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Morphologie & caracteres culturaux

« Bacille a Gram négatif mobile

« Catalase et oxydase positives

« Cultivé facilement en aérobiose

« Aspect des colonies : «large», «<small» ou muqueuses
« Deéegage une odeur aromatique caractéristique

* Production de
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Habitat

Bacterie ubiquitaire
Réservoirs : I'environnement humide +++
Eaux, sols, végetaux, poussieres

Eviers, nébulisateurs, appareils d’assistance respiratoire,
équipements de dialyse, eau du robinet, antiseptiques,

Colonisation du tube digestif, du tractus respiratoire, de
zones cutanées humides ou du tractus urinaire.




Pouvoir pathogene

Agent d’infections associées aux soins:
Résistance naturelle a de nombreux antibiotiques

Peut contaminer le matériel médical (sondes, fibroscopes)
ou chirurgical (instruments, matériels de prothese)

Peut contaminer les solutions antiseptiques, les solutés
Injectables, les collyres ou des produits cosmetiques

Transmission manuportée par le personnel
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Pouvoir pathogene

Pathogene opportuniste :

Peu virulent pour l'individu normal mais agent infectieux
redoutable lorsque les défenses immunitaires du sujet
sont altérées

Unités de soins intensifs,

Unités de grands brdles

Services de neonatalogie

Unités d’oncologie et hematologie
Au cours de la mucoviscidose




Clinical disease

Eye infectionz

P aeruginosa infections most commonly involve the

cornea (keratitis) but may occasionally involve the

intraocular cavity (endophthalmitis). Bacteria are

introduced into the eye by trauma or following

corneal injury caused by contact lenses.

Ear infectionz

‘Swimmer's ear’ is an infection of the outer

ear canal that develops when water remains in the

, . . s o= . ear after swimming. Malignant otitis externa is a X

M e n I n g I teS (porte u rS d e d erlvatlo nS d e LC R) severe infection that occurs when bacteria in the ear
canal invade through the surrounding cartilage to

deeper structures, including the middle ear, mastoid

air cells and temporal bone.

Pneumopathies eI
(PAVM, mucoviscidose, DDB ou BPCO) s epietry e of v v

cystic fibrosis and is associated with an
accelerated decline in lung function in !
. . . . 4 these patients. Chronic lung colonization |
Infections intra-abdominales compliquees Sl oo s o e e |
a disease characterized by irreversible |
dilation of the bronchial tree, and in
chronic obstructive pulmonary disease,

I n fect i 0 n S u ri n ai reS a disease characterized by narrowing / '

. . b of the airways and abnormalities in
(nosocomiales ou iatrogenes) E
Hozpital-acquired pneumonia
, ., . . P aeruginosa is one of th: n:lost ‘
Bactériémies nosocomiales el
in mechanically ventilat y
patients; it is associated

Surinfections de plaies e Yl
chirurgicales, traumatiques, ulcéreuses, Comylutid ies st huctions

P, aeruginosa is identified in some cases of

d’escarres, ou de lésions de brdlure bespini scopsred cropbt et indra dhelotued

Infections oculaires gravissimes
(porteurs de lentilles)

Otites externes (nageurs)

Urinary tract infections \
P. aeruginosa accounts for a substantial proportion |
I f H 4 . I . of nosocomial urinary tract infections. These
n eCt I 0 n S O S t eo -art I C u al res infections are usually associated with a foreign

body or surgery of the urinary tract.

(secondaires a une fracture ouverte) R e

P. aeruginosa causes a substantial proportion of

nosocomial bloodstream infections, which can be

associated with ecthyma gangrenosum, a painless

nodular skin lesion with central ulceration and

haemorrhage.

Skin and zoft tiszue infectionz

P aeruginosa can survive in hot tubs and infect

macerated skin, leading to ‘hot tub folliculitis’.

P, eruginosa also infects wounds of patients with )
burns and is a common cause of nosocomial skin \ y
and soft tissue infections. S




Pathogenese des infections a P. aeruginosa

3 étapes :
1. colonisation (adhérence, formation de biofilm)
2. multiplication et invasion locale (enzymes
extracellulaires et toxines)
3. dissemination systémique (bacteriemie, métastases
septiques)

* Infections aigues :

« Prédominance des mécanismes d’invasion, de dégradation tissulaire
et de dissémination

* Infections chroniques (mucoviscidose) :

« Perte de caracteristiqgues immunogenes, adhérence, formation de
biofilm, état inflammatoire persistant



Facteurs de virulence
membranaires & extracellulaires

« Facteurs membranaires :

- Le flagelle Pilus
oo {attachment) Alginate
- LeS adheS|neS Elaggl!um (cystic fibrosis isolates)
L,alginate (motility) antiphagocytic
|:> \ Endotoxin
{shock)
 Facteurs extracellulaires :
- Les exotoxines LI e
- Les protéases ol CRE Ga
- Les hémolysines Mg N .
- La phospholipase s

- Les toxines protéigues

=



Facteurs de virulence membranaires



Le flagelle

Un seul flagelle polaire

Flagelline : principale protéine
constitutive du flagelle

Assure la mobilité

Impliqué dans I'adhérence aux
cellules épithéliales respiratoires

Role important dans le
developpement du biofilm
bacterien

Synthese réprimée chez les
souches mucoides isolées
d’'infections chroniques
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L es adhésines

 Adhésines de type fimbriae :
« Genes cupA, cupB & cupC

« Essentiels pour I'adhérence aux surfaces abiotiques,
comme le verre et le plastique

« Participent a la formation de biofilm

* PilidetypelV:

« Structure dynamique (extension-réetraction)
« Mobilité par glissement « twitching »

« Adhérence aux cellules épithéliales

TWITCHING
(pilus retraction)

Mattick. Ann Rev M|crob|ol 2002



Mobilité

Flagelle : mobilité de type
« swimming » ou « swarming »
PAO1 wild-type

LB agar 0.3% - swimming LB agar 0.5% - swarming

SWARMING
(flagella)

SWIMMING
(flagella)

TWITCHING '
(pilus retraction)

N o

== flagella type IV pili
[ — -_—.
W

Pili de type IV : mobilité de type « twitching »




| es adhésines

Lectines LecA & LecB

Liaison a des résidus galactose (LecA) et fucose (LecB)
Impliquées dans I'adhérence aux cellules épithéliales
Participent a la formation de biofilm (aggrégation des bactéries)
Entrainent des dommages tissulaires
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Proposed functions of P. aeruginosa lectins: adhesion to host epithelial cells; attachment of bacterial cells
to biofilm matrix polysaccharides and cross-linking of these polysaccharides; disruption of epithelial
barrier function and increase in permeability for other virulence factors.



Le lipopolysaccharide (LPS)

Lipopolysaccharide

amm D 1
b chaine O-
Spécifique

Polysaccharide
P Core } Y

externe

P Core

J interne
9? P Lipide A

- Un lipide A (endotoxine)

- Une région oligosaccharidique (core)
- Une partie variable polysaccharidique
(antigene O)

* ROle protecteur contre la lyse provoquée par le serum
« Impligué dans la stimulation de la réponse inflammatoire

* Impliqué dans I'adhérence aux cellules épithéliales



Le lipopolysaccharide (LPS)

* Deux formes structurales de LPS
responsables d’'un phénotype lisse
ou rugueux

* Le phénotype lisse a été souvent
décrit comme plus virulent

Smooth-type
r T \

O specific chain

Semi-Rough
b=
) )
] Rough-type




Matrice polymérique extra-cellulaire

> Impliquée dans la formation de biofilm :

« EXxopolysaccharide capsulaire: alginate

 EXxopolysaccharides aqgqregatifs: Pel, Psl




L’alginate
Polymere lineaire d’acide D-mannuronique
partiellement aceétylé lié a I'acide L-guluronique

Produit par les souches dites « muqueuses », isolées
d’'infections chroniques comme la mucoviscidose

Forme une gangue polysaccharidique protectrice
Résistance aux antibiotiques et aux défenses de I'hote
Obstruction des voies aériennes
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P. aeruginosa mugueux

> Phénotype lié a une hyperproduction d’alginate

V




Exopolysaccharides aggregatifs: Pel, Psl

« ROle dans adhérence initiale aux surfaces biotiques ou
abiotigues, role structural (stabilité et compaction du
biofilm)

ps/ status wt A 4+ wtowt A+
pel status wt wt wt A 4+ A +

P. aeruginosa PAOL1 strains with wild type, inactivated, or overexpressed status of Psl
and Pel were grown in culture tubes containing Congo red to observe aggregation.



Formation de biofilms

Le biofilm constitue une communauté, souvent hétérogene et structurée,
de bactéries attachées a une surface et englobées dans une matrice
d’exopolysaccharides essentiellement composée d’alginate

Impliqué dans le développement d’infections persistantes :
- Protection contre la réponse immunitaire anti-pyocyanique

- Reésistance aux antibiotiques

substratum

-] 12 pm max. thickness § 30 um max. thickness § 80 pm max. thickness J 80 um max. thickness

J4

monolayer

2 heures J1 J2 J3



Formation de biofilms

« 4 étapes :
1. Attachement réversible de la bactérie a une surface
2. Rassemblement en microcolonies attachées de maniere irréversible
3. Structuration et consolidation du biofilm
4. Détachement et implantation sur d’autres surfaces saines

o2 Bactéries
Signaux planctoniques
environnementaux

Approche de la surface
(mobilité flagelle)

Adhérence initiale \% W4
(Cup, adhésines) = P2 i 4
Rassemblement,
formation de micro-colonies

(pili de type IV)



Facteurs de virulence
membranaires & extracellulaires

Facteurs cellulaires

Adhésion et croissance

Pili LPS Lectines

Flagelle \ i, l Adhésines

Facteurs extracellulaires EKPI'ESFJDH variable
¥ "
Enzymes selon I'environnement
Toxines > ADAPTABILITE
[.ésions cellulaires
Lésions tissulaires E] - Destruction des barriéres

- Mise a disposition de nutriments



Facteurs de virulence extracellulaires

 Différentes machineries de sécrétion :

RS
""""""

Penplasm

Membrane

Cytoplasm




Facteurs de virulence extracellulaires

e Substances sécretées :
— Sidérophores
— Pyocyanine

— Toxines et enzymes de dégradation facilitant I'invasion
des tissus

Pyoverdin
': Fe*
Pyocyanin

0
o0 Elastase

F aeruginosa

Inner membrane

Peptidoglycan

Secretion systems

' Flagellum

Type V ?

Extracellular
matrix
B S S E—— == ) AsisloGM1 g __ CTFR TIRs  Asialo-GM1
e Disrupted actin Actin SOD1 \ l
cytoskeleton ; Active Pro-inflammato
14-3-3 Flageum inflammasome  FI-1p (oinae
Exotoxin A () ExoU@ —] ti-18
—— (»] ) Pscla =
%ldatme \ .,-EEE RAS Exo3 Pilin @ \ Pyroptosis
mage 0
cho—" \

Inactive .E:mS
Translation inflammasome @ Exol Epithelial cell




Enzymes protéolytiques
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Dégradations tissulaires Modulation de réponse immunitaire

Epithélium pulmonaire :
élastine,laminine,collagenes
protéoglycanes (élastase)

- Inactivation des IgA, IgG,

- Inactivation de composants du
complément,

- Inhibition du chimiotactisme des PNN

Oculaire : ) . g .
- Induction de sécrétion d’interleukines

fibrine (protéases)




Toxines

Exotoxine A .

« Sécretee par le T2SS

« Composé protéigque le plus toxique produit par P.aeruginosa
* Inhibe la synthese protéique de la cellule eucaryote cible

* Provoque la mort de la cellule cible par nécrose

Hostcell

Exoenzymes sécretees par le T3SS :
 EX0S, ExoT, ExoU & ExoY i

Ty OO P S NN
[LASIRRIEARNY I.|j_l_l_1_|_}_&l_l$l,l'}_ﬁ_l__l!_l,l‘l!ii_!‘l_l‘}_l,]_ﬁvl.I_IL!:

Le T3SS permet a la bactérie d’injecter ou'f;ww( M

. . ‘lAI‘,l‘!‘l_U‘l,i(lll_Il l_lll‘l\l'lll’i_l_l_l, l‘l‘l’l ,_lllﬂﬂll‘l‘ll l»lyl_l ‘l,]’lil_l:.l_l,l‘
directement ses toxines dans la cellule . vecs
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Exoenzymes secrétées par le T3SS

P. aeruginosa

_

Rho%"'x,(

® Exos

Cytoskeleton
Endocytosis ExoT

.\. © \

ExoU
. Lipid metabolism
Membrane integrity

© ExoY

ATP CAMP

Membrane permeability

Mediator production /

Figure 4 Contact-dependent toxin translocation during type Il secretion in Pseudomonas aeruginosa. P. aeruginosa translocates toxins

after direct contact with the surface of the target eukaryotic cell. ExoS and ExoT modulate the cytoskeleton and endocytosis through interaction
with Ras and/or Rho GTPases; ExoU disrupts the integrity of the lipid membrane by targeting phospholipids; and ExoY causes edema formation
by increasing cyclic adenosine monophosphate.

Effectors Genes Activity Effect on host
ExoS exos ADP-ribosyltransferase Antiphagocytosis
GAP activity
ExoT exoT GAP activity Inhibition of wound
healing
Exol exol Patatin-like phospholipase Cell death
Acute lung injury
Bacteremia, sepsis
ExoY exoY Adenylate cyclase Edema, inhibition of

inflammatory cytokine
secretion

Alveolar airspace Vascular airspace
\
IL-1

P. aeruginosa

N\

Figure 6 Acute lung injury caused by Pseudomonas aeruginosa.
P. aeruginosa secretes and injects type |l secretory toxins (ExoS,
ExoT, ExoU, and ExaY) into alveolar macrophages and epithelial cells,
blocking macrophage phagocytosis, inducing epithelial disruption, and
causing the dissemination of bacterial and inflammatory mediators
from the airspace into the systemic circulation, which eventually results
in bacteremia and sepsis. AM® alveolar macrophages, IL-1 intereukin-1,
IL-8 interleukin-8, TNF tumor necrosis factor.




Pyocyanine
Pigment spécifique de P. aeruginosa, genéralement de
couleur bleue en solution aqueuse
A un role crucial dans la virulence de P. aeruginosa

Catalyse la formation de dérivés oxygenés tres toxiques,
entrainant une nécrose du tissu respiratoire

Augmente la production d’ll-8, induit 'apoptose des
polynucléaires neutrophiles et réprime la réponse
iImmunitaire de I'h6te



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/82/Pseudomonas_aeruginosa_pyoverdin.jpg

Systemes de capture du Fer

Sidérophores : pyoverdine & pyochéeline

Molécules de bas poids moléculaire, sécrétées par la bactérie, qui
chélatent le Fe3* (libre ou lié a la transferrine)

Les ferrisidérophores sont recaptés par la bacterie, par 'intermédiaire
de récepteurs membranaires spécifiques (de type TonB)

Heme . Hemophore )
Fe*

Siderophore i
— O 0—1 I
¥ Receptor o

Recycling (o) Transporter Heme oxygenase Type |

S ®, secretion
C ) Reduction @
-0 Heme de-ferration

Fe?-
Fe stores Biliverdin [El CO©Fe> [ 1 PPIX



Systemes de capture du Fer

Pyoverdine : un chromophore + une chaine peptidique

Fluorescence des Pseudomonas, en particulier si croissance en
milieu pauvre en Fer

Régule la sécretion de 2 facteurs de virulence (exotoxine A &
protéase V)

Pyochéline :

Affinité pour Fer < Pyoverdine, mais séecretée préferentiellement

Contribue a la destruction des cellules épithéliales pulmonaires
(dommages oxydatifs et inflammation)



Systemes de capture du Fer

« Capture de ’heme d’hémoprotéines (héemoglobine,
hémopexine, cytochromes)

« Extraction de ’'héme au niveau d’un récepteur TonB (systeme Phu)

« Extraction préalable de 'héme, par une protéine sécrétée (hémophore),
puis liaison du complexe hémophore-heme a un récepteur TonB
(systeme Has)

9
- Degradation intra-cytoplasmique [ 9 o
de I’'héme en biliverdine, CO et n 9
Fe2+* PhuR : T

e 2 = *ﬁ* - NI

\




Virulence de P. aeruginosa:
phénomene adaptatif

 Reégulation des facteurs de virulence :

ey

- Génome relativement similaire
d'une souche a l'autre (= 90%)

- L’environnement et les conditions [ & s s

strain PAO1

locales conditionnent I'expression |3 e op
préeférentielle de certains genes

2 mécanismes principaux :

- Les systemes de transduction de signhaux a deux
composants

- Le quorum sensing


http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:P.aerugenosa_genome.JPG
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Systemes de transduction de signhaux a deux

composants
Un senseur ancré dans la Systémes a deux composants
membrane cytoplasmique percoit ~— Signal )

./’.

le signal extérieur a
I I Membrane interne

Cascade de phosphorylations “ —

aboutissant a I'activation d’un A0 TP
facteur de transcription ate M

Senseur

Activation ou répression d’'un

N Histidine
gene codant un facteur de Kinase
virulence Response regulator

T ADN: activateur
répresseur

« Systemes communs a toutes les bactéries

« Chez P. aeruginosa, nombre record de ces systemes
regulateurs (~ 127 pour PAO1 vs ~ 60 chez E. coli)
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Le quorum sensing

ou
Perception de la densite cellulaire de la population bactérienne "

Principal mécanisme de regulation de la pathogeénicité et
de I'adaptation chez P. aeruginosa

Permet la production d'un maximum de facteurs de
virulence en phase de croissance exponentielle tardive et
en phase stationnaire au sein d’'une population

Systeme de communication intercellulaire reposant sur la
diffusion de petites molécules (acyl-homosérine lactone
ou AHL) au travers des membranes bactériennes

Densité bactérienne

a OO o
E
- -°



Le quorum sensing

ou
« Perception de la densité cellulaire de la population bactérienne "

‘ ‘ , Exotoxines
Signaux '\\ ** /
(auto-inducteurs) *
. % * gy ¥ T gy v ol

=T :..-—»

- — o - —*
Bactéries

Systeme de communication permettant aux
bactéries de détecter leur densite et de
coordonner I’expression de leur virulence et la
formation de biofilm




Le quorum sensing

 Petites molécules diffusibles :
« auto-inducteurs » ou « alarmones »

 Deux types:

— N-acyl-homoserine lactones (AHLS)
systemes Las et Rhl

— 2-alkyl-4 quinolones (AQs)
systemes PQS/IQS



Le quorum sensing

Systemes LasR/lasl & RhIR/RNII :

Deux molécules diffusibles principales (AHL) :
- C12-HSL (systeme Lasl/LasR)
- C4-HSL (systeme RhlI/RNIR)

1 gene | (lasl ou rhll) codant une AHL synthase

1 gene R (lasR ou rhIR) codant un récepteur protéique
de I'AHL (régulateur transcriptionnel)

a @ || e
1 i {0 i o0
. A K1 B ~ A 4 B

Ay Y
3-ox0-C12-H5L C4-H5L




Le quorum sensing

Les AHL (C12-HSL & C4-HSL)
sont synthétisées par leurs
enzymes respectives (Lasl & Rhll)

Lorsque la concentration des AHL
atteint un certain seuil, elles se
lient a leur récepteur protéique
specifigue (LasR & RhIR)

La liaison de 'AHL a son
récepteur active la transcription

de nombreux genes et notamment
du gene |

Quorum-sensing

7O D Ol W

“R" gene “I” gene [
;s; 'mIR;> (lasl, mlg> [/ ’-
[ /
/
J J {' J

Transcriptional Autoinducer S
activator synthase Increased expression
RYX 1) of virulence factors
(LasR/RhIR) (LasI/RhIl) (and genes involved in
J biofilm formation) )
i

Autoinducer

y
= Acyl Homaserine Lactone Elastase
‘ AT ExcA
<AHL Type Il secretion
| | (xcp gene)
| Alkaline protease
\ Accumulation of AHL Pyecyanin...

due to bacterial densny ~ -~

[ méll": ?
|\ A

Kipnis et al. Méd. et mal. infectieuses 2006; 36 : 78-91



Le quorum sensing

« Environ 10% du génome est regulé par le quorum sensing

« Exemple de genes de virulence régulés :
- Exotoxine A
- Protéase alcaline
- Elastase
- Sidérophores
- Pyocyanine
- Phospholipase C
- Formation de biofilm

« Ce systeme explique le caractere opportuniste de

P. aeruginosa: "silencieux" ou "agressif" selon
I'environnement et la densité de population



Deux modes de virulence de P. aeruginosa :

Infection inflammatoire associée a la
capacité de P, aeruginosa a former une
communaute appelée biofilm

Infection invasive caractérisée par
la sécrétion de nombreuses toxines
(injectisome)

Colonisation
initiale

£
A 4

Etape infectieuse

Infection aigué Infection chronique

Défense

P. aeruginosa ® Défense

Interactions
Hobte-pathogene
< D

P. aeruginosa




Cas particulier de la mucoviscidose

Maladie héréditaire affectant le gene codant la protéine CFTR,
impliquée dans le transport des ions chlorures au niveau de
nombreux tissus

Organs affected Q
by cystic fibrosis

Au niveau pulmonaire : s _\((*
Lungs: thick, sticky L

HyperVISCOSIté dU Mucus mucus buildup, bactth —

Normal airway Airway lined
o, Airway wall Wwith a thin layer
of mucus

infection, and
widened airways

Réduction clairance mucociliaire ...

glands produce

Inflammation locale chronique ===

Liver: blocked

(Airway in s
cross-section)

©

Airway with  Thick, sticky G
cystic fibrosis mucus blocks
= 2IWaY ~ \Widened airway

biliary ducts

Terrain propice aux infections Pancreas
pancreatic ducts -

Intestines: \ i - )
e hupents (TR
Reproductive \ ‘
{male and female)

organs:
complications




Cas particulier de la mucoviscidose

Histoire naturelle de I'infection par P. aeruginosa :

Phenotype mucoide

18" PA PA consécutif
Culture Culture positive
Naissance Positive

— déclin de la fonction

respiratoire
PA

Culture
Négative

4 l Yy ¥ v v

— mortalité accrue

\. SN g
e T

Colonisation Infection
Intermittente Chronigque




Cas particulier de la mucoviscidose

Infection chronique (formation de biofilm) :

« P. aeruginosa englue dans un mucus hypervisqueux ne peut
étre élimine de la surface des voies respiratoires

« Conversion en phénotype mucoide
« Switch pour un métabolisme anaérobie

» Lésions épithéliales et inflammation
locale chronique

« Reésistance aux antibiotiques (mauvaise
diffusion et croissance ralentie)




Cas particulier de la mucoviscidose

Etapes progressives de l'infection :

Host antibacterial defense in the lung

acute inflammation prolonged cellular suppurative inflammation
with resolution =% injury > with multiple abscesses
\ \
transient infection B chronic infection adaptive diversification
oligo-clonal mono-clonal - clonal variants
& O O 0
A B C o é
(O clone C / | g
@ mutator C (D @ @
9 ® Virulence-attenuated a Y N Y\
varaigs DI O
CD G \Taerﬁggtoslically adapted ! } 1 § 4 4 | !

selection for various micro-aerobic habitats

Hogardt et al. Int. J. Med. Microbio. 2010; 300 : 557-62



Cas particulier de la mucoviscidose

initial infection pathogen | —— | chronic infecting pathogen

flagellum LPS smooth N03'<N02' imipenem® LPS sans Ag O

=

OprD OprF OprF 0

sssses panss tasssse: ¥ .
pSSSSs e pessssssssssss ST
12522 ettt ioiioieRt o ! A 1 .
i $ Tt $
P s R e G
+ tt + $ ++
jsssssssssssssssssssssssssasssssss. o3
SRR RIE S 18

® o «———— LasR

S e I R R AR
898884 18880 iasananssaa aRt Y itL
Y 7

8 1 0
1 SRS S s
j9aRSEs: Tttt iteettet ettty
$8) S8ns’ senssnsensssssssssssssanssnss
4 SR EIHE R

o +

1 1828¢

SR
HEFH
pesses 3133353 b
IR 1888285 sa08s: HEREIRIRES
BHEERREE MR
proieases BHIHIT T SEHITING
BRIy SN
1 HHHEFEF3 > e @
180 eY

T3SS T3SS

pyocyanin ExoS
siderophores X0 <:)
P ExoT @
ExoY

non-mutator — | mutator

Hogardt et al. Int. J. Med. Microbio. 2010; 300 : 557-62



