugs production.

Mots clés : Antimicrobial resistance - essential oil - Lavandula pedunculata subsp. atlantica - antibacte-
rial activity - Morocco.
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Pseudomonas Colistin Resistance Encoded by the mcr-1 Gene in Brazzaville, Congo

Esther Nina Ontsira Ngoyi (esther_muller2003@yahoo.fr), Gabriel Ahombo, Tarcisse Baloki,
Rachel Moyen, Christ Aimé Kayath

"Université Marien NGOUABI de Brazzaville, Brazzaville, Congo-Brazzaville

In order to demonstrate the transmission of resistance genes between clinical and community pseudo-
monas, 61 strains of pseudomonas including 47 (77.04%) community pseudomonas and 14 (22.96%) cli-
nical pseudomonas were tested with antibiotics by the method of diffusion of the antibiotic discs in solid
medium on Mueller Hinton medium. Thirty four strains of DNA comprising 20 (58.82%) community strains
and 14 (41.18%) clinical strains exhibiting colistin resistance were extracted; then, the mcr-1 resistance
gene was detected by PCR. The antibiotic sensitivity test showed that tobramycin and ciprofloxacin
were more active in community and clinical pseudomonas. The difference was significant with one
p<0.05 for five antibiotics between community and clinical pseudomonas. PCRs of the mcr-1 gene are
positive for 8 (40%) community pseudomonas strains and 5 (35.71%) clinical pseudomonas strains. The
amplified mcr-1 gene fragments were different in size in clinical pseudomonas. Keywords: Resistance;
Pseudomonas; Colistin; Mcr-1><0.05 for the antibiotics between community and clinical Pseudomonas
PCRs of the mrc-1 gene are positive for 8 (40%) community pseudomonas strain and 5 (35.71%) clinical
Pseudomonas strains. The amplified mrc-1 gene fragments were diffrent in size in clinical Pseudomonas

Mots clés : Resistance - Pseudomonas - colistine - Mcr-1.
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Beta-lactamases, types TEM, CTX-M, SHV and OXA-48 in Escherichia coli, from Brazzaville, Congo

Esther Nina Ontsira Ngoyi (esther_muller2003@yahoo.fr), Landry Mpelle, Christian Aimé Kayath,
Rachel Moyen, Etienne Nguimbi

Université Marien NGOUABI de Brazzaville, Brazzaville, Congo-Brazzaville

The objective of this study was to evaluate the emergence of beta-lactam resistance related to extended
spectrum beta-lactamase (ESBL) encoding genes (TEM, SHV, CTX-M-1 and OXA-48) in Escherichia coli
from Brazzaville. In the period between January 2016 and May 2017, 89 strains in E. coli were isolated
from hospitalized patients, outpatients and domestic sewage. The E. coli strains were identified by the
API 20E system. An antibiogram was performed on isolated trains by the disk diffusion method. The
ESBL phenotype was detected using the synergistic technique according to CA-SFM (ESBL). Genes
were detected using PCR and characterized by sequencing. An overall prevalence of 48.31 (43/89)
and rates of 74.42, 23.26, 9.30, and 6.97% for blaTEM genes blaCTX-M-1, blaSHV and blaOXA-48
were detected. 25.58% were community strains and 74.42% hospital. The majority were isolated urine
(81.40%) and the urology department was more represented. Except for imipenem, colistin strains of
ESBL showed high resistance to other antibiotics than non-yielding ones (p <0.05). This high prevalence
of detected ESBL, the high level of resistance to antibiotics raises fears of a high risk of multidrug resis-
tant bacteria and call on the authorities for a policy of monitoring resistance.

Mots clés : E coli - ESBL - Brazzaville - Congo.
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Genomic insights into Carbapenemase-producing Escherichia coli isolated in France

Rafael Patino Navarrete' (rafael.patino-navarrete@pasteur.fr), Nicolas Cabanel', Lauraine Gauthier?,
Isabelle Rosinski-Chupin', Laurent Dortet?, Remy A. Bonnin?, Thierry Naas?, Philippe Glaser"

"EERA, Institut Pasteur, Paris, France
2French NRC for Antibiotic Resistance, Le Kremlin Bicétre, France

Introduction and objectives:

Carbapenems are considered as last resource antibiotics for the treatment of infections caused by
Multi-Drug Resistant (MDR) Gram negative bacteria. The emergence and dissemination of Carbapenem
Resistant Enterobacteriaceae (CRE) is becoming one of the most urgent concerns among health autho-
rities. Production of carbapenemases is the much-feared mechanism of resistance to carbapenems [1].
A large increase in the incidence of CP-Ec has been detected by the French National Reference Center
(Fr-NRC) during the last years. Dissemination of CP-Ec clones in the community would be alarming. The
main objective of the present study is to characterize the CP-Ec population isolated in France, and to
shed light on the mechanisms underlying the emergence and dissemination of particular CP-Ec clones.
Methods:

A collection of 750 CP-Ec received by the Fr-NRC during the 2012-2015 period was lllumina sequenced,
and analyzed by means of phylogenetics, and comparative, epidemiologic, and evolutionary genomics.
Results and conclusion:

The majority of the CP-Ec strains (66%) were obtained from rectal swaps on patients suspected of
carrying CPE. The analysis of these sequences revealed a high diversity among CP-Ec, with 164 different
Sequence Types (ST). However, the clonal complexes CC38, CC23, and CC10 accounted for 42% of
the CP-Ec identified in France. OXA-48-like family carbapenemases were identified in 83% of the French
CP-Ec, the alleles blaOXA-48 and blaOXA-181 being the first and second most prevalent carbapene-
mases, found in 491 and 104 isolates respectively. However, while the blaOXA-48 allele was widely
distributed in different STs, blaOXA-181 was mainly found in ST410, ST90, and ST1284. These lineages
show specific evolutionary trajectories we have characterized [3].

Our study shows that despite the diversity of CP-Ec in France, there are three clonal complexes that
accumulate most of the isolates. ST410 and ST38 clones, which have been recently associated with the
world-wide spread of CP-Ec, are included within these clonal complexes [2-4]. The fact that the majority
of the samples came from regular screenings may suggest that some CP-Ec clones are already present
in the community.

Mots clés : Carbapenemase - Escherichia coli - genomics.
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Structural study of the two-component system response regulator ParR from Pseudomonas
aeruginosa

Gilles Phan (gilles.phan@parisdescartes.fr), Karim Housseini-b-Issa, Michéle Salem,
Marie-Bernard Lascombe, Isabelle Broutin

CNRS UMR 8038, Université Paris Descartes, Paris, France

Pseudomonas aeruginosa is the most problematic pathogens in chronic respiratory infection of cystic
fibrosis (CF) patients. The high prevalence of hypermutable strains and the complex regulation of adap-
tive resistance lead to the use of polymyxins (colistin or polymyxin B) as the last resort treatment of hos-
pital multi-resistant strains. In the last years, polymixin resistant phenotype has increased in nosocomial
and CF strains. Recent studies have revealed that the two-component system (TCS) ParRS efficiently
orchestrates polymyxin resistance through three essential mechanisms, such as membrane modification
of the lipopolysaccharide (LPS), overexpression of the MexXY efflux pump and repression of the OprD
porin.

The TCS is composed of two protein partners: the sensor membrane receptor ParS and the cytosolic
response regulator ParR. Upon colistin activation, the sensor ParS relays a phosphate group from ATP
to the cognate ParR which regulates in turn the expression of target genes through its DNA-binding
domain (DBD). Muller et al. (2011) have identified an intriguing gain-of-function mutant M59I of ParR
from CF stains.

In order to understand the molecular mechanism of ParR activation, we are studying the structure of
wild-type ParR together with the mutant M59I. Our results by SAXS (Small Angle X-ray Scattering) show
that both wild-type and mutant are monomeric proteins made of two domains, presumably the receiver
(REC) domain and the DBD domain. Besides, isolation of domains allows us to solve the crystal structure
of the REC domain that carries the gain-of-function mutation. Structural details of the ParR wild-type,
M591 mutant and that of the active form-like D57E mutant shed light on the molecular mechanism of
ParR and the role of M591 mutant in the protein activation.
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Projet ECHANGENE : Etude des échanges de génes de résistance aux antibiotiques entre bactéries
de différents biotopes

Matthieu Pot' (MPOT@pasteur-guadeloupe.fr), Yann Reynaud', Gaélle Gruel’, Séverine Ferdinand’,
Sébastien Breurec' 2 3, Antoine Talarmin', Stéphanie Guyomard-Rabenirina'
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2CHU de Pointe-a-Pitre/Abymes, Pointe-a-Pitre, Guadeloupe
3Faculté de Médecine Hyacinthe Bastaraud, Université des Antilles, Pointe-a-Pitre, Guadeloupe

Introduction et objectif :

L’environnement joue un réle central dans la dissémination des bactéries résistantes via les déchets
humains et animaux qu’il recoit. Des échanges peuvent donc a priori survenir entre bactéries environne-
mentales, elles-mémes réservoir de genes de résistance, et bactéries humaines et animales. Cependant
malgré les nombreuses études environnementales portant sur I'antibiorésistance, la dynamique
d’échange de génes et d’éléments génétiques mobiles entre souches humaines, animales et environne-
mentales est encore mal connue.

L’objectif principal de ce projet est d’étudier la dissémination de génes d’antibiorésistance et leurs sup-
ports génétiques et bactériens entre 3 compartiments (homme-environnement-animal) en se focalisant
sur le process d’épuration des eaux usées, interface entre les activités humaines et I’environnement.
Matériels et méthodes :

Entre 2018 et 2019, des souches d’entérobactéries (Enterobacter cloacae complex, Escherichia coli et
Klebsiella pneumoniae) productrices de BLSE (EBLSE) ont été isolées de 266 patients hospitalisés au
Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Pointe-a-Pitre. En parallele 9 campagnes de prélevements des
effluents en sortie du CHU et a différents niveau du process d’épuration ont été réalisées. Cent-vingt ani-
maux vivant a proximité de la station d’épuration ont également été prélevés. Les souches d’intérét ont
été caractérisées selon leur profil de résistance aux antibiotiques. Des isolats présentant un antibiotype
comparable et issu d’un continuum homme-environnement-animal ont été analysés aprés séquencage
complet du génome.

Résultats, discussion et conclusion :

A partir des 3 compartiments étudiés, 905 souches d’EBLSE ont été isolées (292 souches humaines, 348
des effluents et 265 des animaux). La population animale échantillonnée dans le voisinage de la station
présente une forte prévalence de souches résistantes (70%). Le séquengage complet est toujours en
cours mais un premier panel de souches d’E. coli issues des 3 compartiments a pu étre analysé (n=26).
L’analyse Core MLST a montré une similarité génétique entre certains isolats issus des animaux et ceux
des effluents. La majorité des souches étaient porteuses du géne blacry.m.15 (17/26). Les ST38 et 131
étaient les plus fréquemment retrouvés et parmi les plasmides, le type IncFll étaient prédominants (43%).
Les isolats issus des activités humaines semblent étroitement liés a ceux retrouvés chez les animaux
directement impactés par ces derniéres.

Mots clés : Antibiorésistance - BLSE - entérobactéries - génome - One Health.
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Two strategies to load bacterial replicative helicases

Sophie Quevillon-Cheruel' (sophie.quevillon-cheruel@i2bc.paris-saclay.fr), Stéphanie Marsin’,

Yazid Adam?, Jessica Andreani®, Sonia Baconnais®*, Pierre Legrand®, Ines Li de la Sierra-Gallay"’,
Claire Cargemel’, Hélene Walbott!, Christophe Possoz?, Francoise Ochsenbein®, Dominique Durand’,
Eric Le Cam?*, Jean-Luc Férat?

"CNRS-I2BC, Orsay, France

2CNRS-I2BC, Gif-sur-Yvette, France
8CEA-I2BC, Gif-sur-Yvette, France

4IGR, CNRS, Villejuif, France

5Synchrotron SOLEIL, Gif-sur-Yvette, France

Bacterial replicative helicases (DnaB) are homo-hexamers that unwind DNA in front of the replication fork,
bringing speed and processivity to the DNA synthesis process. At the onset of the bacterial replication,
the orderly assembly of the initiation protein (DnaA) at the unique origin of replication of the chromosome
results in the unwinding of the DNA, where two helicases are recruited and loaded “tete-beche”. While
the recruitment is ensured by DnaA, the loading of the replicative helicases is assisted by designated
loaders, essentials, and belonging to two groups. The proteins belonging to the DnaC/l type were the
best studied to date. Yet, their distribution is marginal in the bacterial domain. It was established phy-
logenetically that dnaC/l genes are domesticated phage elements that replaced several times through
evolution the bacterial and ancestral gene, dciA. Although most bacteria specify DciA, the mechanism
through which the replicative helicase is managed by DciA during replication initiation remains elusive,
which prompted the present study.

We combined functional and structural analysis of the interaction between DnaB and DciA from V. chole-
rae. One position (the so called “module”) of the helicase appears to be diagnostic of each type of media-
tor. We obtained a crystal structure of a DnaB:DciA complex, which we compared to the DnaB:DnaC
complex from E. coli (pdb id 6QEL). Except for the module, which is at contact distance in both com-
plexes, the interaction of each mediator with the helicase results in major organization differences of the
helicase:mediator complex. Altogether, our results indicate that bacterial replicative helicases are loaded
according to two distinct mechanisms, each of which is driven by either of the two mediators. Molecular
considerations justifying these two modes of loading will be presented, in light of the strategy adopted
by phage mediators to hijack the host helicase. The structure resolution of the two types of complexes
at the atomic level now allow us to consider the development of new therapeutic peptides, in order to
interrupt the interaction between the helicase and its loader, with the consequence to prevent the bac-
terial replication.

Mots clés : DciA - replicative helicase - antibacterial peptides - structural biology.
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A novel class of antibiotic with an unprecedented uptake mechanism in Gram negative pathogens
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Sandra Silve!, Corinne Geissler!, Emilie Lessoud’, Catherine Lapeyrere'!, Anouchka Fievet®, Astrid Rey?,
Michael Mourez', Eric Bacqué?, Lloyd Payne®, Laurent Fraisse®

"Bacteriomics, Evotec ID, Marcy—l’Etoi/e, France
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3Severe Bacterial Infections, Sanofi R&D, Marcy-I’Etoile, France
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SDirection, Evotec ID, Marcy-/’Etoile, France

Severe hospital infections with truly multi drug resistant Gram negative bacteria are few but deadly. The
discovery of antibiotics to answer this medical need is indeed challenging because of 2 main bottlenecks :
finding novel targets and finding compounds able to penetrate through outer and inner membranes.
An innovative way to overcome this penetration bottleneck is to hijack bacterial transporters, with the
associated risk that transporter invalidation could be a cause of resistance. We will present a study with
a novel antibiotic scaffold demonstrating with genetic invalidations and complementation studies that
this molecule hijacks three transporters in E. coli, and we will show the consequences of transporter
redundancy or preference for a single transporter on the risk of resistance, both in vitro and in infection
models. Hijacking transporters is an innovative strategy to develop novel classes of antibiotics.

Mots clés : Antibiotic - Novel Class - Uptake - Permeability Barrier - Resistance.
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Investigating bromodomains as a potential new antifungal drug target
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4TIMC-IMAG, Grenoble, France

5University of Southern California, Los Angeles, Etats-Unis

Systemic fungal infections are a major cause of mortality in immunocompromised individuals. Candida
species are responsible for the majority of nosocomial fungal infections. There is increasing resistance
to the limited repertoire of antifungal drugs available, which are also expensive and highly toxic. There is
therefore an urgent need for novel therapeutic agents.

The laboratory has recently identified a fungal chromatin-interacting module, the bromodomain (BD), as
a potential new target for antifungal therapy. We showed that Bdf1 protein, a member of the BET family,
is essential in several Candida species and that mutations inactivating its two BDs result in a loss of via-
bility in vitro and decreased virulence in mice. We reported small-molecule compounds that inhibit Bdf1
from C. albicans and C. glabrata with high selectivity over human BDs.

However, BET proteins possess two BDs with divergent ligand binding pockets that must both be inhi-
bited in order to achieve a potent antifungal effect, an important obstacle to successfully translate BET
inhibitors into antifungal therapeutics.

My project considers alternative BD-proteins with promising potential as antifungal targets. We have
identified components of a chromatin remodelling complex, where the functionality of only a single BD is
predicted to be essential for yeast viability. | propose to explore the functional role of these proteins, to
characterize their mechanism of action and to identify small molecules impairing their function. This pro-
ject aims to establish proof-of-concept that small-molecule inhibition of these BDs is a valid antifungal
therapeutic strategy. This research involves four partner laboratories with combined expertise in fungal
genetics/epigenetics, protein biochemistry, structural biology, chemical screening, medicinal chemistry
and medical mycology.

This poster overviews the lab research on new antifungal strategy development and presents my recently
started postdoctoral project.

Mots clés : Candida - antifungal drug targets - bromodomains - chromatin.
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Characterization of a relaxase of the MOB, family, a unique family of relaxases mediating the
transfer of numerous Integrative and Conjugative Elements from Firmicutes

Nicolas Soler' (nicolas.soler@univ-lorraine.fr), Emilie Robert!, Isaure Chauvot de Beauchéne?,
Philippe Monteiro!, Bernard Maigret?, Sophie Payot?, Marie-Dominique Devignes?, N
athalie Leblond-Bourget’

"UMR1128 DynAMic, Université de Lorraine, INRA, Nancy, France
2L ORIA, Université de Lorraine, CNRS, Inria, Nancy, France

Introduction and objectives:

Integrated and Conjugative Elements (ICEs) are major players allowing horizontal gene transfer, espe-
cially mediating the spread of antibiotic resistance and virulence genes. Our analysis of 124 completely
sequenced streptococcal genomes showed the high prevalence of ICEs belonging to the ICESt3/Tn916
superfamily (Ambroset et al, 2016). The initiation of conjugative transfer is performed by relaxases,
proteins encoded by ICEs that nick the DNA substrate at the origin of transfer (oriT), using a divalent
cation as cofactor. ICESt3/Tn916 superfamily encode relaxases belonging to a unique family called
MOB,, that is structurally related to Rolling Circle Replication (RCR) initiator proteins of the Rep-trans
family (Carr et al, 2016). The aim of this study is to understand how relaxases of the MOB family func-
tion by the identification of their catalytic residues, and those involved in cation coordination. Our model
is the MOB; relaxase encoded by ICESt3 from Streptococcus thermophilus, RelSt3 (Soler et al, 2019).
Materials and methods:

In silico analysis and homology modeling allowed us to identify (i) the conserved motifs for MOB.
relaxases and (ii) putative residues within these motifs, which are supposed to be important for endo-
nuclease activity. RelSt3 mutant proteins were generated accordingly by mutagenesis. Mutants and WT
RelSt3 proteins were over-expressed and purified from E. coli and their relaxase activity was tested.
Results, discussion and conclusion:

Six conserved motifs were identified, five of which are also conserved with the Rep-trans proteins. The
purified RelSt3 protein was shown to be dimeric and to harbor the expected cation-dependent single-
stranded endonuclease activity. The analysis of the activity of the variant proteins indicated that (i) the
conserved tyrosine is indeed essential for relaxase activity, and (ii) the 3 acidic residues homologous
to the active site of the Rep-trans proteins known to coordinate a cation are also essential for relaxase
activity of RelSt3. These data confirmed the evolutionary relationships between MOBT and Rep-trans
proteins, harboring an active site distinct from the one of the canonical relaxase families, which instead
use a ‘HxH’ motif for cation coordination (Chandler et al, 2013).

Mots clés : Bacterial conjugation - antibiotic resistance spread - Integrative and conjugative elements -
Tn916 - MOBT relaxases.
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Iron Import to Counter the Toxic effects of Copper or Cadmium Overload in Bacteria, a Delicate
Balance

Anne-Soisig Steunou (anne-soisig.steunou@i2bc.paris-saclay.fr), Marion Babot, Anne Durand,
Marie-Line Bourbon, Sylviane Liotenberg, Yoshiharu Yamaichi, Soufian Ouchane

Institute for Integrative Biology of the Cell (I2BC), Université Paris Saclay, CEA, CNRS, Université Paris Suqd,
Gif-sur-Yvette, France

Copper (Cu*) or cadmium (Cd?*) can be toxic through diverse mechanisms, including [4Fe-4S] degrada-
tion and oxidative stress in both prokaryotes and eukaryotes. Iron (Fe) uptake could be involved in Cu*or
Cd?* response and toxicity; this has not been directly tested yet, however transcriptomic and proteomics
data support this hypothesis. Here, we used a selection of Cu* and Cd?* sensitive mutants of the purple
bacterium Rubrivivax gelatinosus and showed that Cu* or Cd?* tolerance relied on the expression of the
Fur-regulated FbpABC iron transporter. To support this conclusion, inactivation of the FopABC system in
the Cu* or Cd**-ATPase-efflux mutants gave rise to hypersensitivity towards these metal ions. Moreover,
Cu* or Cd?*induced FbpA expression, suggesting that, although Fe uptake might increased Fe-based
Fenton chemistry, it is a crucial response for bacterial survival under metal stress. Similar findings were
also described in Vibrio cholerae. We also showed that the exposure of the efflux ATPase mutants to
Cu* or Cd?* in R. gelatinosus and V. cholera resulted in an increased expression of the Fe-Sod, likely in
response to Fe uptake. Our data support a model in which metal excess induced Fe uptake following
4Fe-4S degradation and would induce SodB and ROS detoxification system.
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Approaches to study persistence to bactericidal antibiotics in E. coli
Wei Lin Su' (wei-lin.su@inserm.fr), Marie-Florence Bredeche', Chantal Lotton’, lvan Matic' 2

Institut Cochin, INSERM - Université Paris Descartes, Paris, France
2CNRS, Paris, France

Bacterial persisters are a sub-population of dormant cells that can transiently survive lethal antibiotic
treatment, while they are genetically susceptible. When the antibiotic is removed, persisters can regrow,
which might lead to infection relapse and treatment failure.

We aim to understand the mechanisms by which cells enter in persistence, maintain this phenotype and
recover afterwards. Persisters’ formation is a stochastic phenomenon, happening at very low frequency
(< 0,01), making their study challenging.

Here, we optimized a method to enrich the population of interest. We study spontaneous persisters to
bactericidal antibiotics in Escherichia coli, using genetic approaches, fluorescent reporters, flow cytome-
try coupled with sorting (FACS), and microfluidic coupled with microscopy.

Mots clés : persisters - antibiotic - flow cytometry - microfluidic.
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Prevention of the horizontal transfer of antibiotic resistance genes: validation of the DNAse effect
of biocides used in research laboratories
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2SIPPT - URBM, Université de Namur, Namur, Belgique

In a previous study, we showed that plasmid-specific sequences were found in non-laboratory bacte-
ria strains isolated from laboratory waste waters (oral communication at the 2018 SFM congress). This
suggests that laboratory plasmids have been transferred to those bacteria species. Therefore one could
question the efficacy of current decontamination methods to destroy bacterial DNA. To answer this
question, we checked the DNAse effect of current decontamination methods.

PCR was used to detect genes coding for (1) antibiotic resistance and (2) the origin of replication of
frequently used laboratory plasmids (ORI), in bacteria from laboratories effluents. Selected isolates
were identified using the 16S rRNA sequencing method. DNAse effect of several physical and chemical
decontamination methods has been evaluated using quantitative PCR of the plasmid marker gene (ORI).
The tested chemicals included treatment by bleach or by a commercial product (P) - in combination or
not with phosphoric or sulfuric acid (0,1 - 1,5 M).

A DNAse effect is observed when H2SO4 is added to samples treated by 5-10% NaCLO. The D value of
sulfuric acid is 0,75 M. To reach the assurance of a 99,9% reduction of DNA, the H2SO4 final concen-
tration should then be 2,25 M. The commercial chemical disinfectant (P) showed a DNAse activity with a
D value of 7,7% (v : v) and the assurance of a 99,9% reduction of DNA is reached with a 23% ponderal
concentration.

Although NaClQO is effective to inactivate a broad range of biological agents, it should not be used alone
for treatment, since DNA - including synthetic constructs coding for antibiotic resistance genes - is
not destroyed. The alternative approach is to replace (or complete) NaClO by a treatment with H2SO4.
However, considering the high acid concentration needed (i.e., 2.25 M), this method is questionable in
the general perspective of laboratory / environment safety. One can also replace NaCIO by a biocidal
mixture, presenting a DNAse activity. However, such mixtures are hazardous for the environment too.
To conclude, we recommand the incineration of small volumes of liquid wastes, while designing further
treatment of large volumes of biocide-treated wastes to minimize their environmental toxicity.

Mots clés : antibiotic resistance - horizontal gene transfer - Waste water - D value (LOG reduction) - bio-
safety.
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Association antibiotiques - extraits d’huiles essentielles : effets antagonistes chez Pseudomonas
aeruginosa

Alexandre Tetard' (alexandre.tetard@laposte.net), Catherine Llanes?, Patrick Plésiat? 3

TUMR 6249, UBFC, Besacon, France
2UMR 6249, UBFC, Besancon, France
3Bactériologie, CHU Jean Minjoz, Besancon, France

Introduction et objectifs :

La pression de sélection causée par les antibiotiques a fait augmenter le nombre de souches multi-ré-
sistantes, rendant les solutions thérapeutiques toujours plus complexes. C’est le cas de la bactérie P.
aeruginosa qui, en plus de sa résistance naturelle, montre une capacité adaptative qui lui permet d’aug-
menter le spectre et le niveau de résistance. Face a ce constat, patients et cliniciens cherchent des alter-
natives thérapeutiques parmi lesquelles certaines huiles essentielles apparaissent comme un recours
possible. Cependant, le stress induit par certains de ces composés naturels (aldéhydes) provoque la
surproduction de pompes d’efflux capables d’exporter les antibiotiques hors de la bactérie. Dans ce
travail, nous avons déterminé I'impact de deux aldéhydes naturels sur la résistance de P. aeruginosa aux
antibiotiques : le cinnamaldéhyde (CNA) et le citral (CIT).

Matériel et méthodes :

Le pouvoir bactéricide du CNA/CIT sur a été mis en évidence par la réalisation de courbes de croissance
sur la souche de référence PA14. La résistance aux antibiotiques a été mesurée par la détermination des
Concentrations Minimales Inhibitrices avec et sans CNA/CIT. En cas d’antagonisme, les mécanismes
mis en jeu ont été explorés au cours du temps par RT-qPCR des génes d’efflux (mexB, mexC, mexE et
mexY). L'impact de I'efflux dans I'adaptation au CNA/CIT a été étudié sur des mutants de PA14 inactivés
dans les pompes.

Résultats, discussion et conclusion :

A des concentrations sub-létales (256 et 512 pg/ml), le CNA induit la surexpression transitoire de 4
systémes d’efflux (MexAB-OprM, MexEF-OprN, MexCD-OprJ et MexXY/OprM). Cette surexpression
conduit a une diminution de la sensibilité (de 4 a 16 fois) a plusieurs antibiotiques anti-Pseudomonas
(B-lactamines, aminosides, fluoroquinolones). Le CIT, non bactéricide a 5 mg/ml, provoque également
une nette résistance aux aminosides et a la colistine ; mais, dans ce cas, la surproduction des 2 pompes
MexEF-OprN et MexXY/OprM ne semble pas pouvoir expliquer a elle seule la résistance observée.
Ces résultats soulignent que les aldéhydes extraits d’huiles essentielles, bactéricides ou non, peuvent
géneérer une résistance transitoire aux antibiotiques. Ces effets antagonistes doivent étre explorés plus
en avant et diffusés auprés du public sachant que ces produits sont en libre acceés.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa - huiles essentielles - résistances antibiotiques - cinnamaldehyde -
citral.
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SP1-P51

A broad-spectrum bacterial gyrase inhibitor with a novel scaffold

Aurélie Vassort (aurelie.vassort@evotec.com), Vincent Leroy, Laurence Conraux, Stéphane Yvon,
Pierre Saint-Michel, Pierre Despeyroux, Cédric Couturier, Stéphane Renard, Eric Bacqué,
Michaél Mourez

Evotec ID Lyon, Marcy—l’Etoile, France

A novel series was identified from a high throughput phenotypic screening of a focused small mole-
cule collection against a panel of bacterial pathogens. This novel scaffold demonstrates good in vitro
potency against both a large panel of Gram-negative bacteria, including Pseudomonas aeruginosa and
Acinetobacter baumannii, and Gram-positive bacteria such as Staphylococcus aureus.

The compounds target gyrase and topo-isomerase IV, thereby inhibiting bacterial DNA synthesis.
Although these proteins are already known as the targets of fluoroquinolones (FQ), the binding mode
and the structure of the compounds differ from that of FQ. Indeed, some compounds of the series are
active in whole bacteria against FQ-resistant strains of Escherichia coli and in vitro against mutated
FQ-insensitive gyrase enzymes in a supercoiling assay. However, some compounds exhibit partial
cross-resistance with FQ. The best compound (best in vitro activity and no cross-resistance) has also
demonstrated good in vivo efficacy in a septicemia model, with a bacterial burden reduction similar to
that obtained with tobramycin when administered intravenously at 30 mg/kg. Their physico-chemical and
ADMET profiles are also acceptable at this stage. Taken together, these data suggest that there is still
a chemical space to identify novel broad-spectrum gyrase/topo-isomerase inhibitors demonstrating no
cross-resistance with FQ.

Mots clés : topo-isomerases - broad-spectrum - novel scaffold.
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Inactivation of D-alanylation of teichoic acids sensitizes Gram+ pathogens to B-lactams

Nicolas Verneuil' (nicolas.verneuil@unicaen.fr), Delphine Coupri', Abdellah Benachour',
Thierry Lequeux?, Emmanuel Pfund?, Axel Hartke', Aurélie Budin-Verneuil'

"UFR Sciences - U2RM, Université de Caen Normandie, Caen, France
2ENSICAEN - UMR 6507, Université de Caen Normandie, Caen, France

Background:

The dramatic increase of drug resistance in major human pathogens is a serious global problem.
Enterococci and staphylococci are part of these critical pathogens for which new treatment strategies
are urgently needed.

Objectives:

We explored in this work if the D-alanylation system of teichoic acids (TAs) could be a promising drug-
gable target to fight infections caused by drug resistant enterococci and staphylococci. TAs are cell wall
polymers decorated with D-alanine. Four enzymes (DItA to DItD) encoded by the dlt-operon are neces-
sary for the addition of D-alanine.

Methods:

Growth and survival of clinical isolates of these Gram+ pathogens were analyzed after treatment with
several clinically relevant antibiotics individually and in combinations. An inhibitor of DItA was synthe-
sized and tested in vitro and in an infection model based on the larvae of the insect Galleria mellonella
infected with E. faecalis, E. faecium and S. aureus.

Results:

Absence of D-alanylation does not impact the MICs towards the tested antibiotics in enterococci. Most
cephalosporins had no impact on the parental strain survival but were lethal for the d/tA mutant. Addition
of a very low concentration of amoxicillin significantly increased killing of D-alanylation-deficient strains.
The most spectacular effect was obtained with a combination of cefotaxime (1pg/mL) and amoxicillin
(0.08 pg/mL). In the presence of the synthesized inhibitor, the wild-type strain was as sensitive to this
combinatory treatment as the dltA mutant. Interestingly, pharmacological inhibition of D-alanylation
re-sensitized methicillin-resistant strains of S. aureus to oxacillin and imipenem. Moreover, we provide
the proof-of-concept that inhibition of D-alanylation by the chemical inhibitor combined with an antibiotic
treatment efficiently protected insect larvae against lethal infections by enterococci and staphylococci.

Conclusion:

Our combined data demonstrate that the D-alanylation system is a promising target to fight infections
of major Gram+ pathogens resistant to clinically important antibiotics. The inhibitor phenocopies well
the effects observed with the dltA null-mutant, but only at relative high concentrations. Therefore, new
molecules with improved properties targeting Dlt-proteins are currently synthesized and tested.

Mots clés : Antibiotic resistance - Gram+ pathogens - (B-lactams - D-alanylation inhibition.
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Caractéristiques toxiniques et diversité génétique des souches de Clostridium perfringens impli-
quées dans les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) en lle-de-France

Abakabir Mahamat Abdelrahim (abakabair-mahamat.abdelrahim@anses.fr), Jacques-Antoine Hennekinne,
Michel-Yves Mistou, Olivier Firmesse

Laboratoire de Sécurité des Aliments, Université Paris-Est/Anses, Maisons-Alfort, France

Introduction et objectifs :

Clostridium perfringensreprésente la quatrieme cause des TIAC d’origine bactérienne en France. Les
souches productrices de I'’entérotoxine (CPE), synthétisée en phase sporulation sont actuellement
connues comme étant les seules capables de causer des TIAC. Cependant, vingt-deux facteurs de
virulence (toxines et enzymes digestives) sont décrits dans la littérature. Leur impact sur I'étiologie des
TIAC reste inconnu d’autant plus que la norme EN-NF-ISO-7937 utilisée pour certifier la présence de C.
perfringensdans les aliments impliqués dans des TIAC ne permet pas d’augurer de leur pathogénicité.
L’objectif de notre travail est d’améliorer la caractérisation des souches de C. perfringensafin de mieux
comprendre la survenue de TIAC.

Matériels et méthodes :

L’étude a porté sur 150 souches impliquées dans 44 TIAC survenues en lle-de-France. Deux approches,
d’une part par PCR en temps réel ciblant 17 génes codant 15 facteurs virulence et d’autre part par
BLAST (Basic Local Alignement Sequence Tool) a partir du séquencage du génome complet (WGS), ont
permis de déterminer les profils de génes de virulence (PGV) des souches, ainsi que les profils plasmi-
diques, phagiques et CRISPR. Les données WGS ont également permis d’inférer une phylogénie robuste
basée sur les variations du polymorphisme nucléotidique (SNP) du core-génome. Les PGV et I'étude
phylogénomique ont permis de définir une collection représentative sur laquelle des tests biologiques
de cytotoxicité ont été réalisées.

Résultats, discussion et conclusion :

Une grande diversité des souches a été obtenue puisque 15 PGV ont été mis en évidence. La recons-
truction phylogénomique a permis une séparation en deux clades distincts, des souches cpe-positif
chromosomique d’une part des souches cpe-positif plasmidique et cpe-négatif d’autre part suggérant
une origine distincte. Des effets cytotoxiques dont I'origine reste a déterminer ont été observés en par-
ticulier pour une souche cpe-négatif.

Ce travail a permis une meilleure caractérisation de C. perfringens au niveau toxinique, génomique et
cytotoxique.

Mots clés : TIAC - Clostridium perfringens - WGS - Cytotoxicité.
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Campylobacter thermotolérants en Algérie : Portage intestinal, contamination superficielle des
carcasses réfrigérées et étude de la sensibilité aux antibiotiques

Radia Bouhamed' (bouhamed.r@gmail.com), Leila Bouayad', Saliha Bounar-Kechih' 2,
Mossadak Taha Hamdi'

"Laboratoire de recherche HASAQ), Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire, Alger, Algérie
2| aboratoire régional, Draa-Ben-Khedda, Tizi-ouzou, Algérie

Introduction et objectifs :

La campylobactériose est une zoonose occasionnée par des micro-organismes appelés Campylobacter
thermotolérants, et principalement transmis a I’'homme par I'ingestion ou bien par la manipulation de
viandes de volaille contaminées. De méme, ces micro-organismes ont acquis au fil du temps des résis-
tances a divers antibiotiques ; ce qui représente un probléme majeur de santé publique.

Ce travail a pour obijectifs d’estimer la prévalence des Campylobacter thermotolérants dans quelques
établissements d’abattage de volaille situés dans la banlieue d’Alger, et d’étudier la sensibilité aux anti-
biotiques des souches isolées.

Matériels et méthodes :

138 échantillons résultant de 115 échantillons de peaux de cou et de 18 échantillons de contenus cae-
caux ont été réalisés a partir de 23 lots de volaille de 5 établissements d’abattage avicoles (4 abattoirs
traditionnels et un abattoir moderne). Apres recherche et identification des Campylobacter thermotolé-
rants, une étude de la sensibilité a 13 antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion en milieu
gélosé préconisée par le CA-SFM et par la méthode du E-test.

Résultats, discussion et conclusion :

A partir des différents prélevements analysés, 28 souches de Campylobacter thermotolérants ont été
isolées, soit une prévalence de 21,05%. Cette derniére se trouvait répartie entre les taux de détection de
ces micro-organismes dans I’ensemble des abattoirs traditionnels (21,18%) et I'unique abattoir moderne
visité (20,83%).

La lecture des diameétres d’inhibition des 28 souches testées a révélé que la plupart des isolats étaient
résistants a I’acide nalidixique (96,43%), a la ciprofloxacine (92,86%), a la tétracycline (85,71%) et a
’ampicilline (75,00%). En revanche, aucune résistance a la gentamicine n’a été décelée. Par ailleurs,
la méthode du E-test a révélé que la plupart des souches testées étaient résistantes a la tétracycline
(78,57%) et a la ciprofloxacine (82,14%)

Nos résultats corroborent ceux d’autres travaux réalisés a travers le monde, et indiquent que la viande
de volaille réfrigérée représente un réel danger pour le consommateur a travers la dissémination de
souches pathogeénes de Campylobacter, mais aussi en favorisant I’extension de I’antibiorésistance tant
en médecine vétérinaire qu’en médecine humaine.

Mots clés : Campylobacter thermotolérants - Volaille - Abattoir traditionnel - Abattoir moderne -
Antibiorésistance.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 277
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19, France



SFM 2019 Communications affichées

Evaluation des méthodes d’échantillonnage recommandées par la norme ISO 18593 pour la
recherche des biofilms de Listeria monocytogenes sur les surfaces de transformation alimentaire

Thomas Brauge' % ® (thomas.brauge@anses.fr), Lena Barre® 4, Guylaine Leleu', Stéphane André? 5,
Catherine Denis? 8, Aurélie Hanin? &, Bastien Frémaux? 7, Morgan Guilbaud? 8, Jean-Marie Herry? 8,
Nadia Oulahal?®, Christophe Soumet'® 2, Béatrice Anger Lemaitre'®, Graziella Midelet' 23

'Anses, Laboratoire de Sécurité des Aliments, Boulogne-sur-Mer, France

2RMT ACTIA CHLEAN, Paris, France

3LRUE L. monocytogenes, Maisons-Alfort, France

4Anses, Laboratoire de Sécurité des Aliments, Maisons-Alfort, France

SCTCPA, EMaiRIT’S, Avignon, France

SACTALIA, Sécurité des aliments, Saint-L6, France

"IFIP, Péle viande et Charcuterie, Maisons-Alfort, France

8 AgroParisTech, INRA, Univ Paris-Saclay, UMR GMPA, Massy, France

SUniv Lyon 1, ISARA Lyon, BioDyMIA, Equipe Mixte 3733, Technopole Alimentec, Bourg-en-Bresse, France
0 Anses, Laboratoire de Fougeres, Unité Ab2R, Javené, France

Listeria monocytogenes (L .monocytogenes) est un pathogéne alimentaire qui peut étre responsable de
toxi-infections alimentaires collectives. Il peut étre retrouvé sur différentes surfaces présentes dans les
ateliers de transformation des produits alimentaires car ce pathogéne possede la capacité d’adhérer
aux surfaces et de former des biofilms. Les biofilms conférent aux cellules bactériennes une protection
face aux agressions environnementales comme les procédures de nettoyage et désinfection (NaD). Pour
vérifier I'efficacité de leurs procédures de NaD, les professionnels effectuent régulierement des contrbles
de surface a I'aide de méthodes de prélevement.

En 2017, la norme EN ISO 11290-1 a été révisée et le nouveau champ d’application inclut explicitement
la détection et le dénombrement de L. monocytogenes dans les échantillons environnementaux, en réfé-
rence a la norme EN ISO 18593. Cette norme, qui décrit les techniques d’échantillonnage dans I’environ-
nement de production alimentaire, a été révisée et publiée en 2018. La norme EN ISO 18593 préconise
I’'utilisation d’écouvillon, d’éponges, de lingette et de boites contact sur les surfaces.

Afin d’obtenir des informations sur les pratiques d’échantillonnage des environnements de transforma-
tion alimentaire, nous avons réalisé une enquéte européenne, congue pour collecter des informations
sur les pratiques des opérateurs qui sont réalisées dans le but de détecter L. monocytogenes dans les
ateliers. Cent trente-sept questionnaires provenant de 14 Etats membres de I'UE nous ont été retournés.
Les résultats de I’enquéte ont montré une grande variété de pratiques avec quelques pratiques inappro-
priées.

Nous avons ensuite réalisé une étude inter-laboratoire (8 participants) pour évaluer I’efficacité de dif-
férentes techniques de prélévement pour détacher L. monocytogenes de deux surfaces les plus cou-
ramment retrouvées en atelier que sont I'acier inoxydable et le polyuréthane. Cette étude a montré qu’il
n’y avait pas de différence significative entre les techniques de prélevements étudiées pour détacher la
population viable et cultivable de L. monocytogenes.

Mots clés : ISO 18593 - Sampling methods - Surfaces - Biofilms - Listeria monocytogenes.
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Impact du stress biocide sur la viabilité des cellules de Listeria monocytogenes en biofilm et sur
leurs transferts des surfaces vers I’aliment

Thomas Brauge' (thomas.brauge@anses.fr), Guylaine Leleu’, Aurelie Hanin?, Catherine Denis?,
Graziella Midelet'

TANSES, Laboratoire de Sécurité des Aliments, Boulogne-sur-Mer, France
2ACTALIA Sécurité des aliments, Saint-L6, France

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) est un pathogéne alimentaire fréquemment isolé en agro-ali-
mentaire. Cette bactérie est capable d’adhérer aux surfaces et de former des biofilms qui sont composés
d’une matrice extracellulaire. Cette matrice extracellulaire a pour fonction de protéger les cellules bac-
tériennes des agressions environnementales comme les procédures de nettoyage et désinfection (NaD).
Il est donc essentiel pour les professionnels d’avoir des biocides efficaces pour éliminer ces biofilms et
pour limiter les transferts des cellules de L. monocytogenes des surfaces vers les aliments.

L’objectif de notre travail a été i) d’évaluer 'impact de deux biocides fréquemment utilisés en entreprise
agro-alimentaire sur la viabilité cellulaire de L. monocytogenes en biofilm, ii) d’évaluer le potentiel de
transfert de ces bactéries stressées d’une surface vers un aliment, iii) et de suivre I’évolution de la viabi-
lité des bactéries transférées dans I’aliment.

Des biofilms mono-especes et mixtes de L. monocytogenes associée ou non a Carnobacterium malta-
romaticum et Carnobacterium divergens ont été cultivés pendant 24h a 8°C sur acier inoxydable. Des
traitements statiques par des biocides (peroxyde d’hydrogéne ou ammonium quaternaire) ou avec de
I’eau (témoin) ont été appliqués sur ces biofilms. Les populations des biofilms traités ont été quantifiées
par dénombrement sur des milieux gélosés de la population viable cultivable et, par gPCR et PMA-
gPCR, respectivement pour les populations totales et viables de L. monocytogenes. Parallélement,
des transferts ont été réalisés entre les surfaces contaminées traitées vers des morceaux calibrés de
hareng fumés ionisés. Les populations cultivables, totales et viables de L. monocytogenes ont ensuite
été quantifiées dans ces aliments a JO et a DLC.

Dans I'’ensemble des conditions, I’'application d’un traitement a I’eau (témoin) n’a pas modifié la viabilité
cellulaire de L. monocytogenes en biofilm. Le traitement par les deux biocides testés n’a pas permis
I’élimination des cellules de L. monocytogenes sur la surface mais a conduit a un changement dans la
viabilité de la population avec majoritairement des cellules viables non cultivables (VNC). Ces cellules
VNC se sont transférées dans les morceaux de hareng et ont repris leur cultivabilité a DLC.

Mots clés : Listeria - biofilm - biocides - transfert - produit de la péche.
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Comparaison de la toxicité du traitement par I’éthidium monoazide (EMA) et par le propidium
monoazide (PMA) pour différencier les Vibrio viables par PCR en temps réel

Stéphanie Copin' (stephanie.copin@anses.fr), Julia Mougin?, Virginie Raguenet'!, Annick Robert-Pillot?,
Marie-Laure Quilici®, Graziella Midelet-Bourdin', Thierry Grard?, Maryse Bonnin-Jusserand?

"B3PA, Anses, Boulogne-sur-mer, France
2BPA, ULCO, Boulogne-sur-mer, France
3CNR Vibrio et choléra, Institut Pasteur, Paris, France

L’éthidium monoazide (EMA) et le propidium monoazide (PMA) sont des dérivés du Bromure d’Ethi-
dium, un agent intercalant couramment utilisé en biologie moléculaire pour la visualisation des acides
nucléiques. Leur toxicité a été comparée sur plusieurs espéces de Vibrio, comprenant des souches de
référence d’origine clinique et environnementale, ainsi que des souches isolées de produits de la mer.
L’objectif de cette étude était de développer une PCR en temps réel permettant de distinguer les cellules
viables des cellules mortes de Vibrio aprés un prétraitement avec un de ces agents intercalants. Les
résultats ont montré que le PMA n’avait aucun effet antimicrobien, alors que 'EMA était toxique pour
plusieurs espéeces de Vibrio testées dans cette étude.

Mots clés : Vibrio - VBNC - EMA/ PMA - toxicity - real time PCR.
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Evaluation de trois membranes filtrantes et de deux méthodes pour la détection de NoV et VHA
dans les eaux de boisson

Océane Dehan (oceane.dehan@anses.fr), Catherine Hennechart-Collette, Audrey Fraisse,
Sandra Martin-Latil, Sylvie Perelle

Virus entériques, ANSES, Maisons-Alfort, France

Parmi les virus entériques impliqués dans des épidémies d’origine hydrique, le norovirus humain (NoV)
et le virus de I’hépatite A (VHA), respectivement responsables de gastro-entérites et d’hépatites aigles,
représentent un grave probléme de santé publique. A ce jour, la norme européenne EN ISO (15216-
1:2017) décrit une méthode de concentration par filtration pour la détection moléculaire des NoV et du
VHA dans les eaux embouteillées. Cette méthode préconise I'utilisation d’une membrane filtrante char-
gée positivement avec une taille de pore de 0.45um (47 mm de diametre).

L’objectif de cette étude est d’évaluer trois membranes filtrantes ayant des caractéristiques différentes
(deux filtres chargés positivement (de porosité 0,45 um et 0,22 pm) et un filtre non chargé (de porosité
0,45 um) pour la concentration des NoV et du VHA dans des eaux embouteillées et des eaux de réseau.
La méthode adsorption-élution proposée par la norme EN ISO 15216 et une méthode d’extraction
directe des virus des filtres ont été utilisées.

Les rendements d’extraction des virus (NoV, VHA et MNV-1) dans les eaux embouteillées et les eaux de
réseau sont compris entre 6.67% et 67.5% et sont plus élevés avec la méthode d’extraction directe des
virus des membranes filtrantes qu’avec la méthode adsorption-élution proposée par la norme EN ISO
15216. Les rendements d’extraction des virus obtenus pour le filtre électropositif ayant une porosité de
0,45 pym avec la méthode d’extraction directe des virus des membranes filtrantes étaient significative-
ment plus élevés que ceux obtenus avec le filtre électropositif de porosité 0.22um et le filtre non chargé
de porosité 0.45um.

En conclusion, le filtre électropositif 0.45um testé lors de cette étude suivi d’une extraction directe des
virus de la membrane, pourrait étre utilisé pour concentrer les virus dans les eaux de boisson lors d’in-
vestigations virales.

Mots clés : Virus entériques - Eaux de boisson - Détection.
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Utilisation du procédé Néose® pour le suivi aromatique de yaourts

Yann Demarigny' (ydemarigny@isara.fr), Elodie Legrand', Daniel Picque?, Sami Slimani?,
Thierry Livache®

"Laboratoire de microbiologie alimentaire, ISARA, Lyon, France
2UMR GPMA, INRA, Thiverval Grignon, France
3 Aryballes, Grenoble, France

Les yaourts sont des laits fermentés obtenus a partir de I'action commensale de Streptococcus ther-
mophilus (ST) et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (LB). Ceci se traduit par une acidification
(pH final <4,5), un changement d’état du lait par gélification (production d’exopolysaccharides) et une
production d’arémes (notamment du diacétyle et de I’acétaldéhyde). Le processus de fabrication, par-
faitement maitrisé, se fonde sur un suivi du pH. Cependant, des modifications des rapports des deux
microorganismes peuvent se produire, conduisant a des cinétiques de pH normales, mais des profils
aromatiques différents. La mesure en temps réel de I'aromatisation des laits pourrait donc constituer
un moyen plus fin de suivi de I'évolution de la fermentation du yaourt. Mais actuellement, les moyens
disponibles de permettent pas d’évaluer rapidement et a faible co(t un profil aromatique.

La société Aryballe a développé un appareil original portatif le Néose® permettant d’obtenir une
empreinte en temps réel du profil aromatique d’un substrat, Nous avons utilisé ce systéme pour vérifier
la pertinence de son utilisation en technologie yaourt.

Nous avons sélectionné deux mélanges de ST et LB dont les proportions ont été ajustées différemment
avant ensemencement (1/99, 50/50, 99/1). Des yaourts ont été fabriqués avec ces différents ratios et
suivis sur la base des niveaux cellulaires, du pH et de I'acidité. Une analyse Néose® a été effectuée a
T=0 et a T=7h associée pour ce second point a une analyse en GC/MS.

Les résultats obtenus permettent de montrer qu’il est tout a fait possible de différencier le lait du yaourt
sur la base de la mesure Néose®. Par contre, si I’effet des mélanges bactériens ne peut étre mis en
évidence sur la base d’une mesure a 7h, les laits fermentés apparaissent séparés sur la base des ratios.
Ainsi, bien qu’a ce stade les deux microorganismes soient sensiblement au méme niveau, les profils
aromatiques des yaourts peuvent étre discriminés.

Des essais sont donc prévus pour évaluer la discrimination des mélanges microbiens selon une approche
dynamique sur les 7h que durent I'acidification.

Mots clés : Yaourt - Arbme - Bactéries lactiques.
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Impact de l'utilisation de Bacillus thuringiensis au champ sur la contamination des végétaux frais
préts a ’emploi

Catherine Denis' (c.denis@actalia.eu), Aurélie Hanin', Estelle Sonnet', Antonin Gombert',
Jacques-Antoine Hennekinne?, Sabine Herbin?

1Sécurité des aliments, ACTALIA, Saint L6, France
2| aboratoire de sécurité des aliments, Anses, Maisons-Alfort, France

Bacillus thuringiensis (Bt), appartenant au groupe Bacillus cereus sensu lato, est utilisé en agriculture
comme alternative ou en complément des pesticides synthétiques. Malgré I'autorisation d’épandage
en France, les formulations a base de Bt sont peu utilisées et peuvent entrainer une augmentation de
la prévalence des bactéries du groupe B. cereus sur les produits maraichers et potentiellement sur les
produits issus de leur transformation tels que les légumes de 4™ gamme.

Méthode : le devenir de spores de Bt phytosanitaires au cours de la transformation et de la conservation
de salades 4™ gamme a été étudié pour la laitue, la mache et le persil. Deux souches (Bt ssp. aizawai
et ssp. kurstaki) ont été ensemencées a 10* spores/g sur la matiere premiere. Les produits contaminés
ont ensuite été soumis aux étapes de lavage, chloration, rincage et essorage en halle technologique.
Des tests de croissance sur le produit fini conditionné ont été réalisés au cours de la conservation a 8°C,
10°C ou 15°C. La croissance des souches de Bt a été comparée a celle de trois souches du groupe B.
cereus sensu lato : Bt non phytosanitaire isolée d’aliment, B. weihenstephanensis (Bw) et B. cereus sensu
stricto (Bc) émétique. Pour cette derniére souche, des dosages de toxine émétique ont été effectués.
Les résultats montrent que le procédé entraine un abattement de la population en Bt d’environ 1 log pour
la mache, 1,4 log pour la laitue et 1,6 log pour le persil. Les souches de Bt, Bw et de Bc étudiées ne se
développent pas a 8°C et 10°C dans les matrices végétales. A une température « abusive » de 15°C, la
croissance est modérée et aléatoire avec des potentiels de croissance allant de 0 a + 2 log. Pour Bc,
aucune production de toxine émétique n’a été détectée en fin de conservation. Associé aux données de
prévalence de Bt sur les matieres premieres, ce projet contribuera a évaluer I'exposition du consomma-
teur a la présence de Bt dans les produits finis.

Ce projet Vegexpobt (2017- 2019) a bénéficié d’'un financement par FranceAgriMer et le Syndicat des
Végétaux Frais Préts a I'Empiloi.

Mots clés : B. thuringiensis - Iégumes frais préts a I'emploi - croissance - procédé.
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Discrimination entre Bacillus thuringiensis et les autres espéces du groupe B. cereus par la
détection des génes cry et la méthode HRM

Aurélie Hanin' (a.hanin@actalia.eu), Estelle Sonnet!, Sabine Herbin?, Catherine Denis'

1Sécurité des aliments, ACTALIA, Saint L6, France
2| aboratoire de sécurité des aliments, Anses, Maisons-Alfort, France

Bacillus thuringiensis (Bt) est utilisé en agriculture comme alternative ou en complément des pesticides
synthétiques. Malgré I'autorisation d’utilisation en France, les formulations a base de Bt sont peu utili-
sées. Les criteres microbiologiques mis en place par certains membres de I’Union Européenne et relatifs
aux Bacillus cereus présomptifs constituent un frein a I'utilisation de Bt sur les végétaux destinés a la
filiere 4°m gamme. En effet, les spores de Bt peuvent subsister sur les végétaux apres récolte parfois en
nombre élevé. Or, a I’heure actuelle, la méthode de référence NF EN ISO 7932 ne permet pas de distin-
guer les différentes especes du groupe B. cereus (Bc), notamment Bt. L’observation du cristal parasporal
au microscope est actuellement la méthode de référence permettant de différentier Bt dans le groupe
Bc. Mais cette méthode nécessite la sporulation de la souche qui peut étre parfois longue et reste sub-
jective et soumise a I'interprétation de I'opérateur. L’utilisation de méthodes plus rapides et plus fiables
permettrait de pallier a ces inconvénients. Deux méthodes, la détection des génes cry a 'origine de la
synthése des protéines insecticides par PCR et I'amplification d’une séquence intergénique et I'analyse
de courbes de fusion a haute résolution (HRM pour High Resolution Melt), ont été optimisées puis
testées sur 59 souches (9 souches de Bt phytosanitaires, 20 souches de Bt isolées d’aliment et 30 autres
appartenant au groupe Bc provenant de la collection de I’Anses). Les pourcentages d’exclusivité et d’in-
clusivité sont de 93 % pour la détection du géne cry et de 90% pour la méthode HRM et apparaissent
comme satisfaisants en comparaison aux autres méthodes existantes de discrimination des especes
appartenant au groupe Bc. Le gain de temps par rapport a la méthode microscopique de détection du
cristal parasporal est de 48 heures.

Les deux méthodes ont ensuite été appliquées a des souches de Bc présomptifs isolées d’échantillons
de persil, mache et laitue naturellement contaminés et les résultats ont été comparés a ceux obtenus
avec la méthode de détection du cristal parasporal.

Ce projet Vegexpobt (2017- 2019) a bénéficié d’'un financement par FranceAgriMer et le Syndicat des
Végétaux Frais Préts a I'lEmpiloi.

Mots clés : Bacillus thuringiensis - Bacillus cereus - génes cry - High resolution melt - cristal parasporal.
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Study of phage communities in Normandy ciders

Nathalie Desmasures (nathalie.desmasures@unicaen.fr), Céline Caillard, Marina Crétenet,
Marion Dalmasso

UNICAEN, UNIROUEN, EA 4651 ABTE, Normandie Université, Caen, France

Introduction and objectives:

Bacteriophages (phages) are bacterial viruses that can attack and kill a target bacterium within minutes
of infection. Phages are often sourced from complex communities of bacteria, where they presumably
play a role in contributing to population structure and stability. Phage communities (phageomes) are
starting to be described in complex microbial communities such as those of the human gut and aquatic
environments 1,2, where they presumably play a major role in contributing to community structure and
stability. However, the role of the phageome in influencing the temporal development, the equilibria and
functionalities of bacterial communities has been under investigated. An obvious lack of data regarding
the phageome in fermented foods exists with seldom literature available 3,4. Cider microbial communi-
ties, and more precisely phageomes, are especially under investigated to date. The aim of the present
project RNAmb is to investigate the diversity and the structure of phageomes during cider production, in
correlation with bacterial communities in cider.

Methods and scientific significance:

The first step of the work was to design a protocol for phageome DNA extraction from cider samples
throughout the fermentation process based on existing protocols for virome DNA extraction5. Several
protocols were established and tested in order to get the best quality of phageome DNA, with a parti-
cular attention given to getting rid of membrane vesicles that could pollute total viral DNA. Phageome
DNA will then be sequenced using shot-gun lllumina sequencing. The metaphageome results will then be
compared to the bacterial metagenomics data already available in the laboratory for the same samples
in order to compare phage and bacterial diversity throughout the fermentation process. Such a large
pool of cider samples has never been analyzed for their phageome diversity before. This step will lay
the ground work for assessing the fluctuations in phage composition compared to bacterial diversity, in
order to decipher the intricate relationships that exist between the two communities in fermented foods.
This large scale phageome assessment will leave the door open for a better understanding of the consti-
tution of food microbial ecosystems toward an improved control of fermented foods.

Mots clés : phage community - phageome - cider - diversity - fermented foods.
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Yersinia enterocolitica dans le lait cru en Algérie, quel risque ?
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Introduction et objectifs :

Yersinia enterocolitica est le troisieme agent pathogéene responsable de zoonoses alimentaire en Europe.
Des épidémies dues a la consommation de lait ont été rapportées. En Algérie, comme dans d’autres
pays a revenu intermédiaire, les normes d’hygiéne ne sont généralement pas correctement contrblées et
le lait cru est jusqu’a présent consommeé sans traitement thermique. Dans cette étude nous avons voulu
estimer I’exposition a Y. enterocolitica lors de la consommation de lait cru en Algérie.

Matériels et méthodes :

La présence de Y. enterococolitica a été recherchée lors d’une enquéte portant sur 100 échantillons
dans I'ouest de I'Algérie. Les souches isolées ont été biotypées et la présence de 4 génes de virulence
(ail, inv,ystB et virF) a été recherchée. La diversité génétique et les relations possibles entre ces souches
a été étudiée par PFGE en utilisant les enzymes Notl, Apal et Xhol.

Résultats et discussion :

L’enquéte a permis d’isoler 17 souches de Y. enterocolitica de biotype 1A. Ce biotype est fréquemment
isolé des animaux, des aliments, des eaux et de I’environnement et est généralement considéré comme
non pathogene. Cependant, des souches 1A ont été isolées chez 'lhomme présentant un diagnostic
clinique de yersiniose. Toutes les souches issues de notre enquéte possédent au moins un gene de
virulence. Les souches de biotype 1A sont décrites comme formant une population génétique trées hété-
rogeéne. Il est intéressant de noter que dans cette étude, seul quatre profils de PFGE ont été trouvés et
certains profils reflétent une nette disparité régionale.

Conclusion :

Le risque lié a la présence de ces souches ne doit pas étre ignoré et des études impliquant un plus grand
nombre d’échantillons seraient nécessaires afin de déterminer si des souches de biotypes pathogénes
sont retrouvées dans le lait cru en Algérie.

Mots clés : Y. enterocolitica - PFGE - genes de virulence - lait cru.
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Développement et standardisation d’'une méthode miniaturisée pour le dénombrement de Vibrio
spp. potentiellement entéropathogénes pour ’homme dans les produits de la mer
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Introduction et objectifs :

La mise en évidence de Vibrio spp. potentiellement entéropathogénes pour ’lhomme dans les coquil-
lages, les produits de la péche (crustacés, poissons) et dans les eaux littorales francaises représente un
risque sanitaire pour I’homme. La méthode utilisée pour la recherche de ces vibrions (ISO 21872-1:2017)
est qualitative et ne permet pas d’apprécier les niveaux de contamination et le risque lié a leur présence
dans I'environnement et les produits de la mer.

Une méthode « miniaturisée » en microplaque (NPP-PCR en temps réel), développée pour le dénom-
brement de V. parahaemolyticus totaux et entéropathogenes (tdh et trh1/irh2) dans les coquillages a été
adaptée aux crustacés et appliquée au dénombrement de Vibrio cholerae et de Vibrio vulnificus dans
les coquillages et les crustacés.

Matériels et méthodes :

Dans un premier temps, la sensibilité des amorces et des sondes a été testée pour chaque systéme de
PCR en temps réel puis la spécificité a été contrélée sur un grand nombre de souches de référence. La
reproductibilité et les limites de quantification ont été déterminées sur des souches Vibrio spp. et sur
des coquillages et crustacés contaminés artificiellement. La méthode « miniaturisée » a été appliquée
au dénombrement de V. parahaemolyticus totaux et entéropathogénes, V. cholerae et V. vulnificus dans
des coquillages et des crustacés contaminés naturellement.

Résultats, discussion et conclusion :

L’analyse de lots de crevettes crues d’importation (n=10) indique la présence de V. parahaemolyticus
(tdh-, trh1- et trh2-) a de faibles concentrations entre 1,4 et 760 UFC/g; Vibrio cholerae était présent a
des concentrations comprises entre 24 et 18000 UFC/q; Vibrio vulnificus n’a pas été détecté ni dénom-
bré dans ces lots de crevettes crues.

L’analyse de lots de coquillages issues de zones conchylicoles francaises indique la présence de V.
parahaemolyticus totaux et potentiellement entéropathogenes (tdh-, trh1- et trh2+) dans les coquillages
prélevés en septembre et octobre 2017 et 2018. V. cholerae est présent dans deux lots de palourdes
mais a de faibles concentrations (1,2 a 21 UFC/q). V. vulnificus n’a pas été détecté dans les coquillages.
Cette méthode de dénombrement sera proposée au Comité Européen de Normalisation (CEN, WG27) et
a I'ISO comme nouvelle spécification technique.

Mots clés : Vibrio spp. entéropathogénes - Homme - Risque sanitaire - Dénombrement - Produits de la
mer.
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Fermented milks, using Lactobacillus casei or Propionibacterium freudenreichii, prevent mucositis,
a side effect of chemotherapy, in mice

Gwénaél Jan (gwenael.jan@inra.fr)
UMR STLO, INRA, Rennes, France

Introduction and objectives:

Mucositis, a common side effect of cancer chemotherapy, is a clinically important gastrointestinal inflam-
matory disease. It consists in a painful inflammation and ulceration of the digestive mucosa, which may
compromise proper nutrition of the patient, as well as termination of the treatment. It thus increases
mortality and morbidity and contributes to rising health care costs. Its treatment is mainly supportive
and often fails to relieve symptoms. Probiotic bacteria may maintain homeostasis and reduce side
effects of chemotherapy [1]. A major limit to probiotic bacteria anti-inflammatory effect is their sus-
ceptibility to digestive stresses and several studies indicate the key protective role of food matrices in
increasing probiotics’ effect via the protection of bacteria against digestive constraints. In this study,
we investigated the role of fermented milk, using the immunomodulatory Lactobacillus casei BL23 [2] or
Propionibacterium freudenreichii CB129 [3, 4] as a probiotic starter, and of its fortification via addition
of whey proteins.

Materials and methods:

We evaluated the role of whey protein isolate (WPI), when added to skim milk fermented by L. casei
BL23 or by P. freudenreichii 138, as a protective matrix against in vitro stress challenges. In addition, we
investigated in vivo the therapeutic effect of these fermented beverages in a murine model of mucositis
induced by 5-Fluorouracil (5-FU). The monitored outcomes included weight loss, ileum histopathological
score, villus height, crypt depth and number of mucus-producing goblet cells.

Results:

This study demonstrated that milk supplementation with 30% (w/v) of WPI increases the survival rate
of both strains when challenged with acid or bile salts, compared to fermented skim milk without the
addition of WPI. Moreover, treatment with the probiotic beverages prevented weight loss and intestinal
damages in mice receiving 5-FU. All symptoms of mucositis were drastically reduced by the consump-
tion of developed probiotic fermented milks [5].

Conclusion:

This study evidenced the protective effect of selected strains of both lactic and propionic acid bacteria,
in the context of induced mucositis. It confirmed that selected strains might be used both as starter and
probiotic. It opens new avenues for the development of fermented functional foods for target popula-
tions.

Mots clés : Lactobacillus - Propionibacterium - cancer - mucositis - immunomodaulation.
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Spices decontamination using a low-pressure microwave plasma source
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Introduction and objectives:

As the second largest market for seasonings, spices and herbs, the European Union market accounts up
to €1.2 billion per year. Spices and herbs may experience conditions which favor microorganism’s pro-
liferation. Therefore, without decontaminating treatment, the herbs and spices can result in rapid spoi-
lage of the products and even generate serious food-borne illnesses. Recent studies showed promising
results in inactivating bacteria using cold plasma [1]. In this work, the biocidal efficiency of a microwave
plasma source in the decontamination of black pepper (Piper nigrum) was studied.

Materials and methods:

The decontamination system used in this study is based on a 40-liter reaction chamber containing a
coaxial microwave source (Hi-Wave, Sairem SAS) connected to a solid-state generator (2.45 GHz, 200
W max). The tests were made using air as discharge gas. The air pressure was 20 Pa.

The assessment of the biocidal efficacy was made using black pepper obtained in a retail store (Albi,
France). Plasma treated and untreated samples were homogenized with sterile peptone water. The total
aerobic mesophilic counts were determined on Plate Count Agar (PCA) (30°C/48 h). The results were
expressed as the colony forming units per gram (CFU/g). In order to assess the impact of plasma treat-
ment on the physicochemical proprieties of black pepper, the moisture content, pH, soluble pigment,
color and piperine content were examined.

Results, discussion and conclusion:

Plasma treatment of black pepper for 60 minutes resulted in a 1log reduction of the total aerobic meso-
philic count compared with the untreated samples. While inactivation efficacy increased with power in
the range of 50 W and 80 W but remained stable in the range 80 W and 200 W. The plasma treatment
had a minimal effect on the physicochemical proprieties of black pepper.

This work was supported by Occitanie Region and by Sairem SAS.

Mots clés : decontamination - spices - plasma source - air discharge.

Références :
1. Butscher D, Zimmermann D, Schuppler, von Rohr PR. 2016. Plasma inactivation of bacterial endospores
on wheat grains and polymeric model substrates in a dielectric barrier discharge. Food Control. 60: 636-

645.

15° congres national de la Du 30 septembre au 2 octobre 2019 Livre des résumeés 289
Société Francaise de Microbiologie Cité des sciences et de l'industrie, Paris 19, France



SFM 2019 Communications affichées

Prevalence of B. cereus in lvory Coast traditional produced flours
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Introduction:

In Cbte d’lvoire, current dietary habits involve an increase in the consumption of traditionally produced
flours. Unfortunately, there is little data on pathogenic microorganisms such as B. cereus on this com-
modity. In this study, we investigated the prevalence of Bacillus cereus in traditional flours, collected in
several communes of Abidjan (Ilvory Coast) followed by the detection for emetic B. cereus strains, which
are potentially dangerous.

Materiel and methods:

Maize, millet and cassava flour, traditionally produced were used in this work. A state of contamination
level of these products, relative to B. cereus was first assessed. Microbiological analyses were perfor-
med according to the EN ISO 7932: 2004 (and FCD microbiological criteria, 2016), then Bacillus cereus
isolates from above cited flours were screened by PCR for the presence of cereulide-producing strains.
Results:

It was noted a variation in the presence of B. cereus by types of flour and by commune. The level of
samples contamination differ from each over, within a same commune. The B. cereus contamination
level being between <10 to 4 102. Furthermore, no emetic strain was detected at this stage of the work.
Discussion:

The most flours samples analyzed were found to be within microbiologically satisfactory limits defined by
the FCD microbiology criteria 2016. High moisture content of insufficiently dried flours and artisanal pro-
duction process could explain the presence of B. cereus beyond the defined criteria in certain samples
(FAO, 1994; Berghofer et al ., 2003 ; N’goran-AW, 2018).

Mots clés : Bacillus cereus - Flour - Pathogen - emetic - strain.
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Prevalence of B. cereus and emetic strains detection from Ivory Coast local flours

Elise N'Guessan' (enguessan@yahoo.fr), Bakayoko Souleymane?, Cissé Mohamed', Marianne Sindic?®

"University Peleforo Gon Coulibaly Korhogo, Korhogo, Céte d’lvoire
2 Pasteur Institute of Ivory Coast, food microbiology laboratory, Abidjan, Céte d’lvoire
SUniversity of Liege, Gembloux, Belgique

Introduction:

Bacillus cereus (B. cereus) is a pathogen frequently associated with diarrheal and emetic type of food
borne illness (Dierick et al., 2005; MesselhduBer and Ehling-Schulz, 2018). Given the undeniable benefits
of cereals flour in diet in the African population and the involvement of farinaceous foods in the vast
majority of emetic outbreak, the investigation of the prevalence of B. cereus and emetic strains, asso-
ciated to flours produced in Abidjan (lvory Coast) is found necessary.

Materiel and methods:

100 samples of millet, maize and cassava flours were collected from five municipalities in Abidjan.
Microbiological analysis were carried out in accordance with the standard EN ISO 7932: 2004, to enu-
merate the B. cereus count, susceptible to contaminate the flours collected. B. cereus strains isolated
from flours were then screened by « polymerase chain reaction », for the presence of emetic strains.
Results:

Overall, 31 (31%) of flour samples were positive for B. cereus, at levels below 103 CFU/g. Comparing
the five municipalities, the concentration of B. cereus was not significantly different (P<0,05), Also, no
significant difference was observed, regardless of the types of flour analyzed. Furthermore, no potentially
emetic toxin—producing strains were detected in this work.

Discussion:

The prevalence of B. cereus in flours could be explained by the moisture contents of these foodstuffs
and the abilities of B. cereus to survive under high temperature and dried conditions (Claus and Berkeley,
1986; Vaisanen et al., 1991; Amor et al., 2018). The results also confirmed previous studies showing that
cereulide-producing isolates are rare in the environment (Altayar and Sutherland, 2006).

Conclusion:

Although no emetic strain was detected in flours analysed, B. cereus was isolated from them. Even if
in low levels, this bacterium is able to develop and cause foodborne illness, as indicated by reported
outbreaks.

Mots clés : Bacillus cereus - Cereal flour - Pathogen - Emetic strain.
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Devenir et caractérisation de Campylobacter spp au cours de la méthanisation mésophile
d’effluents d’élevage
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Margaux Berrest', Céline Druilhe?, Anne-Marie Pourcher?, Martine Denis'
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2UR OPAALE, Irstea, Rennes, France

En France, la plupart des installations de production de biogaz (méthaniseur) alimentées avec du lisier
ou fumier fonctionnent dans des conditions mésophiles en convertissant les matiéres organiques en
biogaz et en digestats. Ce dernier, qu’il soit post-traité ou non, est destiné a I’épandage. Parce que les
animaux de rente sont reconnus pour étre des réservoirs a Campylobacter et que ce pathogéne peut
survivre dans les lisiers, son devenir au cours du processus de méthanisation est un sujet de préoccu-
pation pour la santé publique. Dans ce contexte, I’objectif de cette étude est d’estimer la prévalence de
Campylobacter dans les lisiers et digestats bruts de méthaniseurs mésophiles agricoles et de caractéri-
ser d’un point de vue génétique les souches issues de ces matrices.

Trois méthaniseurs alimentés en lisier de porc (M1 et M3) ou de bovin (M2) ont été suivis sur un an a
raison de 8 visites par site. A chaque visite, trois réplicats de lisier et de digestats bruts ont été collectés
pour la recherche et le dénombrement de Campylobacter spp. Au total 419 isolats de Campylobacter
spp ont été isolés. L’identification de I'espéce a été réalisée par PCR temps réel, 178 isolats de cette col-
lection ont été génotypés par RFLP-PFGE avec I’enzyme Kpnl et les profils comparés sous BioNumerics
par la méthode UPGMA.

Campylobacter spp a été détecté dans 91,7% des lisiers et dans 37,5% des digestats. Aucun
Campylobacter n’a été retrouvé dans les digestats du site M2. Campylobacter coli a été détecté sur les
sites M1 et M3 pour les deux matrices, tandis que C. jejuni a été détecté uniquement dans le lisier du
site M2. Le niveau de contamination décroit en moyenne de 2,1 Log10 entre les lisiers et les digestats.
39 génotypes ont été identifiés ; parmi ceux-ci, 13 ont été retrouvés dans les lisiers et dans les digestats,
et 18 n’ont été retrouvés que dans les intrants.

Cette étude met en évidence que la méthanisation mésophile réduit la teneur en Campylobacter et sug-
gere que C. jejuni et certains génotypes de C. coli seraient sensibles au process.

Mots clés : méthanisation - porc - bovin - Campylobacter - RFLP-PFGE.
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Introduction :

Les matrices alimentaires et cosmétiques sont souvent des produits émulsionnés complexes. L’évaluation
et le contrble de la contamination microbienne dans ces produits demeurent un probleme majeur.
L’efficacité des systémes de conservations est généralement évaluée par la méthode de Challenge-test.
Cette méthode consiste a inoculer artificiellement un produit et a suivre au cours du temps I’'évolution
de la contamination microbienne. Le Challenge-test permet notamment de définir la durée de vie d’un
produit. La fiabilité des résultats issus des Challenge-tests peut étre impactée par différents parametres
tels que I'état physiologique des microorganismes, la composition et la structure de la matrice ainsi que
par la distribution spatiale des bactéries.

Objectifs :

Le but de cette étude est de comprendre I'impact des propriétés de surfaces des bactéries sur la dis-
tribution spatiale de Staphylococcus aureus dans des matrices complexes émulsionnées de différentes
viscosités afin d’évaluer 'impact de ces parametres sur la fiabilité des Challenge-tests.

Méthode :

Dans un premier temps, une supension calibrée de S. aureus marquée au Syto9 est inoculée dans plu-
sieurs matrices cosmétiques industrielles. Puis, trois souches de S. aureus avec différents niveaux d’hy-
drophobicité et marquées au Syto9 sont inoculées dans des matrices modeles émulsionnées contenant
différentes concentrations d’épaississant (de 0,4 a 1,6 % de copolymer acrylate). La distribution spatiale
des bactéries est ensuite observée par Microscopie Confocale a Balayage Laser (MCBL).

Résultats :

Les résultats ont montré que plus la concentration d’épaississant est importante plus la distribution spa-
tiale des bactéries est hétérogene. Egalement, plus les bactéries sont hydrophobes plus la distribution
spatiale des bactéries est hétérogéne. En conclusion, les propriétés d’hydrophobicités des bactéries
et la viscosité de la matrice influencent la distribution spatiale des bactéries, ainsi il est nécessaire de
prendre en compte ces paramétres lors de la réalisation des Challenge-tests.

Mots clés : Viscosité - Matrices émulsionnées - Propriétés de surface - Distribution spatiale des bacté-
ries - Challenge-tests.
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Organisation d’essai inter laboratoire International pour des MOT et Non-MOT : cas des entéro-
toxines staphylococciques

Yacine Nia (yacine.nia@anses.fr), Jacques-Antoine Hennekinne
Laboratoire de Sécurité des Aliments, Anses, Maisons-Alfort, France

Les entérotoxines staphylococciques (ES) représentent la premiére cause des toxi-infections alimen-
taires collectives (TIACs) en France. Aussi, environ 80% des TIACs déclarées chaque année a I’Autorité
Européenne de la Sécurité des Aliments (EFSA) sont recensées en France.

Les essais inter laboratoires d’aptitude (EIL) sur la détection des ES sont organisé dans le cadre des acti-
vités du Laboratoire National de Référence (LNR) et le Laboratoire de Référence de I'Union Européenne
(LRUE) sur prescription de la Direction Générale de I’Alimentation (DGAI) du Ministére chargé de I’Agri-
culture et de la Commission Européenne, respectivement. Cependant, ces exercices ne sont réalisés
que sur la détection des 4 ES (SEA, SEC, SED et SEE) sur les 5 détectables selon la méthode officielle
(EN 1SO 19020). En effet, toxine staphylococcique type B (SEB) est exclue de la gamme étudiée a cause
de son application militaire et son appartenance a la liste fixée par I'article L. 5139-1 (MOT). L’utilisation
de la toxine SEB dans des EIL est donc soumise au décret d’application de I'article L. 5139-2 du code
de la santé publique.

L’organisation d’un EIL de toxines non MOT dans le cadre des mandants LNR et LRUE d’une part, et
dans le cadre des projets EQuaTox et EuroBioTox (projet H2020, 2017 — 2022) dédiés aux 5 agents de
la menace dont la toxine staphylococcique type B (SEB) d’autre parts, est développée dans ce travail. La
mise en place du plan de compagne, I'invitation des participants, la procédure de déclaration et d’obten-
tion des autorisations d’import et d’export de MOT, le transport en France et en Europe sont comparés
pour chaque type de contaminant MOT et Non-MOT. En fin, une exposition des défis a relever lors de
I’organisation d’un essais inter laboratoire international par un organisateur Francais est développée.

Mots clés : MOT - Essais interlaboratoire.
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Validation de la RT-qPCR en vue d’évaluer l'effet de stress sur I'expression génique de
Campylobacter jejuni

Sandrine Rezé (sandrine.reze@oniris-nantes.fr), Benjamin Duqué, Albert Rossero,
Jeanne-Marie Membré, Sandrine Guillou, Nabila Haddad

UMR Secalim, INRA, Oniris, Université Bretagne Loire, Nantes, France

Introduction et objectifs :

Campylobacter jejuni est un pathogéne responsable de la majorité des entérites humaines d’origine ali-
mentaire. Son réservoir principal est la volaille. Sa capacité de survie dépend des souches et des stress
rencontrés au cours du procédé d’abattage.

L’analyse transcriptomique par RT-gPCR permet, par la mise en évidence de profils d’expression dif-
férentielle de certains génes, de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le compor-
tement des bactéries. Cette méthode quantitative permettrait d’identifier des biomarqueurs reflétant la
capacité d’adaptation de ces germes.

Dans ce contexte, nous avons validé la robustesse et |a fiabilité de différentes étapes de la méthode de
RT-gPCR. Puis cette méthode a été appliquée a I'étude de la réponse de C. jejuni soumis a différents
stress.

Matériels et méthodes :

L’optimisation de la RT-gPCR a nécessité plusieurs contrbles : linéarité et répétabilité de I'étape d’ex-
traction des ARN totaux, absence d’inhibiteurs lors de la reverse transcription, efficacité des couples
d’amorces.

La souche de C. jejuni RM1221 a subi consécutivement un stress chaud (46, 51 ou 54°C pendant 4 min)
puis froid (-4°C pendant 2h). Les ARN totaux ont été extraits et analysés en RT-gPCR. L’analyse de
I’expression différentielle de 40 génes a été effectuée par rapport a une condition témoin (C. jejuni non
stressé, maintenu a 42°C). Les génes de référence ont été sélectionnés par la méthode GeNorm.
Résultats, discussion et conclusion :

La corrélation entre quantité d’ADN génomique et énumération bactérienne a permis de valider la
méthode d’extraction. Les couples d’amorces testés avaient une efficacité comprise entre 87 et 110%.
Les résultats d’expression génique ont été normalisés en utilisant les 2 génes (asd, ahpC) dont I'expres-
sion était la plus stable (M<0.5) dans les conditions testées.

Parmi les 40 genes testés, clpB, grpE, dnaK codant pour des protéines chaperonnes et hrcA, pour un
régulateur, sont les plus sur-exprimés aprés des stress combinés chauds (46 ou 51°C) puis froid (fold>5),
tandis que cosR, atpA, csrA, YciA et CJE1361 sont les genes les plus sous-exprimeés (stress a 54°C puis
froid).

Ces génes pourront étre considérés comme des biomarqueurs, si leur expression s’avere corrélée aux
comportements de survie de différentes souches de C. jejuni.

Mots clés : pathogene - transcriptomique - stress - biomarqueurs.
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Vibrio parahaemolyticus : caractérisation de la virulence, inhibition de la croissance et atténuation
de la virulence par des bactéries lactiques
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Introduction et objectifs :

Les Vibrio spp. présents naturellement dans I’environnement marin et estuarien constituent un risque
émergent en santé publigue comme en santé animale. Parmi les vibrions potentiellement entéropa-
thogénes pour ’homme, Vibrio parahaemolyticus (Vp) est la principale cause d’infections bactériennes
associées a la consommation de fruits de mer crus ou insuffisamment cuits. La virulence de Vp est
liée a la présence de deux hémolysines (TDH et TRH) mais des études récentes suggeérent I'implication
d’autres facteurs dans la virulence de Vp.

L’objectif de ce projet est de caractériser plus précisément les facteurs impliqués dans la virulence de
Vp par I’étude de génomes complets et, ultérieurement, de proposer de nouvelles stratégies de lutte
contre Vp colonisant des produits a destination de I’'alimentation comme les coquillages. Pour cela, des
bactéries lactiques (LAB) d’origine marine ont été évaluées pour leur capacité a inhiber la croissance de
souches de Vp et/ou a atténuer leur virulence.

Matériels, méthodes et résultats :

Dix souches de V. parahaemolyticus présentant des profils géniques variables de virulence ont été
séquencées puis annotées sur la plateforme MaGe (Genoscope, Evry). Des analyses de caractérisation
des facteurs de virulence ainsi que de la génomique comparative ont été réalisées et ont permis d’iden-
tifier des régions hypervariables contenant potentiellement des génes de virulence.

L’utilisation d’'une méthode miniaturisée a permis de mettre en évidence une inhibition de la plus ou
moins contrastée croissance des 11 Vp par les 10 LAB testées. Des tests supplémentaires suggérent
que cette inhibition est due principalement a de I'acidification. Il semblerait cependant, que la croissance
d’une des souches environnementales Vp soit inhibée par une souche de Weissella sp. via la production
d’une molécule de type bactériocine.

Des pré-tests in vivo ont montré que les souches Vp sélectionnées sont virulentes chez Caenorhabditis
elegans. L’évaluation de I'impact des LAB sur la virulence de Vp est actuellement réalisée par co-in-
fection chez C. elegans. Selon les résultats, I'analyse des génomes de LAB et de Vp sera réalisée afin
d’identifier les facteurs impliqués dans I’atténuation de la virulence. Si ces tests se montrent promet-
teurs, les LAB pourraient étre utilisées en traitement des coquillages avant mise sur le marché.

Mots clés : Vibrio parahaemolyticus - Virulence - Génomique comparative - Bactéries lactiques -
Inhibition.
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Impact de la flore vaginale sur la production de la toxine TSST-1 par Staphylococcus aureus
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Introduction et objectifs :

Le choc toxique staphylococcique d’origine menstruelle (CTSm) est une maladie systémique grave qui
survient pendant les régles chez les femmes dont le microbiote vaginal comporte Staphylococcus aureus
producteur de la toxine TSST- 1 et qui utilisent une protection périodique interne.

Cette maladie est rare malgré la fréquence du portage vaginal a S. aureus producteur de TSST- 1 et
d’utilisation de protection interne.

L’objectif de notre étude a été d’explorer 'impact de ces bactéries composant le microbiote vaginal sur
la production de TSST-1.

Matériel et méthodes :

Pour cela, nous avons déterminé le microbiote vaginal a partir de liquides menstruels extraits de 213
tampons périodiques de femmes en bonne santé par approche culturomique et I'identification par
MALDI-TOF ou séquencage des génes ARNr 16S. Parmi les 103 espéces différentes identifiées, nous
avons sélectionné 18 souches aérobies, 8 souches anaérobies et 1 levure provenant du microbiote
analysé. Aprés culture de ces souches, leurs surnageants ont été récupérés. Nous avons ensuite étudié
I'impact de ces surnageants de culture sur la croissance (DO600nm), le pH de la culture et la production
de TSST-1 (quantification par ELISA) de 6 souches de S. aureus de 4 complexes clonaux différents.
Résultats et conclusions :

Les résultats observés sont identiques quelque soit les complexes clonaux. Quinze des 26 bactéries
du microbiote vaginal diminuent la production de TSST-1 en agissant directement sur I'acidification du
milieu de culture et sur la croissance bactérienne. Les bactéries comme ceux des familles de Bacteroides,
Peptoniphilus et Propionibacterium inhibent la production de TSST-1 de facon indépendante du pH et
de la croissance bactérienne. Cette inhibition est observée spécifiquement dans les filtrats < 3KDa.
Ces résultats suggérent que ces espéces produisent de petites molécules capables d’interférer avec
le systéme de régulation de la production de TSST-1. Contrairement aux bactéries, Candida albicans
augmente la production de TSST-1 par S. aureus.

Mots clés : TSST-1 - Microbiote - Staphylococcus aureus.
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Caractérisation du microbiote 16S de la flore digestive chez Gorilla gorilla
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Introduction et objectifs :

La plasticité du microbiote intestinal, son aptitude a moduler le systéme immunitaire ou le métabolisme
de I'héte, ainsi qu’a contrbler la prolifération des agents pathogénes sont des facteurs essentiels a
I’adaptation de I’héte a son environnement et pourraient étre des indicateurs du bien-étre des animaux
en captivité. Des facteurs de stress (modification du régime alimentaire, des enclos, météo...) peuvent
étre a I'origine de dysbioses chroniques sans étiologie infectieuse. Dans un contexte d’épisodes récur-
rents de diarrhées, les selles de 12 gorilles du ZooParc de Beauval ont été collectées et le microbiote
16S a été caractérisé.

Matériel et méthodes :

Les selles ont été prélevées moins de 4h aprés défécation et placées immédiatement a -20°C jusqu’a
analyse. L’ADN, extrait a I'aide du kit DNEasy Power Soil (Qiagen) a été utilisé pour la préparation des
librairies selon le protocole de Thermo. Le séquencgage a été réalisé sur le séquenceur NGS lon Torrent
S5 et les données brutes ont été analysées a 'aide du logiciel Metagenomic 16S disponible sur le site
lonReporter et (Thermo).

Résultats et discussion :

Le profil des flores bactériennes de 12 gorilles issus de 2 groupes (un groupe reproducteur (8) et un
groupe de méles adultes(4)) vivant séparément a été déterminé.

Tous les échantillons sauf 1 contiennent plus de 37000 séquences pouvant étre alignées avec les bases
de données. Un seul individu présente 3 fois moins de séquences : il s’agit d’un individu solitaire, dominé
au sein de son groupe, et ne consommant qu’une partie des aliments qui lui sont proposés. La diversité
du microbiote semble plus importante au niveau des Familles qu’au niveau des Phyla. L’abondance de
certains OTU (Operational Taxonomy Unit) pourrait étre liée a I'alimentation ou au stress de certains
individus en lien avec leur hiérarchie sociale.

Des études complémentaires, notamment le suivi longitudinal de la composition des flores digestives
individuelles, permettraient de mieux caractériser les situations de dysbiose, d’en rechercher les facteurs
déclenchant ou aggravant, et de mieux les anticiper par I'adaptation du régime alimentaire par exemple.

Mots clés : Microbiote - Gorille.
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Fecal microbiota and antibiotic resistance determinants in calves undergoing amoxicillin
treatment

Tony Rocheguie' (tony.rochegue@anses.fr), Jessica Nier', Véronique Métayer', Marisa Haenni',
Jean-Yves Madec!, Tristan Ferry?, Agnese Lupo’

"ANSES Lyon, Lyon, France
2CHU de Lyon, Hépital de la Croix-Rousse, Lyon, France

The use of antibiotics is the major driver of selection an