N

N

Etude de facteurs biotiques et abiotiques qui controlent
I’'implantation des biofilms de Pseudomonas aeruginosa
dans les réseaux de distribution d’eau thermale

Coline Pessereau

» To cite this version:

Coline Pessereau. Etude de facteurs biotiques et abiotiques qui controlent I'implantation des biofilms
de Pseudomonas aeruginosa dans les réseaux de distribution d’eau thermale. Génie des procédés.
Ecole des Mines de Nantes, 2015. Francais. NNT: 2015EMNA0244 . tel-01296480

HAL Id: tel-01296480
https://theses.hal.science/tel-01296480

Submitted on 1 Apr 2016

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01296480
https://hal.archives-ouvertes.fr

COMMUNAUTE D'UNIVERSITES ET ETABLISSEMENTS MI N ES

These de Doctorat e

Coline PESSEREAU

Mémoire présenté en vue de l'obtention du
grade de Docteur de ’Ecole des Mines de Nantes

sous le label de L’Université Nantes Angers Le Mans
Ecole doctorale : Sciences Pour I'lngénieur, Géosciences, Architecture

Discipline : Génie des procédés
Spécialité : Microbiologie / Environnement
Unité de recherche : GEPEA UMR CNRS 6144/CSTB NANTES

Soutenue le 04 novembre 2015
Theése N°: 2015 EMNA 0244

Etude de facteurs biotiques et abiotiques qui
contrélent I'implantation des biofilms de
Pseudomonas aeruginosa dans les réseaux de
distribution d’eau thermale.

JURY

Rapporteurs : Christine IMBERT, Professeur, Université de Poitiers

Christine ROQUES, Professeur, Université de Toulouse

Examinateurs : Jean-Claude BLOCK, Professeur, Université de Lorraine
Directeur de These : Yves ANDRES, Professeur, Ecole des Mines de Nantes
Co-directeur de These : Sophie de BENTZMANN, Directrice de recherche, INSERM

Co-encadrante : Nathalie GARREC, Docteur, Centre Scientifique et Technique du batiment






COMMUNAUTE D'UNIVERSITES ET ETABLISSEMENTS MI N ES

These de Doctorat e

Coline PESSEREAU

Mémoire présenté en vue de l'obtention du
grade de Docteur de ’Ecole des Mines de Nantes

sous le label de L’Université Nantes Angers Le Mans
Ecole doctorale : Sciences Pour I'lngénieur, Géosciences, Architecture

Discipline : Génie des procédés
Spécialité : Microbiologie / Environnement
Unité de recherche : GEPEA UMR CNRS 6144/CSTB NANTES

Soutenue le 04 novembre 2015
Theése N°: 2015 EMNA 0244

Etude de facteurs biotiques et abiotiques qui
contrélent I'implantation des biofilms de
Pseudomonas aeruginosa dans les reseaux de
distribution d’eau thermale.

JURY

Rapporteurs : Christine IMBERT, Professeur, Université de Poitiers

Christine ROQUES, Professeur, Université de Toulouse

Examinateurs : Jean-Claude BLOCK, Professeur, Université de Lorraine
Directeur de These : Yves ANDRES, Professeur, Ecole des Mines de Nantes
Co-directeur de These : Sophie de BENTZMANN, Directrice de recherche, INSERM

Co-encadrante : Nathalie GARREC, Docteur, Centre Scientifique et Technique du batiment






Remerciements

Je souhaite tout d’abord remercier M. Yves Andres, professeur a I’Ecole des Mines de
Nantes, et Mme Sophie De Bentzmann, directrice de recherche INSERM et attachée

scientifique a I’ambassade de France a Pékin, d’avoir accepté d’étre mes directeurs de thése.

Merci Yves pour ta bienveillance, ta présence et pour la transmission de tes connaissances
scientifiques. Ton indulgence et ta compréhension m’ont été¢ d’un grand secours tout au long

de mes travaux de thése.

Merci Sophie pour ta rigueur scientifique et ta présence malgré un emploi du temps chargé et
des kilométres de distance. Je tiens également a te remercier pour m’avoir accueillie au sein de
I’unité de recherche du Laboratoire d’Ingénierie des Systemes Macromoléculaires de Marseille,
et m’avoir transmis les connaissances et compétences nécessaires a 1’aboutissement de mes

travaux.

Mes plus sinceres remerciements vont 8 Mme Nathalie Garrec, ingenieure recherche et
expertise au CSTB, pour sa confiance, sa patience et sa présence au quotidien. Merci d’avoir
pris le temps de comprendre mon fonctionnement, de m’avoir épaulée et menée jusqu’au bout

malgre les difficultés et les doutes rencontrés.

Je remercie M. Jean-Michel Axes, directeur du CSTB de Nantes, et M. Philipe Humeau,

responsable de la thématique eau et assainissement, de m’avoir accueillie au sein d’AQUASIM.

Mes remerciements vont également & M. Christophe Bordi, chercheur au Laboratoire
d’Ingénierie des Systémes Macromoléculaires de Marseille, pour m’avoir patiemment formee

a I’utilisation des puces a ADN et a I’extraction d’ARN.

Je tiens également a remercier Mme Céline Ohayon-Courtés, professeur a 1’université
de Bordeaux pour nous avoir renseignés sur le fonctionnement du milieu thermal et pour nous

avoir fourni des souches isolées de réseaux de distribution d’eau thermale.

Je remercie également M. David Redelberger, ingénieur au Laboratoire d’Ingénierie des
Systemes Macromoléculaires de Marseille, pour m’avoir transmis ses connaissances et

compétences et pour m’avoir accordé tant d’attention.



Remerciements

Merci a Nathalie Quellard et Béatrice Fernandez, ingénieures de recherche au service
d’anatomie et de cytologie pathologique du CHU de Poitiers pour m’avoir transmis leur passion
et leur connaissance de la microscopie électronique a balayage appliquée aux échantillons

biologiques.

Merci également a Nicolas Stephant pour la métallisation et I’observation de mes

échantillons en micrscopie électronique a balayage.

Merci a Félicie Théron pour la gestion du matériel et la réservation des séances de

microscopie électronique a balayage.

Merci a toute 1’équipe du Laboratoire d’Ingénierie des Systémes Macromoléculaires de
Marseille qui m’a si gentiment accueillie et fait une petite place dans leur bureau et sur leur

paillasse chaque fois que c’était nécessaire.

Un grand merci a toute 1’équipe d’AQUASIM pour ces trois ans passés ensemble avec
une mention spéciale a Marc Bodelle et Patrice Metaireau. Merci d’avoir été a mes cotés a votre
facon, merci pour cette ambiance sympathique.

Merci a Marina Postnikoff pour la gestion des commandes et des petits tracas de la vie

quotidienne au laboratoire.

Merci aux eléments déclencheurs, Alex et Alan : sans aucun regret !

Merci a Gwen, Séverine et Julien pour leur soutien a distance.

Merci a tous mes amis de longues dates ou rencontrés au cours de ma thése : merci a
Fanny, Emilie, Aurore, Gwen, Pierre-Luc, Julie, Chen, Nicolas, Pierre, Bryan, Nico, Alexia et

Léonie.

Un grand merci a mes parents et mes sceurs pour leur soutien sans faille et a toute ma

nombreuse famille, oncles, tantes, cousins et a mon grand-pere.

Merci a Emmanuel pour qui aucun mot ne saurait traduire ma gratitude et mon amour.



Résumé et mots-clés en francais

Les eaux minérales naturelles se distinguent de 1’eau potable par leur contenu en sels
minéraux et en éléments traces. Leur utilisation a des fins thérapeutiques s’effectue sous
contr6le médical dans des établissements thermaux. La gestion des réseaux de distribution ainsi
que la qualité microbiologique de 1’eau font 1’objet de réglementations. Malgré la mise en place
de procédures spécifiques, les établissements thermaux sont régulierement confrontés a des
contaminations microbiologiques majoritairement dues a P. aeruginosa. Ce pathogéne
opportuniste posséde d’importantes capacités d’adaptation, de résistance et de persistance dans

I’environnement, notamment sous forme de biofilms.

L’objectif de ces travaux de thése est d’apporter des ¢léments de compréhension sur le
comportement de P. aeruginosa dans les réseaux de distribution d’eau minérale naturelle et de

valider I’efficacité de produits de traitement.

L’influence de la composition minérale de 3 eaux sur les capacités a former du biofilm
de 9 souches de P. aeruginosa d’origines diverses a pu étre déemontrée. Il apparait que les
quantités de biofilms produites au bout de 24 h sont moins importantes pour la minéralisation
forte. La modulation de la production de facteurs de virulence en fonction de la qualité de I’eau
est corrélée a I’action spécifique de certains ions et a la biodisponibilité du fer. En conditions
de minéralisation forte il a été montré que les matériaux organiques favorisent la formation de
biofilm de P. aeruginosa tandis que les matériaux métalliques ont tendance a la défavoriser.
L’efficacité d’une séquence de traitement de postes de soins a pu étre validée sur un modele de

biofilm agé de 24 h et sur tous les matériaux.

= Eaux thermales

= Pseudomonas aeruginosa
= Biofilm

= Minéralisation

=  Matériaux

= Désinfection



Résumé et mots-clés en anglais

Natural mineral waters are distinguished from drinking water by their content in minerals
and trace elements. Their use for therapeutic purposes under medical control is performed in
spas. Management of distribution networks and the microbiological quality of water are subject
to regulations. Despite the establishment of specific procedures, spas are regularly confronted
with microbiological contamination mainly due to P. aeruginosa. This opportunistic pathogen

has substantial adaptive capacity, resistance and persistence in the environment, under biofilm.

The aim of this thesis work is to bring understanding on the P. aeruginosa behaviour in
the natural mineral water distribution networks and validate the effectiveness of treatment

products.

The influence of the mineral composition of 3 waters on biofilm formation capacity of 9
P. aeruginosa strains of various origins could be demonstrated. It appears that the amount of
biofilm produced after 24 h are less important for the strong mineralization. Modulation of the
production of virulence factors depending on the water quality is correlated to the specific
action of certain ions and iron bioavailability. In high mineralization conditions it has been
shown that organic materials promote biofilm formation of P. aeruginosa while metallic
materials tend to disadvantage it. The efficiency of a treatment sequence of a patient point of

use has been validated on the 24 h biofilm model and on all materials.

= Thermal water

= Pseudomonas aeruginosa
= Biofilm

= Mineralisation

= Materials

= Disinfection
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Introduction

Les eaux minérales naturelles se distinguent de 1’eau potable par leur contenu minéral
spécifique et sont reglementairement définies comme des eaux microbiologiquement saines.
Leur composition spécifique est a I’origine de leur utilisation a des fins thérapeutiques sous
controle medical en établissements thermaux. Du fait de cette utilisation, de certains de leurs
modes d’administration et de la potentielle altération de la santé des curistes, ces eaux doivent
étre exemptes de microorganismes pathogénes. L utilisation des eaux minérales naturelles a des
fins thérapeutiques est soumise a une reéglementation trés stricte imposant 1’absence de
microorganismes pathogeénes a 1I’émergence et aux points d’usage. Cette reglementation
n’autorise qu’un nombre restreint de procédés de traitement de ’eau et exclue le recours & un
désinfectant en concentration résiduelle tel que le chlore dans 1’eau potable. Les contaminations
microbiologiques peuvent étre sanctionnées administrativement par la fermeture du point
d’usage concerné ou de la totalité de 1’établissement suivant les cas, entrainant des pertes
¢conomiques considérables pour 1’établissement thermal et 1’économie locale associée a
I’activité thermale.

Malgré la mise en place de protocoles de nettoyage et de désinfection répondant aux
exigences réglementaires, les établissements thermaux sont régulierement confrontés a des
problémes de contaminations microbiologiques de leur réseau de distribution. Un rapport de la
Direction Générale de la Santé indique que pendant la saison thermale 2001, plus de 80 % des
établissements thermaux frangais ont été contaminés au moins une fois par un agent pathogeéne.
Plus des deux tiers de ces contaminations étaient dues a Pseudomonas aeruginosa (DGS, 2005).
La récurrence et la persistance de ces contaminations sont attribuées a la capacité de la bactérie
a s’implanter sous forme de biofilm. Cette forme adhérée, a I’organisation complexe, augmente
les propriétés de resistance naturelles de P. aeruginosa aux attaques chimiques, mécaniques et
thermiques, rendant son élimination d’autant plus difficile. La formation et le développement
de ce biofilm sont dépendants des conditions environnementales et peuvent a ce titre étre
influencés par la qualité de 1’eau circulante, par certains éléments constitutifs du réseau de

distribution et par I’exposition a des produits de traitements.

En dépit des difficultés d’élimination et de I’impact économique associé, peu de données
relatives aux contaminations des réseaux de distribution d’eau thermale par P. aeruginosa sont
disponibles dans la littérature scientifique. L’objectif de ces travaux de thése est donc d’apporter
des ¢léments de compréhension sur I’implantation dans les réseaux de distribution d’eau
thermale de P. aeruginosa selon I’origine des souches, la minéralisation des eaux et les

matériaux constitutifs des réseaux. De plus, une attention particuliére sera apportée sur



Introduction

I’efficacité des pratiques de nettoyage et de désinfection couramment mises en ceuvre sur

différents matériaux.

Ce manuscrit se divise en 5 parties. La premiére est dédiée a I’¢tude bibliographique et
comprend trois sections. La premiére section présente les eaux minérales naturelles, leur
utilisation a des fins thérapeutiques et la gestion des réseaux de distribution d’eau thermale.
Elle expose également les problemes de contamination microbiologique des réseaux auxquels
sont confrontés les établissements thermaux et I’importance de P. aeruginosa dans ces
contaminations. La deuxiéme section est dédiée a la présentation de P. aeruginosa, et de ses
facultés de survie, d’adaptation et de virulence. Elle présente les capacités de persistance de la
bactérie dans 1’environnement, et plus particulieérement dans les réseaux de distribution d’eau
potable. La troisiéme section est consacrée a I’implantation de la bactérie sous forme de biofilm
dans les réseaux de distribution d’eau. Elle détaille également sa composition, ses propriétés,
son développement ainsi que les principaux facteurs environnementaux susceptibles
d’influencer la formation du biofilm.

La deuxiéme partie présente les choix expérimentaux et les expérimentations
préliminaires qui ont permis de confirmer certains choix méthodologiques.

La troisiéme partie se focalise sur I’influence de la composition minérale des eaux sur
les capacités de P. aeruginosa a former du biofilm.

La quatriéme partie s’intéresse a I’influence de la composition minérale des eaux sur les
principaux mécanismes bactériens impliqués dans la formation du biofilm de 24 h, tels que la
mobilité, la synthese d’exopolysaccharides et la production de facteurs de virulence.

La cinquieme partie explore la capacité d’une souche de P. aeruginosa a développer, en
condition de minéralisation élevee, un biofilm sur différents matériaux constitutifs des réseaux
de distribution et des postes de soins. Enfin, 1’efficacité d’une séquence de nettoyage et de

désinfection sur ces biofilms a été étudiée.

A partir des résultats obtenus, des conclusions sont proposées afin d’envisager des
solutions opérationnelles applicables pour un meilleur suivi des installations et d’ouvrir de
nouvelles voies d’investigation afin de mieux comprendre les mécanismes d’implantation de

germes potentiellement pathogénes dans les réseaux d’eau.



Premicre partie :

Etude bibliographique



Partiel

|. Eaux minérales naturelles : exploitation et

gestion en ¢tablissements thermaux.

1. Origine, définition et caractéristiques des eaux minérales naturelles.

Les eaux minérales naturelles proviennent de I’infiltration des eaux de pluie et des eaux
issues de la fonte des neiges dans les fractures du sol et les roches calcaires perméables
jusqu’aux couches secondaires plus profondes ou elles s’accumulent. La chaleur provenant de
I’écorce terrestre repousse vers la surface les eaux qui se chargent en différents composants
provenant des couches géologiques traversées. Elles émergent ensuite a la surface, en un ou
plusieurs endroits, par les fissures de la roche et les failles du terrain. Leur température varie
selon leur parcours et leur rencontre avec des eaux de surfaces froides (Boisseuil, 2002). A
I’origine 1’adjectif « thermale » faisait référence a la température des eaux employées pour les
soins. De nos jours, il désigne de facon plus générale les eaux minérales naturelles pouvant étre
utilisées a des fins thérapeutiques dans les stations et les établissements thermaux (Popoff,
2010).

Les eaux minérales naturelles sont reglementairement définies comme « des eaux
microbiologiquement saines [...] provenant d’une nappe ou d’un gisement souterrain exploité
a partir d’une ou plusieurs émergences naturelles ou forées constituant la source » (décret n°
2007-49 du 11 janvier 2007). Cette définition ne fait pas de distinction entre les eaux minérales
naturelles embouteillées et les eaux minérales naturelles utilisees a des fins thérapeutiques, une
méme eau pouvant faire simultanément 1’objet de ces deux types d’exploitation (Popoff, 2010).
Bien que « microbiologiguement saines », les eaux minérales naturelles ne sont pas stériles.
Elles comprennent une flore bactérienne autochtone généralement constituée d’un faible
nombre d’individus et principalement représentée par les genres Acidovorax, Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Brevundimonas, Comamonas, Cornybacterium, Cytophaga,
Flavobacterium, Flexibacter, Paucimonas, Pseudomonas (fluorescents et non fluorescents) et

Stenotrophomonas (Casanovas-Massana et Blanch, 2012 ; Schmidt-Lorenz, 1976).

Les eaux minérales naturelles se distinguent de [’eau potable par leur contenu
caractéristique en sels minéraux et leur concentration en éléments traces. Des limites de qualité
physico-chimique des eaux minérales naturelles conditionnées ou distribuées en buvette

publique ont été fixées par I’arrété du 14 mars 2007. Ces limites établissent les concentrations
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maximales de constituants naturellement présents dans les eaux minérales dont le dépassement

peut présenter un risque pour la santé, tels que I’arsenic, les cyanures ou le mercure (tableau 1).

Tableau 1 : Limites de qualité physicochimique des eaux minérales naturelles conditionnées ou distribuées en
buvette publique (arrété du 14 mars 2007) et des eaux destinées a la consommation humaine (directive Européenne
du 3 novembre 1998).

Concentration maximale & ne pas dépasser (ug/L)

Eaux destinées a la
consommation humaine
(directive 98/83/CE)

Parameétres physicochimiques .
Phy q Eaux minérales naturelles

(arrété du 14 mars 2007)

Antimoine 5 5
Arsenic total 10 10
Baryum 1000 ni
Cadmium 3 5
Chrome 50 50
Cuivre 1000 2 000
Cyanures 70 50
Fluorures 5000 1500
Plomb 10 10
Mangangse 500 50
Mercure 1 1
Nickel 20 20
Nitrates 50 000 50 000
Nitrites 100 500
Sélénium 10 10

ni : non-indiqué

L’adoption d’un systéme de classification international des eaux minérales naturelles est
ardue du fait de la diversité des contenus minéraux liée aux parameétres physicochimiques
propres aux couches géologiques infiltrées et aux processus géochimiques subis (Diduch et al.,
2011). Certains parametres couramment employés pour caractériser ces eaux sont présentés par
Diduch et al. (2011) et incluent aussi bien la température d’émergence, le point de congélation,
le résidu sec a 180 °C, les ions prédominants que ’activité biologique associée a ces eaux
(tableau 2). Dans les établissements thermaux, les eaux minérales naturelles peuvent faire
I’objet d’utilisations thérapeutiques sous controle médical. Leurs applications dépendent de leur
composition (tableau 2) et peuvent prendre diverses formes, telles que I’ingestion, I’inhalation,

les bains et les douches ou les boues (Petraccia et al., 2006).
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Tableau 2 : Exemples de critéres de classification des eaux minérales naturelles et de leurs applications thérapeutiques (Popoff, 2010 ; Petraccia et al., 2006).

Critere

Dénomination

Applications thérapeutiques

Température d’émergence

Minéralisation totale
ou
Résidu sec a 180 °C (mg/L)

lons en concentrations prédominantes

Eau froide : <20 °C
Eau thermale : > 20 °C
tépide : 20230 °C
chaude : 30 240 °C
trés chaude : > 40 °C
Tres faiblement minéralisée : < 50 mg/L

Faiblement minéralisée : 50 & 500 mg/L

Moyennement minéralisée : 500 & 1 000 mg/L
Minéralisée : 1 000 a 1 500 mg/L
Fortement minéralisée/riche en sels minéraux : > 1 500 mg/L

Eau sulfurée : présence de souffre sous plusieurs états d’oxydation a des concentrations
comprises entre 0,3 mg/L et 150 mg/L

Eau sulfatée : sulfates combinés au calcium et au magnésium des couches géologiques
profondes en concentration supérieure & 200 mg/L

Eau chlorurée sodique: chlorure combiné au sodium en concentration supérieure a 200
mg/L

Eau naturellement gazeuse : concentration en dioxyde de carbone supérieure a 250 mg/L
et concentration en hydrogénocarbonate supérieure a 1 000 mg/L

Eau ferrugineuse : concentration en fer ferreux (Fe?*) comprise entre 0,5 et 20 mg/L

Eau bicarbonatée : concentration en bicarbonate supérieure a 600 mg/L

Eau calcique : concentration en calcium supérieure a 150 mg/L

Eau magnésienne : concentration en magnésium supérieure a 50 mg/L

Eau fluorée ou contenant du fluor : concentration en fluor supérieure a 1 mg/L

Effet diurétique, recommandée contre les calculs urinaires

Effet diurétique, recommandée contre les calculs urinaires et I’inflammation des
articulations

Recommandée sous forme de bain ou d’inhalation contre les affections du systéme
respiratoire et certaines pathologies dermatologiques

Stimule le péristaltisme intestinal, recommandée contre la constipation chronique
primitive, les troubles urinaires et les maladies métaboliques

Stimule le péristaltisme intestinal, recommandée contre la constipation chronique
primitive, le syndrome du cblon irritable, les pathologies biliaires et les rhumatismes

Recommandée contre ’anémie et I’hypertyroidisme

Neutralise les sécrétions gastriques acides, recommandée contre le reflux gastro-
cesophagien et I’hypersécrétion hydrochlorique

Prévient I’hypertension, recommandée quand les besoins en calcium augmentent (ex. :
chez les enfants, les femmes enceintes, les femmes ménopausées ou les personnes
agées) et contre 1’ostéoporose

contre les

Prévient I’athérosclérose, recommandée

gynécologiques/obstétriques.

pathologies
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2. Utilisation des eaux minérales naturelles a des fins thérapeutiques.

2.1 Historique.

L’utilisation des eaux minérales naturelles a des fins récréatives ou thérapeutiques remonte
a antiquité. Ainsi, les étrusques exploitaient la source de Piano Dei Bagno, dans la localité
actuelle de Bagni Caldi en Toscane, pour ses propriétés bénéfiques pour la santé (Petraccia et
al., 2006) et de nombreuses stations thermales actuelles sont érigées a I’emplacement d’anciens
thermes romains tels que les stations de Néris-les-Bains, Luxeuil-les-Bains, Bourbonne-les-

Bains ou Aix-les-Bains (Jazé-Charvolin, 2014).

En France, 1’activité thermale connait un tournant au cours du 18°™ siécle, marqué par
I’amélioration des installations existantes et la création d’établissements thermaux fonctionnels
et structurés comprenant des piscines. Au 19°™ siécle, le thermalisme est en plein essor avec
I’apparition de nouvelles destinations thermales a 1’image d’Enghien-les-Bains en 1820 ou
d’Evian en 1827 et de nouveaux modes d’utilisation de I’eau thermale : aux traditionnels bains
viennent s’ajouter I’inhalation et la boisson (Jaze-Charvolin, 2014). Dans 1’entre-deux guerres,
I’activité thermale s’épanouit autour de deux activités complémentaires, le thermalisme et le
tourisme. Les stations thermales sont alors des lieux de cures et de villégiature permettant de
profiter des bienfaits de I’cau thermale et des activités culturelles et mondaines de 1’époque.
Les stations étaient alors ouvertes cinq mois dans 1’année entre mai et septembre, la saison
thermale étant concentrée sur les mois de juillet et aolt (Victor et al., 2011). L’utilisation des
eaux thermales a des fins thérapeutiques devient significative a la fin de la seconde guerre
mondiale (Jazé-Charvolin, 2014), elle est prise en charge par la securité sociale a partir de 1950
(Victor et al., 2011). Une dépendance aux soins remboursés se met alors petit a petit en place.
En 1960, les curistes assurés sociaux sont plus nombreux que les curistes libres a fréquenter les
thermes, 1’activité thermale se restreint de plus en plus a sa dimension thérapeutique. Le nombre
de curistes conventionnés triple entre 1952 et 1985, passant de prés de 250 000 a plus de
600 000 curistes, puis stagne entre 1985 et 1992. Les établissements thermaux, patissant d’une
image vieillissante, voient alors leur fréquentation fortement diminuer : ils perdent prés de
100 000 curistes entre 1992 et 2006 soit 18 % de leur effectif initial. Face a cette crise, les
instituts sont amenés a se moderniser notamment en élargissant leur prestation a la
balnéothérapie et aux activités thermoludiques et/ou en favorisant le tourisme patrimonial
(Victor et al., 2011, Jazé-Charvolin, 2014). L’utilisation des eaux minérales naturelles a des

fins thérapeutiques restent cependant le fondement de 1’activité des établissements thermaux.
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2.2 Orientations thérapeutiques.

Aux Etats-Unis, les eaux minérales naturelles sont majoritairement employées a des fins
esthetiques (perte de poids, « rajeunissement », tonus) ou relaxantes (Lund, 1996) tandis qu’en
Europe et au Japon ces eaux sont principalement utilisées a des fins thérapeutiques (Bottoni et
al., 2013). Pres de 70 % du territoire Hongrois comprend des sources thermales (Tonko et al.,
2013) en partie concentrées sur la ville de Budapest, surnommée la citée des bains, et
notamment recommandées contre 1’arthrite, les rhumatismes, les problémes cardiovasculaires,
I’asthme, les bronchites ou la neurasthénie (Bottoni et al., 2013). Le japon compte plus de
27 000 sources d’eaux minérales naturelles principalement utilisées contre les douleurs
musculaires et articulaires, les affections dermatologiques, les troubles neurologiques ou
gynecologiques et la fatigue liée au surmenage ou a la maladie. Certaines de ces sources sont
plus particuliérement dédiées a une application thérapeutique précise : les sources Shima,
Yunohira et Gaga sont les trois sources les plus connues pour soulager les troubles gastro-

intestinaux (Serbulea et Payyappallimana, 2012).

L’utilisation thérapeutique des eaux minérales naturelles dépend de leur composition
(tableau 2). Les eaux sulfurées sont ainsi recommandees contre les troubles respiratoires et les
affections dermatologiques, les eaux sulfatées contre les troubles du systéme urinaire et les
maladies métaboliques, et les eaux chlorurées sodiques contre les probléemes rhumatologiques
(Popoff, 2010). En France, la sécurité sociale décrit douze orientations thérapeutiques : la
rhumatologie, les voies respiratoires, la phlébologie, les voies digestives et métaboligues, la
gynécologie et les maladies de I’appareil génital, les affections des muqueuses bucco-linguales,
la dermatologie, les maladies des voies urinaires et métaboliques, le traitement des affections
psychosomatiques, les troubles du développement chez I’enfant, les maladies cardiovasculaires

et la neurologie (Sécurité sociale, 2008).

3. Réglementation frangaise relative a 1’exploitation des eaux minérales

naturelles a des fins thérapeutiques en établissements thermaux.

En France, I’exploitation de I’eau minérale naturelle est soumise a reglementation (figure
1). Certains textes de loi sont communs aux eaux minérales naturelles destinées a I’industrie de
I’embouteillage et a celles utilisées a des fins thérapeutiques en établissements thermaux.
L’exploitation d’une source d’eau minérale, quelle que soit son utilisation finale, est soumise a
I’arrété du 5 mars 2007 relatif a la constitution du dossier de demande d’autorisation
d’exploitation (Ministére de la santé et des solidarités, 2007). La définition et les principales

caractéristiques des eaux minérales naturelles sont détaillées dans un chapitre du décret n°
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2007-49 du 11 janvier 2007 relatif a la sécurité sanitaire des eaux destinées a la consommation
humaine. Ce chapitre est « applicable a I’exploitation des eaux minérales naturelles pour le
conditionnement de I’eau ou son importation sous forme conditionnée, 1’utilisation a des fins
thérapeutiques dans un établissement thermal de 1’eau et de ses produits dérivés, et la
distribution en buvette publique de 1’eau en dehors du cadre d’une cure thermale ». 1l précise
notamment que les limites de qualité microbiologique et physicochimique des eaux minérales
naturelles sont définies par arrété du ministre chargé de la santé. L’arrété du 14 mars 2007 fixe
ainsi les criteres de qualité des eaux conditionnées, les traitements et les mentions d’étiquetage
particuliers des eaux minérales naturelles et de source conditionnées ainsi que de I’eau minérale

naturelle distribuée en buvette publique.

Certains textes de lois sont spécifiques a I’utilisation des eaux minérales naturelles. Les
eaux minérales naturelles destinées a 1’embouteillage répondent a la directive européenne
2009/54/CE, relative a I’exploitation et la mise dans le commerce des eaux minérales naturelles.
Elle n’est pas applicable « aux eaux minérales naturelles utilisées a des fins curatives [...] dans
les établissements thermaux ou hydrominéraux ». Ces eaux sont soumises a la circulaire de la
Direction Générale de la Santé DGS/VS 4 N° 2000-336 relative a la gestion du risque microbien
lié 4 I’eau minérale dans les établissements thermaux (DGS, 2000) et a I’arrété du 27 février
2007 relatif aux traitements de I’eau minérale naturelle utilisée a des fins thérapeutiques dans

les établissements thermaux (Ministére de la santé et des solidarités, arrété du 27 février 2007).

~
- Demande d'autorisation d'exploiter une source d'eau minérale naturelle (Arrété du 5 mars 2007)
- Définition et caractéristiques des eaux minérales naturelles (Décret n° 2007-49 du 11 janvier 2007)
- Criteres de qualité et mention d'étiquetage (Arrété du 14 mars 2007)
\
"\ If _________ \
Utilisation a des fins thérapeutiques | . '
Ly Embouteillage [
en établissements thermaux | :
b e e e -
f . . . . . L ) ( Exploitation et mise dans le )
Gestion du risque microbien Traitements de I'eau minérale | commerce des eaux minérales |
(Circulaire DGS/VS 4 N° 2000- naturelle , _ naturelles I
336 du 19 juin 2000) (Arrété du 27 février 2007) (Directive européenne I
\ y | 2009/54/CE)
—" e - - O - - - - -

Figure 1 : Principaux textes de lois régissant I'exploitation des eaux minérales naturelles en France.

3.1 Exigences de qualité microbiologique de I’eau minérale naturelle.

En raison de leurs usages thérapeutiques, de leurs modes d’administration et de 1’état de
santé¢ des populations exposées, les eaux minérales naturelles se doivent d’étre exemptes de

microorganismes pathogénes de 1’émergence aux points d’usage. Les analyses
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microbiologiques pratiquées sont distinguées selon deux catégories, les analyses de type BMO
et de type BM1, suivant les microorganismes concernés. Les analyses BMO concernent le
dénombrement des microorganismes revivifiables a 36 + 2 °C apres 44 + 4 heta 22 £ 2 °C
apres 68 + 4 h dans un échantillon contréle de 1 mL, le dénombrement des germes anaérobies
sporulés sulfito-réducteurs dans un échantillon contréle de 50 mL et le dénombrement des
coliformes totaux a 37 °C, des coliformes thermotolérants (Escherichia coli) a 44,5 °C, des
streptocoques fécaux et de P. aeruginosa dans un échantillon contréle de 250 mL. Les analyses
BM1 concernent le dénombrement de Legionella pneumophila dans un échantillon contréle
d’un litre (DGS, 2000).

Le dénombrement de la flore revivifiable sert d’indicateur de contamination de 1’eau
minérale naturelle : la concentration initialement mesurée a 1’émergence ne doit pas augmenter
au cours de I’exploitation. La présence d’Escherichia coli, de Legionella pneumophila ou de
Pseudomonas aeruginosa n’est pas tolérée : la qualité microbiologiques des eaux minérales
naturelles utilisées a des fins thérapeutiques en établissements thermaux répond a des exigences
strictes de « tolérance zéro ».

La fréquence de ces analyses microbiologiques dépend du type de soins auquel le point
d’usage est dédié (tableau 3). Les soins sont ainsi distingués selon leur risque sanitaire en quatre
catégories (Ministére de la santé et des solidarités, arrété du 27 février 2007) :

- les soins de type I concernent les soins au contact direct ou susceptibles de provoquer
un contact direct avec les muqueuses respiratoires tels que les inhalations.

- les soins de type Il regroupent les soins au contact avec les autres muqueuses internes
et nécessitant I’ingestion d’eau minérale.

- lessoins de type 111 concernent les soins externes individuels tels que les soins prodigués
en bain ou en douche individuel.

- les soins de type IV concernent les soins externes collectifs tels que les soins prodigués

en piscine thermale ou piscine de déambulation.
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Tableau 3 : Critéres de qualité microbiologique de 1’eau minérale naturelle utilisée a des fins thérapeutiques en
établissements thermaux : exigences de la circulaire DGS/VS 4 N° 2000-336 du 19 juin 2000.

Volume du Valeurs impératives Fréquence minimum des prélévements controles
Microorganisme Type prélévement aUX boints 4 Iémergence
recherché d’analyses controle a I’émergence s P smerg aux points d’usage
d’usage et & la source
(mL)
Coliformes BMO 250 absence absence
Coliformes stabli dédiés aux soins de
thermotolérants / eta_ Issements oyverts type I* : au moins une
- BMO 250 absence absence moins de 7 mois/an : '
E. coli - analyse BMO et
trois analyses BMO et .
BM1/mois
Streptocoques BM1/an dont une avant
. BMO 250 absence absence I’ouverture
fécaux
établissements ouverts dediés aux soins de
P. aeruginosa BMO 250 absence absence lus de 7 mois/an : types I1*, 111* et IV*:
puatre analvses BMd au moins une analyse
Anaérobies g Y BMO/mois et
. et BM1/an dont une
sporulés BMO 50 absence absence avant I"ouverture analyse
sulfito-réducteurs trimestrielle
Legionella/ inférieur au seuil inférieur au seuil
9 BM1 1000 de détection de détection

L. pneumophila

de la méthode de la méthode

« soins de type | : soins au contact direct ou susceptible de provoquer un contact direct avec les muqueuses oculaires et respiratoires.
soins de types Il : soins au contact avec les autres muqueuses internes et nécessitant I’ingestion d’eau minérale naturelle.
soins de type Il : soins externes individuels.
soins de type IV : soins externes collectifs.

Les mesures prises en cas de non-conformité des analyses microbiologiques different
selon que la source ou le point d’usage soit concerné (figure 2), et dans le cas de ce dernier
selon le type de soins auquel il est dédié (DGS, 2000).

Un prélevement positif a la source conduit le laboratoire agréé ayant effectué 1’analyse a en
informer 1’autorité sanitaire compétente qui fera procéder a de nouveaux prélévements. Si le
résultat positif n’est pas confirmé, un suivi renforcé de la qualité de 1’eau est tout de méme mis
en place. Si le résultat positif est confirmé, I’exploitation de la source doit étre immédiatement
suspendue, elle ne peut reprendre que lorsque deux resultats négatifs ont été obtenus a une
semaine d’intervalle (DGS, 2000). Un prélévement positif au point d’usage entraine la mise en
place de mesures curatives nécessaires a la suppression de la contamination telles que
I’application de protocoles de nettoyage et de désinfection. L information doit €tre transmise
au corps médical de I’établissement thermal et les protocoles de maintenance, d’entretien et de
désinfection des réseaux de distribution doivent étre transmis a 1’autorité sanitaire compétente.
La contamination de points d’usage dédiés aux soins de type I entraine leur fermeture
immédiate tandis que les points d’usage dédiés aux soins de type II, III et IV restent en
fonctionnement, a la condition qu’une deuxiéme série d’analyses soit effectuée sur ces points
et sur une zone proche de ces points. Si ces deuxiémes analyses sont négatives le point d’usage
incriminé reste en fonctionnement. Si elles sont positives, le point d’usage est immédiatement

fermé. Tout point d’usage fermé suite a une contamination peut étre rouvert a la seule condition
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que les deux analyses effectuées respectivement 3 jours et 5 jours aprés I’application des

protocoles de nettoyage, de désinfection et de rincage soient négatives (DGS, 2000).

N\
Contamination de la source
| J
\
Information de 1’autorité sanitaire compétente
par le laboratoire agréé
1 J
Nouveaux prélevements
e N
4 N )
Conformes Non-conformes
. | J \\ J
* v
a N\ \
Suivi renforcé de la N Suspgns!on de
- s I’exploitation de la
qualité de I’eau
source
\_ J \, ] J
( )
Nouveaux
préléevements a deux
semaines d’intervalle
/ )
4 A
Non-conformes Conformes
. l J
4 A
Réouverture
L J

4 )
Contamination des points d’usage

\ | J

( )

- Information du corps médical de 1’établissement thermal

- Traitement curatif du réseau de distribution

- Transfert des protocoles de traitement, de maintenance et
gestion du réseau de distribution a [D’autorité sanitaire

compétente
\_ J
( N\
Dédiées aux soins de Dédiés aux soins de
type | type I, Hl et IV
\, J
v
( N\
Nouveaux
prélévements
\. | J
N\
Non-conformes Conformes
| J
v v
N\
Fermeture du point d’usage
| J
\
Nouveaux prélévements 3 et 5 jours aprés
traitement curatif du réseau de distribution
J
/ ( )
Non-conformes Conformes
v
Réouverture
. J

Figure 2 : Diagramme de décision en cas de non-conformité d’une des analyses microbiologiques a la source ou
aux points d'usage.
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3.2 Gestion des réseaux de distribution pour maintenir la qualité sanitaire de

I’eau minérale naturelle.

3.2.1 Traitements de I’eau minérale naturelle.

Dans le cadre d’une eau minérale naturelle utilisée a des fins thérapeutiques dans un
établissement thermal, les traitements et les adjonctions autorisés par la réglementation
frangaise sont restreints a la séparation d’éléments instables, tels que les composés du fer, du
soufre, du manganese et de I’arsenic par décantation et filtration, I’élimination du gaz
carbonique par des procédés physiques, 1’incorporation ou la réincorporation de gaz carbonique
et la désinfection visant a prévenir les risques sanitaires spécifiques a certains soins (Ministere
de la santé et des solidarités, arrété du 27 février 2007). Des traitements de 1’eau par irradiation
aux ultraviolets (UV), filtration membranaire et pasteurisation flash suivi d’un refroidissement
sont autorisés en amont immédiat des points d’usage destinés aux soins au contact des
mugqueuses internes (soins de type I et I). Le traitement de I’eau utilisée pour les soins externes
individuels (soins de type I11) peut étre réalisé par irradiation UV en amont immédiat du point
d’usage ou par filtration en amont du point d’usage. L’eau utilisée pour les soins externes
collectifs (soins de type 1V) peut étre traitée suivant les traitements autorisés pour les eaux de
piscine selon I’article L. 1332-1 du code de la santé publique (Ministére de la santé et des

solidarités, arrété du 27 février 2007).

3.2.2 Conception et maintenance du réseau de distribution.

Le décret n° 2007-49 du 11 janvier 2007 précise que les matériaux constituant le réseau de
distribution doivent étre compatibles avec la composition de 1’eau minérale naturelle de fagon
a empécher toute altération chimique, physicochimique, microbiologique et organoleptique de
la qualit¢ de I’eau telle qu’elle se présente a 1’émergence. Les matériaux utilisés dans la
conception de la partie principale des réseaux de distribution d’eau minérale naturelle sont
essentiellement représentés par la fonte ancienne dans le cas de réseaux dits anciens et la fonte
ductile!, I’acier galvanisé, le cuivre, I’acier inoxydable 304 L ou 316 L, le propyléne, le
polychlorure de vinyle (PVC) et le polypropylene (PP) dans le cas de réseaux dits récents (DGS,
2000). D’autres matériaux sont susceptibles d’étre retrouvés dans la conception et le raccord
des différents éléments de robinetterie tels que du laiton, du polyéthylene (PE), du polyfluorure

de vinylidéne (PVDF) ou des élastomeres.

1 La fonte ductile est composée d’un alliage de fer, de carbone et de silicium lui procurant une résistance mécanique aux ruptures et aux chocs
plus élevée que celle de la fonte ancienne.
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La limitation des risques microbiologiques est en partie dépendante de la conception des
réseaux de distribution d’eau. Il est primordial d’assurer une bonne circulation de 1’eau dans le
réseau de distribution de fagon a limiter 1’existence de zones de stagnation, tels que des bras
morts, susceptibles de favoriser le développement de microorganismes. L’adaptation entre
conception du réseau et procédures de nettoyage et de désinfection est également indispensable.
La simplification des opérations de ringage, suite au nettoyage et a la désinfection du réseau,
par D’'installation de vannes permettant 1’isolement de trongons précis et I’utilisation de
matériaux compatibles avec les produits de traitement utilisés facilitent I’entretien des réseaux
de distribution et le maintien de la qualité microbiologique des eaux minérales naturelles (DGS,
2000).

3.2.3 Traitements du réseau de distribution.

Le maintien de la qualité microbiologique d’un réseau de distribution d’eau thermale est
notamment assuré par 1’application de traitements de nettoyage et de désinfection. L’étape de
nettoyage permet I’élimination des dépdts constitués d’incrustations de minéraux. Ces dépots
peuvent comprendre une partie organique, composée de la flore autochtone des eaux minérales
naturelles, adhérée a leur surface sous une forme d’implantation appelée biofilm. Le biofilm est
communément défini comme des populations de microorganismes adhérées a une surface
biotique ou abiotique par I’intermédiaire d'une matrice extracellulaire autoproduite (Costerton
et al., 1995). Les opérations de nettoyage ne suffisent pas toujours a éliminer totalement le
biofilm présent, c’est pourquoi elles sont suivies d’opérations de désinfection. Ces opérations
de nettoyage et de désinfection peuvent étre réalisées en eau minérale si la qualité
microbiologique et la composition de celle-ci le permettent. Aux eaux minérales sulfurées,
gazeuses ou ferrugineuses, susceptibles d’interagir avec les substances désinfectantes, est
préférée I'utilisation d’eau potable du réseau public de distribution. Ces traitements sont
toujours appliqués en dehors des périodes d’utilisation de 1’eau par les curistes pour éviter tout
risque thermique ou chimique 1ié aux conditions d’application des protocoles de traitements

et/ou aux produits de nettoyage et de désinfection utilisés.

3.2.3.1 Nettoyage.

Le nettoyage du réseau peut étre effectué par des procédés mécaniques ou chimiques :
- les procédés mécaniques incluent le nettoyage a 1’air ou a I’eau, le nettoyage a 1’eau
seule ou le nettoyage par le passage d’obus racleur dans les canalisations. Ces procédés

présentent des contraintes mécaniques liées a leurs parametres d’utilisation telles que la vitesse
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de circulation de I’eau ou la taille des canalisations nécessaire a leur mise en place et ne sont
donc pas adapteés a tous les types de réseaux de distribution (DGS, 2000).

- les procédés chimiques consistent a introduire un mélange d’acides, de réducteurs et
d’un inhibiteur de corrosion dans les canalisations. Leur mise en place nécessite de connaitre la
composition des dépdts minéraux présents pour éviter toute interférence propre a limiter
I’efficacité des produits utilisés ou a générer des sous-produits toxiques. Les produits utilisés
ne doivent pas endommager les matériaux constitutifs du réseau, le nettoyage chimique de
canalisations en acier galvanisé ou en cuivre est déconseillé. Le temps de contact des produits
chimiques ne doit pas excéder 20 min et le nettoyage doit étre suivi d’un ringage efficace, a

I’eau thermale ou potable, de fagon a limiter les risques de corrosions ultérieurs (DGS, 2000).

3.2.3.2 Désinfection.

Les étapes de nettoyage sont suivies d’une désinfection pouvant étre effectuée
thermiquement ou chimiquement :

- les traitements thermiques consistent a faire circuler dans le réseau de distribution de
I’eau a une température de 80 °C ou de la vapeur basse pression a environ 115 °C pendant 30
min. Ce type de traitements n’est compatible qu’avec un nombre restreint de matériaux (fonte
ductile, cuivre et acier inoxydable) et doit étre suivi d’un ringage pour ramener la température
de I’eau a celle de I’eau thermale.

- les traitements chimiques utilisés peuvent étre oxydants ou non-oxydants. Deux types
de produits oxydants sont autorises : les oxydants dits forts, représentés par le chlore, et les
oxydants dits faibles, représentés par le peroxyde d’hydrogéne mélangé ou non a de I’acide
peracétique. Une désinfection au chlore est suivie d’un ringage a 1’eau thermale ou potable. Le
chlore utilisé a des concentrations supérieures a 2 mg/L est susceptible de dégrader ’acier
inoxydable. Les oxydants faibles doivent étre utilises & des concentrations en peroxyde
d’hydrogéne de 1 000 mg/L, que celui-ci soit mélangé ou non a de 1’acide peracétique, avec des
temps de contact de 24 h. Ils sont compatibles avec les principaux matériaux constitutifs des
réseaux de distribution d’eau thermale. Le traitement chimique a 1’aide de produits non-
oxydants consiste en I’introduction d’une solution sodique a pH 12 dans le réseau de
distribution avec un temps de contact de 30 min. Son utilisation est susceptible de dégrader les

éléments du réseau en fonte ancienne et en acier galvanisé (DGS, 2000).

L’emploi de ces produits oxydants comme non-oxydants est suivi d’un ringage a 1’eau

thermale ou potable pour éliminer toute trace éventuelle de résidus chimiques (DGS, 2000).
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3.2.3.3 Actions préventives et curatives.

Ces protocoles de nettoyage et de désinfection sont susceptibles d’étre appliqués en
prévention pour limiter le risque de contamination (actions préventives) ou en réponse a la
détection d’une contamination (actions curatives) :

- les actions préventives sont régulierement appliquées, a une fréquence variant
de toutes les 48 h a une fois par semaine, et consistent en un traitement permettant d’éviter
I’installation du biofilm. Ce traitement comprend généralement soit un nettoyage a 1’eau suivi
d’une désinfection chimique soit uniquement une désinfection thermique (DGS, 2000).

- les actions curatives font immédiatement suite a la détection d’une
contamination. Elles comprennent un nettoyage suivi d une désinfection. L utilisation du chlore
en curatif est effectuée a des concentrations comprises entre 10 et 150 mg/L. Selon les
prescriptions de la DGS ces actions curatives peuvent étre appliquées autant de fois que
nécessaire (DGS, 2000). Néanmoins, des chocs thermiques ou chimiques répétés sont
susceptibles d’altérer la surface des matériaux constitutifs du réseau de distribution. Cette
altération peut diminuer 1’efficacité des protocoles de traitements ultérieurs et/ou augmenter les

risques de contaminations chimiques ou microbiologiques par corrosion des surfaces.

L’application des protocoles de nettoyage et de désinfection des réseaux de distribution
d’eau thermale est associée a des procédures d’analyses des dangers et de maitrise des points
critiques. Le controle permanent de 1’eau minérale naturelle, de ses produits dérivés
(cosmétiques et boues) et des installations thermales peut étre reconnu par certification. Par
exemple, en France, la certification Aquacert, basée sur une démarche volontaire validee par le
ministére de la santé et les professionnels du thermalisme, garantie aux curistes la qualité et la
sécurité sanitaire des eaux thermales, des soins thermaux et des produits dérivés des eaux
thermales. En Andorre, la certification Aquathermalcert® valorise la gestion de la qualité des
eaux thermales des espaces thermoludiques.

Malgré I’application fréquente de protocoles de nettoyage et de désinfection du réseau de
distribution et la mise en place de systéme de management de la sécurité sanitaire, le maintien
de la qualité microbiologique de 1’eau thermale au niveau exigé par la reglementation reste
difficile.

4. Contamination microbiologique des réseaux de distribution d’eau thermale.

Suite a la parution de la circulaire DGS/VS 4 N° 2000-336, imposant des exigences
draconiennes de qualité microbiologique de 1’eau thermale, un rapport de la DGS datant de

2005 avait pour objectif « de décrire la fréquence et I’ampleur des contaminations bactériennes
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afin d’améliorer la gestion du risque microbiologique dans les établissements thermaux ». Cette
enquéte a établi que durant la saison thermale 20012 :

- 11 % des etablissements thermaux ont été contaminés au moins une fois par des germes
anaérobies sporulés sulfito-réducteurs.

- 19 % des établissements thermaux ont été contaminés au moins une fois par E. coli.

- 40 % des établissements thermaux ont été contaminés au moins une fois par
L. pneumophila.

- 67 % des établissements thermaux ont été contaminés au moins une fois par

P. aeruginosa.

Les contaminations a P. aeruginosa concernaient 8 % des émergences et 43 % des
systémes de stockage d’eau minérale naturelle, 43 % des points d’usage dédiés aux soins de
type I, 28 % des points d’usage dédiés aux soins de types II et 59 % des points d’usages dédiés
aux soins de type 111 et IV. Pres de 18 % de la totalité des établissements thermaux présentaient
des non-conformités a P. aeruginosa sur plus de 20 % de leurs analyses. Sur la totalité de ces
analyses non conformes plus de 50 % présentaient une contamination comprise entre 1 et 100
unités formant colonies (ufc)/250 mL, 37 % entre 10 et 100 ufc/250 mL, 10 % entre 100 et 1
000 ufc/250 mL et 2 % étaient supérieures a 1 000 ufc/250 mL (DGS, 2005).

Une étude relative a la surveillance de P. aeruginosa aux thermes nationaux d’Aix-les-
Bains identifie des facteurs de risques susceptibles de contribuer a ces problemes de
contamination (Morin et Graber-Duvernay, 2002). Elle rapporte que les contaminations n’ont
jamais été détectées a la source mais ont été plus particulierement mises en évidence aux points
d’usage. Ces contaminations ont ¢té reliées aux conditions d’exploitation et de conception des
réseaux de distribution d’eau thermale. La détection de P. aeruginosa est survenue suite au
refroidissement d’une eau minérale naturelle provenant d’une source chaude, par mélange avec
eau minérale naturelle provenant d’une source de composition identique mais froide, a une
température de 38 °C propice a I’implantation de la bactérie. Les robinets équipés de mitigeurs
et les appareils de conception complexe utilisés pour les soins thermaux ont également été
identifiés comme étant particuliérement vulnérables aux contaminations a P. aeruginosa par
rapport a des robinets ou des appareils de conception plus simple. Leur vulnérabilité dépendrait

aussi de leur fréquence de manipulation par le personnel soignant et les curistes.

2 La totalité des établissements thermaux frangais a participé 4 I’enquéte.
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Dans cette étude, deux sources de contaminations possibles des réseaux de distribution d’eaux
minérales naturelles sont évoquées :

- la présence de la bactérie a 1’état viable non cultivable (VBNC pour Viable But
Non Culturable) dans 1’eau circulante (Morin et Graber-Duvernay, 2002). A I’état VBNC, la
bactérie est viable, présente une trés faible activité métabolique et ne croit pas sur les milieux
de culture habituellement utilisés pour son isolation et son dénombrement (Oliver, 2010). Sa
détection nécessite le recours a des technigues indépendantes de la culture relevant notamment
de la biologie moléculaire. Le passage a 1’é¢tat VBNC peut étre induit par de faibles
concentrations en nutriments, 1’exposition a des températures défavorables a la croissance, a
des concentrations osmotiques ou des conditions d’oxygénation extrémes ou a des métaux.
L’exposition a des concentrations en ions cuivre ou en chlore libre, typiques de celles retrouvees
dans les réseaux de distribution d’eau potable, induit le passage de P. aeruginosa a I’état VBNC
(Dwidjosiswojo et al., 2011, Bédard et al., 2014). Ces conditions sont susceptibles d’étre
retrouvées dans les réseaux de distribution d’eau thermale notamment, en ce qui concerne
I’exposition au chlore, lors des traitements préventifs des réseaux de distribution. La présence
d’ions cuivre dans 1’cau thermale peut résulter de la corrosion du cuivre ou du laiton
respectivement présents au niveau du réseau de distribution principal et au niveau des
compteurs d’eau, des vannes, des robinets et des raccords (Bédard et al., 2014). Bien que les
bactéries puissent rester a 1’état VBNC pendant une longue période de temps, cet état est
réversible. La bactérie peut revenir a son état initial si elle est exposée a des conditions
environnementales favorables a son développement ou a certains signaux environnementaux
(Oliver, 2010). P. aeruginosa est de nouveau cultivable trois jours apres la suppression du stress
lie a la présence de cuivre par chélation et un jour aprés la suppression du stress lié au chlore,
par dégradation naturelle de ce dernier (Bédard et al., 2014).

- la contamination a rebours des points d’usage, ou rétro-contamination, par des curistes
porteurs de la bactérie (Morin et Graber-Duvernay, 2002). La bactérie est transmise du patient
vers le réseau de distribution lors de I’utilisation des points d’usage tels que les robinets, les
douches ou les bains. Cette source de contamination est particulierement rapportée dans les

réseaux de distribution d’eau potable d’unités de soins intensifs (Lashéras et al., 2006).

Les contaminations microbiologiques des réseaux de distribution d’eau minérale naturelle
dans les établissements thermaux ont des consequences économiques significatives liées aux
frais techniques ou aux travaux de remises en état parfois nécessaires. Dans certains cas, ces

contaminations peuvent également conduire a la fermeture administrative de 1’établissement
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entrainant des dépenses considérables dues aux pertes d’exploitation et/ou a 1’indemnisation

des curistes.

5. Données économiques.

D’apreés Lund (1996) les revenus annuels liés a I'utilisation des eaux minérales naturelles
atteignent pres de 10 milliards de dollars aux Etats-Unis et 6 milliards de dollars au Japon. En
France, le volume d’activité généré par 1’activité thermale a été estimé a 900 millions d’euros
par le Conseil National des Exploitants Thermaux (CNETHh), créé en 2002 et regroupant 90 %
des exploitants francais (CNETh, 2013).

La France, avec ses 89 stations thermales en activité et ses 103 établissements thermaux
habilités par le ministere de la santé a dispenser une cure thermale (CNEth, 2013), est le
troisieme pays européen comprenant le plus de stations thermales apres I’ Allemagne et 1’[talie
(Jazé-Charvolin, 2014). Les établissements thermaux francais recoivent chaque année plus de
500 000 curistes pour des séjours d’en moyenne 18 jours (CNETh, 2013). L’activité thermale
génére 100 000 emplois directs, indirects ou induits®, en partie dus aux accompagnants des
curistes qui représentent prés de 300 000 personnes par an (Jazé-Charvolin, 2014). La
consommation des curistes et de leurs accompagnants ne concerne pas uniquement le secteur
médical mais également les secteurs liés au transport, a I’hébergement et la restauration, aux
services et aux loisirs (Tabone, 2009). Chaque nouvelle centaine de curistes conduirait a la
création de 10 emplois (CNETh, 2013).

La sécurité des curistes au sein des établissements thermaux est assurée par une
reglementation trés stricte exigeant I’absence de microorganismes pathogénes au cours de
I’exploitation de I’eau minérale naturelle. Cette interdiction est combinée a des possibilités de
traitements de 1’eau restreintes qui excluent le recours a un désinfectant en concentration
résiduelle, tel que le chlore dans 1’eau potable. La qualité microbiologique des eaux minérales
naturelles est maintenue par le nettoyage et la désinfection quotidienne du réseau de
distribution. Malgré la fréquence de ces traitements et un suivi permanent de la qualité de 1’eau
minérale naturelle, les établissements thermaux sont régulierement confrontés a la
contamination microbiologique de leur réseau de distribution (tableau 4). Ces contaminations
sont susceptibles d’étre sanctionnées par la fermeture administrative partielle ou totale de

I’établissement.

3 Emplois directs : emplois directement générés par le thermalisme.
Emplois indirects : emplois générés dans la sous-traitance relative au thermalisme.
Emplois induits : emplois générés par la réinjection dans ’économie locale des revenus produits par les emplois directs et indirects.
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Tableau 4 : Exemples de contaminations de réseaux de distribution d’eau thermale rapportées dans la presse grand
public.

Contamination .
Thermes _ _ _ _ Presse grand public
Date Microorganismes Localisation Conséquences

fermeture de
Barbazan 2001 P. aeruginosa ni La dépéche du midi
I’établissement

. P. aeruginosa fermeture de ) o
Tercis 2001 . source La dépéche du midi
Legionella spp I’établissement

. . . . . fermeture des cabines . .
Divonne-les-Bains 2008 P. aeruginosa cabines de soins . L Tribune de Genéve
de soins contaminées

2012
. . P. aeruginosa ) fermeture de France 3 - Auvergne
Néris-les-Bains et . ni .
2013 Legionella spp I’établissement La Montagne

ni : non-indiqué

Les conséquences économiques de ces fermetures sont significatives pour 1’établissement
thermal et peuvent peser sur 1’économie locale parfois fortement dépendante de 1’activité
thermale, 71 % des communes thermales francaises comprenant moins de 5 000 habitants
(CNETh, 2013). A titre d’exemple, les dépenses associées a la contamination des thermes de
Néris-les-Bains en 2013 et rapportées dans la presse grand public, ont été estimées a plusieurs
milliers d’euros. Elles comprendraient notamment 1’indemnisation des 800 curistes a hauteur
de 230 000 euros, les frais techniques (analyses, conseil et audit) a hauteur de 260 000 euros et
les travaux de simplification et d’amélioration du réseau a hauteur de 1,2 millions d’euros.
L’indemnisation des curistes équivaudrait a elle seule au montant des bénéfices annuels réalisés
par les thermes.

Les exploitants réinvestissent 10 a 25 % de leur chiffre d’affaire annuel dans le maintien et le
renouvellement de la qualité de leurs installations (CNETh, 2013). Ce renouvellement permet
notamment de satisfaire aux exigences de la réglementation frangaise relative a I’exploitation

des eaux minérales naturelles a des fins thérapeutiques en établissements thermaux.

La surreprésentation de P. aeruginosa parmi les microorganismes a 1’origine des
contaminations des réseaux de distribution d’eau thermale, la récurrence et la persistance de ces
contaminations, leurs conséquences économiques et 1’absence de données dans la littérature
scientifique internationale ont orienté ces travaux de thése vers 1’étude de I’implantation de

P. aeruginosa dans le contexte spécifique aux eaux minérales naturelles.
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ll. Pseudomonas aeruginosa.

1. Généralités et présentation de la bactérie.

Pseudomonas aeruginosa, ou bacille pyocyanique est décrite pour la premiere fois en 1872
sous I’appellation Bacterium aeruginosum par le chercheur allemand Schroeter. Les techniques
microbiologiques de 1’époque ne sont pas suffisantes pour permettre I’isolement de la bactérie®.
Elle est alors observée sur des tranches de pommes de terre bouillies et dans du pus grace au
pigment bleu-vert soluble dans 1’eau qu’elle produit (Hugh et Leifson, 1964). Cette couleur
caractéristique provient de sa capacite a synthetiser certains pigments bactériens,
principalement représentés par un sidérophore, la pyoverdine, et une phénazine, la pyocyanine,
qui lui conférent respectivement une couleur jaune-vert et bleu-vert (figure 3). Cette coloration
esta I’origine de son nom, aerugo signifiant vert-de-gris en latin. L’isolement de P. aeruginosa,
de plaies portées par des soldats, est rapporté pour la premiére fois en 1882 par le pharmacien

militaire Charles Gessard, intrigué par la coloration azurée de plaies purulentes.

Figure 3 : Culture sur milieu PCA (plate count agar) pendant 24 h a 37 °C d’une souche de P. aeruginosa d'origine
clinique (a gauche) et de la souche de référence PAO1 (a droite).

L’espéce P. aeruginosa fait partie de la classe des y-protéobactéries au sein de laquelle elle
appartient a ’ordre des Pseudomonales, a la famille des Pseudomonaceae et au genre
Pseudomonas. Cette bactérie a gram négatif (gram") est décrite comme mobile, posséde une
oxydase et une catalase, est capable de croitre a des températures comprises entre 4 °C et 42 °C,
est capable de métaboliser une grande diversité de nutriments et est considérée comme aérobie
stricte (Palleroni, 2010). Néanmoins, en conditions anaérobies P. aeruginosa peut produire un
accepteur d’¢électron alternatif au dioxygéne, nécessaire au fonctionnement de sa chaine
respiratoire, par dénitrification en réduisant des nitrates ou des nitrites provenant de

I’environnement. En I’absence de ces derniers, elle peut produire 1’énergie nécessaire a son

4 La culture des bactéries sur milieux solides est développée a partir de 1875 dans les laboratoires de Ferdinand Cohn et Robert Koch, et
I’isolement d’une bactérie sur un milieu gélifié est introduit en 1877 par Robert Koch et Erwin von Esmarch (Drews, 2000).
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métabolisme par fermentation du pyruvate et de 1’arginine, a raison d’une mole d’adénosine

triphosphate (ATP) par arginine fermentée (Arai, 2011).

P. aeruginosa possede un des plus grands genomes bactériens actuellement connu
comprenant 6,3 millions de paires de bases et 5 570 génes putatifs. Il est a ce titre proche des
génomes eucaryotes simples tel que celui de Saccharomyces cerevisiae. Lors du séquengage
complet du génome de la souche de référence PAOL, une fonction a pu étre assignée a plus de
la moitié des genes prédits. Ces derniers codent principalement pour le transport de petites
molécules, la synthése d’enzymes et la synthese de régulateurs de transcription. Pres de 8,4 %
du génome de P. aeruginosa sont dédiés a la régulation. La taille et la complexité de son
génome lui confeére d’importantes capacités de résistance aux antibiotiques et aux biocides
(Stover et al., 2000). Elle peut avoir recours a des mécanismes de résistance innés (perméabilité
membranaire faible, production de -lactamase et capacité¢ d’efflux importante) ou acquis par
transfert horizontal de matériel génétique et/ou par mutation (Breidenstein et al., 2011). Cette
résistance naturelle est augmentée par sa forte aptitude a former du biofilm (Fernandez et al.,
2011). Sa plasticité génomique lui procure également d’importantes capacités d’adaptation et

de virulence lui permettant de survivre dans des conditions environnementales variées.

2. Ecologie et occurrence dans les réseaux d’eau.

Naturellement présente dans I’environnement, P. aeruginosa a la capacité de coloniser une
grande variété de niches €cologiques et est a ce titre qualifiée d’ubiquitaire. Cette bactérie
hydrotellurique peut étre isolée d’environnements naturels tels que les sols (Lavenir et al.,
2007) ou les eaux de riviéres (Mena et Gerda, 2009 ; Suzuki et al., 2013), ou d’environnements
anthropisés tels que des terres agricoles (Pitondo-Silva et al., 2014), du compost de déchets
industriels (Kaszab et al., 2011) ou des eaux usées d’origine municipale ou clinique (Schwartz
et al., 2006 ; Lavenir et al., 2007). Elle est majoritairement associee aux milieux hydriques
(tableau 5) qu’ils s’agissent d’océans ouverts (Khan et al., 2007), de baies oceaniques (Kimata
et al., 2004), d’eaux douces (Mena et Gerda, 2009 ; Suzuki et al., 2013), d’caux récréatives
(Martins et al., 1995 ; Ibarluzea et al., 1998, Brousseau et al., 2009 ; Casanovas-Massana et
Blanch, 2013), d’eau potable (Papapetropoulo et al., 1994 ; Zamberlan da Silva et al., 2008 ;
Momtaz et al., 2011 ; Stojek et Dutkiewicz, 2011) ou d’eaux minérales naturelles (Venieri et
al., 2006 ; Zamberlan da Silva et al., 2008 ; Momtaz et al., 2011 ; Thorolfsdottir et Marteinsson,
2013).

P. aeruginosa peut étre retrouvée dans les réseaux intérieurs de distribution d’eau potable

d’espaces privés (Papapetropoulo et al., 1994 ; Szita et al., 2006 ; Zamberlan da Silva et al.,
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2008, Stojek et Dutkiewicz, 2011 ; Momtaz et al., 2011) ou publics (Allen et Geldreich, 1975 ;
Zamberlan da Silva et al., 2008) ou 2 % a 30 % des échantillons d’eau se révelent étre
contaminés, a des concentrations généralement inferieures a 2 300 ufc/100 mL (Allen et
Geldreich, 1975 ; Papapetropoulo et al., 1994). 1l n’a jamais été prouvé que 1’eau potable
contaminée puisse agir comme une source d’infection de la population générale par voie orale
(ANSES, 2010), la dose nécessaire a I’infection d’un individu sain par ingestion ayant été
estimée a 10%° ufc (Buck et Cooke, 1969 ; Mena et Gerda, 2009). Cependant, la présence de P.
aeruginosa dans I’environnement hydrique est susceptible de présenter un risque dans les
espaces publics accueillant des personnes a 1’état de santé altéré tels que les établissements de

santé ou les établissements thermaux.

La colonisation des réseaux de distribution d’cau potable par P. aeruginosa est
particuliérement décrite dans 1’environnement hospitalier (tableau 5). Dans les unités de soins
intensifs, 5 a plus de 90 % des prélévements d’eau potable effectués se révélent étre contaminés
(Reuter et al., 2002 ; van der Dee-Marquet et al., 2005 ; Lashéras et al., 2006 ; Rogues et al.,
2007 ; Cholley et al., 2008 ; Durojaiye et al., 2011 ; Quick et al., 2014). Les points d’usage ont
été identifiés comme plus vulnérables aux contaminations. Ces derniéres peuvent étre
favorisées par de meilleures conditions d’oxygénation (Loveday et al., 2014), des éléments de
robinetterie de conception complexe ou des zones de rétention d’eau. Les robinets équipés de
senseurs pour un déclenchement automatique ont été identifiés comme plus sensibles aux
contaminations que les robinets manuels (Halabi et al., 2001 ; Walker et al., 2014). Leur siphon
magnétique (Halabi et al., 2001) et leur mousseur (Walker et al., 2014), en plastique et de
conception complexe, montrent des taux de contamination plus élevés que leurs autres
composants. Les siphons des éviers sont également susceptibles de constituer une zone de
rétention d’eau créant un environnement favorable au développement de la bactérie. Une étude
hospitaliere montre que 95 % des échantillons d’eau positifs a P. aeruginosa correspondent a

des prélévements effectués au niveau de siphons d’évier (Cholley et al., 2008).
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Tableau 5 : Exemples d’occurrence de P. aeruginosa dans divers environnements hydriques.

, . Occurrence L
Type d’eau Environnement ufc/100 mL éch. positifs/total éch. Ech.positifs Pays Référence
riviére rivieres Kyotake et Yae 2a46 ni ni Japon Suzuki et al., 2013
récréative piscine publique - traitement par chloration ni 27/1345 2% Brésil Martins et al., 1995
récréative piscine publique - traitement par un mélange cuivre/argent ni 30/322 9% Espagne Ibarluzea et al., 1998
récréative piscine publique - traitement par chloration ni 91/459 20 % Espagne Ibarluzea et al., 1998
récréative piscine publique ni 188/250 75 % Hongrie Szita et al., 2006
récréative spa (jacuzzi, bains a remous) 1a>100 39/95 41% Québec Brousseau et al., 2009
récréative piscine écologique privative <10 12/12 100 % Espagne Casanovas-Massana et Blanch, 2013
puits ni ni 92/160 56 % Hongrie Szita et al., 2006
puits réseau intérieur - résidence ni 1/45 2% Pologne Stojek et Dutkiewicz, 2011
puits réseau intérieur - maison privative ni 1/109 1% Pologne Stojek et Dutkiewicz, 2011
potable réseau intérieur 142300 22/739 3% Etats-Unis Allen et Geldreich, 1975
potable réseau intérieur — eau du robinet 7 8/88 9% Grece Papapetropoulou et al., 1994
potable réseau intérieur — eau du robinet ni 32/440 7% Hongrie Szita et al., 2006
potable réseau intérieur — résidences et lieux de travail ni 28/96 29 % Brésil Zamberlan da Silva et al., 2008
potable réseau intérieur — résidences urbaines ni 21/111 19 % Pologne Stojek et Dutkiewicz, 2011
potable réseau intérieur — résidences rurales (fermes) ni 1/55 2% Pologne Stojek et Dutkiewicz, 2011
potable réseau intérieur — eau du robinet ni 10/72 14 % Iran Momtaz et al., 2011
potable réseau intérieur - unité de soins intensifs (chambres) ni 150/259 58 % Allemagne Reuter et al., 2002
potable unité de soins intensifs - réseau de distribution principal ni 6/33 18 % France van der Mee-Marquet et al., 2005
potable réseau intérieur - unités de soins intensifs (robinets) ni 22/31 71% France van der Mee-Marquet et al., 2005
potable réseau intérieur - service de réanimation ni 80/494 16 % France Lashéras et al., 2006
potable réseau intérieur - unité de soins intensifs (chambres) ni 55/484 11% France Rogues et al., 2007
potable réseau intérieur - unité de soins intensifs médicale ni 10/189 5% France Rogues et al., 2007
potable réseau intérieur - unité de soins intensifs (eau dans le siphon) ni 193/224 86 % France Cholley et al., 2008
potable réseau intérieur - unités de soins intensifs (robinets) ni 10/224 5% France Cholley et al., 2008
potable réseau intérieur - unités de soins intensifs > 300 10/10 100 % Royaume —uni Durojaiye et al., 2011
potable réseau intérieur - unité de soins intensifs ni 39/78 50 % Royaume —uni Quick et al., 2014
et de soins aux grands brulés
EMN piscines naturelles — Hvervellir 3000 & 40 000 5/5 100 % Islande Thorolfsdottir et Marteinsson, 2013
EMN piscines naturelles - Landmannalaugar 130042 300 5/5 100 % Islande Thorolfsdottir et Marteinsson, 2013
EMN embouteillée ni 90/1 527 6 % Gréce Venieri et al., 2006
EMN embouteillée — libre-service/fontaine ni 45/77 58 % Brésil Zamberlan da Silva et al., 2008
EMN embouteillée ni 11/22 50 % Brésil Zamberlan da Silva et al., 2008
EMN embouteillée - 3/152 2% Iran Momtaz et al., 2011

EMN : Eau Minérale Naturelle, ni : non-indiqué, éch. : échantillon,
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3. Impact sanitaire.

Chez les individus en bonne santé 1’inhalation d’aérosols et I’exposition de peau Iésée,
des yeux et des oreilles a de I’eau contaminée (Mena et Gerda, 2009) sont susceptibles de
provoquer des folliculites et des otites et plus rarement des infections des yeux et des tractus
respiratoires et urinaires (Rice et al., 2012). Le risque d’infections gastro-intestinales par

ingestion d’eau est considéré comme faible (Mena et Gerda, 2009).

P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste responsable de nombreuses infections
affectant plus particulierement les personnes fragilisées, immunodéprimées et les grands brdlés
(Lyczak et al.,, 2000). Cette bactérie est plus particulierement associée aux infections
respiratoires survenant chez les patients atteints de mucoviscidose (Quick et al., 2012). Les
souches de P. aeruginosa isolées de ces patients présentent une modification de leur phénotype.
Elles prennent une apparence visqueuse liée a la surproduction d’un exopolysaccharide,
I’alginate, et sont alors qualifiées de mucoides. Cette surproduction est induite par les
conditions d’oxygénation limitées retrouvées dans le tractus respiratoire. Ces souches sont
également caractérisées par de faibles capacités de croissance, la limitation de leur capacité de

mobilité et la perte de I’expression de certains de leurs facteurs de virulence (Rau et al., 2010).

L’enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales et des traitements anti-
infectieux en établissements de santé en France, menée pendant la période mai-juin 2012,
rapporte que P. aeruginosa représente 8,4 % des microorganismes identifiés comme
responsables d’infections nosocomiales. Elle est impliquée dans 6,9 % des infections urinaires,
6,9 % des infections du site opératoire, 18,1 % des pneumonies et 44,1 % des infections de la
peau et des tissus mous. Sa présence differe selon le type de service considéré, elle représente
14 % des microorganismes identifiés comme responsables d’infections nosocomiales en service
de réanimation contre moins de 10 % dans les services de chirurgie et de médecine et moins de

4 % dans les services de psychiatrie ou d’obstétrique (Thiolet et al., 2012).

Des facteurs augmentant les risques de contracter une infection a P. aeruginosa ont été
identifiés, ils incluent les maladies pulmonaires obstructives chroniques, les plaies liées aux
bralures, le recours a une ventilation mécanique et de facon plus générale le recours a des
dispositifs invasif (Blanc et al., 2007). Les risques de colonisation sont augmentés par la
prescription médicamenteuse dont les antibiotiques (Koh et al., 2005 ; Blanc et al., 2007).

La colonisation d’un patient peut provenir du portage endogene de la bactérie préalablement a

I’admission hospitaliere ou de son acquisition au cours de I’hospitalisation.
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La contribution des facteurs endogenes ou exogenes dans la transmission, la
contamination ou la colonisation du patient varie notamment selon le service hospitalier et/ou
I’établissement de santé consideré, le taux de contamination de I’environnement et le respect
des protocoles de nettoyage et de désinfection (Blanc et al., 2007).

P. aeruginosa peut étre commensale du tube digestif : le dépistage systématique pratique lors
de I’admission dans certains services hospitaliers, met en évidence la présence de la bactérie
chez 2 a 10 % des sujets admis en bonne santé (Cholley et al., 2008). La bactérie est susceptible
d’étre transmise d’un patient porteur directement a d’autres patients ou indirectement par
manuportage par le personnel soignant (Bertrand et al., 2011). Une étude descriptive et
prospective des réservoirs et modes de transmission de P. aeruginosa dans une unité de soins
intensifs a montré que parmi les 61 soignants testés, trois présentaient des prélévements des
mains positifs a P. aeruginosa et une transmission de la bactérie d’une main contaminée d’un
soignant & un patient a été suspectée (Lashéras et al., 2006). Le transfert de la bactérie a
I’environnement joue €également un role dans la transmission de la bactérie. Les résultats d’une
¢tude s’appuyant sur des techniques de biologie moléculaire pour identifier la source d’un
épisode de contaminations a P.aeruginosa montrent que 6% des prélevements
d’environnements secs, 26 % des prélévements d’environnements humides et 50 % des
préléevements d’eau potable effectués dans une unité de soins aux grands brdlés et une unité de
soins intensifs sont positifs a P. aeruginosa (Quick et al., 2014). Les réseaux de distribution
d’eau potable sont ainsi suspectés de participer a la transmission de la bactérie. En unités de
soins intensifs, certains épisodes de contamination a P. aeruginosa ont pu étre mis en relation
avec la contamination du réseau de distribution d’eau potable par 1’isolement de souches
communes aux patients et a I’environnement. L’ utilisation de méthodes de typage a montré que
7 a 50 % des patients colonisés sont porteurs d’une souche identique a une de celles isolées du

réseau de distribution d’eau potable (tableau 6).
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Tableau 6 : Etudes mettant en évidence le role du réseau de distribution d’eau potable dans la transmission de
P. aeruginosa aux patients en unités de soins intensifs.

nbre de souches communes

Pays Dur ee Unité de soins intensifs aux patients et a I’eau Référence
de I’étude - .
potable /nbre de patients contaminés

Fr. 6 mois Hopital universitaire de Saint-Etienne 4/26 (15 %) Berthelot et al., 2001
Al. 7 mois Hopital universitaire d’Ulm 4117 (24 %) Trautmann et al., 2001
Al. ni Hopital universitaire d’Ulm 5/45 (11 %) Reuter et al., 2002
Sui. lan Hépital universitaire de Lausanne 15/132 (11 %) Blanc et al., 2004
Esp. 3ans Hopital universitaire de Barcelone 19/31 (61 %) Vallés et al., 2004
Al. 6 mois Hoépital universitaire d’Ulm 8/16 (50 %) Trautmann et al., 2006
Fr. 6 mois Hopital universitaire de Bordeaux 7/38 (18 %) Rogues et al., 2007
Fr. 2 mois Hopital universitaire de Besancon 1/14 (7 %) Cholley et al., 2008

Fr : France, Al. : Allemagne, Sui. : Suisse, Esp. : Espagne, ni : non-indiqué.

Une étude menée dans une unité de soins aux grands brlés au Royaume-Uni rapporte que
pres d’un tiers des patients est colonisé par P. aeruginosa au cours de leur hospitalisation. L’eau
et le matériel d’hydrothérapie utilisés lors des traitements ont été suspectés comme étant la
source de transmission (Quick et al., 2012). Le transfert de la bactérie au matériel médical est
en effet susceptible de participer a la transmission de la bactérie au sein des services
hospitaliers. Lors d’une épidémie de P. aeruginosa au sein d’une unité de soins intensifs, un
bronchoscope flexible a été identifié comme une source de contamination. Cet appareil médical
invasif aurait été contaminé suite a son utilisation et a un défaut d’application des protocoles de
décontamination et d’isolement (Bou et al., 2006). La capacité de P. aeruginosa a survivre,
persister et se multiplier dans ces différents environnements est associée a sa faculté a

s’implanter sous la forme biofilm (Floret et al., 2009).

Le pouvoir pathogéne de P. aeruginosa lui est conféré par sa faculté a synthétiser un
veritable arsenal de facteurs de virulence. Ces derniers peuvent étre ancrés a la surface de la
cellule bactérienne, tels que le flagelle, les pili ou les lipopolysaccharides, ou étre sécrétés dans

le milieu extérieur, tels que les exotoxines, les sidérophores et les phénazines.
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4. Principaux facteurs de virulence.

4.1 Flagelle.

Le flagelle est une organelle extracellulaire de la bactérie constituée de trois éléments
principaux indispensables a son fonctionnement : le corps basal, le crochet et le filament (figure
4). Le corps basal assure I’ancrage du filament a la membrane cellulaire. 11 abrite I'appareil de
sécretion, nécessaire a la production et I'assemblage des protéines formant le filament, et un
élément appelé moteur. Ce moteur, de composition complexe, comprend une partie mobile, le
rotor, et une partie non mobile, le stator. Ce dernier convertit le potentiel d’énergie généré par
un gradient chimique en énergie mécanique transmise au rotor. Le mouvement de rotation en
résultant est transmis du rotor au filament par le crochet, le filament agit alors comme un
propulseur (Anderson et al., 2010). Le filament correspond a un assemblage de protéines, les
flagellines, dont il peut comprendre 20 000 copies, et peut atteindre plusieurs microns de long
(Haiko et Westerlund-Wikstrém, 2013).

‘\ <«——— Filament
4

Crochet

A

ME

H*/ Na* ==+

Corps basal
Ml

T

H*/ Na* Stator

Rotor

Figure 4 : Schéma des principaux éléments constitutifs d’un flagelle (MI : Membrane Interne ; ME : Membrane
Externe).

L’énergie produite par les gradients chimiques est indispensable au mouvement du ou
des flagelles. Elle est généralement générée par un gradient de sodium ou de protons : son
fonctionnement peut consommer pres de 5 % du sodium cytoplasmique d'une bactérie par
seconde a raison de 1 000 ions par révolution (Mitchell et Kogure, 2006). Le fonctionnement

du flagelle supporte notamment deux types de mobilité, la nage ou « swimming » et le
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grouillement ou «swarming », nécessaires au déplacement de la bactérie dans un
environnement aqueux ou semi-solide (Kearns, 2010). Le sens de rotation du flagelle impacte
cette mobilité : une rotation dans le sens des aiguilles d'une montre conduit a un mouvement
uniforme sans changement de direction, a I’inverse une rotation dans le sens inverse des
aiguilles d'une montre conduit & un mouvement plus anarchique conduisant & un changement
de direction. L'inversion du sens de rotation du flagelle participe a I'attachement de la bactérie
sur une surface. Ce sens est dépendant de la présence de gradient de molécules chimiques qui
peuvent étre attirantes/chimioattractantes ou répulsives. La présence de molécules
chimioattractantes en faibles concentrations et/ou la présence de molécules répulsives conduit
a un changement de direction lié¢ a un sens de rotation inverse au sens des aiguilles d’une
montre. Les nutriments tels que les sources de carbones (succinate, citrate, malate et sucres),
d’acides aminés ou de phosphate, I’oxygene, les éthylénes et certains composés aromatiques
(benzoate, toluéne, phénol, catéchol, vanillate et vanilline) sont décrits comme jouant le role de
chimioattractants tandis que les toxines ou les composés toxiques tels que les chloroethylénes
sont décrits comme ayant un effet répulsif (Kato et al., 2008 ; Guttenplan et Kearns, 2013). Ces
phénoménes d’attraction ou de répulsion exercés par certaines substances sur les cellules

bactériennes sont appelés chimiotactisme.

Le flagelle est initialement lié a la mobilité de la bactérie mais peut également intervenir
dans I’export de protéines et la virulence. Il adhére aux cellules épithéliales par fixation sur un
composant membranaire commun, 1’asialo-GMa, et peut induire une réponse inflammatoire
(Kipnis et al., 2006). Les flagellines composant le filament sont porteuses d’un motif PAMP
(Pattern Associated Molecular Pattern) reconnu par les récepteurs de type TLR5 (Toll-Like
Receptor) notamment exprimés sur la surface baso-latérale des cellules épithéliales intestinales,
sur les monocytes et les fibroblastes. Cette reconnaissance active la sécrétion de cytokines
contribuant a I’induction d’une réponse inflammatoire (Haiko et Westerlund-Wikstrom, 2013).
Le flagelle joue un role important dans la dissémination de la bactérie au sein de 1’héte (Lyczak
et al., 2000). Cependant, sa présence induisant une forte réponse immunogénique, P.
aeruginosa a développé la capacité de sélectionner des mutants non flagellés aprés la

colonisation de 1’héte dans le but d’échapper a ses défenses immunitaires (Kipnis et al., 2006).
4.2 Pili.

4.2.1 Fimbriae ou pili de la voie chaperone-usher.

Les fimbriae ou pili de la voie « chaperone-usher » (CU) sont les appendices non

flagellaires les plus fréguemment retrouvés a la surface des cellules. De 7 & 8 nm de large pour
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2 um de long, ces "filaments" sont constitués d'un assemblage de pilines pouvant aller d'une
centaine a plusieurs milliers de sous-unités polymérisées (Allen et al., 2012). L'assemblage de
ces sous-unités protéiques est assuré par la voie dite « chaperone-usher ». Les sous-unités
protéiques produites dans le cytoplasme sont exportées vers le périplasme ou elles sont prises
en charge par une protéine dite chaperon. Cette derniére stabilise et inactive la sous-unité
fimbriale, évitant toute dégradation ou polymérisation prématurée, et la transporte vers une
protéine de la membrane externe dite placeur ou « usher ». La partie centrale de celle-ci forme
un pore dont le canal de translocation permet la sécrétion du pili vers le milieu extérieur. La
sous-unité est transférée de la protéine chaperon a la sous-unité précédente retenue au niveau
de la protéine « usher ». Ce « collier de perle » est ainsi allongé unité par unité (Busch et
Waksman, 2012).

L’existence de pili de la voie CU a été mise en évidence chez P. aeruginosa par Vallet
etal. en 2001. Ces derniers ont montré 1’existence de trois clusters de génes, les systémes CupA,
CupB et CupC (Chaperone-usher pathway) présentant des similarités de séquence avec les voies
CU d’autres bactéries. Les pili du systéme CupA comprennent une sous-unités CupA4 agissant
comme une adhésine et interviennent dans 1’attachement de la bactérie aux surfaces abiotiques
(Vallet et al., 2001 ; Giraud et de Bentzmann, 2012). D’autres systémes Cup ont pu étre mis en
évidence chez P. aeruginosa : les pili des systemes CupA, B, C et E prennent la forme de
longues fibrilles dont la plupart est porteuse d’une adhésine a son apex lui permettant de se fixer
aux carbohydrates (Giraud et al., 2010). Les systemes CupB et CupC jouent un role dans les
interactions entre cellules et sont impliqués dans les étapes de maturation du biofilm et le
systeme CupE intervient dans la formation et la structuration du biofilm (Giraud et al., 2011).

4.2.2 Pili de type IV.

Les pili de type IV sont les seuls pili communs aux bactéries a gram™ et a gram’. lls
prennent la forme de filaments flexibles mesurant plusieurs micromeétres de long pour 5a 8 nm
de diametres (Pelicic, 2008). On distingue deux familles de pili : les pili de type IVa et les pili
de type IVb. Ces derniers comprennent une sous-famille, les pili Tad (Tight adherence)
(Burrows, 2012). Ces familles se distinguent principalement par la longueur du peptide signal
de leurs pilines : de moins de 10 acides aminés pour les pili de type 1Va, retrouvés chez un
grand nombre de bactéries, a prés de 15 a 30 pour les pili de type IVb plus particuliers aux
pathogenes entériques (Pelicic, 2008 ; Craig et Li, 2008). P. aeruginosa est une des rares
especes bactériennes a pouvoir posséder simultanément ces différentes formes de pili au sein

d’une seule et méme souche (Burrows, 2012).
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Les précurseurs des pilines, les pré-pilines, sont synthétisées dans le cytoplasme de la
cellule (figure 5) avant d’étre recrutées dans la membrane interne via un systeme de sécrétion
de type Sec (Craig et Li, 2008). Ce dernier permet la translocation de protéines immatures a
travers un canal de la membrane interne grace a I’énergie provenant d’une part de I’hydrolyse
d’ATP et d’autre part d’un gradient de protons (Sardis et Economou, 2010). Les pre-pilines
restent ancrées a la membrane interne a leur extréemité N-terminale avant que leur peptide signal
soit clive par une peptidase transmembranaire. Les pilines sont alors attirées vers le filament en
cours d’élaboration, en partie grace aux interactions electrostatiques induites entre les charges
négatives portées par leur chaine latérale et les charges positives portées par I’extrémité N-
terminale de la derniére piline constitutive du filament. Chaque piline insérée allonge le
filament qui est ainsi pousse vers le périplasme puis vers le milieu extérieur via une sécrétine
insérée dans la membrane externe. Ce processus d'assemblage et le mouvement en résultant est
énergie dépendant : c'est I'nydrolyse de I'ATP par des ATPases qui permet la polymérisation et
la déepolymérisation du filament (Craig et Li, 2008). Le filament étant porteur d’adhésines a son
extrémité distale, cette alternance de polymérisation/dépolymeérisation génere un mouvement

de la cellule par traction (Gerlach et Hensel, 2007).

ME
Mi l Systeme Sec J Pré—pilinelpeptidase Complexe moteur
7
v /
ATP ADP+Pi - H Peptide signal
Piline polymérase Piline dépolymérase
Pré-piline ATP ADP + Pi

Figure 5 : Principaux éléments constitutifs de la machinerie de synthése des pili de type IVVa chez P. aeruginosa
(M1 : membrane interne, ME : membrane externe).
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Les pili de type IVa sont impliqués dans la transduction de signal, la sécrétion, la capture
d’ADN, l'auto-agrégation, I'adhésion et la formation de microcolonies (Craig et Li, 2008). Leur
implication dans la mobilité participe a la dissémination de la bactérie au sein de 1’hote infecté
(Lyczak et al., 2000). Chez P. aeruginosa, les pili de type IVa sont porteurs d’un domaine de
fixation situé a I’extrémité C-terminale des pilines constitutives du filament et permettant
I’adhésion aux surfaces biotiques et abiotiques par reconnaissance spécifique des domaines
GalNac-B-D-(1,4)-Gal des asialo-GM: et asialo-GMz, glycopeptides communément retrouveés
a la surface des cellules épithéliales (Giltner et al., 2006 ; Giraud et al., 2010). Les pili de type
IV interviennent également dans la structuration du biofilm lors de sa maturation (O’Toole et
Kolter, 1998). Leur role dans I’adhésion et la structuration du biofilm est dépendant des
conditions environnementales et n’est pas toujours indispensable a la formation d’un biofilm
(Klausen et al., 2003 ; Giraud et al., 2010). Les pili de type I'\Vb associés aux pili de type 1Va
sont plus particulierement nécessaires a la formation des microcolonies au sein d’un biofilm

précoce (De Bentzmann, 2006).

4.3 Lipopolysaccharides.

Les lipopolysaccharides (LPS) sont des glycolipides complexes constituant la
membrane externe des bactéries a gram™ d’ou ils rayonnent de 31 a 36 nm vers le milieu
extérieur. lls sont chargés négativement a pH physiologique du fait de la présence de résidus
d’acides uroniques et de groupements phosphates dans leur structure (Lindhout et al., 2009).
Les LPS sont a I’origine de réponses inflammatoires parfois fortes chez 1’hote infecté. Leurs
trois composants, le lipide A, le corps oligosaccharidique et le polysaccharide O, n’ont pas la

méme implication dans la virulence.

Le lipide A correspond & la partie du LPS ancrée dans la membrane externe, il s’agit
d’un disaccharide (diglucosamine biphosphate) auquel sont rattachées plusieurs chaines
d’acides gras (King et al., 2009). Différentes formes de lipide A peuvent étre observées selon
I’espéce ou la souche considérée. Ces divergences concernent principalement le nombre, la
position et la nature des groupements acyles rattachés a la structure initiale, la modification des
groupes phosphates ou la longueur des chaines d’acides gras (Lam et al., 2011). Les chaines
d’acides gras rattachées au lipide A sont ainsi plus courtes chez P. aeruginosa que chez E. coli.
La structure du lipide A se modifie en réponse a des signaux environnementaux. Ces
modifications peuvent notamment étre induites chez des souches environnementales par
exposition a de faibles concentrations en magnésium, de 1’ordre de 8 uM (Ernst et al., 1999),

ou a des peptides antimicrobiens cationiques, éléments clés de la réponse immunitaire (Lam et
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al., 2011). Ces modifications sont susceptibles de modifier la perméabilité de la cellule
bactérienne augmentant sa résistance a certains antimicrobiens. La reconnaissance du lipide A
par le complexe immunologique specifique TLR4 (Toll-Like Receptor) induit une réponse

inflammatoire (Lam et al., 2011).

Le corps oligosaccharidique rattach¢ au lipide A est composé d’une dizaine
d’oligosaccharides (King et al., 2009) principalement de types D-galactosamine, L-rhamnose
ou D-glucose (Lam et al., 2011). Ce corps existe sous deux formes selon qu’il soit relié ou non
au troisieme élément constitutif des LPS le polysaccharide O. Le corps oligosaccharidique est
specifiquement reconnu par les récepteurs CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) des cellules épithéliales des poumons ou de la cornée. Cette
reconnaissance permet I’internalisation des bactéries dans les cellules épithéliales. Dans le cas
des poumons, cette internalisation est protectrice, les cellules épithéliales desquament
permettant 1’¢limination des bactéries piégées, tandis que dans le cas de la cornée cette
internalisation conduit a une infection (Lam et al., 2011).

On distingue deux formes de polysaccharides O, également appelés antigenes O, chez
P. aeruginosa : I’antigéne polysaccharide commun (CPA pour Common Polysaccharide
Antigen) ou bande A et 1’antigéne polysaccharide spécifique (OSA pour O-Specific Antigen)
ou bande B. Ces deux éléments different par leur structure: le CPA correspond a un
homopolymere de D-rhamnose et le OSA a un heteropolymere de 3 a 5 sucres. Ces différences
ont permis d’établir un systéme international de sérotypage basé sur la nature des unités
saccharidiques répétées et distinguant 17 sérotypes (Lam et al., 2011). Bien que les
polysaccharides O aient tendance a induire une réponse immunogénique forte, I’OSA, présent
chez une minorité des souches de P. aeruginosa, induit une réponse immunologique plus forte
que celle du CPA retrouvé chez une majorité des souches de P. aeruginosa (King et al., 2009).
La présence ou I’absence de ces polysaccharides O influence la morphologie des colonies de
P. aeruginosa qui prennent respectivement une apparence lisse ou irréguliére (Lau et al., 2009).
Son absence limite les capacités de mobilité de la bactérie liées au fonctionnement du flagelle.
Cette altération de la mobilité est notamment due a I’augmentation des forces d’adhésion de la
cellule a une surface biotique ou abiotique (Lindhout et al., 2009). Les polysaccharides O sont
plus particulierement impliqués dans les interactions entre la cellule bactérienne et les cellules
de I’hote et contribuent a la protection de la bactérie contre la phagocytose et le stress oxydatif

(King et al., 2009).
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4.4 Exotoxines.
Au moins cing exotoxines sont synthétisées par P. aeruginosa (tableau 7).

L’exotoxine A (exoA) est sécrétée dans 1’espace extracellulaire par le systéme de
sécrétion de type Il dépendant d’une machinerie de type Sec dont le fonctionnement nécessite
I’hydrolyse d’un ATP (Kipnis et al., 2006). Cette toxine est un enzyme appartenant a la famille
des ADP-ribosyl transferase. Elle comprend trois domaines principaux dont le domaine N-
terminal « la » responsable de la reconnaissance de la cellule bactérienne par les récepteurs
CD91 des cellules hotes et le domaine III porteur de 1’activité catalytique de I’enzyme (Wolf et
Elsésser-Beile, 2009). Cet enzyme catalyse la ribolysation de I’ADP du facteur d’¢longation 2
des cellules eucaryotes conduisant a I’inhibition de la synthése de protéines et a la mort

cellulaire (Ramachandran, 2014).

Les exotoxines S, T, U et Y sont sécrétées par le systéme de sécrétion de type I11. Cet
assemblage moléculaire complexe traverse les membranes interne et externe de la cellule
bactérienne, I’environnement externe et la membrane de la cellule cible. Il est généralement
décrit comme une aiguille permettant I’injection de facteurs de virulence directement dans le
cytoplasme de la cellule cible. Son fonctionnement nécessite le rapprochement entre la cellule

bactérienne et la cellule cible, notamment assuré par les pili (Gerlach et Hensel, 2007).

L’exotoxine S (exoS) est un enzyme comprenant une fonction activatrice de GTPase et
une activité ADP-ribosyltransferase (Galle et al., 2012). Sa premiére fonction est a 1’origine de
perturbations du cytosquelette des cellules hotes par activation des GTPases Rho, Rac et Cdc42
qui maintiennent sa structure. Ces perturbations permettraient de diminuer 1’internalisation des
cellules bactériennes par des cellules phagocytaires. L’induction de I’activité liée a la deuxiéme
fonction portée par exoS nécessite la fixation d’un cofacteur d’origine eucaryote sur la région
porteuse de I’activit¢ ADP-ribosyltransferase de I’enzyme. Cette interaction provoque une
perturbation du cytosquelette de la cellule eucaryote conduisant & sa déformation, a I’inhibition
de la synthése d’ADN et du trafic de différentes vésicules et de I’endocytose en résultant
(Hauser, 2009).

La séquence d’acides aminés de I’exotoxine T (exoT) comprend 76 % d’identité avec
celle de I’exoS. Cet enzyme comprend des fonctions catalytiques identiques mais dont le
fonctionnement différe de celles d’exoS. L’activité ADP-ribosyltranferase est ainsi limitée a un
plus petit nombre de protéines cibles. Les deux activités catalytiques portées par exoT

fonctionnent simultanément et conduisent a [’altération du cytosquelette inhibant la
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prolifération, la migration et 1’adhésion cellulaire. L’action de 1’exoT sur la cellule cible

intervient aprés 10 heures de contact contre 2 a 5 h pour 1’exoS (Hauser, 2009).

L’exotoxine U (exoU) est une phospholipase dont le fonctionnement nécessite la
fixation d’un cofacteur eucaryote, la super oxyde dismutase 1, et conduit a une mort cellulaire
rapide en 1 & 2 h par désagrégation de la membrane plasmique (Hauser et al., 2009). Son action
contre les cellules épithéliales et les phagocytes participe a la dissémination de la bactérie au
sein de 1’hote et a la persistance de I’infection. L’exoU serait 100 fois plus toxique que 1’exoS

(Kipnis et al., 2006).

L’exotoxine Y (exoY) est une adenylate cyclase dont le fonctionnement nécessite la
fixation d’un cofacteur eucaryote de nature jusqu’a maintenant inconnue (Kipnis et al., 2006 ;
Hauser et al., 2009). Deux de ses domaines auraient la capacité de fixer de I’ATP. L’injection
d’exoY dans des cellules mammiféres provoque I’induction d’un signal intracellulaire
conduisant a la modification de 1’expression des geénes soumis a sa régulation. Cette action
provoque la désagrégation du cytosquelette et conduit a I’inhibition de la capture des cellules
bactériennes par les cellules hotes et a I’augmentation de la perméabilité endothéliale (Hauser
et al., 2009).

Tableau 7: Caractéristiques des principales exotoxines sécrétées par P. aeruginosa et de leur activité
enzymatique.

. Systéme de R . Cofacteur Temps de contact
Exotoxine o Activité enzymatique : -
sécrétion eucaryotique avant mort cellulaire
ex0A type Il ADP-ribosy| transferase - -
ADP-ribosy| transferase .
exos type Il activité activatrice de GTPase protéine 14-3-3 10h
ADP-ribosyl transferase . R
2l i activité activatrice de GTPase i Igeeae s ZESI
. super oxyde s
exoU type 111 phospholipase dismuatse 1 1a2h
exoY type 111 adenylate cyclase non identifié -

4.5 Sidérophores.

Les sidérophores sont des agents de faible poids moléculaire chélatant le fer,
micronutriment essentiel au métabolisme bactérien, sous sa forme non soluble Fe®*.
P. aeruginosa produit principalement deux sidérophores : la pyoverdine (PVD) et la pyochéline
(PCH). Bien que possédant les mémes fonctions de capture et de transport du fer, ces deux

molécules different par leur taille, leur colt énergétique, leur affinité pour le fer et leur condition
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de synthése. La PVD présente une masse moléculaire de 1 350 g/mol, quatre fois plus élevée
que celle de la PCH de 324 g/mol. La synthese de la PVVD implique 2,6 fois plus de génes et 3,6
fois plus de nucléotides et d’acides aminés a transcrire et traduire que la PCH (Dumas et al.,
2013). La PVD présente une plus forte affinité pour le fer sous forme Fe3* (Ka= 10%%8 M) que
la PCH (Ka= 10?88 M) et est préférentiellement produite par la bactérie dans des milieux
pauvres en fer (Gasser et al., 2015). A I’inverse, dans des milieux dont les concentrations en fer
sont plus riches, mais restent tout de méme limitées, P. aeruginosa produit préférentiellement
la PCH a D’affinité pour le fer plus faible mais au colt énergétique moindre. La faculté a
produire ces deux sidérophores offre a la bactérie de plus grande capacité de survie en lui
permettant d’adapter ses dépenses énergétiques en fonction des modifications de son milieu de

développement (Dumas et al., 2013).

45.1 Les pyoverdines.

Les pyoverdines (PVDs) sont des pigments bactériens agissant comme facteur de
virulence. Ces molécules sont composées de trois parties: un chromophore
(dihydroxiquinolone), constituant le corps de la molécule et lui conférant sa pigmentation jaune
verte et ses propriétés fluorescentes, complété par une chaine acyle et une chaine peptidique,
rattachées respectivement aux carbones C3 et C1 du chromophore (Schalk et Guillon, 2012).
La séquence de la chaine peptidique, de taille réduite (6 a 12 acides aminés), est spécifique a
chaque souche. Cette particularité permet le typage de souches par identification du groupe de
PVD qu’elles produisent (Meyer et al., 1997). Les souches de P.aeruginosa peuvent
synthétiser trois types de PVDs, les groupes I, 1l et I11, la souche de référence PAO1 produisant
laPVD | (Visca et al., 2006). Chaque type de PVD ayant a la surface des cellules bactériennes
un récepteur qui lui est spécifique, leur diversité est un moyen efficace pour les bactéries de
limiter le détournement de leur approvisionnement en fer par d’autres individus (Schalk et
Guillon, 2012). Cependant certains recepteurs de PVDs moins restrictifs peuvent capter les
PVDs d’une autre espéce, a I’exemple du récepteur de la PVD II de P. aeruginosa capable de
reconnaitre les pyoverdines PL7 et PL8 appartenant a Pseudomonas fluorescens (Cornelis et
Matthijs, 2002). Ce systéme de détournement permet a la bactérie de préserver ses ressources

énergétiques en profitant de celles des autres especes a proximite.

La synthése des PVDs est assurée par de nombreuses protéines principalement
représentées par des peptides synthases non-ribosomales. Elles sont responsables de la synthése
d’un précurseur non fluorescent de la PVD, la ferribactine, dans le cytoplasme et de sa
translocation et de sa cyclisation dans le périplasme. C’est cette cyclisation qui confére a la

molécule sa fluorescence sous lumiére ultra-violette (UV). Les PVDs produites sont stockées
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dans le périplasme avant d’étre sécrétées dans le milieu extérieur via la pompe a efflux PvdRT-
OmpQ dont le fonctionnement est ATP dépendant (Schalk et Guillon, 2012). Ce systéeme
d’efflux est distribué¢ uniformément dans la membrane cellulaire permettant la sécrétion du
sidérophore tout autour de la cellule bactérienne. La mutation de ce systéme ne prévient que
partiellement la libération de PVD dans I’environnement externe suggérant 1’existence d’un
systeme d’efflux supplémentaire (Gasser et al., 2015).

La PVD libérée dans le milieu extérieur complexe le fer sous forme Fe* avec une
steechiométrie PVD/Fe®" de 1:1. La forte affinité des PVDs pour le fer sous forme ferrique Fe*
lui est procurée par ses groupes fonctionnels catécholate et hydroxamate (Gasser et al., 2015).
Le complexe est importé du milieu extérieur vers le périplasme de la cellule via deux
transporteurs spécifiques portés par la membrane externe, FpvA et FpvB, respectivement
transporteur primaire et secondaire (figure 6 B). Ces transporteurs sont activés a 1’aide de
I’énergie produite a partir d’un gradient de protons par I’intermédiaire de la machinerie
intramembranaire TonB (Schalk et Guillon, 2012). La liaison du ferrisidérophore a son
récepteur régule I’expression du gene codant pour le facteur anti-sigma FpvR, impliqué dans
I’inhibition de deux facteurs sigma responsables de la régulation des geénes codant pour le
récepteur de sidérophores FpvA et la synthése de PVD : le systéeme s’autorégule (Llamas et al.,
2014). Suite a I’entrée du ferrisidérophore dans le périplasme, le complexe est dissocié par
réduction du fer alors libéré sous sa forme Fe?* sans altération du sidérophore. Le fer se lie au
régulateur de transcription Fur, le complexe ainsi formé se fixe sur la région comportant les
geénes d’intérét empéchant leur transcription. Cette interaction conduit notamment a I’inhibition
de la synthese de PVD. Cette derniére est donc dépendante des concentrations en fer extra et
intracellulaires. Les PVDs libres sont recyclées par la bactérie : elles sont une nouvelle fois

sécrétées dans I’environnement via la pompe a efflux PvdRT-OmpQ (Schalk et Guillon, 2012).

La pyoverdine joue un réle dans la virulence : sa reconnaissance par le transporteur
FpVA induit un signal conduisant a la régulation de 1’expression de génes codant pour des
facteurs de virulence tels que I’exotoxine A et les endoprotéases PrpL (protéase V) et AprA
(protease alcaline) (Visca et al., 2006) impliquées dans la dissémination de la bactérie au sein
de I’hdte (Lyczak et al., 2000).

4.5.2 Les pyochélines.
La pyochéline (PCH) differe de la plupart des sidérophores par son faible poids

moléculaire, sa faible solubilité dans I’eau, résultant de sa forte hydrophobicité, et sa capacité
a chélater du fer sous la forme Fe®* en absence de groupements catécholates et/ou hydroxamates
(Cobessi et al., 2005).
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Les pyochélines (PCH) sont produites a partir du chorismate (acide-3-oxy-4-
hydroxycyclohexa-1,5-diéne-1-carboxylique) : elles correspondent au produit de la
condensation de salicylate et de deux L-cystéines. Leur biosynthese a intégralement lieu dans
le cytoplasme et ne nécessite pas d’étape de maturation dans le périplasme contrairement a la
PVD. Cette absence de maturation suggére qu’une fois synthétisées les PCH sont directement
sécrétées du cytoplasme vers le milieu extérieur via un mécanisme d’efflux non identifié
(Gasser et al., 2015). La PCH libérée dans I’environnement chélate le Fe®* avec une
steechiométrie PCH/Fe®" de 2:1: une molécule de fer est piégée au sein d’une structure
hexacoordonnée octaédrique formée par I’association d’une PCH bidentée a une PCH tridentée
(Gasser et al., 2015). Le complexe est importé du milieu extérieur vers le périplasme de la
cellule via le transporteur FptA inséré dans la membrane externe (figure 6 A). Ce transporteur
reconnait et fixe spécifiguement une seule PCH suggérant que les deux molécules nécessaires
a la capture du fer ne sont pas toutes les deux indispensables a 1’intégration du complexe dans
la cellule. Son fonctionnement nécessite de 1’énergie produite a 1’aide d’un gradient de protons
par I’intermédiaire de la machinerie intramembranaire TonB (Schalk et Guillon, 2012). Ce
complexe est ensuite transporté du périplasme vers le cytoplasme via la perméase FptX insérée
dans la membrane interne (Cunrath et al., 2015). La libération du fer proviendrait de sa
réduction de la méme fagon que pour la PVD. Les PCHs seraient également recyclées par la

bactérie (Schalk et al., 2011).
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Figure 6 : Schéma de la capture et du transport du fer par (A) la pyochéline et (B) la pyoverdine (Schalk et al.,

2011).
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4.6 Cas particulier des phénazines.

Les phénazines sont des metabolites secondaires, uniquement retrouves chez les
bactéries dont les Pseudomonas fluorescents et les archeabactéries. Il s’agit de composés
hétérocycliques contenant des groupes azotés, leurs propriétés physicochimiques variant selon
la nature et le positionnement de ces groupes au sein de la molécule (Pierson 11 et Pierson,
2010). Leur structure aromatique leur confére la possibilité d’endosser le role de donneur ou
d’accepteur d’électrons. En présence d’agents réducteurs, les phénazines entrent dans un cycle
de réduction de I’oxygéne libérant des espéces réactives de I’oxygene (ROS pour Reactive
Oxygen Species), tels que le peroxyde d’hydrogéne ou le superoxide ‘O2". La génération de
ROS étant délétere pour les cellules exposées (Britigan et al., 1992), les microorganismes
producteurs de phénazines se protegent du stress oxydatif généré en synthétisant des
superoxydes dismutases et des catalases, enzymes ayant la capacité de dégrader ces ROS. Une
méme bactérie peut avoir la possibilité de produire simultanément plusieurs types d’éléments
dérivés des phénazines a partir de deux précurseurs : 1’acide phenazine-1,6-dicarboxylique ou
I’acide phenazine-1-carboxylique (PCA). La souche de référence PAO1 synthétise ainsi trois
dérivés de la phénazine a partir de la PCA, la phenazine-1-carboxamide, la 1-hydroxyphenazine
et la pyocyanine (PCN), tandis que la souche PA14 produit préférentiellement la PCN (Mavrodi
etal., 2001).

Les capacités oxydo-réductrices des phénazines leur permettent d’agir comme facteurs
de virulence et/ou comme antibiotiques (Blankenfeldt et Parsons, 2014). La production de
phénazines chez les patients atteints de mucoviscidose aggrave 1’infection respiratoire due a
P.aeruginosa et diminue la capacité d’autres pathogénes opportunistes, tels que
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia et Candida albicans, a s’implanter de fagon
durable (Morales et al., 2013). La PCN est également un pigment bactérien donnant une couleur
bleu-vert aux cultures de P. aeruginosa et changeant de couleur selon son état d’oxydation et
les conditions de pH (Mentel et al., 2009). Elle contribue fortement & la virulence de la bactérie
au sein de I’hdte en interférant notamment avec la régulation du transport du fer, la fréquence
de battements des cellules cilliaires et la secrétion du mucus des cellules épithéliales du tractus

respiratoire en altérant les concentrations cytosoliques en calcium (Denning et al., 1998).

L’ensemble des facteurs de virulence produit par P. aeruginosa joue un réle important
dans I’infection de I’h6te humain. Certains de ces facteurs sont également impliqués dans la
formation de biofilm. Cette forme d’implantation de la bactérie dans I’environnement participe
a sa virulence chez ’homme et favorise sa résistance et sa persistance dans I’environnement

extérieur.
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[11. Biofilm de P. aeruginosa et implantation dans les

réseaux de distribution d’eau.

1. Généralités.

Le biofilm est communément défini comme des populations de microorganismes adhérées
a une surface biotique ou abiotique par I’intermédiaire d'une matrice extracellulaire
autoproduite (Costerton et al., 1995). Cette matrice extracellulaire prend la forme d’un réseau
de structure tridimensionnelle complexe, composé d’exopolysaccharides, d’ADN
extracellulaire, de protéines et de biosurfactant et est susceptible de piéger des éléments
provenant de 1I’environnement telles que des particules inorganiques (Costerton et al., 1995).
L’évolution de cette structure au cours de la formation du biofilm conduit a la création de
gradients d’éléments indispensables au métabolisme bactérien, tels que 1’oxygeéne ou les
nutriments, ou des déchets qui en sont issus, telles que les toxines. La génération de ces
gradients conduit a la formation de niches écologiques appropriées a I’installation et/ou au
développement d’espeéces ou de sous-populations adaptées a ces microenvironnements
spécifiques (Wingender et al., 2011). Le biofilm est ainsi caractérise par une hétérogéneite
métabolique, I’expression de geénes spécifiques relevant d’une réponse générale au stress et une
augmentation de la présence de variants phénotypiques, d’échange de matériel génétique et du
taux de mutation (Bridier et al., 2011). L’ensemble de ces facteurs participe a I’augmentation
de la résistance des microorganismes presents au sein des biofilms. La matrice extracellulaire
contribue également a cet effet : les éléments la composant sont susceptibles de neutraliser les
substances actives des biocides utilisés (Bridier et al., 2011).

Le développement de biofilm dans les réseaux de distribution d’eau potable ou d’eau
mineérale naturelle favorise 1I’'implantation, la persistance voire la multiplication, la résistance,
la dissémination et la transmission de microorganismes pathogénes telle que P. aeruginosa.
Certains facteurs de virulence de P. aeruginosa jouent un role significatif dans la formation et
le développement de biofilm (tableau 8). Le flagelle et les pili, organelles indispensables a la
mobilité de la bacterie, participent a la reconnaissance de la surface en assurant notamment le
contact et l’adhésion a cette surface. Les pili interviennent également au cours du
développement de la matrice extracellulaire. L’implication de ces facteurs de virulence dépend
de I’étape de développement du biofilm, celui-ci répondant a un cycle de vie comprenant

plusieurs phases clés.
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Tableau 8 : Récapitulatifs des principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa, impliqués dans la formation de biofilm et de leurs caractéristiques et leurs fonctions.

Facteur de virulence

Caractéristiques

Fonctions

Roles dans I’infection
chez I’h6te humain

Roles dans
la formation de biofilm

Flagelle

Pili de la voie CU

Pili de type IV

Sidérophores

Pyoverdines (PVD)

Pyochélines (PCH)

Phénazines
dont la pyocyanine
(PCN)

Taille : plusieurs microns
ATP dépendant
Energie dépendant -Na* ou H*

Taille : 2 um
@:7a8nm

Taille : plusieurs microns
@:5a8nm
Sous-unités : 1Va, IVb et Tad
ATP dépendant
Energie dépendant - H*

Forte affinité pour le fer, haut poids
moléculaire et fort colt énergétique

Faible affinité pour le fer et faible poids
moléculaire et colit énergétique

Donneur/accepteur d’électrons

Mobilité de type swimming
Mobilité de type swarming
Chimiotactisme
Virulence

Virulence
Adhésion

Mobilité
Virulence
Adhésion

Transport et capture du fer

Pigment bactérien et Virulence

Virulence
Pigment bactérien

Induction d’une réponse
inflammatoire
Dissémination

Adhésion aux cellules de I’hote

Dissémination
Adhésion aux cellules de I’hote

Apport du fer nécessaire au
métabolisme bactérien et a la
synthése et la régulation de certains
des facteurs de virulence

Augmentation du stress oxydatif
Altération des concentrations
cytosoliques en calcium

Rencontre avec la surface

Interaction cellule/cellule
Initiation
Structuration
Maturation

Formation des microcolonies
Initiation
Structuration
Maturation

apport du fer nécessaire au
métabolisme bactérien et a la
synthése d’éléments constitutifs
du biofilm
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2. Cycle de développement du biofilm.

Le cycle de développement du biofilm comprend cing étapes clés (figure 7) :
I'attachement réversible, I'attachement irréversible, la maturation I, la maturation Il et la
dispersion. Chaque cycle aboutit a la libération d'individus mobiles capables de coloniser de
nouvelles surfaces et de donner naissance a de nouveaux biofilms (Yadav et al., 2008). Une

étape initiale peut étre ajoutée : la reconnaissance d'une surface par le microorganisme.
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Figure 7 : Schéma illustrant les différentes étapes de développement d'un biofilm de P. aeruginosa avec au-
dessous ces mémes étapes observées au microscope confocal avec un marquage DAPI (1 a I11), un marquage GFP
(IV) et un marquage BacLigth® (V) (Bordi et de Bentzmann, 2011).

2.1 Reconnaissance d’une surface.

Dans I’environnement, les surfaces disponibles sont généralement recouvertes par un
film conditionnant. Ce film est constitué par la précipitation et/ou 1’adsorption de particules
organiques et inorganiques contenues dans 1’eau circulante, par action de la gravité et/ou des
flux hydrodynamiques. Lorsqu’il est issu d’eaux naturelles, telles que des eaux de riviéres ou
d’océan, le film conditionnant est majoritairement composé de glycoprotéines, de substances
humiques, de protéines, de lipides, d’acides nucléiques, de polysaccharides et d’acides aminés
aromatiques pour la fraction organique (Garg et al., 2009). La fraction inorganique est quant a
elle généralement composee de sels minéraux et d’hydroxydes métalliques (Chen et al., 2010).
Dans des milieux pauvres en nutriments, caractéristiques des eaux potables ou des eaux

minérales naturelles, les surfaces concentrant les substrats disponibles sous forme de film
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conditionnant constituent pour les microorganismes des lieux d’implantation et de
développement idéaux. La présence de ce film est susceptible de favoriser 1’adhésion
bactérienne en offrant de potentiels points d’ancrage aux microorganismes et/ou en modifiant
les propriétés de surface (charge, potentiel et tension) du matériau sur lequel il se dépose (Garret
et al., 2008). Le type et le degré de modifications sont fortement dépendants du matériau
concerné et de la composition du film conditionnant (Schneider, 1996).

Le transport des bactéries vers une surface repose sur le mouvement Brownien ou la
mobilité propre des bactéries. Les bactéries présentent différents types de mobilité selon les
caractéristiques du milieu dans lequel elles se trouvent. Dans des milieux hydriques présentant
une faible viscosité, elles ont recours a la nage ou « swimming » assurée par un ou des flagelles
(Conrad, 2012). Leur capacité a se mouvoir dépend du fonctionnement de cet appendice. Il peut
étre modulé suivant les signaux environnementaux détectés par la cellule tels que la présence
de certains métabolites ou de molécules signal caractéristiques de systemes de communication
cellulaire, la lumiére, la température, le pH, 1’oxygene, la salinité du milieu ou la présence de
champs magnétiques (Krell et al., 2011). Ce systéeme de modulation, appelé chimiotactisme,
permet a la bactérie de s’adapter rapidement aux changements de son environnement. La
détection de signaux attractants ou repoussants active une cascade de phosphorylation qui va
conduire a I’interaction de protéines avec le moteur du flagelle. Cette interaction aboutit a une
modification de la mobilité de la bactérie ou a une modulation de sa vitesse. Le chimiotactisme
peut participer a la reconnaissance d'une surface : les bactéries libérent des protons et des
molécules signal dans leur environnement dont la dispersion atteste de I'absence de surface, ou,

a l'inverse, dont la concentration confirme sa proximité (Costerton et al., 1995).

La bactérie et la surface reconnue interagissent entre elles. Dans un premier temps, des
interactions non spécifiques d’ordre physicochimique sont induites. Elles sont ensuite suivies
d’interactions biologiques plus spécifiques. Ces différentes interactions définissent deux phases

d’adhésion : la phase d’adhésion dite réversible et la phase d’adhésion dite irréversible.

2.1 Adhésion réversible.

L’adhésion réversible a lieu lors des premiers contacts entre bactérie et surface, sa durée
est de I’ordre de quelques secondes. L’adhésion dépend des forces d’attraction ou de répulsion
s’exercant entre deux ¢léments. Dans le cas de I’adhésion de bactéries a une surface, ces forces
peuvent étre caractérisées par un modéle mathématique nommé « théorie de Derjaguin, Landau,
Verwey et Overbeek » (théorie DLVVO). Ce modéle a été initialement développé pour décrire

les interactions entre une particule colloidale et une surface puis a été extrapolé a la description
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de l'adhésion bactérienne (Hermansson, 1999). D'aprés cette théorie, le total des interactions
s’exercant entre une surface et une bactérie correspond a la somme des liaisons de van der
Waals (VDW) et des interactions électrostatiques (Poortinga et al., 2002). Ces forces
physicochimiques relévent d’interactions dites non spécifiques, également qualifiables de
passives dans le sens ou elles sont indépendantes de ’activité de la bactérie. A une certaine
distance de la surface, les forces électrostatiques sont prédominantes, ce sont elles qui entrent
en jeux les premiéres dans 1’adhésion. Une fois la distance entre la bactérie et la surface réduite
a quelques nanometres, les liaisons de VDW prévalent, les mouvements Brownien ne suffisent
plus aux bactéries pour se libérer de I’attraction a la surface : elles y adhérent de fagon
irréversible (Hori et Matsumoto, 2010).

Cependant dans I'environnement, les microorganismes et les surfaces inertes portent
majoritairement des charges de surface négatives favorisant les forces de répulsions
électrostatiques (Wilson et al., 2001 ; Poortinga et al., 2002; Dunne, 2002). Suivant leur
intensité, ces forces de répulsions peuvent étre surmontées par des interactions moléculaires
dites speécifiques ou actives car dépendantes de I’activité de la bactérie. Ces interactions
spéecifiques sont généralement assurées par des couples récepteur/ligand, des lectines et/ou des
adhésines, pouvant étre portés par des éléments de la surface externe de la membrane des
microorganismes tels que certains appendices liés a la mobilité, a I’image du flagelle ou des pili
de type IV (Dunne, 2002). Ces éléments sont susceptibles d’entrer en action lorsque la bactérie
se trouve a moins d’une dizaine de nanometres de la surface permettant I’exploration de
I’environnement proche et la reconnaissance de zones d’adhésion spécifiques par des phases

successives d’attachement/détachement de la bactérie (Garnett et Matthews, 2012).

Cette exploration peut également étre assurée par d’autres comportements telle que la
rotation de la bactérie autour de son axe polaire porteur du flagelle appelé « spinning » (Conrad
et al., 2011), I’entrée en vibration de la bactérie ou les mobilités de surface de type essaimage
ou « twitching » ou de type grouillement ou « swarming » (Petrova et Sauer, 2012). Ces
phénomeénes peuvent fortement contribuer a I'élaboration des fondations de I'architecture du
biofilm (tableau 9). Une mobilité de surface réduite conduit a un biofilm avec une architecture
complexe plus étendue en favorisant I'accumulation de biomasse (Petrova et Sauer, 2012).
L’adhésion, renforcée par ces interactions spécifiques, perd son caractére transitoire au profit

d’un caractere stable dit irréversible.
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Tableau 9 : Caractéristiques des principaux types de mobilité de P. aeruginosa et de leurs réles dans la formation

de biofilm.
Mobilité Définition et caractéristiques Principaux roles dans la formation du biofilm
Nage mobilité assurée par le ou les flagelles permettant un - rencontre avec la surface (Conrad, 2012)
Swimming déplacement rapide (environ 60 pm/s) d’un individu - implication du flagelle dans I’interaction entre la
parallélement et a certaine distance d’une surface (Conrad et  bactérie et la surface (Toutain et al., 2007)
al., 2011 ; Conrad, 2012). - formation des microcolonies (O’Toole et Kolter, 1998).
- formation de structures typiques de colonies matures
(Barken et al., 2008)
Essaimage déplacement lent par élongation/rétractation des pili de type - implication dans 1’exploration et la colonisation de la
Twitching IV permettant ’exploration de la surface (Petrova et Sauer, surface par expansion sous forme d’un réseau maillé
2012). (Gloag et al., 2013)
- formation des microcolonies (O’Toole et Kolter, 1998).
- formation de structures typiques de colonies matures
(Barken et al., 2008)
Grouillement  processus par lequel les bactéries peuvent rapidement se - contribution aux premiéres étapes de formation du
Swarming mouvoir de facon coordonnée sur une surface humide biofilm (Shrout et al., 2006).
nécessitant la présence d’un flagelle fonctionnel, de pili de
type IV et la production de biosurfactant (rhamnolipide)
(Verstraeten et al., 2008).
Rotation rotation d’une bactérie attachée a une surface a son extrémité - implication dans la structuration du biofilm en
Spinning polaire & une fréquence proche de 5 Hz (Conrad, 2012). favorisant les processus d’attachements/détachements

nécessaires a 1’exploration de la surface (Conrad et al.,
2011).

2.2 Adhésion irréversible.

L’attachement irréversible des bactéries sur une surface conduit a une augmentation
locale de la densité cellulaire. Cette augmentation provoque la concentration de molécules
signal, naturellement produites par les bactéries, induisant un systéme de communication
cellulaire sophistiqué appelé le « quorum-sensing ». Le fonctionnement de ce systéeme est lié a
la production de molécules diffusibles induite a forte densité cellulaire (Petrova et Sauer, 2012).
L’accumulation de ces molécules constitue un signal ayant la propriété, aprés détection par les
protéines réceptrices appropriées, d’activer ou d’inhiber I’expression d’un panel de genes cibles

(Lee et Zhang, 2014).

P. aeruginosa posséde trois voies de « quorum-sensing » (tableau 10) basées sur des
molécules signal distinctes (Shirtliff et al., 2002). L’induction de ces systemes de
communication permet ’action coordonnée d’un ensemble de cellules et est essentiel a la
formation de biofilm mature chez P. aeruginosa. Le « quorum-sensing », couplé a 1’entrée en
contact avec une surface, conduit a l’activation d’une cascade de signaux d’adaptation.
L'expression des genes codant pour des éléments impliqués dans la mobilité est inhibée tandis
que celle de génes nécessaires a la production de protéines de surface et a l'excrétion de

substances exopolymériques (EPS) est favorisée (Garret et al., 2008).
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Tableau 10 : Principales voies de « quorum-sensing » chez P. aeruginosa et exemples de leurs genes cibles.

Voie de « quorum-sensing »

(synthase/activateur de Molécule signal Exemples de génes cibles Référence
transcription)
Las 3-0x0-C12-HSL lasB (élastase B) Shirtliff et al., 2002
(lasl/LasR) lasA (sérine protéase)

aprA (alkaline protéase)
toxA (exotoxine A)
xcp (éléments du systéme de sécrétion de type I1)
rhIR (activateur de transcription de la voie Rhl)
lasl (synthase de la voie Las)
pagsH (molécule signal de PQS)

Rhl C4-HSL rhlAB (rhamnolipides) Shirtliff et al., 2002
(RhII/RNIR) lasB (élastase B)
aprA (alkaline protéase)
phzABCDEFG et PhzM (pyocyanines)
lecA (lectines)
rhll (synthase de la voie Rhl)

Pseudomonas 2-heptyl-3-hydroxy-4- phz (pyocyanine) Lee et Zhang, 2014
Quinolone Signal quinolone lecA (lectine)
(PQS) rhll (synthase de la voie Rhl)

HSL : Homosérine Lactone.

La transition de 1’état mobile a 1’état adhéré dit sessile est indispensable a la stabilisation
des futurs agrégats cellulaires et a I’optimisation de 1’utilisation des ressources a disposition de
la bactérie (Guttenplan et Kearns, 2013). L’énergie dédiée a la synthése du flagelle et a la
mobilisation des protons ou du sodium nécessaire a son fonctionnement peut ainsi étre
employée a la formation et au développement du biofilm (Guttenplan et Kearns, 2013). La
production d'EPS par les microorganismes consolide leur adhésion sur les surfaces disponibles.
Une fois adhérée sur la surface, les bactéries se multiplient, la croissance clonale et les
interactions intercellulaires stables étant conjointement indispensables a la formation de
microcolonies (Stanley et Lazazzera, 2004). L’adhésion de bactéries mobiles a des bactéries
adhérées a une surface, ou coaggrégation, participe a I'élaboration d'un biofilm multi-especes.
Pour les bactéries provenant d’eau douce, la coaggrégation s'effectue via des interactions
protéines/saccharides durant la phase de croissance stationnaire et est sous controle

environnemental (Rickard et al., 2003).

La durée de cette étape d'adhésion irréversible est de I'ordre de quelques heures, elle

signe la fin de lI'adhésion en tant que telle et le début des étapes de maturation du biofilm.

2.3 Etapes de maturation.

Cette phase de développement est caractérisée par une augmentation de la production de
substances exopolymeriques (EPS). La nature et la fonction des EPS produites sont dépendantes
des conditions environnementales telles que la nature des sources de carbone disponibles
(Shrout et al., 2006 ; Huyn et al., 2012) ou les flux hydrodynamiques présents (Purevdorj et al.,

2002). Elles conduisent a la formation d'une matrice extracellulaire (MEC) composée en
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majorité d’eau, d’exopolysaccharides, d’ADN extracellulaire, de protéines et de biosurfactant
(Ma et al., 2009). La MEC entoure les microorganismes piégeant les microcolonies qui en se
développant aboutissent a la formation de mosaique clonale et a la création de macrocolonies.
La structuration de la MEC s’¢labore au fur et & mesure du développement du biofilm et peut
conduire & deux formes de biofilm selon les conditions de développement. Dans des conditions
favorables a son développement, incluant une source de carbone de type glucose (tableau 11),
le biofilm présente une architecture tridimensionnelle complexe et est dit différencié. A
I’inverse en absenc de sopurce de carbone de type glucose, le biofilm présente une structure

simple, plate et est dit indifférencié (Parsek et Tolker-Nielsen, 2008).

Tableau 11 : Exemples d'épaisseur de biofilms de P. aeruginosa développés en conditions semi-dynamiques dans
différentes conditions de culture et analysés au microscope confocal.

Conditions de culture Epaisseur
Souches - Temp Age moyenne Référence
Milieu Source de carbone -
.(°C) (pm)
PAO1 r_m_lleu sodium glutamate (9 mM) 37 2jrs 95+ 20 Sarkisova et al., 2005
minimum glycérol (50 mM)
FRD1 milieu sodium glutamate (9 mM) 37 2jrs 95+ 21 Sarkisova et al., 2005
(clinique) minimum glycérol (50 mM)
PAOL mmg‘c‘”z’g‘B glucose (0,3 mM) 30 4jrs 42,82+ 2,74 Yang et al., 2007
milieu .
PAO1 L glucose (0,5 mM) 22 4jrs 334+34 Hunt et al., 2004
minimum
ERC1 .
(env.) MOPS glucose (0,5 mM) 22 4jrs 117,13 + 11,54 Xu et al., 1998
milieu : Southey-Pillig et al.,
PAO1 minimum glutamate (0,9 mM) 22 6 jrs 292+83 2005

Env. : Environnementale, FAB : Fastidious Anaerobe Broth, MOPS : Morpholinopropane Sulfonate, Temp. : Température.

Au cours de ’accumulation des exopolymeéres synthétisés par les bactéries, la MEC
gagne en épaisseur. Elle se creuse de canaux qui permettent I'acheminement des nutriments et
de I'oxygéne dans les différentes couches du biofilm et I'export des différents déchets produits
dans I'environnement (Filloux et Vallet, 2003). Sa structure compacte permet principalement
les transports par diffusion, contrainte conduisant & la formation de gradient de nutriments, de
pH, de potentiel redox, de forces ioniques et d'oxygene (Flemming, 2001). L'oxygene étant
consommé par les microorganismes aérobies plus vite qu'il ne diffuse a travers la matrice, les
couches profondes du biofilm, a partir d’une cinquantaine de micrometres de profondeur,
relevent de conditions microanaérobies (Flemming, 2001). De la méme facon, les
microorganismes des couches superficielles ont un acces facilité aux nutriments nécessaires a
leur activité. Les microorganismes au sein d’un biofilm ne présentent donc pas le méme état
métabolique et/ou physiologique selon leur emplacement au sein de la matrice. Cette
hétérogénéité métabolique participe aux propriétés de résistance du biofilm (Borriello et al.,
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2004). Ces gradients conduisent également a la création de niches écologiques au sein du
biofilm (Mann et Wozniak, 2012). Les agrégats de microorganismes présents au sein de la MEC
sont ainsi sépares par un réseau de canaux et par de nombreux espaces vides aboutissant a une

structure poreuse.

Le deuxiéme stade de maturation est défini par 1’augmentation de la complexité de la
structure tridimensionnelle du biofilm. Des structures dites « champignons » constituées d’une
téte et d’un pilier se forment alors. Elles sont constituées de I’accumulation d’individus mobiles,
prenant une forme de coiffe, surmontant un regroupement d’individus non-mobiles constituant
le pilier de la structure (Barken et al., 2008). Elles sont caractéristiques d’un biofilm mature
dont la source de carbone est le glucose (Shrout et al., 2006) et apparaissent apres plusieurs

jours de développement. Les phases de maturation conduisent a la phase finale de dispersion.

2.4 Dispersion.

Deux grands types de dispersion peuvent étre distingués : la dispersion active et la

dispersion passive.

La dispersion active correspond a l'ultime phase de développement du biofilm
conduisant a la libération d'éléments planctoniques mobiles. Elle est caractérisée par la
formation d'un creux dans la téte de la structure « champignon ». Les bactéries mobiles sont
attirées dans cette cavité grace a la forte affinité existant entre les pili de type IV et I'ADN
extracellulaire (ADNe) constitutif de la MEC formant la coiffe. L'ouverture de la téte de la
structure permet leur libération dans I'environnement (Van Schaik et al., 2005) et est le résultat
de sa dégradation par différentes enzymes. Ces enzymes peuvent étre produites par les
microorganismes constitutifs du biofilm ou étre issues de la lyse de bactéries due a I’action de
bactériophages (Garnett et Matthews, 2012). Ces enzymes peuvent dégrader les exopolymeres
supportant la matrice extracellulaire, voire de fagon plus spécifique les exopolysaccharides. Des
molécules aux propriétés similaires peuvent également jouer ce réle de dégradation : c'est
notamment le cas des rhamnolipides, biosurfactants produits par P. aeruginosa (Garnett et
Matthews, 2012). La phase de dispersion active peut étre induite par des conditions
environnementales devenues défavorables au développement telles qu’une carence en
nutriments (carbone, azote, phosphore ou fer) ou en oxygéne, ou I'accumulation de toxines ou
de déchets (Martinez et Vadyvaloo, 2014). De la méme facon, la présence soudaine de
nutriments a concentrations relativement élevées peut également provoquer la dispersion du
biofilm (Flemming, 2001).
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La dispersion passive correspond a l'arrachage de morceaux de biofilm. Cet arrachage
résulte de I’érosion du biofilm par les forces de frottements exercées par les flux
hydrodynamiques, de 1’abrasion par les particules contenues dans 1’eau circulante ou de la
prédation par d'autres microorganismes, tels que les amibes ou les bactériophages. Ces
détachements sont indépendants de 1’activité des bactéries et peuvent survenir a n'importe
quelle phase du cycle de développement du biofilm (Hall-Stoodley et Stoodley, 2005 ; Kaplan,
2010).

Les bactéries mobiles libérées sont a méme de coloniser de nouvelles surfaces et d'entrer
dans un nouveau cycle de formation de biofilm. Le biofilm resté sur la surface continue de se

développer et de relacher des microorganismes.

Chacune des phases de développement du cycle de vie du biofilm de P. aeruginosa est
caractérisée par des événements d’ordres physicochimiques et/ou biologiques précis. Ces
évenements incluent notamment la synthése des différents éléments constitutifs du biofilm.
Chacun de ces éléments joue un ou plusieurs roles majeurs dans la formation et le

développement du biofilm.

3. Composants caractéristiques du biofilm de P. aeruginosa.

Le biofilm est constitué de deux grands éléments (figure 8) : les microorganismes, organisés
en microcolonies et la matrice extracellulaire (MEC) (Costerton et al., 1995). Cette matrice
extracellulaire prend la forme d’un réseau de structure tridimensionnelle complexe (Costerton
etal., 1995). Elle est avant tout une interface entre les microcolonies et I'environnement, permet
I’attachement au surface, facilite les interactions entre cellules ou sous-population (échanges de
matériel génétique, de signaux chimiques ou de produits métaboliques) et procure une
protection contre les attaques chimiques (antibiotiques et biocides), mécaniques (forces
hydrodynamiques ou abrasion) et thermiques (choc thermique). Elle est majoritairement
constituée d’eau, élément indispensable a la survie des microorganismes au sein du biofilm.
Les mécanismes régissant sa rétention et sa mobilité au sein de la matrice ne sont pas encore
bien déterminés (Flemming, 2001). L’eau permet I'acheminement des nutriments via les canaux
sillonnant la matrice et est essentielle a la physiologie et au maintien de I'intégrité des cellules
et du biofilm : elle prévient le tassement de la MEC en maintenant une certaine distance entre
les différents exopolymeéres. La distribution de ces exopolymeres au sein de la matrice est
hétérogene et variable au cours du cycle de développement du biofilm (Sutherland, 2001). Ces
exopolymeres sont principalement représentés par des exopolysaccharides, de I'ADN

extracellulaire (ADNe), des protéines et des biosurfactants.
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Figure 8: Observation au microscope électronique a balayage d’un biofilm de 24 h d’une souche
environnementale de P. aeruginosa formé sur un coupon de polychlorure de vinyle surchloré.

3.1 Les exopolysaccharides.

Les exopolysaccharides sont des €léments cruciaux des étapes d’initiation et de
maturation du biofilm (tableau 12). Ils sont porteurs de sites de liaisons non-covalentes dont
I’abondance est susceptible de conduire a la génération de forces d’adhésion pouvant étre
supérieures a celles engendrées par un petit nombre de liaisons covalentes (Hori et Mastumoto,
2010). Les exopolysaccharides tiennent difféerents roles, lies a leur composition et leur
organisation, dans la formation et le développement de biofilm. Ils favorisent I'attachement des
cellules sur une surface, leur production aboutissant a I'inhibition des éléments nécessaire a la
mobilité. Ils permettent la structuration et le maintien du biofilm, les interactions entre leurs
chaines carbonées ou avec d'autres molécules conduisent a la création d'un réseau complexe
structurant la matrice. 1ls capturent et retiennent I'eau présente dans I'environnement, I'obtention
d'une matrice hautement hydratée permettant de prévenir les risques de dessication (Flemming,
2001). Ils participent & la protection des microcolonies contre les attaques chimiques,
mécaniques et thermiques et contre les systéemes de défense des hétes infectés (Fux et al., 2005;
Franklin et al., 2011). P. aeruginosa a la capacité de synthétiser au moins trois
exopolysaccharides : I'alginate, le Psl (Polysaccharide synthesis locus) et le Pel (PELIlicle locus)
(Ma et al., 2009; Schurr, 2013).

3.1.1 L’alginate.
L’alginate, caractérisé en 1973 par Evans et Linker, est le premier exopolysaccharide a

avoir été identifié chez P. aeruginosa. Il s'agit d'un polymeére acetylé de haut poids moléculaire
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constitué de lI'association non répétitive de monomeéres d'acides guluronigques et mannuroniques
(Ryder et al., 2007).

La production d’alginate est caractéristique des souches cliniques isolées de patients
atteints de mucoviscidose. Dans ce contexte, ces souches subissent une altération de leur
phénotype qui conduit a I’observation de colonies d’apparences visqueuses sur milieu gélosé
alors qualifiées de mucoides. Prés de 85 % des souches de P. aeruginosa d’origine clinique
(Mulcahy et al., 2008) et environ 1 % des souches d’origine environnementale (Stapper et al.,
2004) présentent ce phénotype. Ce changement est lié a une surproduction d'alginate
notamment induite par des conditions anaérobies. Il procure aux bactéries un avantage sélectif
dans I'environnement hostile des voies pulmonaires en leur offrant une protection adaptée
contre les agents de défense du systeme immunitaire (lymphocytes, phagocytes, action des
cellules ciliées du tractus respiratoire) et les traitements antibiotiques (Ghafoor et al., 2011;
Stapper et al., 2004).

Jusqu’au début des années 2000, 1’alginate était considéré comme le principal
exopolysaccharide produit par P. aeruginosa, la majorité des souches étudiées jusqu'alors étant
essentiellement d'origine clinique. L’analyse de mutants des souches PAO1 et PA14 incapables
de synthétiser de 1’alginate a montré que ces souches conservent leur capacité a former et a
maintenir un biofilm suggérant la production d’autres exopolysaccharides (Wozniak et al.,

2003 ; Stapper et al., 2004).

3.1.2 LePsl

Psl (Polysaccharide synthesis locus) est majoritairement constitué de glucose, de
mannose et de galactose et contient également des traces de rhamnose, de xylose et de N-
acetylglucosamine (Ma et al., 2007). Le mannose, le glucose et le rhamnose forment une
structure pentasaccharide répétée (Byrd et al., 2009).

Psl intervient tout au long du cycle de développement du biofilm des souches non
mucoides de P. aeruginosa : il est indispensable aussi bien a sa formation qu’a sa maturation et
son maintien (tableau 12). L'étude d'un mutant psIAB (mutation sur les deux premiers génes du
locus) dépourvu des enzymes necessaires a la synthése de Psl montre que celui-ci est incapable
d'initier la formation d'un biofilm sur une surface, qu’elle soit biotique ou abiotique (Jackson et
al., 2004). Cet effet est indépendant des sources de carbone disponibles : qu'il s'agisse de
glucose, de mannose, de glycérol, de glutamate ou de citrate, le mutant PAO1ApsIAB montre

une capacité a former un biofilm dix fois inférieure a celle de PAO1 (Ma et al., 2006).
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Les roles de structuration et de maintien de la matrice extracellulaire joués par Psl sont
notamment dus a son ancrage sous forme hélicoidale a la surface des cellules bactériennes.
Cette distribution favorise les interactions entre deux cellules proches, son altération par des
cellulases, enzymes ciblant les liaisons B-1,3 or -1,4 des glucanes, entraine un défaut de
maintien du biofilm (Ma et al., 2009). La production de Psl, associée a la mobilité due au
fonctionnement des pili de type IV, conduit a la formation de fibres de Psl sur la surface
explorée par les bactéries. Ces fibres forment un réseau maillé guidant plus spécifiquement les
cellules vers certaines zones et permettent une formation efficace de biofilm (Zhao et al., 2013 ;
Wang et al., 2013). Les souches incapables de produire ces fibres doivent produire de plus
importante quantité de Psl pour conserver I’intégrité structurelle de leurs microcolonies (Wang

etal., 2013).

La présence de Psl au sein de la matrice extracellulaire augmente son élasticité et sa
réticulation (Chew et al., 2014). Cette augmentation de la réticulation contribue a renforcer la
structure de la matrice extracellulaire et a maintenir ’architecture du biofilm. Elle contribue
également a la ségrégation de P. aeruginosa au sein d’un biofilm multi-especes par formation
d’une barriére physique (Chew et al., 2014). La distribution de Psl au sein de la matrice
extracellulaire évolue au cours des étapes de formation du biofilm : au sein d’un biofilm
differencié, caractérisé par une structure tridimensionnelle complexe, Psl est majoritairement
localisé en périphérie des macrocolonies mais est peu présent au centre de celles-ci ou se forme

la cavité nécessaire a la phase de dispersion (Ma et al., 2009).

La présence de Psl permet également le recrutement de bactéries en suspension dans

I’environnement extérieur en offrant un point d’ancrage a leurs structures adhésives tels que les

pili de type IV (Wang et al., 2013).

3.1.3 LePel.
Pel (PEllicle locus) est I'exopolysaccharide de P. aeruginosa le moins bien caractérisé a
ce jour. Il est essentiellement composé d'un assemblage de polysaccharides riches en glucose,

sa composition exacte n'étant pas connue (Colvin et al., 2011).

Pel est plus particuliérement impliqué dans la formation de biofilm a l'interface
air/liquide qualifié de pellicule. Sa synthése est indispensable au développement de biofilm par
la souche PA14, cette souche étant incapable de synthétiser d’autres exopolysaccharides
(Friedman et Kolter, 2004), mais n’est pas nécessaire au maintien de son biofilm (Colvin et al.,
2011). La synthése de Pel intervient plus spécifiquement lors des phases de maturation du

biofilm, I’inhibition de la capacité de la souche de référence PAOI a produire du Pel
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n’empéchant pas son adhésion a la surface (Ghafoor et al., 2011). Sa capacité a interagir avec
I’ ADN extracellulaire composant la matrice favorise les interactions entre cellules bactériennes,
aboutissant a une augmentation de la densité du biofilm (Ghafoor et al., 2011). Pel aurait
également la capacité d’interagir avec Psl : ces interactions conduiraient a une augmentation
des forces d’adhésion en certains points (Cooley et al., 2013). La présence de Pel a ainsi pu étre
corrélée a une augmentation de la viscosité de la matrice extracellulaire combinée a une
diminution de sa réticulation (Wang et al., 2013). Pel contribuerait également aux propriétés de
résistance du biofilm contre les antibiotiques de type aminoglycosides a I’aide d’un mécanisme
non identifié mais supposé comme étant lié a la fixation et la séquestration des molécules actives
(Colvinetal., 2011).

3.2 L’ADN extracellulaire.

L’ADN extracellulaire (ADNe) est libéré suivant deux types de mécanismes. Les
mécanismes indépendants du « quorum-sensing » seraient responsables du maintien de la
libération de I’ADNe a un niveau basal grace a I’induction de la lyse des cellules par des
prophages. Cette lyse serait sous le contréle du flagelle et des pili de type IV. Les mécanismes
dépendants du « quorum-sensing » permettraient 1’induction de la lyse des cellules via la
synthese de facteurs de virulence tels que les phénazines sous contréle des voies Rhl et PQS
(Das et al., 2013).

La distribution de I’ADNe au sein du biofilm varie selon la phase de développement
considérée. Au sein de biofilms de PAO1 développés en conditions semi-dynamiques et agés
de 2 jours, I’observation au microscope confocal montre que I’ADNe est majoritairement
présent a la surface des microcolonies mais est également retrouvé a I’intérieur de celles-Ci et
est distribué sur la surface d’adhésion. Pour ces mémes biofilms agés de 4 jours, I’ADNe est
majoritairement présent au niveau de la surface de développement et dans les piliers des
structures « champignons », caractéristiques d’un biofilm mature : il est plus particulierement
concentreé a la frontiére entre les piliers et les tétes de ces structures. Pour ces mémes biofilms
agés de 6 jours, I’ADNe est présent dans 1’intégralité des structures « champignons » (Allesen-
Holm et al., 2006).

L’ADNe intervient lors de 1’adhésion et participe au maintien de la structure de la
matrice extracellulaire (tableau 12). 1l est indispensable au déroulement des premieres étapes
de formation du biofilm de P. aeruginosa. L’exposition de cultures planctoniques de PAOL a
une enzyme, la DNase I, dégradant I’ADN double brin, conduit a I’inhibition de la formation

du biofilm. L’exposition de biofilms dgés de 12 h, 36 h ou 60 h a cette méme enzyme ne
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provoque que leur dispersion partielle tandis que I’exposition de biofilms plus matures, 4gés de
84 h, n’a pas ou peu d’effet sur leur structure (Whitchurch et al., 2002). L’action stabilisatrice
de I’ADNe provient notamment de sa capacité a induire des forces d’interactions de type van
der Waals ou acide/base avec les autres éléments constitutifs de la matrice ou des cellules (Das
et al., 2010) tels que le Pel (Colvin et al., 2011) ou la pyocyanine (Das et al., 2015). L’ADNe
intervient dans la viscoélasticité du biofilm en contribuant a la relaxation des contraintes subies
par la matrice extracellulaire lors de 1’exposition a des flux hydrodynamiques (Peterson et al.,
2013). 1l peut également participer aux propriétés de résistance du biofilm développé par
P. aeruginosa. En raison de son caractére polyanionique, il peut se lier aux molécules
antibiotiques positivement chargées, tels que les aminoglycosides ou les peptides
antimicrobiens, conduisant a leur inactivation. Cet effet est temporaire du fait de la saturation
de I’ADNe disponible mais permet de retarder I’action des antibiotiques et participe ainsi a
I’augmentation des capacités de tolérance du biofilm aux substances actives (Chiang et al.,

2013).

L’ADNe peut présenter des roles accessoires liés a sa composition ou a Ses propriétés
physicochimiques. Dans des conditions de stress nutritionnel, il peut faire office de nutriment
et étre utilise comme source de phosphore, de carbone et/ou d’azote (Finkel et Kolter, 2001).
Cette utilisation a été démontrée pour plusieurs souches de P. aeruginosa. Sa degradation est
assurée par la DNase EddB (PA3909) dont la synthése est induite pendant la croissance
stationnaire en cas de concentrations en phosphore limitées. Elle atteint un maximum pour une
concentration en phosphore de 100 uM et est inhibée pour des concentrations supérieures ou
¢gales a 400 uM. Bien que 1I’ADNe puisse faire office de source de phosphore ou d’azote, il
pallie plus difficilement a ’absence de carbone (Mulcahy et al., 2010).

3.3 Les protéines.

La synthese des protéines depend de la phase de développement du biofilm considéree.
L’¢tude de I’évaluation des protéines associées a la matrice extracellulaire au cours du
développement du biofilm de la souche d’origine clinique P. aeruginosa ATCC 27853° a
montré que sur les 389 protéines identifiées, 54 présentaient un changement significatif de leur
abondance (Zhang et al., 2015). Ces protéines concernaient plus particulierement la réponse et
la résistance au stress, I’acquisition de nutriments, le pouvoir pathogéne et la stabilité du

biofilm. La famille de protéines la plus représentée regroupait les protéines impliquées dans le

5 ATCC : American Type Culture Collection
La souche clinique P. aeruginosa ATCC 27853 est fréquemment utilisée pour tester 1’efficacité de substances antimicrobiennes (Zhang et al.,
2015).
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transport d’acides aminés et le métabolisme, telle que la porine OmpA dont I’abondance était
multipliée par quatre au cours du développement de biofilm. Au cours des premieres phases de
développement (de 12 h a 48 h) la majorité des protéines présentait une augmentation de leur
abondance. A I’inverse, entre 48 h et 96 h de développement une majorité des protéines
présentait une diminution de leur abondance. C’était notamment le cas de la protéine CpbD
(Chitin-binding protein), impliquée dans 1’adaptation de la cellule aux gradients de nutriments,
la tolérance au stress et la protection contre les prédateurs, de la protéine HspC2, impliquée
dans la résistance aux chocs thermiques, ou encore de la protéine IscA (iron-sulfur cluster),
impliquée dans la fixation du fer (Zhang et al., 2015). Cette fixation est nécessaire a
I’assemblage d’un cluster de protéines intervenant notamment dans le métabolisme des sucres,
la modification et la traduction d’ARN, la réplication et la réparation d’ADN et la régulation de

I’expression des genes (Landry et al., 2013).

Dans le biofilm mature de P. aeruginosa, la synthése des protéines est stratifiée. Cette
stratification résulte de I’hétérogénéité métabolique induite notamment par les gradients
d’oxygéne formés au cours de la structuration de la matrice extracellulaire. Une étude
cartographiant la configuration spatiale de la synthése de protéines au sein de biofilms de la
souche de référence PAO1 a montré que cette synthese était limitée aux cellules bactériennes
se trouvant jusqu’a 30 um de profondeur au sein de biofilms développés en conditions semi-
dynamiques (150 pm d'épaisseur) et jusqu’a 60 pm de profondeur au sein de biofilms
développés en conditions statiques (300 um d'épaisseur). Cette zone de métabolisme actif
correspond a la zone de diffusion de I'oxygene au sein du biofilm, dont 1’étendue a été estimée
jusqu’a environ 50 um (Werner et al., 2004). Des résultats similaires ont été obtenus pour des
biofilms de la souche P. aeruginosa ERC1 isolée d’eaux industrielles. La zone de diffusion de
I’oxygene, utilisé pur, s’étendait jusqu’a 46 um de profondeur au sein de biofilms ayant une
épaisseur moyenne comprise entre 117 et 151 um. La dimension de cette zone concordait avec
celle de la zone metaboliquement active (Xu et al., 1998). Des limitations en oxygéne ont
également pu étre mise en évidence au sein méme des agregats bacteriens (Wessel et al., 2014).

Le biofilm de P. aeruginosa comprend de nombreuses adhésines. Ces dernieres sont
distinguées selon leur structure en deux familles. Les adhésines dites fimbriales regroupent les
adhésines portées par le flagelle, les pili de la voie CU et les pili de type IV impliquées dans
I’adhésion aux surfaces biotiques et abiotiques. Les adhésines dites non-fimbriales
correspondent a des protéines mono ou oligomériques qui ne sont pas assemblées sous forme
de fibrilles mais sécrétées par la bactérie et qui sont également impliquées dans 1’adhésion (Soto

et Hultgren, 1999 ; Gerlach et Hensel, 2007). Elles peuvent avoir un réle d’ordre structurel.
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C’est notamment le cas de la protéine CdrA (cyclic diguanylate-regulated TPS partner A),
propre au mode de vie sessile, dont I’abondance est plus forte au cours des premicres étapes de
formation du biofilm (Zhang et al., 2015) et qui est impliquée dans la stabilisation de la matrice
extracellulaire (Borlee et al., 2010). Cette activité stabilisatrice provient de sa capacité a
interagir avec le Psl, favorisant 1’association de cet exopolysaccharide avec les microcolonies
et les autres constituants de la matrice extracellulaire. En 1’absence de CdrA fonctionnelles, le
Psl est faiblement lié aux éléments du biofilm et peut étre en partie libéré dans un milieu

comprenant un flux hydrodynamique (Borlee et al., 2010).

Certaines enzymes extracellulaires peuvent également avoir un impact important sur la
composition physicochimique de la matrice extracellulaire. La surexpression de certaines
hydrolases, connues pour leur contribution a la virulence et a la nutrition de P. aeruginosa, peut
participer a I’augmentation de 1I’hydrophobicité et de la viscosité de la matrice extracellulaire :
la surexpression de la lipase LipC favorise I’agrégation cellulaire tandis que la surexpression
conjointe de I’¢lastase LasB et de 1’estérase EstA conduit a I’augmentation de la production de
biosurfactants et a la diminution de la synthése d’alginate chez des souches mucoides (Tielen
et al., 2010). L’abondance de LasB au sein de la matrice extracellulaire est multipliée par trois

au cours du développement du biofilm (Zhang et al., 2015).

3.4 Un biosurfactant : le rhamnolipide.

Le rhamnolipide est une molécule amphiphile composée d'un lipide couplé & un sucre
mono ou dirhamnose (Caiazza et al., 2005). Cette composition lui confere des propriétés
tensioactives telles que la réduction des tensions de surface, la génération d'émulsion ou la
pseudosolubilisation de substrats insolubles, apportant a P. aeruginosa la capacité de
métaboliser une plus grande variété de sources de carbone (Chrzanowski et al., 2012). Sa
synthése est dépendante de la nature des sources d'azote disponibles. Elle est favorisée par le
glutamate, l'aspartate, la proline ou I'histidine et est a l'inverse inhibée par I'asparagine, la
glutamine et I'arginine. Elle est régulée majoritairement par la voie Rhl du « quorum-sensing »

et est sous contrdle minoritaire mais indispensable de la voie Las (Kholer et al., 2000).

A faible concentration, les rhamnolipides sont capables de provoquer le relargage de
quelques lipopolysaccharides de la membrane externe de la bactérie. Cette libération augmente
I'nydrophobicité de la surface de la bactérie favorisant son adhésion a une surface (Herman et
al., 1997). Les rhamnolipides jouent un réle primordial dans la formation et le maintien de la
structure du biofilm de P. aeruginosa (tableau 12) : apres 6 jours de culture en conditions semi-

dynamiques, un mutant de la souche de référence PAOL, incapable de produire des
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rhamnolipides, développe un biofilm présentant une structure indifférenciée sous forme d’une
épaisse couche de cellules massées dépourvue de canaux, a I’inverse de la souche PAO1 qui
dans les mémes conditions de culture développe un biofilm différencié hautement structuré
(Davey et al., 2003).

Les propriétés surfactantes des rhamnolipides leurs permettent d’interrompre les
interactions entre cellules et/ou entre cellule et surface évitant ainsi la colonisation des canaux
par des cellules microbiennes ou par la biomasse constitutive du biofilm ce qui permet le
maintien de leur ouverture (Davey et al., 2003). De plus, les rhamnolipides participent a la
formation des structures dites « champignons » caractéristiques d’un biofilm mature : un
mutant incapable de produire des rhamnolipides conserve sa faculté a former la téte de la
structure mais cette formation est en moyenne deux fois moins haute que celle correspondant a
un biofilm de souche non mutante développé dans des conditions identiques. Bien que les
rhamnolipides ne soient pas indispensables & la formation de microcolonies « matures », ils
favorisent significativement leur formation en facilitant la migration par « twitching » des
cellules mobiles constitutives de la téte des structures « champignons » (Lequette et Greenberg,
2005 ; Pamp et Tolker-Nielsen, 2007). La synthése des rhamnolipides est ainsi plus
specifiquement induite durant les phases de maturation du biofilm. Elle a lieu dans les
microcolonies et est plus particulierement localisée dans les piliers des structures

« champignons » formées au cours de la maturation (Lequette et Greenberg, 2005).

Outre les constituants du biofilm, des éléments provenant de 1’environnement extérieur
sont susceptibles de contribuer a la formation, au développement et au maintien de la structure
du biofilm. Les cations contenus dans 1’eau circulante sont généralement piégés dans la matrice
extracellulaire ou leur présence peut avoir un impact sur la stabilité, I’architecture et la viscosité
de la matrice extracellulaire. Les charges négatives portées par les exopolysaccharides et
I’ADNe sont particulierement susceptibles d’induire des interactions ¢électrostatiques avec ces
cations (van der Waal et van der Sluis, 2012). Des effets stabilisateurs de la matrice
extracellulaire du biofilm de P. aeruginosa ont ainsi eté attribués au fer, au calcium et au
magnésium (Banin et al., 2005). Les concentrations en Ca?* et Mg?* accumulés dans le biofilm
de P. aeruginosa peuvent atteindre respectivement pres de 0,1 mg/L et 2,4 mg/L (Kannan et
Gautam, 2015). Le role de stabilisateur de Ca®* provient notamment de sa capacité a créer des
liaisons fortes en se liant sélectivement a certaines séquences de monomeres (van der Waal et
van der Sluis, 2012).

57



Partiel

Tableau 12 : Récapitulatif des principaux éléments constitutifs du biofilm de P. aeruginosa et de leur fonction et leur distribution au sein du biofilm.

Fonction

Distribution

Référence

Composé
Exopolysaccharides Alginate
Psl
Pel

ADN extracellulaire

Protéines

Rhamnolipides

Chez les souches mucoides : Adhésion aux
surfaces et structuration et maintien de la
MEC

- Adhésion aux surfaces

- Structuration et maintient par
augmentation de la réticulation et de
I’élasticité de la MEC

- Formation de biofilm a [Dinterface
air/liquide

- Maturation

- Augmentation de la densité de la MEC
par augmentation de la viscosité et
diminution de la réticulation

- Résistance aux antibiotiques

- Adhésion et agrégation

- Stabilisation de la matrice

- Favorise la dispersion

- Résistance aux antibiotiques

- Métabolisme (acquisition de nutriments)
- Agrégation

- Adhésion aux surfaces

- Stabilisation de la matrice

- Résistance

- Virulence

- Formation des microcolonies
- Maintien de la structure de la MEC
- Facilite la dispersion

- A la surface des cellules

- Sous forme hélicoidale a la surface des cellules
- Localisé en périphérie des macrocolonies au
cours de la maturation

ni

- Au cours des premieres étapes de formation :
sur la surface d’adhésion et a la surface et
I’intérieur des microcolonies

- Au cours de la maturation : sur la surface
d’adhésion et a la frontiere entre téte et pilier des
structures « champignons »

- Zone de synthése = zone de diffusion de
I’oxygéne

- Adhésines fimbriale : portées par les organelles
dédiées a la mobilité (flagelle et pili)

- Adhésines non-fimbriale : sécrétées dans la
matrice extracellulaire

- au cours de la maturation : microcolonies et
piliers des structures « champignons »

Ryder et al., 2007 ; Ghafoor et al., 2011

Jackson et al., 2004, Ma et al., 2009 ; Zhao et
al., 2013 ; Wang et al., 2013 ; Chew et al.,
2014

Colvin et al., 2011 ; Ghafoor et al., 2011 ;
Cooley et al., 2013 ; Wang et al., 2013

Allesen-Holm et al., 2006 ; Das et al., 2010 ;
Colvinetal., 2011 ; Peterson et al., 2013 ;
Chiang et al., 2013 ; Das et al., 2015

Xu et al., 1998 ; Werner et al., 2004 ; Soto et
Hultgren, 1999 ; Gerlach et Hensel, 2007 ;
Borlee et al., 2010 ; Tielen et al., 2010

Davey et al., 2003 ; Lequette et Greenberg,
2005 ;
Pamp et Tolker-Nielsen, 2007

MEC : Matrice Extra-Cellulaire., ni : non indiqué.
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Certains facteurs extérieurs peuvent également agir comme des signaux
environnementaux et influencer le métabolisme de la bactérie. Ces modifications lui permettent
de s’adapter aux changements de son environnement, une adaptation rapide étant indispensable

a sa survie.

4. Influence de I’environnement du réseau de distribution d’eau sur la formation

du biofilm de P. aeruginosa.

P. aeruginosa a la capacité de s’implanter sous forme de biofilm dans de nombreux
environnements qu’ils soient naturels ou anthropisés ou méme qu’il s’agisse d’hdétes humains,
animaux ou végétaux. Ces environnements présentent des conditions de développement tres
différentes susceptibles d’influencer les capacités de formation du biofilm par P. aeruginosa et
les caractéristiques de ce dernier. Dans le tractus respiratoire humain, caractérisé par des
concentrations limitées en oxygéne, P. aeruginosa développe un biofilm majoritairement
composé¢ d’alginates. Dans les réseaux de distribution d’eau, la circulation de 1’eau, les sources
de nutriments disponibles, les matériaux et la conception des éléments de robinetterie sont
susceptibles de favoriser la formation de biofilm par P. aeruginosa. Ces effets témoignent de
la capacité d’adaptation de la bactérie aux changements environnementaux. Cette adaptation
repose sur la présence de systemes de detection portés sur la surface de la cellule bactérienne.
L’induction de ces systémes par certains signaux environnementaux spécifiques conduit a la
régulation de I’expression de génes impliqués dans la syntheése d’éléments constitutifs du

biofilm.

4.1 Principaux systéemes de détection et de transduction du signal en
réponse aux changements environnementaux.

Chez P. aeruginosa, le passage de I’état mobile a 1’état adhéré en réponse aux

changements environnementaux est principalement assuré par trois systémes de détection et de

transduction du signal : les systemes a deux composantes, la diguanylate monophosphate

cyclique (c-di-GMP) et les petits ARNs non codants.

Les systemes a deux composantes (TCS pour Two-Component System) sont constitués
d’un couple de molécules : une histidine kinase et un régulateur de réponse. L histidine kinase
joue le role de senseur: la détection d’un stimulus environnemental va induire une
phosphorylation en cascade qui va conduire a 1’activation du régulateur de réponse. Une fois
phosphorylé, ce dernier se lie a son ou ses genes cibles régulant ainsi leur expression. Cette

activation est ATP dépendante (Casino et al., 2010). L’ensemble des stimuli susceptibles
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d’activer les TCS ne sont pas encore bien identifiés mais pourraient concerner les changements
liés aux concentrations en nutriments disponibles, au pH, a la température, a 1’osmolarité, a la
concentration en magnésium ou a la presence de substances toxiques (Beier et Gross, 2006 ;
Mikkelsen et al., 2011). Le génome de PAO1 code pour 127 éléments constitutifs des TCS
(Mikkelsen et al., 2011) dont certains jouent un réle primordial dans le passage de la bactérie
de I’état mobile a 1’état sessile en régulant 1’expression des genes impliqués dans la synthése
des pili de la voie «chaperone-uscher », des pili de type IV, des petits ARNs et des
exopolysaccharides (tableau 13). Petrova et Sauer (2009) ont mis en évidence, a I’aide
d’analyses protéomiques, I’existence de trois TCS spécifiques a certaines étapes de
développement du biofilm. Ces TCS sont plus particulierement impliqués dans la transition
d’une étape de développement a 1’autre : BfiS/R (Biofilm initiation) assure le passage de
I’adhésion réversible a 1’adhésion irréversible, BfmS/R (Biofilm maturation) le passage de
I’adhésion irréversible a la premiére étape de maturation et MifS/R (Formation des
microcolonies) le passage aux étapes ultérieures a la maturation I. L’inactivation de
I’expression des genes impliqués dans la synthése de ces TCS empéche le passage d’une étape
a ’autre mais n’affecte pas la croissance planctonique, la mobilité, la production de Psl ou de

Pel ou I’étape d’adhésion initiale (Petrova et Sauer, 2009).

La diguanylate monophosphate cyclique (c-di-GMP) est une petite molécule
intracellulaire diffusible agissant comme messager secondaire. Elle intervient dans la régulation
de nombreux processus cellulaires majeurs (tableau 13) tels que la mobilité, la virulence, le
passage de I’état planctonique a 1’état adhéré, la production d’exopolysaccharides, 1’auto-
aggregation, I’adhésion et la dispersion (Krasteva et al., 2012 ; Martinez et Vadyvaloo, 2014).
La concentration intracellulaire de la c-di-GMP est modulée par un couple d’enzymes, une
diguanylate cyclase (DGC) et une phosphodiesterase (PDE), impliqué dans sa synthése et sa
dégradation (Mills et al., 2011). Ces enzymes entrent en activité en réponse aux conditions
environnementales et a leurs changements. Selon ces changements, la DGC ou la PDE est
activée, conduisant respectivement a la synthese ou la dégradation de la c-di-GMP. La DGC et
la PDE sont porteuses de domaines senseurs impliqués dans leur réceptivité aux changements
relatifs, entre autres, aux potentiels redox, a I’oxygene, a 1’osmolarité, aux nutriments ou aux
antibiotiques. Ces domaines senseurs leurs permettent d’adapter le niveau intracellulaire de la

c-di-GMP en reponse a ces modifications (Mills et al., 2011).
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Tableau 13 : Quelques exemples des principaux systémes permettant la transition du passage de 1’état mobile a 1’état adhéré chez P. aeruginosa en fonction des facteurs

environnementaux.
Systeme Nom Signal environnemental Exemples de processus régulé Références
Rocl 5
Roc2 - 8 - . Mikkelsen et al., 2011
2 )
Res/Pyr ? Synthése des pili de la voie CU Giraud et al,, 2011
RS Oxygene et absence de force de cisaillement*
PilR/PilS ? N - Mikkelsen et al., 2011
PprA/PprB Oxygéne et absence de force de cisaillement* Synthése des pili de type IV Giraud et al., 2011
FimS/AlgR N S Mikkelsen et al., 2011
KinB/AIgB ? Synthese de 1’alginate
RetS . . - .
Lads Molécule ayant une structuri similaire au carbohydrates Synthése des exopolysaccharides Psl et Pel Mikkelsen et al., 2011
o GacS/GacA :
g Systéme a WSspE/WSspR Adhésion a une surface Synthése de c-di-GMP Guvener et Harwood, 2007
eux composantes Synthése du petit ARN crcz
Mobilité de type swarming
CbrA/CbrB Nature des sources de carbone Formation de biofilm Sonnleitner et al., 2012B
Cytotoxicité
Résistance aux antibiotiques
PhoR/PhoB Concentration en phosphate Synthése de rhir Blus-Kadosh et al., 2013
Mobilité de type swimming
NarX/NarL Concentration en nitrate Mobilité de type swarming Van Alst et al., 2007

BfiS/BfiR (Biofilm initiation)
MifS/MifR (Microcolonies formation)
BfmS/BfmR (Biofilm maturation)

?
?
?

Synthése de rhamnolipide
Initiation du biofilm
Formation de microcolonies
Maturation du biofilm

Petrova et Sauer, 2009
Petrova et Sauer, 2009
Petrova et Sauer, 2009

Synthése de I’exopolysaccharide Pel

SiaD Exposition a un détergent Synthése de la protéine CupA Klebensberger et al., 2009
Contact avec une surface ou A . .
c-diGMP SadC Changement de viscosité du milieu* Controle du sens de rotation du flagelle Merritt et al., 2007
RoeA ? Synthése de I’exopolysaccharide Pel Merritt et al., 2010
YfiN = TpbB 5 R .
(Tyrosyne phosphate related to biofilm) ? Synthese des exopolysaccharides Psl et Pel Malone et al., 2010
Synthése de facteurs de virulence
RsmZ et RsmY ? Synthesg des,P”,' de type iv Sonnleitner et al., 2012A
Synthése d’éléments du
Systeme de sécrétion de type ii
Petits ARNs . Capture et stockage du fer .
non-codants PrrF1 et PrrF2 Concentration en fer Protection contre le stress oxydatif Sonnleitner et al., 2012A
Synthése de pyocyanine
Phrs Concentration en oxygene Synthese d’éléments nécessaire a la communication Sonnleitner et al., 2012A
cellulaire
CrcZ Sources de carbone Synthése d’enzymes cataboliques Sonnleitner et al., 2012A

? : signal environnemental inconnu, * : hypothése
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Les petits ARNs sont des ARN non-codants composés de 50 a 300 nucléotides et
caractérisés par leur activité régulatrice (Storz et al., 2011). Cette derniére s’exerce par
reconnaissance de sequences spécifiques aux ARNmM ou aux protéines cibles et liaison des
petites ARNSs a celles-ci par complémentarité. Grace a leur activité régulatrice, les petits ARN
participent a la régulation d’un panel de mécanismes bactériens (tableau 13) incluant le
métabolisme du carbone (Repoila et Darfeuille, 2009), la concentration intracellulaire de c-di-
GMP, la production d’exopolymeéres (Chambers et Sauer, 2013), le maintien de la concentration
intracellulaire en fer (Repoila et Darfeuille, 2009), la production de fimbriae, la virulence, la
communication intercellulaire, la réponse a différent stress relevant de 1’oxydation, de la
perturbation de la membrane ou de I’accumulation de phosphate (Chambers et Sauer, 2013) et
la formation de biofilm (Richards et Vanderpool, 2011). Sur la quarantaine de séquences
identifiées comme codant potentiellement pour des petits ARNs chez P. aeruginosa, moins

d’une dizaine a pu étre caractérisée (Livny et al., 2006 ; Sonnleitner et al., 2012A et B).

4.1Facteurs environnementaux influencant la formation de biofilm.

4.1.1 Concentration en nutriments disponibles.

Un des facteurs clé régulant la croissance bactérienne dans les réseaux d’eau est la
concentration en nutriments disponibles (Chandy et Angles, 2001). Le métabolisme des
bactéries hétérotrophes nécessite un approvisionnement en carbone (C), en azote (N) et en
phosphore (P) avec un ratio de 100:10:1 (LeChevallier et al., 1991).

4.1.1.1 Le carbone.

Dans la plupart des écosystemes aquatiques le carbone est considéré comme le facteur
nutritif limitant (Vital et al., 2010). Les eaux souterraines, les eaux de surface et I’eau potable
contiennent des concentrations en carbone organique assimilable par les microorganismes
généralement comprises entre 10 et 100 pg/L (Egli, 2010). Ces concentrations sont susceptibles
de suffire au métabolisme de P. aeruginosa. Vital et al. (2010) ont en effet montré que P.
aeruginosa a la capacité de croitre a des concentrations en carbone organique assimilable
comprises entre 37 a 5500 pg/L. La capacité de P. aeruginosa a cataboliser de multiples sources
de carbone contribue a diminuer ce seuil et lui assure de plus grandes chances de survie dans

des milieux pauvres en nutriments (Egli, 2010).

La concentration de ces sources de carbone influence fortement les capacités de
P. aeruginosa a former du biofilm (tableau 14). Le stress nutritionnel lié a la limitation des
concentrations en carbone disponible conduit a la dispersion du biofilm. Cette dispersion a pu
étre observée par développement de biofilms de PAOL1 de 4 jours en milieu minimum
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supplémenté en glucose (10 mM) et en conditions semi-dynamiques. L’observation en
microscopie confocale montre que la dispersion commence 5 minutes aprés 1’arrét de
I’approvisionnement en glucose et est maximale aprés 2 h d’arrét. Aprés 24 h d’arrét, plus de
60 % de la biomasse initiale est dispersée et la densité du biofilm est réduite d’environ 44 %
(Huyn et al., 2012). Pour un développement en milieu minimum supplémenté en glucose (0,56
mM), I’épaisseur moyenne du biofilm, initialement de 300 pm, est divisée par 10 trois jours
aprés 1’arrét de 1’approvisionnement en glucose avec un détachement de plus de 90 % des
cellules initialement adhérées (Hunt et al., 2004). L’étude du protéome de ces biofilms montre
que la synthése de plus d’une centaine de protéines impliquées dans le métabolisme du carbone
et de I’énergie, dans la mobilité et dans 1’adaptation au stress, est modifiée (Huyn et al., 2012).
La dispersion du biofilm de P. aeruginosa est également provoquée par un apport nutritionnel
soudain. La multiplication par un facteur dix de la concentration des sources de carbone
auxquelles sont exposés des biofilms de P. aeruginosa de 4 jours provoquent leur dispersion.
L’effet est dépendant de la nature de la source de carbone : & concentration identique (20 mM)
le succinate présente un effet plus important que le glucose (Sauer et al., 2004). Cette dispersion
est associée a I’augmentation de 1’expression des génes codant pour la synthese du flagelle et a
la diminution de I’expression des génes codant pour la synthése des pili. La dispersion est
suggérée comme étant dépendante de I’importance de la différence de concentration : plus celle-

ci est grande plus la dispersion est importante (Sauer et al., 2004).

La nature des sources de carbone disponibles joue un réle important sur la structuration
du biofilm (tableau 14). Des souches de PAO1 développant un biofilm en conditions semi-
dynamiques forment un biofilm différencié, hétérogéne, avec des structures dites
« champignons », lorsque la seule source de carbone disponible est du glucose. Dans des
conditions de cultures identiques, ces mémes souches forment un biofilm indifférencié, plat et
uniforme, lorsque la seule source de carbone est du succinate, du glutamate, du citrate, du
benzoate ou des acides casamines (Klausen et al., 2003 ; Shrout et al., 2006). L’effet du citrate
sur le biofilm se traduit par I’émergence d’un mode¢le alternatif de développement. Dans ce
modele, le flagelle ne joue pas de rdle dans 1’attachement initial, la formation des microcolonies
provient de la croissance clonale et la mobilité de type « twitching » assure 1’expansion du
biofilm tout en limitant la largeur des microcolonies (Klausen et al., 2003). L’effet du succinate
sur la structure du biofilm est 1i¢ quant a lui (i) a I’augmentation de la mobilité de type
« swarming » résultant de I’augmentation de la synthése d’un précurseur des rhamnolipides
agissant comme un surfactant (Shrout et al., 2006) et (ii) a sa capacité a chélater le fer, élément
indispensable a la formation de biofilm par P. aeruginosa (Harmsen et al., 2010).
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L’influence de la nature et de la concentration des sources de carbone sur le biofilm de
P. aeruginosa a été estimée pour des concentrations de 1’ordre du milligramme par litre ou du
gramme par litre. La concentration de ces eléments dans les eaux souterraines, les eaux de
surface et ’eau potable étant de I’ordre du microgramme par litre (Egli, 2010), il est difficile
d’estimer leur impact dans des conditions de développement relevant de celles retrouvées dans

les réseaux de distribution d’eau minérale naturelle.

4.1.1.2 L’azote.

Différentes formes chimiques de 1’azote peuvent influencer le développement de
biofilm (tableau 14). C’est notamment le cas de de 1’oxyde nitrique (NO), radical libre soluble
dans I’eau, généré par la réduction de nitrates provenant de I’environnement. Le NO est plus
particulierement utilisé par la bactérie en conditions anaérobies comme accepteur d’électron
alternatif a I’oxygeéne (Arai, 2011). Cependant, en conditions aérobies, I’exposition de biofilms
de P. aeruginosa a des concentrations sublétales de NO (25 a 500 nM) favorise leur dispersion
(Barraud et al., 2006). Cette dispersion résulte de I’implication du NO dans I’inhibition de
I’expression des génes codant pour des éléments impliqués dans 1’adhésion de la bactérie
(Firoved et al., 2004), I’augmentation des capacités de mobilité de types « swimming » et
« swarming » (Barraud et al., 2006 ; Van Alst et al., 2007) et I’augmentation de la synthése de
PDE, enzyme responsable de la dégradation de la ci-di-GMP régulant I’expression d’éléments
impliqués dans la formation de biofilm (Barraud et al., 2009). A des concentrations de 1’ordre
du micromolaire, NO a la capacité de favoriser I’expression des génes sous régulation du fer en

inactivant le régulateur de transcription Fur (Firoved et al., 2004).

Certains acides aminés lorsqu’ils sont apportés a la bactérie comme seule et unique
source d’azote influence la mobilité de type « Swarming », la production de rhamnolipides et la
formation de biofilm par P. aeruginosa (Kholer et al., 2000 ; Bernier et al., 2011 ; Xu et al.,
2015). Bien que tous les acides aminés aient tendance a favoriser la formation de biofilm, seule
une dizaine d’entre eux a un effet significatif (Bernier et al., 2011 ; Xu et al., 2015).

Les concentrations en acides aminés sont de 1’ordre de quelques microgrammes par litre

dans les eaux souterraines, les eaux de surface ou 1’eau potable (Egli, 2010).

4.1.1.3 Le phosphore.

Certaines études ont montré que le phosphore pouvait étre un facteur nutritif limitant la
formation de biofilm par les communautés microbiennes autochtones de 1’eau potable
(Miettinen et al., 1997 ; Chandy et Angles, 2001 ; Polanska et al., 2005). Cet effet est plus

particulierement observable dans des conditions ou les concentrations en carbone organique

64



Partiel

assimilable ne sont pas limitantes (Park et Hu, 2010). Une concentration de 1 pg de P-POg4
supporte la croissance de 3,2.10% ufc de Pseudomonas fluorescens (Polanska et al., 2005).
L’¢tude de I’effet des concentrations en carbone organique assimilable et en phosphore sur le
développement de biofilm par la flore autochtone d’eau potable montre que chacun de ces
éléments a un effet positif individuel sur la formation de biofilm, bien que le phosphore présente
un effet 4,4 fois moins fort que celui du carbone. Un effet synergique entre ces deux éléments
a également été mis en évidence sur la formation de ces biofilms, de méme qu’une accumulation
du phosphate par les exopolymeres constitutifs de leur membrane extracellulaire (Park et Hu,
2010). L’étude de I’influence du phosphore sur le biofilm de P. aeruginosa est peu rapportée
dans la littérature. Xu et al. (2015) montrent que la formation de biofilm par cette bactérie est
favorisée pour des concentrations en phosphate comprises entre 3 et 8 uM et décroit pour une

concentration de 35 uM (tableau 14).

4.1.1.4 Le fer.

Le fer est un élément indispensable au métabolisme bactérien. Son role de
donneur/accepteur d’¢électrons lui permet de soutenir le fonctionnement de la chaine respiratoire
en conditions aérobies ou anaérobies. Ce métal agit également comme cofacteur de réactions
enzymatiques et est le composant majeur de certaines protéines. Les besoins en fer des bactéries

sont de I’ordre de 10° ions Fe?* par cellule (Braun, 2001).

Les concentrations en fer disponibles influencent fortement le développement de
biofilm de P. aeruginosa (figure 9 et tableau 14). De tres faibles concentrations en fer
défavorisent la formation de biofilm. Singh et al. (2002) montrent que la chélation du fer par la
transferrine diminue les capacités de P. aeruginosa a développer du biofilm en conditions semi-
dynamiques. Cette diminution est associée a une augmentation de la mobilité de type
« twitching » et a une diminution de la résistance aux antibiotiques (Singh et al., 2002).
L’augmentation de la mobilité est confirmée pour des concentrations en fer inférieures a 4 uM
(Patriquin et al., 2008) et est associée a une production précoce de rhamnolipides (Glick et al.,
2010). A I’inverse, des concentrations limitées en fer favorisent le développement de biofilm
par P. aeruginosa. Berlutti et al. (2005) montrent que la présence de fer a une concentration de
10 uM stimulent la formation d’agrégats en suspension par la souche de référence PAO1. Yang
et al. (2007) montrent que pour des concentrations en fer de 5 et 10 uM la formation de biofilm
par PAOI est corrélée a une forte libération d’ADNe et une forte expression des génes codant
pour la voie du « quorum-sensing » de type PQS. Cet effet tend a disparaitre pour des

concentrations en fer de 50 uM et de 100 uM suggérant que des concentrations en fer plus

65



Partiel

élevées défavorisent la formation de biofilm. Patriquin et al. (2008) montrent ainsi que la
formation de biofilm par P. aeruginosa tend a étre défavorisée pour des concentrations en fer
comprises entre 32 et 64 uM. Un biofilm de PAO1 développé dans un milieu contenant 100 uM
de fer présente une structure moins complexe qu’un biofilm développé en conditions limitées

en fer (Yang et al., 2007).

— \ __I_—r -
- I Aa /!
1 4 10 30 Fe3*
(uM)
<>
Twitching +

Rhamnolipides +
(Glick et al., 2010)

Type d’eau  Fe* (UM)
—> | < > <« > Env. naturel 10°
Twitching + PQS + Agrégat + Eau potable 10
(Patriquin et al., 2008) ADNe + (Berlutti et al., 2005) EMN 0,1 4350

(Yang et al., 2007)

Figure 9 : Influence de la concentration en fer sur la formation de biofilm par la souche de référence PAO1 et
exemples de concentration en fer de différents types d’eau (env.: environnement; EMN : Eaux Minérales
Naturelles).

Dans I’environnement, en conditions aérobies et a pH neutre, le fer est principalement
présent sous sa forme insoluble Fe®* qui n’est pas directement utilisable par les bactéries. Dans
les milieux hydriques naturels, Fe3* est retrouvé a des concentrations de 10 uM (Braun, 2001)
et de l’olrdre de 10 uM en eau potable (Diduch et al., 2011). La concentration du fer dans les
eaux minérales naturelles utilisées a des fins thérapeutiques est variable : elle peut étre comprise
entre 0,1 uM a plus de 350 uM dans le cas des eaux dites ferrugineuses (Popoff, 2010). Ces
concentrations sont a méme de supporter la croissance bactérienne, cette derniere nécessitant
des concentrations en Fe*" de ’ordre de 101a 1 uM (Vasil et Ochsner, 1999 ; Braun, 2001), et

le développement de biofilm, celui-ci nécessitant des concentrations en fer de 1’ordre de 10 pM.

4.1.2 Hydrodynamique.
Dans les réseaux de distribution d’eau, un biofilm est exposé a des forces

hydrodynamiques caractérisées par les notions de contraintes de cisaillement et d’écoulements.

Les contraintes de cisaillement incluent les principales forces d’écoulements

susceptibles d’étre rencontrées par un microorganisme. Deux types d’écoulements sont
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principalement distingués : les écoulements laminaires et les écoulements turbulents. La nature
de ces écoulements est caractérisée par leur vitesse (v) et par le nombre de Reynolds (Re).
L’¢écoulement est considéré comme laminaire pour des valeurs de Re inférieures a 2 000 et
comme turbulent pour des valeurs supérieures a 2 000. Les forces d’écoulements sont
considérées comme nulles a proximité directe de la surface, plus la distance a la surface
augmente plus ces forces sont importantes. Un microorganisme adhéré a une surface est donc
exposé a des forces d’écoulements plus fortes a son sommet qu’a sa base. Les forces de
cisaillement s’exercent parallélement a une surface et dépendent de la viscosité du milieu et des
dimensions du microorganisme considéré (Busscher et van der Mai, 2006). L exposition de
biofilms bactériens aux forces de cisaillement conduit & un accroissement de leur densité et de
leur cohésion. Cet accroissement est lié a une augmentation de la proportion de cellules
présentant une forte hydrophobicité de surface, et donc de plus fortes capacités
d’autoaggrégation (Rickard et al., 2004), et a une déformation latérale de la matrice
extracellulaire pouvant réduire sa porosité (Mathieu et al., 2014). Lecuyer et al. (2011)
montrent que 1’exposition de la souche P. aeruginosa PA14 a des contraintes de cisaillement
conduit & une augmentation des forces d’adhésion des cellules fixées sur la surface testée. Ce
décuplement des forces d’adhésion résulte de I’augmentation du temps de contact entre bactérie

et surface.

Dans le cas d’une surface idéale, homogene et lisse, les forces d’adhésion d’un
microorganisme s’appliquent perpendiculairement a la surface, et en s’ajoutant aux forces de
cisaillement, provoquent un déplacement latéral de la bactérie sur la surface. Dans des
conditions plus hétérogénes, le déplacement est susceptible de conduire a un décrochage du
microorganisme (Busscher et van Der Mei, 2006). Stoodley et al. (2001) montrent que
I’exposition d’un biofilm de 24 jours développé par quatre souches bactériennes, dont la souche
P. aeruginosa ATCC 700829, a un écoulement turbulent (v=1 m/s et Re=3 600) conduit au
décrochage de regroupements de cellules dont le plus large présente un diaméetre de 500 pm.
Un biofilm couvrant une surface d’1 cm? est susceptible de libérer cing regroupements de ce

type par heure ce qui conduit a la libération de 3,6.10° ufc/min.

Les écoulements turbulents et laminaires influencent également la structure et la
morphologie du biofilm de P. aeruginosa (tableau 14). Le développement du biofilm de la
souche de référence PAOI en conditions d’écoulements laminaires (v=0,033 m/s, Re=100)
conduit a la formation d’une structure composée d’une fine couche de cellules comprenant des
macrocolonies circulaires. A sa surface, peuvent se former, perpendiculairement a la direction

de I’écoulement, des ondulations régulierement espacées. Le développement de ce méme
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biofilm en conditions d’écoulements turbulents (v=1 m/s, Re=3 000) conduit a I’établissement
d’une structure prenant la forme de regroupements de cellules essaimés sur la surface ou
confluant en une monocouche surplombée de filaments de biofilm flottant dans le milieu et a la
surface de laquelle peuvent se former des ondulations. Les ondulations formées dans les deux
conditions d’écoulements ont les mémes dimensions mais leur propagation a la surface des
biofilms est plus de dix fois plus rapide en écoulement turbulent (Purevdorij et al., 2002). Kirisits
et al. (2007) ont montré qu’a un régime d’écoulements élevés, correspondant a des conditions
d’écoulements turbulents (v=380 m/s, Re=3 000), le systtme de communication cellulaire
relevant du « quorum-sensing » n’est pas pleinement opérationnel et ne joue pas un réle
significatif dans la formation et le développement de biofilm pouvant expliquer les différences
structurelles et morphologiques observées entre les deux conditions d’écoulements.

Dans les réseaux de distribution d’eau potable, la vitesse d’alimentation en eau doit
étre inférieure ou égale a 2 m/s pour les canalisations en sous-sol, les vides sanitaires, les locaux
techniques et les branchements d’étages et appareils pour un débit supérieur a 0,5 L/s et doit
étre inférieure ou égale a 1,5 m/s pour les colonnes montantes (DTU 60.11 P 1-1, 2013). Dans
les réseaux d’eau chaude sanitaire, une vitesse minimale de 0,2 m/s a été imposée dans les
retours de boucles de fagon a limiter le développement de biofilm et I’accumulation de dépots
(DTU60.11 P 1-2, 2013). Dans les réseaux de distribution d’eau minérale naturelle, des vitesses
de circulation d’eau de 1 m/s ou 2 m/s sont utilisées comme procédés mécaniques de nettoyage,
respectivement a I’eau et a 1’air et a I’eau seule (DGS, 2000). Les écoulements rencontrés dans

les réseaux de distribution d’eau sont donc majoritairement de type turbulent.
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Tableau 14 : Facteurs environnementaux influencant la formation de biofilm par P. aeruginosa dans les réseaux de distribution d’eaux minérales naturelles.

Ordre de

Forme - Ordre de
Facteur S concentrations ) I -
. chimique . concentrations Influence sur le biofilm Reéférence
environnemental ou phvsique dans les réseaux de testées
physiq distribution d’EMN
carbone
a(;rs?;r;llggfe 10 & 100 pg/L pg/L suffisant au métabolisme de la bactérie Vital et al., 2010
carbone source de pg/L du mg/L au stress nutritif ou apport soudain en nutriments : défavorise la Hunt et al., 2004 ; Huyn et
carbone g/L formation de biofilm al., 2012 ;
spécifique en concentration limitées : favorise la formation de biofilm
différence de structure selon la source de carbone disponible Sauer et al., 2004
nitrate/NO mg/L pg/L 25 a 500 nM : favorise la dispersion Barraud et al., 2006
azote au_de; pg/L g/L favorise la formation de biofilm Bernier etal., 2011 ; Xu et
aminés al., 2015
du mg/L au . . - s [Pt
phosphore phosphate pg/L gL favorise la formation de biofilm en concentration limitée Xu et al., 2015
[Fe3*] < 4 uM : défavorise la formation de biofilm Patriquin et al., 2008 ;
fer Fe3* po/L po/L 4 UM < [Fe®*] > 30 uM : favorise la formation de biofilm Yang et al., 2007 ; Glick et
[Fe3*] > 30 uM : défavorise la formation de biofilm al., 2010
contraintes augmentation des forces d’adhésion et de la densité du Lecuyer et al., 2011
de - 1022410 Pa biofilm, diminution de la porositt de la matrice
cisaillement extracellulaire
influence sur la structure: fine couche de cellules Purevdorj et al., 2002
écoulement _ <0,033 m/s comprenant des macrocolonies circulaires et ondulations
hvdrodvnamiaue laminaire (Re <100) réguliérement espacées pouvant se former
y Y 4 perpendiculairement a la direction de 1’écoulement.
influence sur la structure : clusters de cellules essaimés sur Purevdorj et al., 2002
. R la surface ou confluant en une monocouche surplombée de
<BaUlET e LS 12 0705 LS filaments et a la surface de laquelle peuvent se former des
turbulent (nettoyage) (Re=3000) q P

ondulations
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4.1.3 Matériaux constitutifs du réseau de distribution d’eau.

De nombreuses études décrivent I’influence de la nature des matériaux sur la formation
et le développement de biofilms bactériens (tableau 15). Simoes et al. (2007) montrent que
I’adhésion de sept espéces bactériennes, prises séparément et choisies comme représentatives
de la flore autochtone de I’eau potable, est généralement plus importante sur le polyéthyléne
(PE) que sur le polychlorure de vinyle (PVC) ou I’acier inoxydable (inox) 316. Yu et al. (2010)
classent différents matériaux selon leur aptitude a promouvoir la formation de biofilms de 90
jours par la flore autochtone d’eau potable dans 1’ordre suivant : cuivre < Polychlorure de
Vinyle surchloré (PVC-C) < Polyethyléne (PE) < Inox < Polybutylene. Il est ainsi couramment
admis que la majorité des matériaux organiques favorise la formation de biofilm par
comparaison aux matériaux métalliques. Cette différence peut notamment s’expliquer par la
divergence de leurs propriétés de surface. La majorité des matériaux métalliques est notamment
caractérisée par une forte énergie de surface associée a une charge de surface fortement négative
(An et Friedman, 1998). Ces dernieres sont a I’origine de la création d’une barri¢re énergétique
et de I’induction de forces de répulsion qui contribuent a défavoriser 1’adhésion bactérienne. A
I’inverse les matériaux organiques sont principalement caractérisés par une faible énergie de
surface et une charge de surface négative plus faible (An et Friedman, 1998) qui tendent a
favoriser I’adhésion bactérienne. A titre d’exemple, la charge de surface globale d’un inox 316
a été estimée a -333 + 9 mV a pH 7 (Kumar et Ting, 2013) tandis que celle d’un PVC a été
évaluée a-42,7 +5,8 mV apH 7,2 (Triandafillu et al., 2003). Les matériaux organiques peuvent
de plus libérer des molécules biodégradables de faibles poids moléculaire susceptibles d’étre
une source de nutriments pour les microorganismes. Ces molécules proviennent des additifs
utilisés dans les processus de fabrication des matériaux organiques (Moritz et al., 2010). L’état
de surface des matériaux joue également un role dans 1’adhésion des cellules bactériennes :
globalement plus leur surface est irréguliere plus 1’adhésion est favorisée (Whitehead et al.,
2005). Les bactéries adhérent préférentiellement au niveau des irrégularités ayant une taille
proche de la leur (Katsikogianni et Missirlis, 2004) et au fond des crevasses plutdt qu’a leur

surface (Anselme et al., 2010).

La capacité de P. aeruginosa a former du biofilm est également influencée par la nature
des matériaux. L’utilisation de techniques de spectrométrie de masse a mis en évidence que le
biofilm de la souche P. aeruginosa ATCC 27853 (isolée d’une hémoculture) développé sur un
coupon en PE entrait plus rapidement en phase de maturation que le méme biofilm développé
sur un coupon en verre (Pereira et al., 2015). Oh et al. (2009) montrent que 1’adhésion de cette

méme souche de P. aeruginosa est particulierement favorisée sur le PE et particulierement
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défavorisée sur I’inox. Ces effets sont associés a I’irrégularité de surface de chacun de ces
matériaux mesurées par microscopie a force atomique : le PE testé présente une irrégularité de
surface plus importante que celle de I’inox (Oh et al., 2009). Moritz et al. (2010) montrent que
la souche P. aeruginosa AdS (isolée d’eau potable) n’a pas la capacité d’intégrer un biofilm
d’eau potable de 14 jours, préétabli sur un coupon de cuivre. A I’inverse cette méme souche
arrive a intégrer et a persister pendant plus de 29 jours dans ce méme biofilm développé sur un
coupon d’éthyléne-propyléne-diene monomere (EPDM) ou de polyéthylene réticulé (PE-X c).

L’effet inhibiteur du cuivre est attribué a la toxicité de ses ions en solutions (Moritz et al., 2010).

L’ensemble de ces éléments suggére que la formation de biofilm par P. aeruginosa est
favorisée par les matériaux organiques plutdt que par les matériaux métalliques. Cependant,
I’effet de ces matériaux sur la capacité de P. aeruginosa n’a pas été étudi¢ dans les mémes
conditions de développement ni pour une méme souche. De la méme facon, les études citées
ci-dessus ont été réalisées dans un contexte environnemental correspondant a celui de I’eau
potable. Les propriétés de surface des matériaux influencant le développement de biofilm sont
susceptibles d’étre modifiées dans un contexte environnemental propre a celui des eaux

minérales naturelles, notamment par adsorption des minéraux a la surface des matériaux.
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Tableau 15 : Etudes rapportant l'influence des matériaux sur la capacité de certains microorganismes a produire du biofilm.

Matériaux testés

Composition de I’Inoculum

Techniques d’analyses

Processus
concerné

Classification des matériaux selon leur capacité a promouvoir

le développement de biofilm

Référence

Acier doux
Ethylene PP
Inox

Latex

Cuivre
PE

Cuivre
Inox 316
PER

Inox 316
PE
PVC

PVC

Cuivre

Inox

Inox couvert de
zinc

boues de calorifére
contaminées

par L. pneumophila
suspendue dans

de I’eau potable stérilisée par
filtration

boues de calorifére
contaminées

par L. pneumophila
suspendue dans

de I’eau potable stérilisée par
filtration

eau potable

communauté bactérienne dont
L. pneumophila

9 especes bactériennes
représentatives de la flore
autochtone de 1’eau potable

eau potable

eau potable

eau potable + eau de riviére

eau potable + E. coli

flore totale : dénombrement sur R2A

L. pneumophila : dénombrement sur

BCYE

flore totale : dénombrement sur
R2A

L. pneumophila : dénombrement
sur BCYE

Dénombrement sur R2A

ATP

flore totale : dénombrement sur

R2A

Legionella : dénombrement sur
BCYE

ATP
marquage au cristal violet
MEB

Dénombrement sur R2A

ATP

ATP

dénombrement sur LB

formation de biofilm
(28 jours)

formation de biofilm
(21 jours)

formation de biofilm
(200 jrs)

formation de biofilm
(210 jrs)

adhésion (2 h)

formation de biofilm

activité métabolique
au sein du biofilm
(90 jrs)

flore total :

inox < PP < PVC-C < PVC-u < Acier doux < PE < ethyléne

PP < Latex

L. pneumophila :

PE < PVC-u < Inox < Acier doux < PP < PVC-C <ethyléne

PP < Latex

flore totale :

a20°C: cuivre <PB <PVC-C

a40°C, 50 °Cet60 °C: cuivre <PVC-C < PB
L. pneumophila :

a20°C: cuivre <PB <PVC-C
a40°Cetab0°C: cuivre < PVC-C<PB

a 60 °C : absence

cuivre < PE

flore totale : Cuivre = inox < PER

Legionella : cuivre < inox < PER

ATP : Cuivre = inox < PER

inox 316 < PVC <PE

PVC = PE < PB < PP

cuivre < PVC-C < PE <Inox < PB < inox + zinc

cuivre < PVC-C < PB < PE < Inox + zinc < Inox

cuivre < PVC-C < PE < PB < Inox < inox + zinc

Rogers et al., 1994A

Rogers et al., 1994B

Lehtola et al., 2004

van der Kooij et al.,
2005

Simoes et al., 2007

Traczewska et Sitarska,
2009

Yuetal., 2010

Acier doux : alliage de fer et de carbone, couramment utilisé en construction

PB : polybutyléne, PE : polyethyléne, PER : PE réticulé, HDPE : PE haute densité, PP : polypropyléne, P\VVC : polychlorure de vinyle, PVC-C : PVC surchloré, PVC-u : PVC non-plastifié
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V. Conclusion de 1’¢tude bibliographique

La France compte plus d’une centaine d’établissements thermaux qui exploitent des eaux
minérales naturelles a des fins thérapeutiques. Ces eaux appartiennent a différentes catégories
selon leur composition minérale, et sont notamment regroupées sous les appellations eaux
sulfurées, eaux sulfatées, eaux chlorurées sodiques, eaux bicarbonatées gazeuses et eaux
faiblement minéralisées. Une attention particuliere est accordée a la surveillance de la
ressource, tant sur sa vulnérabilit¢ aux pollutions qu’a sa disponibilité. Ces eaux sont
acheminées du point d’émergence aux postes de soins par des réseaux de distribution
spécifiques dont le régime hydraulique varie de quelques m3/h a plusieurs dizaines de m%/h.
Selon la température d’émergence, qui peut varier de 10 a 72 °C, la conception des réseaux
varie pour délivrer ’eau a une température adaptée aux soins. La configuration des points
d’usage répond aux besoins du mode d’administration de I’eau. La qualité microbiologique de
celle-ci répond a des exigences réglementaires strictes. Elle est obtenue par le traitement des
réseaux en dehors des plages d’utilisation par les curistes, la présence de résiduel de produit de

désinfection dans I’eau thermale étant réglementairement interdite.

Cette étude bibliographique a permis (i) de présenter les caractéristiques propres aux eaux
minérales naturelles et a leur exploitation a des fins thérapeutiques en établissements thermaux,
(i) de souligner I’'importance des problématiques liées a la présence de P. aeruginosa dans les
réseaux de distribution, et (iii) de s’intéresser aux différents facteurs susceptibles d’influencer

I’implantation de la bactérie sous forme de biofilm.

Deux éléments notables ressortent de cette étude :
- I’influence des conditions environnementales sur la formation de biofilm de
P. aeruginosa,
I’absence de données scientifiques sur le comportement de P. aeruginosa dans

un environnement au contenu minéral complexe.

Afin d’apporter des ¢éléments de compréhension sur les facteurs qui favorisent
I’implantation de P. aeruginosa dans les réseaux d’eau et de valider 1’efficacité de produits de
traitement/désinfection sur des biofilms, nous avons choisi de realiser les expérimentations sur
un modele de biofilm jeune. Des choix expérimentaux et méthodologiques ont été effectués

pour prendre en compte la diversité des souches de P.aeruginosa, la variabilité de la

73



composition minérale des eaux thermales et les différents matériaux constitutifs des réseaux de

distribution et des postes de soins.

Les souches de P. aeruginosa détectées dans les réseaux d’eau thermale sont susceptibles
d’étre apportées par I’eau thermale sans avoir été¢ détectées a 1’émergence, par 1’eau potable
utilisée pour rincer les réseaux apres I’application des traitements ou par les curistes a la faveur
de rétro-contaminations. Les facultés d’adaptation et les capacités a former du biofilm de P.
aeruginosa peuvent varier dune souche a [’autre selon leur origine, les stress
environnementaux subis et les pressions de sélection rencontrées. Un panel de neuf souches a
été constitué. Il comprend la souche de référence PAOL, largement étudiée pour ses capacités
a former du biofilm, sept souches d’origine environnementale, isolées d’eau potable ou d’eau

thermale, et une souche d’origine clinique.

Pour étudier la capacité des souches choisies a former du biofilm dans des milieux de
compositions minérales différentes, nous avons opté pour I’utilisation d’eaux minérales
naturelles embouteillées. En effet, au début de notre étude, il ne nous semblait pas possible de
prendre en compte de fagcon exhaustive la variabilité des eaux thermales. De plus, ce choix nous
permettait de nous affranchir des difficultés d’approvisionnement et des risques d’altération de
la composition de I’eau thermale lors du transport, et de garantir une composition minérale
réelle constante au cours des expérimentations. Trois eaux minérales naturelles embouteillées
ont été choisies suivant la valeur de leur résidu sec a 180 °C de fagon a représenter trois niveaux
de minéralisation dits faible (130 mg/L), moyen (309 mg/L) et fort (1084 mg/L).

Le traitement des réseaux de distribution d’eau thermale est assuré par I’application de
procédures de nettoyage et de désinfection quotidiennes. C’est pourquoi il a été choisi de
travailler sur un modéle de développement de biofilm de 24 h. Les eaux minérales naturelles
utilisées ont été supplémentées par ajout d’un milieu minimum apportant en concentration
limitée mais suffisante les éléments nécessaires au développement reproductible et contr6lé de
biofilms.

La conception et I’exploitation des réseaux d’eau sont des points essentiels au maintien de
la qualité microbiologique de I’eau circulante. Cela concerne aussi bien le choix des matériaux,
I’établissement d’un régime hydraulique, I’absence de bras morts et le recours a des produits
de nettoyage et désinfection dans des conditions appropriées. Les réseaux de distribution d’eau
thermale sont généralement congus en inox 316 L ou PVC-C pour leur moindre aptitude a
favoriser la croissance microbienne d’une part et leurs propriétés de résistance aux traitements

thermiques d’autre part. Au niveau des postes de soins, I’utilisation d’une plus grande diversité

74



de matériaux est nécessaire pour répondre a des besoins de flexibilité et de raccordement, et
pour limiter les colts d’entretien et de remplacement des pi¢ces. Les parties terminales des
réseaux semblent étre les plus vulnérables a la contamination. Il a été choisi dans ce travail,
d’évaluer I’aptitude des matériaux a favoriser la formation de biofilm de P. aeruginosa dans
des conditions de minéralisation imposée. Habituellement, la classification de I’aptitude des
matériaux a favoriser la croissance microbienne est établie en eau déminéralisée ou en eau
potable et il nous a semblé intéressant d’étudier I’interaction surface/bactéric dans un
environnement minéral complexe. Les matériaux choisis correspondent au cuivre, a I’inox 316
L et au PVC-C, matériaux représentatifs de la partie principale du réseau de distribution, et au
laiton, au polyéthyléne (PE) et a 1’éthyléne-propylene-diéne monomere (EPDM), matériaux

représentatifs des points d’usage.

En complément des traitements appliqués au réseau de distribution, les postes de soins sont
démontés et nettoyés a des fréquences variables avec des produits spécifiques. L’efficacité
d’une séquence de nettoyage et désinfection utilisée dans un établissement thermal a donc été
évaluée spécifiqguement sur des biofilms de P. aeruginosa présents sur différents matériaux.
Ces produits ont éte utilises en respectant leurs conditions d’application observées en

établissement thermal.

Au cours des différentes expérimentations menees dans ces travaux de thése, le biofilm
a été étudié par marquage au cristal violet et par mesure de ’activité métabolique. Le cristal
violet est un indicateur global de la formation de biofilm qui marque I’intégralité du biofilm
sans distinction entre cellules bactériennes et matrice extracellulaire. La mesure de I’ATP
intracellulaire a été utilisée pour évaluer I’activité métabolique globale des populations
bactériennes présentes au sein des biofilms. D’autres techniques de microbiologie et de biologie
moléculaire ont été utilisées pour étudier I’influence de la minéralisation sur la charge globale
des cellules bactériennes et sur certains mécanismes bactériens impliqués dans la formation de
biofilm. L’influence des matériaux sur la capacité de P. aeruginosa a former du biofilm a
également été étudiée par observations au microscope électronique a balayage. Cette technique
microscopique ne permet pas I’observation d’un biofilm réel du fait de I’exposition de celui-Ci
a des conditions destructives (déshydratation et vide pousse) lors de la préparation et de
I’observation des échantillons. Cependant elle permet 1’observation des microstructures de la
surface des matériaux testés et reflete le nombre et 1’organisation des cellules bactériennes

adhérées.
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Introduction.

Des expérimentations ont été réalisées préalablement a 1’é¢tude de I’influence de la
minéralisation et des matériaux sur les capacités de P. aeruginosa a former du biofilm. Leurs
objectifs étaient d’une part de caractériser les souches de P. aeruginosa et les eaux minérales

naturelles conditionnées choisies et d’autre part de valider certains choix méthodologiques.

Un panel de neuf souches a été retenu pour cette étude, ce panel comprend la souche de
référence PAOI, des souches d’origine environnementale isolées d’eau potable et d’eaux
thermale et une souche clinique. Ces souches ont été caractérisées par typage par la méthode
du Multiple Locus Variable Number of Tandem Repeat (VNTR) Analysis (MLVA). Cette
méthode permet d’assigner a chaque souche un code numérique dont chaque chiffre correspond
au nombre de répétitions présentes a chaque locus (Vu-Thien et al., 2007). Ce code renseigne
sur la diversité du panel de souches et sur leur appartenance a une lignée spécifique et permet

les comparaisons inter-laboratoires.

Les eaux minérales naturelles conditionnées retenues comme modéles d’eaux thermales
ont été caractérisées préalablement a leur utilisation. Pour compléter les différents parametres
mentionnées sur leur étiquetage (concentrations en minéraux, résidu sec a 180 °C et pH), des
mesures supplémentaires ont été effectuées. Ces dernieres incluent la mesure de la conductivité
comme indicateur global de la minéralisation, la mesure de la concentration en fer total et des

analyses quantitatives de la flore autochtone de ces eaux.

L’utilisation de souches isolées d’eau potable s’appuie sur 1’hypothése que 1’eau potable
pouvant étre utilisée pour le ringage des réseaux de distribution d’eau minérale naturelle apres
traitement est susceptible d’étre une source de contamination. Cependant si les souches
apportées par cette eau de ringage n’ont pas la capacit¢ de survivre dans le contexte
environnemental défini par les eaux minérales naturelles alors le risque de contamination
qu’elle représente est négligeable. Des tests de survie ont donc été réalisés sur la souche
environnementale MLM. Cette souche isolée d’eau potable a été incubée en paralléle dans deux
conditions de minéralisation opposeées :

- une condition de minéralisation forte modélisée a 1’aide d’une eau minérale naturelle
« réelle » provenant d’un établissement thermal.
- une condition de minéralisation faible modélisée a I’aide de 1'eau minérale naturelle

embouteillée faiblement minéralisée utilisée pour représenter une eau thermale dans cette étude.
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Ces tests de survie ont été réalisés simultanément & des températures de 14 °C et de 37 °C pour
chacune des conditions de minéralisation. Ces températures correspondent respectivement a la
température de I’eau thermale a I’émergence et a la température a laquelle elle est utilisée pour
certaines applications thérapeutiques. La survie de la souche a été évaluée par dénombrement

sur milieu sélectif et non-sélectif.

Un modele de formation de biofilm a été établi a partir de la culture des souches choisies
dans un milieu minimum apportant les éléments nécessaires a une croissance en 24 h et préparés
dans les trois eaux minérales embouteillées servant de modéle d’eaux thermales. Le contenu
minéral de ces eaux est susceptible d’influencer la croissance planctonique des souches choisies
et leur capacité de formation de biofilm pouvant en résulter. Des courbes de croissance ont donc
été réalisées dans les différentes conditions de minéralisation sur I’ensemble des souches

choisies pour valider ce modéle.
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|. Matériel et méthodes.

1. Choix du panel de souches, constitution du souchier et standardisation de

I’inoculum.

Neuf souches de P. aeruginosa ont été retenues pour cette étude. Ce panel inclut la souche
de référence PAOI, six souches environnementales isolées de réseaux d’eau potable ou d’eau
thermale ainsi que deux souches isogéniques d’origine clinique (ST395P) et d’origine
environnementale (ST395E) isolées dans la méme unité de soin intensif (USI) de 1’hopital de
Besancon. Ces souches, la souche de référence PAOL1 et la souche environnementale ST111 ont
été fournies par le Laboratoire d’Ingénieric des Systemes Macromoléculaires de Marseille
(UMR CNRS 7255). Les souches environnementales D1 et D2 ont été fournies par le
Laboratoire d'Hydrologie-Environnement de I’UFR des Sciences Pharmaceutiques de
Bordeaux. Les souches E1 et E6 proviennent d’un méme établissement thermal et ont été isolées
respectivement d’eau potable et d’eau thermale. Dans le cas de la souche E1, un prélévement
de 250 ml d’eau potable a été effectué au premier jet d’un robinet de prélevement d’un réseau
de ringage dans un flacon contenant du thiosulfate de sodium. Dans le cas de la souche E6, un
prélevement de 250 mL d’eau thermale a été effectué au niveau d’un poste de soins. Ces
prélevements ont été analysés selon la norme NF EN ISO 16266. Les souches ont été isolées
successivement sur milieu sélectif cétrimide et milieu non-sélectif PCA (Plate Count Agar)

avant d’étre conservées sur cryobilles a — 80 °C.

Le typage des souches a été réalisé par la méthode du Multiple Locus Variable Number of
Tandem Repeat (VNTR) Analysis (MLVA) basée sur I’analyse des 16 VNTRs suivant : ms77,
ms127, msl42, ms172, ms211, ms212, ms213, ms214, ms215, ms216, ms217, ms222, ms223,
ms61, ms207 et ms209 (CEERAM - La Chapelle sur Erdre, Nantes). Les codes numériques
générés pour chacune des souches retenues ont été analysés a I’aide de la banque de données
publiques MLV Abank qui regroupe les typages de différentes espéces de microorganismes dont

P. aeruginosa (Grissa et al., 2008).

Dans un souci de répétabilité la culture des souches a été standardisée (figure 10). Toutes
les souches du panel ont été conservées sur cryobilles a — 80 °C. Un milieu sélectif cétrimide a
été ensemencé avec une cryobille et mis a incuber 24 h a 37 °C. Une colonie développée sur ce
milieu a ensuite été utilisée pour ensemencer un milieu non-sélectif PCA incubé 24 h a 37 °C.
Une colonie développée sur ce milieu a a son tour été utilisée pour ensemencer 10 mL de milieu

Luria Broth (LB) incubés pendant la nuit & 30 °C sous agitation transversale. Cette sous-culture
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constitue I’inoculum et a été utilisée pour ensemencer des eaux minérales naturelles

embouteillées ou un milieu minimum préparé dans ces eaux minérales conditionnées.

Incubation 24 h a 37 fC sur milieu sélectif

Incubation 24 h a 37 PC sur milieu non -sélectif

Incubation une nuit a 37 PC sous-agitation transversale

Eaux minérales naturelles embouteillées Milieu minimum preparé
en eaux minérales

Figure 10 : Préparation de l'inoculum : culture standardisée.
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2. Caractérisation des eaux minérales naturelles embouteillées.

Trois eaux minérales naturelles embouteillées, caractérisées par un contenu minéral dit
faible, moyen ou fort basé sur la valeur de leur résidu sec a 180 °C, ont été choisies pour étudier
I’impact du niveau de minéralisation de 1’eau sur les capacités de développement d’un panel de

neuf souches de P. aeruginosa.

En supplément des informations mentionnées sur 1’étiquetage, certains parameétres
physicochimiques et microbiologiques complémentaires ont été mesurés tels que la
conductivité, la concentration en fer total et le dénombrement de la flore autochtone cultivable.
La valeur de la conductivité des eaux minérales naturelles correspond a la moyenne de trois
mesures effectuées a 22 °C. Les mesures de concentration en fer total ont été effectuées par
spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) suivant la norme NF EN 1SO
17294-2 (T90-164) (Laboratoire Inovalys-Nantes, France). L’analyse quantitative de la flore
autochtone cultivable des eaux minérales naturelles a été réalisée par la technique des ufc sur
milieu R2A pour chacune des eaux, incubation une semaine a 22 °C et dénombrement. La

valeur indiquée correspond a la moyenne de trois mesures.

3. Tests de survie.

L’inoculum en milieu LB de la souche environnementale MLM a été centrifugé 10 min a 7

000 g. Apres élimination du surnageant, le culot obtenu a été suspendu dans 32 mL d’eau ultra-
pure. Cette suspension a été répartie dans huit 8 flacons stériles de 250 mL a raison de 4 mL
par flacon. Quatre flacons ont ensuite été remplis avec de I’eau faiblement minéralisée et les
quatre flacons restants avec de 1’eau thermale dont les caractéristiques physicochimiques sont
présentées dans le tableau 16. La concentration bactérienne de la suspension de chacun des
flacons avant incubation est comprise entre 4,8.107 et 7,0.107 ufc/mL.
L’eau thermale utilisée est caractérisée par sa concentration en sulfures (tableau 16). Cet
élément a tendance a précipiter par réaction d’oxygénation c’est pourquoi chacun des flacons a
été fermé a I’aide d’un bouchon muni d’un septum en silicone de facon a limiter 1’entrée
d’oxygene lors de la réalisation des prélévements.

Deux flacons par type d’eau ont été incubés a 14 °C et a 37 °C.
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Tableau 16 : Caractéristiques physicochimiques de l'eau thermale utilisée pour les tests de survie telles
qu’indiquées par 1’établissement thermal.

Concentration

Parametres
mg/L mM
Ca? 162 4,04
Mg?* 16,5 0,68
Na* 36,7 1,60
K* 7,6 0,19
SO4* 156 2,74
NOz <05 0,01
CI 97 1,62
HCOs ni ni
H.S 22 0,65
pH 7,35
Résidu sec a 180 °C (mg/L) 680
Conductivité a 25 °C (uS/cm) 1050
Concentration en fer total (mg/L) <0,02

ni : non indiqué

Des préléevements de 2 mL par flacons ont été réalisés a la seringue a travers le septum,
flacon renversé pour atteindre la suspension. Ces prélevements ont été effectués
quotidiennement pendant les 20 premiers jours d’incubation puis 1 a 2 fois par semaine de 20
a 75 jours d’incubation. Des dilutions en cascade ont été réalisées dans 9 mL d’eau stérile a
partir de ces prélévements : 0,1 mL des dilutions comprises entre 10° et 10 inclus ont été étalés
sur milieu sélectif cétrimide et sur milieu non-sélectif PCA. Les colonies obtenues apres 24 h
d’incubation a 37 °C ont été dénombrées pour chacune des conditions expérimentales (figure
11).

L’effet des conditions expérimentales sur les capacités de survie de la souche MLM a été
évalué par calcul du temps nécessaire a la mort de 90 % de la population bactérienne initiale
(T90) suivant I’équation Teo = -t/log(C/CO0) ou CO représente la concentration en bactérie initiale

et C la concentration en bactérie au temps t exprimé en jours (Khalaphallah et Andres, 2012).
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Inoculum

l Centrifugation 10 mina 7 000 g
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Prélevements

Incubation 24 h a 37 °C sur milieu non-sélectif Incubation 24 h a 37 °C sur milieu sélectif

Figure 11 : Etapes de la réalisation des tests de survie (Emf : eau minérale naturelle faiblement minéralisée ; ET :

eau thermale).
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4. Courbes de croissance.

Du milieu minimum M63 concentré 10 fois (20 g (NH4)2S0a4, 30 g KH2PO4 et 70 g K2HPO4
pour 1 L d’eau ultra-pure) a été dilué dans chacune des trois eaux minérales naturelles étudiées
et supplémenté a 0,5 % en acides casamines, a 0,2 % en glucose et a 1 mM en MgCl2. Pour
chacune des neuf souches du panel, 10 mL de chacun des trois milieux M63 ont été ensemencés
a une densité optique & 600 nm (DOsoonm) de 0,1 & partir des sous-cultures en LB. Une lecture
de la DOsoonm de chacune des cultures a été effectuee apres 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 16 h et 24 h
d’incubation a 37 °C sous-agitation transversale. Les mesures ont été effectuées sur des
prélévements de culture non-dilués a2 h et a 4 h, dilués au 1/5°™ a 6 h et dilués au 1/10°™ & 8
h, 16 h et 24 h. Les dilutions ont été réalisées dans chacun des milieux M63 stériles

correspondant.
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II. Résultats.
1. Caractérisation des souches.

Les caractéristiques des souches retenues pour constituer le panel testé dans ces travaux de
thése sont présentées dans le tableau 17. Les souches MLM et ST395E, toutes deux isolées de
réseaux de distribution de milieux hospitaliers, présentent des typages MLVA trés proches,
différant d’un seul VNTR (ms61). Les souches El et E6, isolées au sein d’un méme
¢tablissement thermal mais provenant respectivement d’un réseau de distribution d’eau potable
et d’un réseau de distribution d’eau thermale, présentent également un typage MLV A similaire,

différant d’un seul VNTR (ms77).

Tableau 17 : Détails du panel de souches utilisé dans cette étude.

Lieu - ex
Nom Pisolation Origine Typage MLVA Référence
MLM H1 Eau potable — évier d’une 3:8:4:10;3;5:;5;5; -
salle de consultation 1;2;4:;1:;3:;5:;4:8
ST395E H_3 Eau potable — évier d’une 3;8;4;10;3;5;5;5; Lucchetti-Miganeh
USI 1;2;4;1;3;6:;4;8 etal., 2014
ST395P H_3 Souche clinique — patient Non typable Lucchetti-Miganeh
d’une USI et al., 2014
D1 ITh 1 Eau thermale 3:8;4;11;2;6:;9;2; -
1;2;2;1;3;9;8;5
D2 ITh_1 Eau thermale 35;9;1;12;3;9;3;6; -
2;na;na;3;4;7;10;3
E6 ITh 2 Eau thermale 25;9:1:12;2;4;1;5; -
2;1;5;2;4;12;5;6
El ITh _2 Eau potable — réseau de 2:9;1;12:;2:;4:;1;5; -
ringage 2;1;5;2;4;12;5;6
ST111 H 2 Eau potable 3;8;4;11;3;9;45;3;
2:2:;2;2;2:;5;6;5
PAO1 - Souche de référence isolée Holloway et al, 1955

d’une plaie en 1954

ITh : Institut thermal, H : Hopital, na : alléle non assigné

Les résultats issus de la comparaison des codes numériques associes a chacune des souches
a ceux répertoriés dans la base de données MLV Abank (Grissa et al., 2008) sont présentés dans
le tableau 18. Ils mettent en évidence I’appartenance de la souche El a la lignée de la souche
PA14, leurs codes VNTR étant identiques (Vu-Thien et al., 2007). De la méme fagon, la souche
E6 ne différe que d’'un VNTR (ms77) de la souche PA14 (Vu-Thien et al., 2007). Les souches

MLM et ST395E, isolées d’eau potable en milieu hospitalier, présentent une certaine

85



Partie 2

correspondance avec des souches isolées de patients atteints de mucoviscidose. Elles ne
different que de deux VNTR (ms77 et ms61) avec ces derniéres (Vu-Thien et al., 2007). La
souche ST111, isolée d’eau potable en milieu hospitalier, présente une correspondance avec les
souches RO13 et PA396 respectivement isolées d’aspiration trachéale et d’échantillon sanguin.
Elle difféere de ces derniéres de trois VNTR (ms77, ms211 et ms61) (Larché et al., 2012). Les
souches D1 et D2, isolées d’eaux thermales, ne présentent aucune correspondance avec les

souches répertoriées dans la base de données.

Tableau 18 : Reésultats de la comparaison des codes VNTR des souches du panel avec ceux des souches de
P. aeruginosa répertoriées dans la banque de donnée MLV Abank (derniére consultation le 4 septembre 2015).

Souches Souches similaires Différences
du Nature Référence
panel Identité Isolement Distance* VNTR, (panel vs
concernés T
similaire)
TR_S0502271
TR_S0502831
TR_S0600490
MLM ¥E—§8ggggg§ patients atteints 2 ms77 25vs3 Vu-Thien et al.,
TR 0601938 de mucoviscidose ms61 non analysé 2007
TR_S0602282
TR_S0602521
TR_S0703292
TR_S0502271
TR_S0502831
TR_S0600490
ST395E ¥E—§828222§ patients atteints 5 ms77 25vs3 Vu-Thien et al.,
TR 0601938 de mucoviscidose ms61 non analysé 2007
TR_S0602282
TR_S0602521
TR_S0703292
D1 pas de correspondance
D2 pas de correspondance
E6 PAL4 clinique 1 ms77 2,5Vs 2 VTR e,
2007
.. Vu-Thien et al.,
El PA14 clinique 0 - - 2007
RO13 aspiration ms77 3vs25
ST111 PA396 trachéale 3 ms211 3vs4 Larché et al., 2012
sang ms61 non analysés
PAOL PAO1 souche de 1 ms207 8vs7 Larché et al., 2012
référence

*nombre de VNTR différents
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2. Caractérisation des eaux minérales naturelles embouteillées.

Les caractéristiques physicochimiques des eaux minérales embouteillées mentionnées sur
I’étiquetage ou mesurées dans le cadre de ces travaux de thése (conductivité a 22 °C,
concentration en fer total et dénombrement de la flore bactérienne cultivable) sont présentées

dans le tableau 19.

Ces trois eaux ont un pH proche de la neutralité, une faible concentration en fer total et une
flore bactérienne cultivable présente a une concentration de 1’ordre de 10* ufc/mL. Ces eaux
minérales naturelles se distinguent par leur contenu minéral. Le contenu minéral global de
chacun des niveaux de minéralisation, reflété par le résidu sec a 180 °C, est séparé d’un facteur
3. L’eau faiblement minéralisée est caractérisée par la présence d’ions en concentrations
équilibrées, généralement comprises entre 0,3 et 1 Mm, excepté pour les sulfates présents en
trés faible concentration. A I’inverse, les eaux moyennement et fortement minéralisées sont
caractérisées par un déséquilibre des concentrations des éléments présents, avec des
concentrations en Ca?* et en Mg?* prés de 10 fois plus fortes que celles des autres composants.

L’eau fortement minéralisée se distingue également par sa forte concentration en sulfates.

Tableau 19 : Caractéristiques des eaux minérales naturelles embouteillées utilisées dans cette étude.

Minéralisation Minéralisation Minéralisation
Paramétres faible maoyenne forte
mg/L mM mg/L mM mg/L mM
Ca?*” 11,5 0,29 80,0 2,00 203,8 5,09
Mg?** 8,0 0,33 26,0 1,07 43,1 1,77
Na** 11,6 0,50 6,5 0,28 5,0 0,22
K+* 6,2 0,16 1,0 0,03 2,0 0,05
S04 " 8,1 0,03 12,6 0,13 328,9 3,42
NOs™ 6,3 0,10 3,7 0,06 43 0,07
Cl* 13,5 0,10 6,8 0,19 8,0 0,23
HCOz™ 71,0 1,16 360,0 5,90 399,0 6,54
pH” 7,0 7,2 7,5
Résidu sec a 180 °C (mg/L)" 130 309 1084
Conductivité a 22 °C (uS/cm) 153,4 + 10 442,0 £ 33 743,044
Concentration en fer total (ug/L) <120 <12,0 <12,0
Flore bactérienne cultivable — analyse 5,42 + 1,00 3,27 +044 318072

quantitative (10* ufc/mL)

* mentionnées sur 1’étiquetage.

87



Partie 2

3. Tests de survie.

Les capacités de survie de la souche environnementale MLM isolée d’eau potable ont été
évaluées dans 1’eau thermale et dans I’eau minérale embouteillée faiblement minéralisée. Ces
tests de survie ont été effectués a des températures de 14 °C et de 37 °C correspondant
respectivement a la température de 1’eau thermale a I’émergence et a la température a laquelle

elle est utilisée pour les soins.

Les résultats de dénombrements des cellules cultivables obtenus étaient généralement plus
faibles sur milieu sélectif que sur milieu non-sélectif pour les flacons incubés a 14 °C : dans le
cas de I’eau thermale, une différence de 2 log est observable tout au long du test de survie
(figure 12A et B). Dans le cas de I’eau minérale naturelle faiblement minéralisée une différence
d’au moins un log est observable a partir de 42 jours d’incubation et tend a augmenter (figure
13A et B). Ces résultats suggerent que 1’eau thermale induit un stress plus important pour la
souche que I’eau minérale naturelle faiblement minéralisée. Ce stress se traduit par une moindre
capacité a croitre sur un milieu plus contraignant tel que le milieu sélectif. Pour limiter le biais
lié a ce stress, les résultats suivant sont bases sur les dénombrements effectués sur milieu non-

sélectif.

La survie de MLM est de plus de 75 jours dans les deux conditions de minéralisation et
qu’elle que soit la température considérée (figures 12B et 13B). Pour les deux conditions de
minéralisation, la décroissance de la concentration de la population bactérienne initialement
présente est plus rapide a 37 °C qu’a 14 °C. A 37 °C, dans les deux eaux, la concentration de la
population bactérienne augmente ou stagne sur les 12 premiers jours d’incubation puis en eau
thermale cette concentration décroit puis stagne a partir de 52 jours d’incubation tandis qu’en
eau faiblement minéralisée cette concentration stagne puis décroit a partir de 48 jours
d’incubation. A 14 °C, cette concentration décroit plus rapidement en eau thermale qu’en eau

minérale naturelle faiblement minéralisée.

Le calcul du temps nécessaire a la mort de 90 % de la population bactérienne initialement
présente (tableau 20) montre un temps de survie plus important dans 1’eau faiblement
minéralisée que dans 1’eau thermale pour les populations incubées a 37 °C. Ces temps de survie
sont relativement similaires dans les deux eaux pour les populations incubées a 14 °C. En eau
thermale, le temps de survie est plus important a 14 °C qu’a 37 °C. En eau faiblement

minéralisee ce temps est similaire entre les deux températures testées.
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Figure 12 : Courbes de survie de la souche MLM en eau thermale a 37 °C et a 14 °C — dénombrement sur (A) milieu sélectif et (B) milieu non-sélectif.
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Tableau 20 : Ty des populations bactériennes incubées a 37 °C ou a 14 °C en eau thermale ou en eau minérale
naturelle faiblement minéralisée.

) Too (jours)
Température Flacon
Eau thermale Eau minérale faiblement minéralisée

1 48 66

37°C
2 52 60
1 70 65

14 °C
2 61 66

4. Courbes de croissance.

La comparaison de la croissance des souches dans les différentes conditions de
minéralisation (figure 14) montre des valeurs de DOsoonm & 24 h généralement moins élevées
en conditions de minéralisation moyenne qu’en conditions de minéralisation faible ou forte
notamment pour les souches MLM, ST395E, D2, E1 et PAOL. Les valeurs de DOsoonm Obtenues
a 24 h en minéralisation faible et forte sont généralement similaires pour 1’ensemble du panel

de souches.

En comparant les courbes de croissance des souches toute minéralisation confondue on
remarque que la croissance des souches MLM , D1, D2, E1 et PAOL est caractérisée par une
phase de latence comprise entre 0 et 2 h suivi d’une phase de croissance exponentielle entre 2
et 6 h puis d’une phase de croissance stationnaire entre 6 et 24 h tandis que la croissance des
souches ST395P, ST395E, ST111 et E6 est caractérisee par une phase de latence comprise entre
0 et 4 h suivie d’une phase de croissance exponentielle entre 6 et 8 h et une phase de croissance
stationnaire entre 8 et 24 h. Les valeurs de DOsoonm atteintes par chacune des cultures au bout
de 24 h de croissance sont fortement similaires pour 1’ensemble du panel, excepté pour les
souches ST111 et E6 qui montrent des valeurs de DOsoonm plus faibles en condition de

minéralisation faible.
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Figure 14 : Courbes de croissance des souches du panel en milieu minimum M63 préparé en eau faiblement,
moyennement ou fortement minéralisés a 37 °C sous-agitation transversale.
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I'V. Discussion.

La caractérisation des souches et des eaux utilisées et la validation de certains choix
méthodologiques sont un préalable indispensable a la compréhension de I’influence des eaux

minérales naturelles sur le comportement de P. aeruginosa.

La caractérisation des souches met en évidence la diversité du panel de souches retenues.
La correspondance de typage entre les souches MLM et ST395E d’une part et les souches E1
et E6 d’autre part suggére que ces souches sont susceptibles d’avoir des comportements

similaires selon les conditions de minéralisation auxquelles elles sont exposeées.

Les eaux minérales naturelles sont caractérisées par leur contenu minéral complexe (Diduch
et al., 2011). Les eaux minérales naturelles conditionnées retenues pour modéliser des eaux
minérales utilisées a des fins thérapeutiques en établissements thermaux correspondent bien a
cette définition. L’eau faiblement minéralisée se distingue des eaux moyennement et fortement
minéralisées par 1’équilibre des concentrations de ses différents sels minéraux (figure 15). Ces
différences de compositions sont susceptibles d’impacter les capacités de survie et de croissance
de P. aeruginosa.

1200 -
1000 -
sulfates
% 800 - nitrates
£ m chlorures
% 600 - m potassium
% m sodium
% 400 - = magnésium
° m calcium
200 - ® bicarbonate
]
0 4

Minéralisation faible  Minéralisation moyenne  Minéralisation forte

Figure 15 : Somme cumulée des concentrations en mg/L des principaux ions des eaux minérales naturelles
conditionnées utilisées dans cette étude comme modéles d’eaux thermales.
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La souche environnementale MLM isolée d’eau potable est capable de survivre plus de deux
mois en eau thermale et en eau minérale naturelle embouteillée sans aucun apport nutritif et en
conditions d’oxygénation limitées. D’apres le calcul du temps nécessaire a la mort de 90 % des
cellules bactériennes initialement présentes, la survie de la bactérie est équivalente dans les
deux conditions de minéralisation a 14 °C mais est plus longue d’une dizaine de jours en eau
faiblement minéralisée qu’en eau thermale fortement minéralisée a 37 °C. L’effet de la
température sur la survie de P. aeruginosa a été rapporté dans la littérature. Khalaphallah et
Andres (2012) ont montré que la survie d’une souche environnementale de P. aeruginosa,
isolée d’eaux grises de salle de bain, est moins longue a 42 °C+2°C qu’a6+2 °Coua23 °C
+ 2 °C. Les faibles températures sont en effet connues pour limiter le métabolisme des bactéries
leur assurant une dépense énergétique moindre et une survie plus longue (Khalaphallah et
Andres, 2012).

Les résultats de tests de survie en eaux minérales naturelles obtenus sont cohérents avec
ceux obtenus par Legnani et al. (1999). Ces derniers démontrent que deux souches
environnementales de P. aeruginosa isolées de systémes de stockage de 1’eau de ringage de
lignes d’embouteillage d’eau minérale naturelle, sont capables de survivre entre 3 et 5 ans en
eaux minérales naturelles a température ambiante (19 a 24 °C). La survie de ces souches a ainsi
été estimée a 1 200 jours en eau moyennement minéralisée (résidu sec a 180 °C = 382 mg/L) et
a1 500 jours en eau faiblement minéralisée (résidu sec a 180 °C = 72,5 mg/L). La survie de ces
souches est caractérisée par une phase de latence de 3 a 6 h puis par une phase de croissance se
terminant en fin de premiére semaine d’incubation avec un maximum de croissance atteint aprés
2 jours d’incubation en eau faiblement minéralisée et aprés 3 jours d’incubation en eau
moyennement minéralisée. Cette phase de croissance est suivie d’une phase de développement
stationnaire se finissant apres 70 a 100 jours d’incubation et suivie d’une phase de décroissance
graduelle (Legnani et al., 1999). Ce profil de survie est similaire a ceux observés ici en eau
faiblement minéralisée. Les différences observees sur les profils obtenus en eau thermale
peuvent s’expliquer par le fort contenu minéral de cette eau et ses spécificités de composition.
Les spécificités des eaux minérales naturelles utilisées a des fins thérapeutiques en
¢tablissement thermal rendent impossible 1’adoption d’un modé¢le universel. Malgré les
différences de phase de survie observées entre les deux conditions de minéralisation testées, les
niveaux de concentration cellulaires atteints sont fortement similaires apres 75 jours

d’incubation pour chacune des conditions de températures. L’ensemble des observations faites
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ici suggére que le modele d’eau minérale utilisé est valide bien qu’il ne semble pas refléter a

I’identique le comportement de la souche testée en eau thermale réelle.

La survie de la souche MLM en eau minérale naturelle a 37 °C et a 14 °C appuie I’hypothése
de la possibilité d’une contamination du réseau de distribution par une souche environnementale
provenant de I’eau potable de ringage utilisée au cours des séquences de nettoyage et de
désinfection. Ces résultats justifient I’étude du comportement de souches environnementales

isolées d’eau potable.

Le modele de développement de biofilm de P. aeruginosa en eaux minérales naturelles
conditionnées supplémentées par dilution d’un milieu minimum est validé par les résultats de
courbes de croissance obtenus dans ces expérimentations préliminaires. La croissance de la
majorité des souches ne montre pas de différence importante selon la minéralisation ou la
souche considérée. Toutefois en eau moyennement minéralisée les valeurs de DOsoonm Obtenues
apres 24 h de croissance sont plus faibles que dans les autres conditions de minéralisation pour
quelques souches du panel suggérant un impact potentiel sur le développement de biofilm.

Les expérimentations préliminaires ont permis de caractériser les souches et les eaux
minérales naturelles utilisées et de valider certains choix méthodologiques telles que 1’étude de
souches isolées d’eau potable, 1’utilisation d’eaux minérales naturelles embouteillées comme
modele d’eaux thermales et les conditions de culture du panel de souches utilisés. Ces
validations permettent de poursuivre les expérimentations en commencant par 1’étude de

I’influence de la minéralisation sur les capacités de P. aeruginosa a former du biofilm.
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|. Introduction.

Les eaux minérales naturelles utilisées a des fins thérapeutiques en établissements
thermaux se doivent d’étre exemptes de tout microorganisme pathogéne. Elles sont a ce titre
soumises a des exigences de qualité microbiologique draconiennes et a des contrbles
microbiologiques trés stricts. La réglementation francaise impose ’absence de Legionella
pneumophila dans tout échantillon contrdle de 1 000 mL, I’absence d’Escherichia coli, de
coliformes totaux, de streptocoques fécaux et de P. aeruginosa dans tout échantillon contrdle
de 250 mL et I’absence de bactéries anaérobies sulfito-réductrices dans tout échantillon controle
de 50 mL (DGS, 2000). Le maintien de cette qualité microbiologique dans les établissements
thermaux est assuré par la mise en place et ’application réguliére de procédures de traitement
associant des séquences de nettoyage et de désinfection. Malgré ces précautions, les
établissements thermaux sont régulierement confrontés a des problemes de contaminations
microbiologiques, majoritairement liés a la présence de Legionella sp. et/ou P. aeruginosa.
Selon un rapport émanant des autorités sanitaires frangaises et recensant les contaminations
bactériennes ayant eu lieu dans les établissements thermaux, plus de 80 % d’entre eux ont subi
une contamination microbiologique pendant la saison thermale 2001. Deux tiers d’entre elles
étaient liées a la présence de P. aeruginosa (DGS, 2005). La persistance de ces contaminations
dans les réseaux de distribution d’eau minérale naturelle est sanctionnée par une fermeture
administrative du point d’usage concerné ou de la totalité de 1’établissement thermal selon les
cas. Ces fermetures ont un cofit économique considérable pour 1’établissement et 1’économie
locale associée a I’activité thermale. L addition des pertes d’exploitation, de la compensation
des patients et des cotts techniques liés aux analyses microbiologiques, a 1’audit ou au conseil,
peut atteindre plusieurs millions d’euros, soit une part significative du chiffre d’affaire annuel

d’un établissement thermal.

Plusieurs parametres propres au réseau de distribution dont sa conception et ses
conditions d’exploitation peuvent favoriser I’implantation et le développement de
P. aeruginosa. Le refroidissement de 1’eau minérale provenant d’une source chaude par
mélange avec la méme eau minérale provenant d’une source froide a été identifi¢ comme une
des causes probables de contamination d’un réseau de distribution d’eau thermale. Les points
d’usage ont été identifiés comme les points du réseau de distribution les plus vulnérables aux
contaminations. Cette vulnérabilité a été attribuée a la présence d’appareils thermaux

comprenant des eéléments de robinetterie de conception complexe (Morin et Graber-Duvernay,
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2002). Le contenu minéral des eaux est également suspecté d’influencer la formation de
biofilm. Le biofilm n’augmente pas seulement la résistance des microorganismes qu’il héberge
mais également leur persistance et peut agir comme réservoir d’éléments pathogénes
(Wingender et Flemming, 2011). Il est a ce titre susceptible de libérer dans 1’eau circulante des
individus mobiles en concentration suffisante pour constituer une dose infectieuse (Roser et al.,
2013). Malgré son occurrence dans les résecaux de distribution d’cau thermale, le
développement du biofilm de P. aeruginosa dans un environnement au contenu minéral
complexe correspondant a celui des eaux minérales naturelles n’a jamais été décrit dans la

littérature scientifique internationale.

Dans cette partie, I’influence de la composition minérale de trois eaux minérales naturelles
a été testée sur la capacité de P. aeruginosa a former du biofilm. Trois eaux minérales naturelles
embouteillées ont été choisies selon leur résidu sec a 180 °C pour modéliser différentes
conditions de minéralisation naturelle qualifiees de faible, moyenne et forte. Leur influence a
¢été investiguée sur la capacité de formation de biofilm d’un panel de souches de P. aeruginosa
comprenant la souche de référence PAOL, sept souches environnementales isolées de réseaux
de distribution d’eau potable et d’eau thermale et une souche d’origine clinique. Cette influence
a été évaluée en conditions statiques a 1’aide de la mesure (i) de la croissance planctonique
(densité optique a 600 nm), (ii) de la formation globale de biofilm (marquage au cristal violet
associé a la mesure de la densité optique a 570 nm) et (iii) de I’activité métabolique globale au
sein des biofilms (ATPmetrie). L’effet de la minéralisation sur les charges de surface des

cellules bactériennes a ¢galement été estimé a 1’aide de la mesure du potentiel z&ta.
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Il. Matériel et méthodes.

1. Souches et conditions de culture.

Les souches dont les caractéristiques sont détaillées dans le tableau 17 (partie 2. 111.1) ont
été cultivées en conditions aérobies suivant le protocole standardisé détaillé dans le partie
2. 11.1. Les sous-cultures obtenues en milieu Luria Broth (LB) ont été utilisées pour ensemencer

des milieux de culture minimum préparés dans les eaux minérales naturelles embouteillées.

2. Qualité de I’eau et caractérisation de 1’interférence de la flore microbienne

cultivable des eaux minérales naturelles sur les essais.

Les caractéristiques physicochimiques des eaux minérales naturelles utilisées sont détaillées
dans le tableau 19 (partie 2. 111.2). Les eaux minérales naturelles ne sont pas stériles et ne
peuvent étre stérilisées sans altération de leurs propriétés physicochimiques. Par conséquent, la
flore autochtone cultivable de chacune des eaux minérales a été caractérisée par des analyses
quantitatives et qualitatives. L’analyse quantitative de la flore autochtone cultivable des eaux
minérales naturelles a été réalisée par la technique des ufc sur milieu R2A pour chacune des
eaux, incubation une semaine & 22 °C et dénombrement. La valeur indiquée correspond a la
moyenne de trois mesures. Les principaux morphotypes visibles ont été isolés et identifiés par
microséquencage a I’aide des bases de données AB bacterial 500 ou Ribosomal Data Project

(Laboratoire Inovalys-Nantes, France).

Pour attester de I’absence d’interférence de ces flores sur les différents essais menés dans
cette étude, les eaux minérales naturelles ont été pasteurisées 2 h a 60 °C. A I’issue de la
pasteurisation, la préservation de leur contenu minéral et la suppression de leur flore bactérienne
cultivable ont été respectivement vérifiées par mesure de leur conductivité, en tant qu’indicateur
global de la minéralisation, et par déenombrement sur milieu R2A apres une semaine
d’incubation a 22 °C. Pour chacune des souches de P. aeruginosa, la croissance planctonique,
la formation de biofilm et le contenu en ATP des populations adhérées ont été mesurés et
comparés en présence et en absence de la flore autochtone de chacune des eaux minérales

naturelles embouteillées.
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3. Conditions de formation du biofilm et mesures de ’indice de croissance.

Les cultures de souches en LB ont éteé diluées de facon a obtenir une densité optique a 600
nm (DOsoonm) de 0,1 en milieux M63 modifiés (M63 10X dilués dans les trois eaux minérales
naturelles) et supplémentés a 0,5 % en acides casamines, a 0,2 % en glucose et a 1 mM en
MgClz. Les essais de formation de biofilm ont été effectués en microplaque « Calgary Biofilm
Device » disponible sous le nom MBEC Assay™ System (Innovotech, Canada). Les
microplaques ont été inoculées a I’aide de 200 pL de suspension de chacune des souches par
puits (figure 16). Trois essais indépendants ont été réalisés, aboutissant a 1’obtention de
douze réplicats par condition expérimentale. Au moins deux puits contrdles ont été remplis avec
du milieu stérile pour chacune des conditions de minéralisation. Aprés 24 h d’incubation a 30
°C et une homogénéisation orbitale de 30 s, la DOsoonm a été mesurée directement dans les puits
a I’aide d’un lecteur de plaque TECAN-infinite® 200 (Tecan, Suisse). Cette mesure correspond

a I’indice de croissance (IC).

4. Suivi du développement du biofilm.

4.1 Marquage au cristal violet et mesures de ’indice de formation du
biofilm.

Une fois la mesure de I’'IC effectuée, une goutte de cristal violet (CV) 1 % a été ajoutée
dans chacun des puits. Apres incubation 15 min a température ambiante, le surnageant a été
éliminé puis les microplaques ont été rincees trois fois a 1’eau pour éliminer la coloration en
exces. Dans chaque puits, 250 pL d’éthanol dilué a 40 % ont été ajoutés pour dissoudre I’anneau
de CV formé sur la surface des puits a I’interface air/liquide. Une fois la dissolution de I’anneau
effectuée et aprés une homogénéisation orbitale de 30 s, la DOs7onm de chaque puits a été
mesurée a I’aide d’un lecteur de plaque TECAN-infinite® 200 (Tecan, Suisse) (figure 16). Cette
mesure correspond a I’indice de formation de biofilm (IB). Douze réplicats par condition ont

été effectués via trois essais indépendants.
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4.2 Extraction de ’ATP et mesure de I’activit¢ métabolique globale du
biofilm.

Simultanément aux mesures de 1’IB, I’indice d’activité métabolique globale du biofilm
a été mesuré (IAMB). Cet indice correspond a la mesure de la concentration en ATP du biofilm
de P. aeruginosa formé a la surface des peignes des microplaques dans des conditions de
minéralisation spécifiques. L activité globale du biofilm a été estimée via la mesure de I’ATP.
Apres 24 h d’incubation a 30 °C, les couvercles portant les peignes ont été désolidarisés du
corps des microplaques et rincés en tampon phosphate (PBS pour Phosphate Buffer Saline) 1X
avant d’étre transférés dans des microplaques 96 puits blanches opaques contenant dans chaque
puits 250 pL de réactifs du kit de test de viabilit¢ BacTiter-Glo™ (Promega, USA) dilués au
demi en eau déminéralisée. La formulation de ces réactifs permet I’extraction de I’ATP de
cellules bactériennes. L’intensité du signal bioluminescent généré par une luciferase
thermostable (équation 1) est proportionnelle a la quantit¢ d’ATP présent. Les mesures de
bioluminescence ont été¢ effectué¢es a I’aide d’un lecteur de plaque TECAN-infinite® 200
(Tecan, Suisse) aprés 30 s d’homogénéisation orbitale (figure 16). Douze réplicats par condition
ont ét¢ effectués via trois essais indépendants réalisés en deux campagnes d’essais. Les résultats
obtenus, exprimés en unites relatives de lumiere (RLU), ont été converti en concentration
d’ATP (ng/mL) a ’aide d’une gamme étalon. Cette gamme a été réalisée a partir d’une
suspension d’ATP concentrée a 2 mg/L et diluée en cascade au dixiéme. Les dilutions
comprises entre 10 et 107 ont été retenues pour la construction de la gamme. Une gamme a
été réalisée pour chacune des deux campagnes d’essais : la gamme de la premiére campagne

comprenait 6 réplicats par points et celle de la deuxieme campagne trois réplicats par points.

Equation 1 : Réaction de bioluminescence (PPi : phosphate inorganique).

Luciférase + Mg?

Luciférine + ATP + O, »  Oxyluciférine + AMP + PPi + CO; + lumiére
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Figure 16 : Etapes du protocole de suivi de la formation du biofilm.
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5. Charge de surface : mesure du potentiel zéta.

Les sous-cultures bactériennes standardisées ont été centrifugées 10 min a 7 000 g. Les
surnageants ont été ¢liminés et les culots ont été rincés et suspendus dans 40 mL d’eau
déminéralisée, faiblement, moyennement ou fortement minéralisée avant incubation 24 h a
37 °C. La charge globale de surface des cellules bactériennes a été évaluée par mesures du
potentiel zéta des suspensions. Le potentiel zéta a été estimé par mesure de la mobilité
¢lectrophorétique par analyse d’images en temps réel a 1’aide d’un systéme de micro-
électrophorese « Zetaphoremeter 1V » (CAD instrumentations, France) (figure 17) et a été
calculé sur la base de 1’équation Helmholtz-VVon Smoluchowski, considérée comme pertinente
pour les particules larges telles que les bactéries et les virus (Wilson et al., 2001). Le potentiel
z&ta des cellules bactériennes a été mesuré a température ambiante et au pH proche de la
neutralité de chacune des eaux minérales (Partie 2. 111.2 - tableau 19). Quatre mesures ont été
effectuées a I’aide de deux essais indépendants pour chacune des souches. Le nombre de

particules détectées était compris entre 20 et 350 par condition testée.

Figure 17 : Systéme de micro-electrophorése « Zetaphoremeter 1V » (CAD instrumentations, France).
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6. Analyses statistiques.

L’absence d’interférence de la flore bactérienne autochtone des eaux minérales a été évaluée
par comparaison des différents paramétres bactériens mesurés en eaux minérales pasteurisées
et non pasteurisées a I’aide du test statistique non-paramétrique Mann-Withney. Les données
d’IC et d’IB ont été soumises a une analyse de variance a deux parameétres (ANOVA) complétee
par le test multi-comparatif de Newman-Keuls afin d’attester de I’influence de la diversité des
souches et de la minéralisation sur la croissance bactérienne et la formation de biofilm. Les
données d’TAMB ne suivant pas une distribution normale d’aprés le test de Shapiro-Wilks, ont
été analysées par le test statistique non-paramétrique de Kruskall-Wallis complété par le test de
Dunn. Une analyse en composantes principales (ACP) a été effectuée pour établir I’existence
de corrélations potentielles entre les différents paramétres mesurés. Le test de Kruskall-Wallis
associ¢ au test de Dunn a également été appliqué a 1’analyse des mesures de potentiel zéta du
fait de leur distribution non-normale. L’ensemble des tests statistiques a été effectué avec un
niveau de significativit¢ 0=0,05 en utilisant le logiciel XLSTAT 2012 (Addinsoft SARL,

France).
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I1l. Résultats.

1. Eaux minérales naturelles embouteillées : analyses de la flore bactérienne

autochtone cultivable.

Des analyses quantitatives et qualitatives ont été effectuées sur la flore bactérienne
autochtone des eaux minérales naturelles. Les souches cultivables identifiées dans chacune des
eaux minérales par microséquencage sur I’ADN 16S sont présentées dans le tableau 21. Les
sept isolats identifiés sont des bactéries & gram appartenant a la classe des B-protéobactéries et
sont affiliés au clade des Burkholderiales. Les genres Hydrogenophaga, Curvibacter et
Acidovorax font partis du sous-clade des Comamonadaceae tandis que le genre Limnobacter

appartient au sous-clade des Burkholderiaceae.

Tableau 21 : Description des souches isolées dans chacune des eaux minérales naturelles testées.

Niveau de minéralisation Espéces identifiées

Faible Hydrogenophaga palleronii
Curvibacter sp.

Moyen Acidovorax facilis
Limnobacter sp.
non-identifiée

Fort Hydrogenophaga taeniospiralis
Hydrogenophaga palleronii
Curvibacter sp.

Avant une comparaison approfondie de I’influence du contenu minéral des eaux sur les
parameétres bactériens mesurés (croissance, formation de biofilm et activité métabolique du
biofilm), I’interférence potentielle de leur microflore autochtone respective a été évaluée en
triplicat pour chaque souche de P. aeruginosa. Aucune différence significative n’a pu étre mise
en évidence par le test non paramétrique de Mann-Whitney entre les mesures effectuées en eaux

minérales naturelles et celles effectuées dans ces mémes eaux pasteurisées (p=0,983).
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2. Mesure de la croissance planctonique : indice de croissance.

D’apres les résultats de ’ANOVA, I’indice de croissance (IC) differe significativement
selon les souches (p<0,0001). Le traitement supplémentaire des données par le test statistique
de Newman-Keuls conduit a la classification des souches en différentes catégories (figure 18)
basées sur la moyenne des indices de croissance toute minéralisation confondue (ICm). Ainsi,
plus de la moitié des souches présentent un ICm supérieur a 0,3. Les souches D1 et PAO1 ont
un ICm compris entre 0,2 et 0,3 tandis que les souches ST395P et ST111 sont les seules souches
ayant un ICm inférieur a 0,2. Bien qu’elles soient isogéniques, les souches ST395P et ST395E

n’appartiennent pas a la méme catégorie d’ICm.

D’apres le test ANOVA, le contenu minéral naturel des eaux a une influence significative
sur la croissance des différentes souches (p<0,0001) avec une croissance plus élevée en
condition de minéralisation faible qu’en conditions de minéralisation moyenne et forte (figure
18)

070 1 |Icm< 02 .02<ICm<03 ICm > 0,3
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Figure 18 : Indice de croissance planctonique des souches de P. aeruginosa. Les barres d’erreur correspondent
aux écarts-types. ICm correspond a la moyenne des indices de croissance toute minéralisation confondue.
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3. Mesure du développement de biofilm : indice de formation globale de biofilm.

L’indice de formation globale de biofilm (IB) a été déterminé pour chacune des souches
incubées en eau faiblement, moyennement ou fortement minéralisée par marquage au cristal
violet et mesure de la DOs7onm associée. D’apres les résultats du test ANOVA, dans cette étude
I’IB est fortement dépendant de la souche considérée (p<0,0001). Le traitement supplémentaire
des données par le test statistique de Newman-Keuls conduit a une classification des souches
en différentes catégories (figure 19) basées sur la moyenne des indices de formation globale de
biofilm toute minéralisation confondue (IBm). La majorité des souches du panel, dont la souche
de référence PAO1, a un IBm compris entre 2 et 3 tandis que la souche ST111 est la seule
souche présentant un IBm supérieur a 3. Les souches MLM, ST395E et D2 appartiennent a la
catégorie ayant un IBm inférieur a 2. Bien qu’elles soient isogéniques, les souches ST395P et

ST395E ne font pas partie de la méme catégorie d’IBm.

L’indice de formation globale de biofilm est également impacté par les conditions de
minéralisation (p<0,0001). Les niveaux de formation de biofilm sont significativement plus
¢levés en condition de minéralisation faible qu’en conditions de minéralisation moyenne et
forte. Quelle que soit la souche considérée, plus le niveau de minéralisation augmente plus

I’indice de formation globale de biofilm diminue (figure 19).
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Figure 19 : Indice de formation globale de biofilm des souches de P. aeruginosa. Les barres d’erreur correspondent
aux écarts-types. 1IBm correspond & la moyenne des mesures d’indices de formation globale de biofilm toute
minéralisation confondue.
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4. Mesure du développement du biofilm : indice de I’activité métabolique
globale.
En parall¢le des mesures de biofilm, I’indice de 1’activité métabolique globale au sein des
biofilms (IAMB) a été évalué par mesure de la concentration en ATP de la biomasse adhérée
sur les peignes des couvercles des plaques. Les gammes d’ATP réalisées pour chacune des deux

campagnes d’essais ont permis la conversion des RLU en concentration d’ATP (ng/mL) (figure

20).

y =0,6817x + 4,3524

Rz2=0,9777
y = 0,8007x + 3,6535
R2=10,9966
=)
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2.
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Figure 20 : Gammes étalon des deux campagnes d’essais de mesure de 1’activité métabolique globale (RLU :
unités relatives de lumiére). Les barres d’erreurs correspondent aux écarts-types.

L’analyse statistique de ces données de concentrations a mis en évidence des différences
significatives d’activité métabolique, toute minéralisation confondue, entre les souches
(p<0,0001). Pour la majorité des souches 'IAMBm n’excéde pas 700 ng d’ATP/mL. Seule la
souche ST111 montre un profil spécifique avec des valeurs d’TAMBm supérieures a cette

concentration (figure 21).

D’apres le test statistique, le contenu minéral des eaux a une influence significative sur
I’TAMBm (p=0,0001) qui présente des valeurs plus fortes en condition de minéralisation faible
qu’en conditions de minéralisation moyenne et forte. Aucune différence significative n’a été

mise en évidence entre les conditions de minéralisation moyenne et forte (p=0,670).
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Figure 21 : Activité métabolique globale au sein du biofilm des souches de P. aeruginosa. Les barres d’erreur
correspondent aux écarts-types. IAMB correspond a I’activité métabolique globale au sein des biofilms d’une
souche toute minéralisation confondue.

5. Liens entre le contenu minéral naturel des eaux et les parameétres bactériens

mesurés : analyse en composantes principales.

Une analyse en composantes principales (ACP) incluant les caractéristiques
physicochimiques des milieux M63 préparés dans les trois eaux minérales et prenant en compte
les concentrations des ions Ca?*, Mg?*, Na*, K*, CI", NOsz, SO4> et HCOs" et les paramétres
bactériens mesurés (IC, IB et IAMB) a été effectuée. Les coefficients de corrélation entre les
¢léments testés proviennent de la matrice de corrélation de Pearson associée a I’ACP (tableau

22).

Les résultats de ’ACP montrent que I’'IC et I'IB sont négativement corrélés avec les
concentrations en Ca%*, Mg?*, CI-, SO4> et HCOs™ tandis que I'ITAMB montre des corrélations
négatives avec Ca®*, Mg?*, CI- et HCOs". Les trois paramétres bactériens mesurés sont
positivement corrélés avec les concentrations en Na*, K* et NOs™. La force des corrélations entre
les caractéristiques physicochimiques des eaux et les paramétres bactériens est toujours plus

importante pour I’'IB.

Bien qu’aucune corrélation n’ait été observée entre I’IC et I’IB, une corrélation positive a

¢été notée entre I’IB et ’TAMB et une corrélation négative entre I’IAMB et I’IC (tableau 22).
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Tableau 22 : Matrice de corrélation de Pearson. Les valeurs inscrites en gras indiquent des facteurs de corrélations
significativement différents de zéro entre les parameétres testés.

Variables IC IB IAMB
IC 1 0,046 -0,228
IB 0,046 1 0,380

IAMB -0,228 0,380 1
Ca? -0,197 -0,551 -0,170
Mg?* -0,261 -0,590 -0,199
Na* 0,348 0,611 0,231
K* 0,418 0,558 0,244
Cr -0,337 -0,611 -0,228
NOs 0,421 0,548 0,243
SO4* -0,056 -0,428 -0,100
HCOz -0,373 -0,606 -0,238

6. Charge de surface des cellules bactériennes : mesure du potentiel zéta.

Suite a I’observation de comportements similaires entre d’une part les souches D2 et MLM
et d’autre part les souches El et E6 (figures 15, 16 et 18), le panel étudié a été restreint a sept
souches. Le terme neutralité utilisé ici designe une charge de surface nulle. Toutes les souches
de P. aeruginosa testées sont négativement chargées avec une variation de la valeur absolue de
la charge de surface selon la souche concernée (tableau 23). La souche ST111 a un profil
significativement différent des autres souches du panel avec un potentiel zéta proche de -12 mV
tandis que celui des autres souches est compris entre -26 et -19 mV quelle que soit la condition
de minéralisation considérée. Les souches isogéniques ST395P et ST395E ont montré des
valeurs de potentiel zéta moyen similaires malgré des comportements différents pour I’IC et
I’IB.

Le potentiel zéta est significativement influencé par le contenu minéral naturel des eaux
(p<0,0001) : plus le niveau de mineralisation est élevé plus la valeur absolue du potentiel zéta
est faible. Aucun différence significative n’est observable entre les conditions de minéralisation
moyenne et forte (p=0,117). La souche ST111 montre un potentiel zéta hétérogéne caractérisé
par la cohabitation de deux sous-populations avec des valeurs de charge de surface différentes
(figure 22). Cette héterogénéité a été observée en conditions de minéralisation faible et forte

(tableau 23) : en minéralisation faible une sous-population majoritaire avec un potentiel zéta de
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-11mV est détectée simultanément a une sous-population minoritaire avec un potentiel zéta de
-77mV. De la méme facon, en minéralisation forte une sous-population majoritaire avec un
potentiel zéta proche de -6 mV est détectée simultanément a une sous-population minoritaire

avec un potentiel zéta proche de -53 mV.

Tableau 23 : Potentiel zéta moyen (mV) de sept souches de P. aeruginosa selon les conditions de minéralisation
(% écart-type).

Eau Eau faiblement Eau moyennement Eau fortement
Souches
déminéralisée minéralisée minéralisée minéralisée
MLM -385+1,7 -17,8+29 -17,0+£0,6 -148+1,8
ST395E -38,2+0,9 -188+1,8 -16,3+0,3 -147+1,2
PAO1 -36,6 + 0,9 -20,8 + 3,6 -18,3+0,6 -17,0+£1,0
D1 -44,6 +0,3 -23,2+0,4 -179+0/4 -159+0/4
El -39,0+3,0 24127 -13,3+2,2 -15,6 + 0,5
ST395P -30,0+0,5 -252+24 -152+ 3,5 -119+1,0
ST111 -33,3+1,3@ -13,6 £2,1@ -6,8 +0,8@ -6,3+1,9@
nd -10,8 +1,4® nd -5,7+0,5®
nd -77,6 £ 8,99 nd -53,4 +2,8©

Nd : pas de détection de potentiel zéta hétérogene pour la souche ST111 dans ces conditions de minéralisation.
(&) Population de ST111 avec un potentiel z&ta homogene (100 % des particules détectées).

(b) Population de ST111 avec un potentiel zéta hétérogene : sous-population avec une charge de surface proche de la neutralité (environ
70 % des particules détectées).

(c) Population de ST111 avec un potentiel zéta hétérogéne : sous-population avec une charge de surface fortement négative (environ 30 %
des particules détectées).
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Figure 22 : Potentiel zéta des souches PAOL et ST111 en condition de minéralisation forte. Distribution du nombre
de cellules bactériennes selon leur potentiel zéta (22.a : PAOL et 22.c : ST111). Trajectoires de migration des
cellules bactériennes (22.b : PAOL et 22.d : ST111).

114



Partie 3

V. Discussion.

L’absence de données scientifiques concernant 1’implantation de P. aeruginosa dans des
conditions de minéralisation complexes propres aux eaux thermales ne permet pas d’identifier
de facon formelle les facteurs susceptibles de favoriser la formation de biofilm par cette
bactérie. Cependant, les quelques informations disponibles dans les réseaux de distribution
d’eau thermale et les nombreuses études concernant les réseaux de distribution d’eau potable
permettent de formuler quelques hypotheses. La qualité de 1’eau circulante, la nature et 1’état
de surface des matériaux constitutifs du réseau de distribution ou le niveau de complexité des
équipements thermaux peuvent étre raisonnablement suspectés comme des facteurs impactant
le comportement de P. aeruginosa. Pour confirmer ou infirmer ces hypotheéses, 1’influence de
la qualité d’eaux minérales naturelles, et plus particulierement de leur composition minérale, a

été étudiée sur la capacité de P. aeruginosa a former du biofilm.

Préalablement a toute mesure, la flore bactérienne autochtone des différentes eaux
minérales a été identifiée. Pour chacune d’entre elle, au moins deux espéces cultivables
prédominantes ont pu étre isolées et identifiées comme appartenant a la classe des B-
protéobactéries, classe la plus communément identifiée dans les eaux minérales naturelles avec
les a-protéobactéries et les y-protéobactéries (Falcone-Dias et al., 2012). Les tests menés dans
cette partie ont montré que la présence ou 1’absence de ces espéces n’a pas d’impact sur les
différents paramétres biologiques mesurés pour suivre I’implantation de P. aeruginosa. Aucune
d’entre elles ne semblant montrer une action antagoniste ou synergique susceptible d’influencer
le comportement de la bactérie d’intérét, les eaux minérales naturelles non pasteurisées ont été

utilisées pour la suite de 1’étude.

En absence d’interférence liée a la flore autochtone, I’implantation de P. aeruginosa
répond a des comportements hétérogénes dépendants de la souche considérée. Bien que sa
croissance planctonique soit faible, la souche ST111 possede la capacité de formation de
biofilm la plus élevée et I’activité métabolique globale la plus forte au sein du panel de souches
testé, associées a une charge de surface hétérogene. Bien qu’elles soient isogéniques, les
souches ST395P et ST395E montrent des capacités de croissance et de formation de biofilm
opposées mais des charges globales de surface similaires. Ces divergences peuvent étre mises
sur le compte de leur contenu génomique et micro-génomique distinct récemment décrit par
Luccheti-Miganeh et al. (2014). Les souches D1 et D2, toutes deux isolées d’cau thermale,

montrent des capacités de croissance et de formation de biofilms différentes mais une activité
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métabolique globale similaire. A I’inverse, les souches E1 et E6, isolées respectivement d’eau
potable (réseau de ringage) et d’eau thermale (poste de soins) et présentant des codes MLVA
similaires, se développent et forment du biofilm a des niveaux identiques et présentent une
activité métabolique similaire. Ces résultats suggeérent qu’un comportement observé pour une
souche ne peut étre généralisé a I’espece et que la diversité de croissance planctonique et de
formation de biofilm peut étre due a une diversité genétique naturelle ou a des pressions de
sélection liées a I’environnement. Cette diversité de comportements a déja été décrite pour le
développement de biofilm de souches de P. aeruginosa de différentes origines cliniques
(Nagant et al., 2010 ; Sanchez et al.,2013).

Tout en prenant en compte les apports en ions provenant du milieu minimum M63, une
influence significative du contenu minéral naturel des eaux utilisées a été observée sur le
développement de P. aeruginosa. Les paramétres biologiques mesurés (IC, IB et dans une
moindre mesure I'ITAMB) sont corrélés négativement avec les concentrations en Ca?*, Mg?*, CI-
et HCOs". Néanmoins, des corrélations positives ont pu étre observées entre ces parametres et
les concentrations en Na*, K* et NOs’, soulignant 1’action spécifique de certains ions dans la
croissance et la capacité de formation de biofilm de P. aeruginosa. L’influence de la
minéralisation sur la formation de biofilm est similaire a celle sur la concentration en ATP des
populations de P. aeruginosa adhérées a la surface des peignes. L’activité métabolique globale
ne peut étre reliée directement a un nombre de cellules en raison de la non-uniformité de la
concentration en ATP des cellules bactériennes. La concentration en ATP intracellulaire des
cellules bactériennes est fortement dépendante de leur état métabolique, ce dernier étant
particulierement hétérogéne dans un contexte tel que celui du biofilm (Hammes et al., 2010).
D’autre part, cet indicateur global de I’activit¢ métabolique n’est pas assez précis dans ces
conditions expérimentales pour déterminer si la minéralisation influence la taille ou 1’activité
de la population adherée formant le biofilm ou agit sur une voie biologique particuliére.
L’influence de la minéralisation par I’intermédiaire des ions est donc suspectée d’agir a
différents niveaux. Elle peut ainsi agir sur des mécanismes passifs, telles que les interactions
physicochimiques induites entre les ions et la surface bactérienne, ou sur des mécanismes actifs

tels que I’induction de voies de biosynthéeses spécifiques.

Concernant les mécanismes passifs, il est considéré que la charge de surface des cellules
bactériennes joue un role significatif dans les premiéres étapes de leur adhésion a une surface,
adhésion décrite par la théorie de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO). Cette théorie
résume les interactions totales induites entre une surface et une bactérie a la somme des forces
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de van der Waals et des interactions électrostatiques. En suspension, les bactéries ont
généralement une charge de surface négative a pH neutre due a 1’état d’ionisation des
composants de leur paroi cellulaire tels que des groupements carboxyles ou phosphates
(Habimana et al., 2014). La valeur de la charge de surface bactérienne dépend de ’espéce ou
de la souche considérée (Goulter et al., 2009) et peut étre influencée par la sécrétion
d’exopolymeres (Tsuneda et al., 2004 ; Planchon et al., 2013) ou par les forces ioniques
inhérentes au milieu (Kumar et Ting, 2013 ; Harimawan et al., 2011). Toutes les souches testées
ont une charge de surface globale négative avec un potentiel z&ta moyen compris entre -26 mV
et -19 mV, excepté pour la souche ST111 qui présente un potentiel zéta moyen proche de -12
mV. Leur charge de surface globale décroit avec 1’augmentation de la force ionique du milieu.
Il est communément accepté que, dans des conditions de forces ioniques élevées, I’importante
adsorption des cations a la surface des cellules chargées négativement conduit a une réduction
des forces de répulsions et de la barriere énergétique favorisant ainsi I’adhésion. A I’inverse,
I’adsorption réduite de cations dans des conditions de forces ioniques faibles conserve les forces
de répulsion et la barriere énergétique initiales ne favorisant pas 1’adhésion (Hori et Mastumoto,
2010). Les ions adsorbés a la surface des cellules peuvent également avoir un effet inverse sur
I’adhésion en masquant des éléments impliqués dans 1’adhésion de la bactérie a une surface.
Les interactions passives entre les ions et la surface des cellules bactériennes ne sont pas
suffisantes pour expliquer la divergence des profils de formation de biofilm obtenus selon les

conditions de minéralisation.

L’ hétérogénéité de la charge de surface globale observée pour la souche ST111 en
conditions de minéralisation faible et forte peut relever de mécanismes actifs contribuant aux
capacités de la souche a former du biofilm. Cette hétérogénéité de potentiel zéta peut étre la
conséquence d’une expression hétérogéne de polymeéres a la surface des bactéries. En effet, une
hétérogénéité de potentiel zéta a été rapportée dans la littérature scientifique pour 1’espéce
Enterococcus faecalis (Van Merode et al., 2006). Elle a pu étre reliée a une surexpression des
pili des sous-populations les plus fortement chargées négativement et corrélée a des capacités
de formation de biofilm élevées (Tariq et al., 2012). Dans le cas de P. aeruginosa, ces relations

nécessitent d’étre caractérisées a 1’échelle de la sous-population.

Certains ions typiques des eaux minérales naturelles et plus spécifiquement Ca®* et

Mg?*, ont été identifiés comme des signaux environnementaux modulant la formation de
biofilm. Guraguain et al. (2013) ont démontré que 1’homéostasie du calcium joue un réle clé
dans la mobilité de type «swarming» chez P.aeruginosa et ont identifié certains des
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mécanismes et des protéines requis pour le maintien de cette homéostasie. Patrauchan et al.
(2007) ont montré qu’une concentration en Ca®* de 10 mM favorise la production de biofilm
de la souche mucoide FRDL1 et de la souche de référence non-mucoide PAO1 en stimulant la
production d’alginate, la sécrétion de protéines extracellulaires et d’autres éléments non-
identifiés. D’autre part, Mulcahy et Lewenza (2011) ont rapporté que la limitation en Mg?* agit
comme un signal environnemental qui stimule le développement de biofilm de P. aeruginosa
via I’inactivation du répresseur de formation de biofilm RetS. L’analyse en composantes
principales a montré ici que plus les concentrations en Ca®* et en Mg?* sont élevées plus la
formation de biofilm est faible ce qui est en désaccord avec les observations faites par
Patrauchan et al. (2007) mais en accord avec les constations de Mulcahy et Lewenza (2011). Il
est important de souligner que ces deux études ont été menées dans des milieux de cultures
supplémentés avec un unique ion apporté en concentration contrélée. Dans ces conditions, les
actions synergiques ou antagonistes pouvant avoir lieu entre les ions dans des milieux a la
minéralisation complexe, tels que les eaux minérales naturelles, ne peuvent étre observees. De
plus I’importance des contre-ions n’a pas été étudi¢e. Dans les eaux minérales naturelles des
anions, tels que NOs’, SO4* et HCO3, peuvent agir comme agents chélateurs d’éléments
indispensables a la formation de biofilm tel que le fer. Les différences de pigmentation arborées
par certaines souches dans les trois conditions de minéralisation contenant des concentrations
en fer total identiques révelent des différences de production de pigments. Cette pigmentation
est suspectée d’interférer avec les mesures de biomasse planctonique basées sur la densité
optique, phénomene notamment rapporté pour des microalgues (Griffiths et al., 2011). Cette
interférence peut masquer la corrélation attendue entre la croissance planctonique et les
capacités de formation de biofilm, corrélation précédemment decrite dans le cas de

Pseudomonas fluorescens (Sommer et al., 1999 ; Chen et al., 2010).

Les résultats obtenus dans cette partie montrent que les souches de P. aeruginosa
étudiées ici ne présentent pas les mémes capacités de formation de biofilm : la souche
environnementale ST111 isolée d’eau potable a été identifiée comme fortement productrice de
biofilm. Une influence de la minéralisation sur ses capacités de formation de biofilm a
également été mise en évidence avec une formation favorisée en eau faiblement minéralisée,
défavorisée en eau moyennement minéralisée et fortement defavorisée en eau fortement
minéralisée. L’effet de la minéralisation sur la charge de surface globale des cellules
bactériennes ne suffit pas a expliquer les différences de formation de biofilm observées et

suggere I’implication de mécanismes actifs dépendants de I’activité bactérienne.
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Quatriéme partie :
Influence de la minéralisation sur les
principaux mécanismes bactériens
impliqués dans la formation du biofilm de

P. aeruginosa.
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|. Introduction.

La formation de biofilm est communément décrite comme un processus séquentiel basé
sur un modele de développement comprenant des €tapes d’adhésion, de maturation et de
dispersion (Costerton et al., 1995). Dans un premier temps relativement court, I’adhésion est
principalement régie par des interactions physiques et chimiques telles que des interactions
¢lectrostatiques ou des forces hydrophobes avant 1’intervention, dans un second temps, de
mécanismes biologiques. L’étape d’adhésion précoce, appelée adhésion réversible, est
caractérisée par 1’établissement d’interactions transitoires entre la bactérie et la surface,
supportées pour partie par des comportements de mobilité spécifique, le tout contribuant a
I’exploration des surfaces rencontrées (Conrad, 2012). La syntheése d’exopolymeéres est induite
par ces contacts entre bactérie et surface et conduit au passage de 1’adhésion réversible a
I’adhésion irréversible. En effet, les exopolymeres, dont les exopolysaccharides, agissent
comme des composés adhésifs renforcant 1’attachement des cellules bactériennes (Wei et Ma,
2013). L’augmentation de la synthése d’exopolymeéres contribue au développement de la
matrice extracellulaire dont I’expansion aboutie a I’inclusion des macrocolonies formées par
multiplication des bactéries initialement présentes. L’ensemble de ces éléments adopte une
organisation stratifiée et acquiert une structure tridimensionnelle complexe au cours de la
maturation du biofilm (Barken et al., 2008). L’¢tape de développement final du cycle est la
phase de dispersion caractérisée par la libération d’individus mobiles capables de coloniser de

nouvelles surfaces (Kaplan, 2010).

Le développement de biofilm peut également étre supporté par des mécanismes
bactériens initialement impliqués dans la virulence. P. aeruginosa a la faculté de produire des
pigments bactériens, dont un sidérophore, la pyoverdine, et une phénazine, la pyocyanine, qui,
en plus de lui conférer une coloration vert-jaune considérée comme typique de 1’espéce,
possédent plusieurs fonctions. La pyoverdine est definie comme un composé diffusible
impliqué dans la capture et le transport du fer notamment grace a une forte affinité (K= 10%
M) pour cet élément (Schalk et al., 2011). La pyoverdine joue également un role dans la
virulence et la communication intercellulaire chez P. aeruginosa (Beare et al., 2003). La
pyocyanine est quant a elle décrite comme un métabolite secondaire de couleur bleu-vert
présentant des propriétés redox liées a sa nature de donneur/accepteur d’électrons. La
pyocyanine est initialement impliquée dans la génération de stress oxydatif par la production

d’especes réactives de I’oxygene (Dietrich et al., 2006). Un rdle dans 1’acquisition du fer a

120



Partie 4

récemment été attribué aux phénazines, et dans une moindre mesure a la pyocyanine, du fait de
leur capacité a réduire, par transfert d’électron dans le milieu extracellulaire, Fe®* sous sa forme

Fe?* biologiquement disponible (Wang et al., 2011).

L’influence de la qualité des eaux minérales naturelles sur les capacités de formation de
biofilm de 24 h de P. aeruginosa a été étudiée dans la partie 3. Les interactions passives induites
entre la surface et les cellules bactériennes n’ont pas été retenues comme un facteur clé dans
cet effet, bien que la charge globale de surface des cellules bactériennes soit influencée par la
minéralisation. Cette partie se concentre donc sur 1’évaluation de I’impact de la minéralisation
sur les trois mécanismes bactériens connus comme étant impliqués dans les premieres étapes
de formation du biofilm de P. aeruginosa. L’effet du contenu minéral de trois eaux minérales
naturelles a ainsi été testé (i) sur les trois principaux types de mobilité possédés par P.
aeruginosa, soient le « swarming », le « swimming » et le « twitching », supportés par les pili
de type IV et un flagelle fonctionnel (Conrad, 2012), (ii) sur la synthése des trois
exopolysaccharides produits par P. aeruginosa, 1’alginate étant majoritairement produit par les
souches cliniques et le Pel (Pellicle locus) et le Psl (Pseudomonas synthesis locus) par les
souches environnementales (Friedman et Kolter, 2004) et (iii) sur la production de la
pyoverdine et de la pyocyanine, deux pigments bactériens agissant comme facteurs de
virulence. Ces parameétres biologiques ont ét¢ mesurés pour neuf souches d’origine clinique,

environnementale ou thermale.
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Il. Matériel et méthodes.

1. Souches, conditions de culture et qualité des eaux minérales naturelles
utilisées.

Voir Partie 2 I1.1 et 2, I11.1 — tableau 17 et 111.2 — tableau 19.

2. Evaluation des capacités de mobilité.

2.1 Mobilité de type « swarming ».

Les essais d’évaluation des capacités de mobilité de type « swarming » ont éte effectués
dans trois conditions de minéralisation. Un milieu de base concentré a 5X (64,0 g de
Na2HPO4.7H20, 15,0 g de KH2PO4, 2,5 g de NaCl et 2,5 % d’agar pour 1 L d’ecau
déminéralisée) a été dilué cinq fois en eau faiblement, moyennement ou fortement minéralisée,
préalablement préchauffée 2 h a 60 °C de facon a éliminer leur flore autochtone, et a été
supplémenté en glucose a 0,2 %, en acides casamines a 0,5 % et en MgSQO4 1 mM (Caiazza et
al., 2007). Les boites de Pétri ont été remplies de 20 mL de milieu et séchées a 1’air libre en
conditions stériles sous un poste de sécurité microbiologique avant leur utilisation.
L’inoculation a été effectuée par dépdt au centre de la boite de 2,5 uL d’une culture de
P. aeruginosa en LB. Aprés 24 h d’incubation a 37 °C, le diamétre de la zone de migration a
été mesuré a sa section la plus large. Trois réplicats biologiques indépendants ont été réalisés
par condition testée.

2.2 Mobilité de type « swimming ».

Les essais d’évaluation des capacités de mobilité de type « swimming » ont été effectués
dans trois conditions de minéralisation. Un milieu de base concentré a 5X (50 g de peptone, 25
g de NaCl et agar a 1,5 % pour 1 L d’eau déminéralisée) a été dilué cing fois dans les eaux
faiblement, moyennement ou fortement minéralisées, préalablement préchauffées 2 h a 60 °C
de fagon a éliminer leur flore autochtone, et a été supplémente en glucose a 0,2 % (Mulet et al.,
2013). Les boites de Pétri ont été remplies de 20 mL de milieu et séchées a 1’air libre en
conditions stériles sous un poste de sécurité microbiologique avant leur utilisation. Pour
chacune des souches, une colonie a été inoculée au centre de la boite avec un cure-dent stérile.
Apreés 24 h d’incubation a 30 °C, le diamétre de la zone de migration a été mesuré a sa section

la plus large. Trois réplicats biologiques indépendants ont été réalisés par condition testée.
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2.3 Mobilité de type « twitching ».

Les essais d’évaluation des capacités de mobilité de type « twitching » ont été effectués
dans trois conditions de minéralisation. Un milieu de base concentré a 5X (125 g de LB et agar
a5 % pour 1 L d’eau déminéralisee) a été dilué cing fois en eau faiblement, moyennement ou
fortement minéralisée préalablement préchauffée 2 h a 60 °C de facon a éliminer leur flore
autochtone. Les boites de Pétri ont été remplies de 20 mL de milieu et séchées a I’air libre en
conditions stériles sous un poste de sécurité microbiologique avant leur utilisation. Pour
chacune des souches, une colonic a été inoculée a travers la gélose a 1’aide d’un cure-dent
stérile. Apres 24 h d’incubation a 37 °C, la gélose a été délicatement retirée pour rendre
accessible le halo transparent correspondant a la zone de migration et permettre le marquage au
cristal violet pendant 30 s a température ambiante. L. excés de coloration a été rincé a 1’eau et
le diamétre de la zone de marquage a été mesuré a sa section la plus large. Trois réplicats

biologiques indépendants ont été réalisés par condition testée.

3. Synthese d’exopolysaccharides.

3.1 Synthése globale : test rouge congo.

Le test rouge congo a été réalisé dans trois conditions de minéralisation a partir d’un
milieu de base concentré a 5X (bactotryptone a 5 % et agar a 5 % pour 1 L d’eau déminéralisée)
dilué cing fois en eau faiblement, moyennement ou fortement minéralisée préalablement
préchauffée 2 h a 60 °C de facon a éliminer leur microflore autochtone. Du rouge congo
concentré a 0,4 mg/L et du bleu de coomassie concentré a 0,2 mg/L ont été ajoutés dans le
milieu avant d’en couler 1 mL dans chacun des puits d’une microplaque 24 puits. Apres
séchage, pour chacune des souches, 2,5 uL de culture de P. aeruginosa en LB ont été déposeés
au centre de la gélose avant 48 h d’incubation a 30 °C. Trois réplicats biologiques indépendants

ont été réalisés par condition testée.

3.2 Expression  des génes impligués dans la  synthese
d’exopolysaccharides : extraction d’ARN et qRT-PCR.

Des milieux M63 basés sur la dilution de M63 10X (20 g de (NH4)2SOa4, 30 g de KH2PO4
and 70 g de KzHPOs4 pour 1 L d’eau déminéralisée) en eau faiblement, fortement ou
moyennement minéralisée et supplémentés a 0,5 % en acides casamines, a 0,2 % en glucose et
a 1 mM en MgClI2 ont été inoculés & DOsoonm 0,1 & partir d’une culture en LB obtenue aprés

incubation pendant une nuit a 37 °C des souches ST111, D1 et E1. Pour chacune des conditions
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expérimentales, la phase de croissance exponentielle des différentes cultures a été atteinte apres
7 h d’incubation a 37 °C. Aprés centrifugation des cultures et élimination du surnageant, les
culots ont été congelés a 1’azote liquide avant d’étre conservés a -80 °C. Pour chacun des culots,
I’ARN a été extrait selon les instructions du protocole du kit d’extraction (Promega, USA) en
conditions exemptes de RNase. La concentration et I'intégrit¢é de I’ARN extrait ont été
respectivement vérifiées par mesure a I’aide d’un NanoDrop (Thermo Scientific, USA) et
migration sur gel d’agarose. Une étape supplémentaire de purification et de concentration de
I’ARN extrait a été effectuée si nécessaire a I’aide du kit RNeasy® mini kit (Qiagen, Norvege).
Une gRT-PCR a été réalisée en deux étapes sur les échantillons d’ARN : pour chaque
¢échantillon, 2 ug d’ARN ont été mélangés a 50 ng d’amorces de séquence aléatoire sous forme
d’hexameéres, 1 uL de ANTP a 10 mM, 2 pL de DTT a 0,10 M et 1 uL de reverse transcriptase
superscript III. La transcription inverse a ét¢ réalisée par des étapes successives d’incubation
de 10 min a 25 °C, 50 min a 50 °C et 5 min a 85 °C. L’élimination des derniéres traces d’ARN
a été garantie par I’ajout de RNase H et une étape d’incubation finale de 20 min a 37 °C. Les
produits obtenus a 1’issue de la transcription inverse ont ét¢ amplifiés par PCR quantitative en

utilisant de I’ADN ribosomal 16S comme gene de référence.

4. Facteurs de virulence: mesure de la production de pyoverdine et de

pyocyanine.

Des cultures de P. aeruginosa incubées pendant la nuit a 37 °C en milieu LB ont été diluées
a DOsoonm 0,1 dans 10 mL de milieu minimum M63 préparé comme décrit ci-dessus en 3.2. La
concentration en fer total des milieux M63 modifiés a été évaluée a 310 pg/L par spectrométrie
de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) suivant la norme NF EN 1SO 17294-2 (T90-
164) (Inovalys-Nantes laboratory, France). Aprés 24 h d’incubation a 37 °C, les cultures ont
été centrifugées 10 min a 7 000 g puis les surnageants ont été filtrés a 1’aide d’un filtre seringue
0,2 um. L’élimination des bactéries a été vérifiée par étalement de 0,1 mL de surnageant sur
milieu sélectif incubé 24 h a 37 °C. Les surnageants filtrés ont été analysés par
spectrophotométrie  UV-visible (UVIKON XS, SECOMAM, France). Les valeurs
d’absorbances mesurées a 400 nm et a 691 nm, correspondant respectivement a la longueur
d’onde d’absorbance maximale de la pyoverdine (Meyer et al., 1978) et de la pyocyanine (Das

et Manefield, 2012), ont été relevées.
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5. Analyses statistiques.

D’aprés le test de Shapiro-Wilks, les données obtenues ne suivaient pas une distribution
normale. Le test non parametrique de Kruskall-Wallis a donc été appliqué et complété par le
test de Dunn pour déterminer la significativité de I’influence de la minéralisation et de I’effet
de la diversité des souches. Une analyse en composantes principales a été effectuée dans le but
d’étudier les corrélations entre le contenu minéral naturel des eaux testées et la production de
pyoverdine ou de pyocyanine. Tous les tests statistiques ont été réalisés avec un niveau de
significativité a de 0,05 a I’aide du logiciel XLSTAT 2012 (Addinsoft SARL, France).
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I1l. Résultats.
1. Capacités de mobilité.

Bien que le test non paramétrique utilisé pour I’analyse statistique ne soit pas assez puissant
pour proposer une classification des souches selon la taille de leur zone de migration, illustrée
en figure 23, un comportement souche dépendant (p< 0,0001) a pu étre observé (figure 24). Les
souches ST111 et ST395P présentent des capacités de mobilités restreintes : la taille de leur
zone de migration est inférieure a 1 cm quel que soit le type de mobilité considéré (figure 24).
A T’inverse la souche de référence PAO1 et les souches El et E6 présentent des capacités de
mobilité élevée : la taille de leur zone de migration est supérieure ou égale a 2 cm pour les trois
types de mobilité testés. Les souches isogéniques ST395P et ST395E présentent des capacités
de mobilitée réduites, excepté pour la mobilité de type « swarming ». De la méme facon, les

souches d’origine thermale D1 et D2 présentent des capacités de mobilité similaires.

Aucun impact significatif de la minéralisation n’a pu étre observé sur la mobilité de type

« swarming » (p=0,072), « swimming » (p=0,879) ou « twitching » (p=0,101) (figure 24).

Swarming Swimming Twitching
ST111 E6 ST111 E6 ST111 E6
Faible |
\\
f\'i e J,.f" ASHURE
Moyenne
Forte

Figure 23 : Zone de migration des souches ST111 et E6 présentant des capacités de mobilité opposées selon d’une
part le type de mobilité, indiqué en haut de la figure, et d’autre part la condition de minéralisation spécifiée a
gauche de la figure.
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Figure 24 : Evaluation des capacités de mobilité des souches de P. aeruginosa : taille de la zone de migration sur des milieux spécifiques a chacune des mobilités de type
« swarming » (sa), « swimming » (si) ou « twitching » (tw) selon la condition de minéralisation. Les barres d’erreurs correspondent aux écarts-types.
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2. Capacité de synthése des exopolysaccharides : test rouge congo et gRT-PCR.

L’influence du contenu minéral naturel des eaux testées a été étudiée sur les capacités de
synthése d’exopolysaccharides des souches de P. aeruginosa, d’une part a 1’échelle
phénotypique (figure 25A) et d’autre part a 1’échelle transcriptomique (figure 25B). Dans ce
dernier cas, I’expression des génes algU, pelB et pslA codant pour des enzymes respectivement
indispensables a la biosynthése de 1’alginate, du Pel et du Psl a été évaluée par qRT-PCR pour
les souches ST111, D1 et E1 (figure 25B). La souche ST111 a été choisie en raison de son
caractere de fort producteur de biofilm tandis que les souches E1 et D1 ont été choisies pour
leurs origines environnementales. Le niveau d’expression des génes testés a été évalué sur des
cultures bactériennes en phase de croissance exponentielle de facon a obtenir un ratio nombre
de cellules/contenu en ARN des cellules performant. Bien qu’aucun effet souche n’ait pu étre
observé a 1’échelle phénotypique, une différence d’expression des génes testés est visible entre
les souches (figure 25B). La souche ST111 présente des niveaux d’expression plus élevés pour
algU, pelB et pslA a I’inverse de la souche D1 qui présente les niveaux les plus faibles parmi

les trois souches testées, ces différences d’expression étant plus marquées pour pslA.

Pour ces trois souches, aucune influence du contenu minéral des eaux testées n’est visible,

tant a I’échelle phénotypique qu’a 1’échelle transcriptomique (figure 25B).
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Figure 25 : Influence du contenu minéral naturel des eaux testées sur la production d’exopolysaccharides des
souches ST111, D1, et E1 (A) a I’échelle phénotypique globale et (B) a I’échelle transcriptomique par évaluation
du niveau d’expression des génes algU, pelB et pslA.

3. Facteurs de virulence : production de pyoverdine et de pyocyanine.

Des differences de pigmentation allant du jaune-vert au vert foncé ont pu étre observées
pour des cultures de 24 h des souches du panel selon les conditions de minéralisation, chacune
de ces conditions présentant une concentration en fer total identique. Des différences
significatives ont été observées entre les souches pour les mesures de DOaoonm (p <0,0001),
caractéristiques de la pyoverdine (figure 26A), et pour les mesures de DOsoinm (p <0,0001),
caractéristiques de la pyocyanine (figure 26B). Bien que le test non paramétrique utilisé pour
I’analyse statistique des données ne soit pas assez puissant pour proposer une classification des
souches selon leur niveau de production, des comportements spécifiques sont notables. Les
souches ST395P et ST111 présentent les mesures de DOaoonm les plus faibles du panel quelle
que soit la minéralisation considérée. Les autres souches testées présentent des profils similaires
pour les trois conditions de minéralisation, excepté la souche de réference PAOL qui présente
des valeurs plus élevées en minéralisation faible (figure 26A).

En ce qui concerne les mesures de DOsoinm, deux groupes de souches se distinguent : les
souches ST395P, ST111, ST395E, D2 et D1 présentent des mesures inférieures ou proches de
0,1 quelle que soit la minéralisation considérée tandis que les autres souches présentent des
mesures proches ou supérieures a 0,2 en condition de minéralisation faible. La souche MLM

présente un comportement incertain du fait de I’importante variabilité entre les réplicats réalisés
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(figure 26B). La souche PAO1 est la seule souche présentant des mesures de DOsgginm

supérieures a 0,3 en condition de minéralisation faible (figure 26B).

Un impact significatif du contenu minéral des eaux testées sur les mesures de DOaoonm @ pu
étre mis en évidence. Les valeurs obtenues en condition de minéralisation faible étaient
significativement plus faibles que celles obtenues en conditions de minéralisation moyenne et
forte (p< 0,0001) (figure 26A). Les valeurs obtenues dans ces deux conditions ne présentaient
pas de différence significative entre elles (p=0,808). La présence de pyoverdine libre dans les
surnageants de culture apreés filtration a été confirmée par observation de la fluorescence sous
lumiére ultra-violette (figure 27). Les surnageants obtenus en conditions de minéralisation
moyenne et forte présentaient une forte intensité de fluorescence comparés a ceux obtenus en

condition de minéralisation faible.

Un effet significatif de la minéralisation sur les mesures de DOso1nm a également été souligné
avec des valeurs significativement plus élevées en minéralisation faible qu’en minéralisations
moyenne et forte (p< 0,0001), sans différence significative entre ces dernieres (p=0,390) (figure
26B).
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Figure 26 : Influence du contenu minéral naturel des eaux sur (A) la production de pyoverdine par mesure de
I’absorbance a 400 nm et (B) la production de pyocyanine par mesure de 1’absorbance a 691 nm. Les barres
d’erreurs correspondent aux écarts-types.
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Figure 27 : Surnageants des souches ST111 et PAO1 obtenus aprés 24 h d’incubation a 37 °C en condition de
minéralisation faible, moyenne ou forte : (A) pigmentation naturelle et (B) fluorescence sous UV.

4. Liens entre le contenu minéral naturel des eaux et la production de pyoverdine
et de pyocyanine : analyse en composantes principales.

Une analyse en composantes principales (ACP) incluant les caractéristiques physicochimiques
des milieux M63 préparés dans les trois eaux minérales et prenant en compte les concentrations
des ions Ca?*, Mg?*, Na*, K*, CI, NO3, SO4* et HCOs™ et les niveaux de production de
pyoverdine (PVD) et de pyocyanine (PCN) a été effectuée. Les coefficients de corrélation entre
les éléments testés proviennent de la matrice de corrélation de Pearson associée a I’ACP
(tableau 24).
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Aucune corrélation significative n’a pu étre mise en évidence entre le niveau de
production de PCN et les concentrations en ions des eaux. A I’inverse, le niveau de production
de PVD montre des corrélations positives avec les concentrations en Ca?*, Mg?*, CI-, SO+ et

HCOs" et des corrélations négatives avec les concentrations en Na*, K* et NOs™ (tableau 24).

Tableau 24 : Matrice de corrélation de Pearson. Les valeurs inscrites en gras indiquent des facteurs de corrélations
significatifs entre les parametres testés.

Variables PVD PCN
PVD 1 0,188
PCN 0,188 1
Ca?* 0,456 0,008
Mg?* 0,513 0,019
Na* -0,570 -0,035

K* -0,571 -0,052
crr 0,565 0,033
NOs -0,566 -0,053
SO* 0,306 0,013
HCOy 0,580 0,040
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V. Discussion.

L’influence du contenu minéral naturel des eaux sur I’induction de mécanismes
bactériens connus comme étant impliqués dans la formation précoce du biofilm de
P. aeruginosa a été étudiée dans cette partie. Les comportements de neuf souches d’origine
diverse ont été évalués pour les capacités de mobilité, de synthése d’exopolysaccharides et de

production de facteurs de virulence.

Les résultats obtenus pour chacun de ces éléments et pour la capacité de formation du
biofilm de chacune des souches peuvent étre comparés. Dans la partie 3, les différences
significatives de formation de biofilm observées entre les souches toute minéralisation
confondue a conduit a leur classification en trois catégories. La catégorie A regroupe les
souches MLM, D2 et ST395E faiblement productrices de biofilm, la catégorie B réunit les
souches E6, PAO1, E1, D1 et ST395P présentant des capacités de formation de biofilm
modéreées et la catégorie C comprend uniquement la souche ST111 fortement productrice de
biofilm. La comparaison montre qu’aucune des trois catégories de formation de biofilm ne peut
étre reliée a un comportement de mobilité ou de production de facteurs de virulence en
particulier. La combinaison de ces parameétres bacteriens définit un profil biologique pour
chacune des souches testées (tableau 25). Aucune catégorie de formation de biofilm n’est

strictement définie par un profil biologique spécifique.

Tableau 25 : Catégorie de formation de biofilm et profil biologique toute minéralisation confondue pour chacune
des souches du panel.

Profil biologique
Catégorie de

Souche formation Mobilité Facteurs de virulence
de biofilm Swarming Swimming Twitching Pyoverdine Pyocyanine

MLM A - - - n :
D2 A + - - + -
ST395E A + ; . 4 .
E6 B + + + + +
PAO1 B + + + + +
El B + + + + +
D1 B - - - + -
ST395P B - - - - -
ST111 c - - - - -

Mobilité : - <0,2cm; +>0,2cm
Pyoverdine : -<2;+>2
Pyocyanine : - < 0,10 ; + > 0,10
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Le profil biologique de ST111 est cohérent avec son comportement d’implantation : des
capacités de mobilité¢ réduites associées a de fortes capacités d’expression des genes codant
pour des enzymes indispensables a la synthése d’exopolysaccharides et a une charge de surface
favorable a 1’adhésion sont susceptibles d’expliquer ici ses fortes capacités de formation de
biofilm.

Le profil biologique de ST111 concorde avec celui défini pour des isolats de P. aeruginosa
isolées de bactériémies et qualifiées de « a haut risque » du fait de leurs propriétés de résistance
aux antibiotiques élevées. Mulet et al. (2013) montrent que ces isolats sont caractérisés par des
capacités de formation de biofilm élevées, associées a des capacités de mobilité et de production
de pyoverdine et de pyocyanine limitées et a une fréquence de mutations spontanées élevee.
Bien que les conditions expérimentales de cette étude different de celles menées ici, ces
similarités, combinées a 1’origine hospitaliére de ST111, soulévent la question de ses capacités
de résistance aux séquences de nettoyage et de désinfection pratiquées dans les réseaux de

distribution d’eau thermale.

L’influence des minéraux sur I’induction de mécanismes bactériens impliqués dans la
formation du biofilm de P. aeruginosa n’est rapportée que pour un nombre limité d’ions avec
un intérét plus particulier pour 1’influence des cations Ca?* et Mg?*. L’effet des concentrations
en Ca®* sur linduction de la mobilit¢ de type «swarming» et de la synthése
d’exopolysaccharides a été respectivement décrit par Guraguain et al. (2013) et Patrauchan et
al. (2007). Ces effets ont été rapportés pour des concentrations en Ca?*, d’approximativement
5 mM et 10 mM, proches de celles retrouvées dans les eaux minérales naturelles testées. Les
tests menés dans notre étude, caractérisée par un milieu minéral complexe, ne montrent aucun
effet significatif de la minéralisation sur la mobilité ou la synthése d’exopolysaccharides par
les souches de P. aeruginosa étudiées. Les études citées ici ont démontré 1’influence d’un
unique ion apporté en concentration controlée dans un milieu de culture. L’action spécifique de
cet ion est susceptible d’étre masquée par des effets synergiques ou antagonistes pouvant avoir
lieu entre les multiples ions contenus dans les eaux minérales naturelles utilisées ici. De plus,

I’effet des contre-ions n’a pas été pris en compte.

Contrairement a la mobilité et a la synthése d’exopolysaccharides, une influence
significative du contenu minéral des eaux a été observée sur la production de facteurs de
virulence. L’action spécifique de certains ions sur la production de pyoverdine (PVD) a pu étre
mise en évidence. Des corrélations positives ont été observées entre la production de PVD et
les concentrations en CI-, SO4* et HCOs". Une des hypothéses envisagée pour expliquer ces
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corrélations est relative a la biodisponibilité du fer. En effet, il est notoire que CI et SO4*
possédent de fortes propriétés de complexation du fer, au méme titre que les anions OH- et PO4*
(Smith et Martell, 1989). Des propriétés chélatrices du fer ont également été rapportées pour
I’anion HCOs™ malgré sa faible affinité pour ce métal (Dumas et al., 2013). L’activité initiale
de la PVD ¢étant la capture et le transport de fer de I’environnement vers la cellule bactérienne,
des concentrations limitées en fer disponible régulent positivement la synthese de PVD chez P.
aeruginosa (Imperi et al., 2013). Les niveaux de production de PVD, plus élevés en conditions
de minéralisation moyenne et forte qu’en condition de minéralisation faible, peuvent étre
expliqués par une complexation du fer plus importante dans ces contextes. La concentration en
HCOs™ est par exemple jusqu’a 5 fois plus élevée dans les eaux moyennement et fortement
minéralisées. Cette hypothése de différence de complexation selon les conditions de
minéralisation est notamment appuyée par I’évaluation de la concentration initiale en fer,
identique dans les trois conditions testées (5.10° M), le fer étant apporté par la dilution d’un
milieu minimum. Cette concentration correspond a celle du fer libre dans 1’environnement

aérobie a pH neutre (Braun, 2001).

La complexation du fer par des éléments minéraux est susceptible d’affecter les
capacités de formation de biofilm de P. aeruginosa. La formation de biofilm requiére une
concentration en fer plus élevée que celle nécessaire a la croissance planctonique (Weinberg,
2004). Des concentrations en FeCls comprises entre 4 et 50 uM ont été rapportées comme
favorables au développement de biofilm par la souche de référence PAOL (Patriquin et al.,
2008). Des concentrations supérieures a 50 uM sont a I’inverse décrites comme défavorables a
la formation de biofilm (Yang et al., 2007), au méme titre que des concentrations inférieures a
1 UM qui inhibent la formation de biofilm en promouvant la mobilité de type « twitching » et
la production de rhamnolipides (Patriquin et al., 2008). Les capacités de formation de biofilm
et les niveaux de production de PVD suivent des évolutions inverses selon les conditions de
minéralisations suggérant que la limitation en fer disponible agit comme un signal
environnemental indiquant a la bactérie que les conditions de minéralisation moyenne et forte

ne sont pas appropriées a son implantation.

L’influence des minéraux sur la synthése de phénazines est également décrite dans la
littérature. L’expression de certains génes impliqués dans la synthése de phénazine peut ainsi
étre inhibée par des concentrations limitées en Mg?* (Guina, 2003) tandis qu’aucun effet sur la
synthése de pyocyanine (PCN) n’a été attribué a Ca®" dans le cas de culture de PAO1
(Patrauchan et al., 2007). La production de PCN ne présente ici aucune corrélation significative
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avec un ion en particulier malgré une influence significative de la minéralisation globale.
Comme évoquée précédemment, la complexité ionique des milieux utilisés est susceptible de

masquer 1’action spécifique liée a un unique ion tel que Mg?*,

Bien que les niveaux de production de PVD et PCN soient tous deux influences par la
minéralisation, leur évolution contraire est en accord avec une étude démontrant 1’effet
inhibiteur de la PCN sur I’expression de pvdA, gene impliqué dans la synthese de PVD (Dietrich
et al., 2006). Face a la forte dépense énergétique que constitue la production de PVD, la
synthése d’un facilitateur tels que PCN en supplément d’un systéme de capture et de transport
du fer présentant une plus faible affinité pour Fe®*, telle que la pyocheline, seconde famille de
sidérophores synthétisée par P. aeruginosa, peut étre plus appropriée pour la bactérie (Dumas
etal., 2013).

En plus de son influence sur la synthése de PVD, le niveau de production de PCN
présente des évolutions similaires a la capacité de formation de biofilm selon la condition de
minéralisation considérée. Cette relation est en accord avec une étude récente démontrant
I’implication de PCN sur la formation et le maintien du biofilm de P. aeruginosa (Das et
Manefield, 2012). L’oxydation de la PCN génére une augmentation du stress oxydatif par
production d’especes réactives de I’oxygéne telles que H202 dont la présence augmente la lyse
cellulaire. Une augmentation de la libération d’ADN extracellulaire (ADNe) résulte de cette
lyse malgre les stratégies de protection adoptées par la bactérie telles que la production de
catalase, enzyme dégradant le peroxyde d’hydrogéne, ou la production d’oxyde dismutase (Das
et Manefield, 2012). Les interactions physiques s’établissant entre la PCN et I’ADNe favorisent
la fixation de ce dernier a la surface des cellules bactériennes. Les modifications de surface
résultant de cette fixation augmentent 1’agrégation des cellules et leur adhésion promouvant
ainsi la formation de biofilm (Das et al., 2013). Le complexe PCN/ADNe agit également
comme élément support de la structure de la matrice extracellulaire en contribuant a la stabilité

des autres composés polysaccharidiques sécretes a la surface des cellules (Das et al., 2013).

Les résultats obtenus dans cette partie soulignent la difficulté d’expliquer la formation
et le développement de biofilm par le suivi de quelques parameétres biologiques. Cependant,
I’influence du contenu minéral naturel des eaux, observée précédemment sur les capacités de
formation de biofilm de P. aeruginosa, semble étre majoritairement liée a la biodisponibilité

du fer.
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La qualité de I’eau, illustrée par sa composition minérale, n’est pas le seul ¢lément
susceptible d’influencer la formation de biofilm dans un réseau de distribution d’eau thermale.
Les matériaux constitutifs de ces réseaux peuvent promouvoir ou inhiber I’implantation de la
bactérie selon leur nature et leurs caractéristiques physicochimiques. Cette influence peut avoir
un impact sur I’efficacité des séquences de nettoyage et de désinfection mises en place pour le

traitement de ces réseaux.
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Influence de la nature des matériaux sur les
capacités de P. aeruginosa a former du
biofilm et étude de ’efficacité de produits

de traitements.
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|. Introduction.

Du fait de leur utilisation thérapeutique et de leurs formes d’administration (inhalation,
aerosolisation, ingestion), les eaux thermales se doivent d’étre exemptes de microorganismes
pathogénes et sont a ce titre soumises a des contrbles de qualité microbiologique tres stricts. La
composition des eaux minérales naturelles est supposée étre constante et ne doit pas étre altéree
au cours de son exploitation (Petraccia et al., 2006). Le maintien de la qualité microbiologique
des eaux thermales ne peut donc pas étre assuré par la présence d’un désinfectant en
concentration résiduelle a I’image du chlore dans les réseaux de distribution d’eau potable. Les
seuls traitements de I’eau minérale naturelle autorisés, identiques a ceux utilisés par I’industrie
de I’embouteillage, sont restreints a I’élimination de certains constituants instables tels que le
fer, le manganése, 1’arsenic ou les composés sulfurés par filtration, décantation ou par
traitement a 1’aide d’air enrichi en azote. Pour atteindre le niveau de qualité microbiologique
exigé, I'utilisation d’un traitement de 1’eau par rayons ultra-violet ou par membranes filtrantes
est autorisée en amont des postes de soins (Popoff, 2010). Cependant, les principales mesures
appliquées, conformément a la réglementation, reposent sur des ségquences de nettoyage et de
désinfection des réseaux de distribution en dehors des périodes d’utilisation de 1’eau par les
curistes. Le nettoyage permet 1’élimination des dépdts organiques ou inorganiques,
généralement composés de carbonates de calcium et/ou d’hydroxydes de fer et de manganese
(DGS, 2000), susceptibles d’interférer avec les produits de désinfection et d’altérer leur
efficacité (McDonnell et Russell, 1999). La réglementation francaise autorise le recours a des
procédures de nettoyage physique, tels que 1’écoulement d’eau a 1 m/s ou I’utilisation d’obus
racleur, et a des procédures de nettoyage chimique utilisant des mélanges d’acide, de réducteur
et d’inhibiteur de corrosion (DGS, 2000). La désinfection est principalement réalisée via des
traitements thermiques ou chimiques basés sur I’utilisation de soude, de chlore ou de peroxyde
d’hydrogéne (DGS, 2000). A I’issue de chacune des séquences de nettoyage ou de désinfection,
les réseaux de distribution sont rincés avec de I’eau thermale ou de 1’eau potable jusqu’a

1’élimination compléte de toute trace de produits chimiques (DGS, 2000).

Ces séquences peuvent étre pratiquées en conditions dynamiques ou statiques. Les
conditions dynamiques sont caractéristiques des procédures de nettoyage en place (NEP)
définies comme le nettoyage et la désinfection d’éléments complets d’un réseau de canalisation
par la circulation d’eau et de produits chimiques sans démontage ou ouverture de ses éléments
constitutifs (Bremer et al., 2006). L’eau utilisée pour préparer et véhiculer les biocides utilisés

peut provenir d’un réseau de distribution paralléle a celui de 1’eau thermale, comme par
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exemple le réseau de distribution d’eau potable desservant 1’¢tablissement. La circulation de
I’eau dans le systéme peut suivre un circuit ouvert a 1’issue duquel 1’eau circulante est rejetée a
I’égout, ou un circuit fermé dans lequel 1’eau circulante est recyclée et réinjectée dans le
systéeme de nettoyage.

Les ¢léments de conception plus complexe sont susceptibles d’altérer ’efficacité du NEP
(Timperley, 1989), c’est pourquoi les pieces amovibles et démontables des postes de soins
subissent des traitements statiques. Ces derniers comprennent une étape de brossage lors du
nettoyage de facon a optimiser 1’élimination des dépdts minéraux suivie d’un ringage et d’une

désinfection par immersion dans des bains d’eau potable ou de solutions désinfectantes.

Les traitements sont appliqués en action préventive de fagcon a limiter tout risque de
contamination ou en action curative en réponse a une contamination constatée lors des
autocontroles effectués par 1’établissement thermal ou lors des contrdles réglementaires.
L’efficacité des séquences de nettoyage et de désinfection utilisées pour lutter contre les
contaminations dépend :

- des microorganismes concernés. Certaines espéces de microorganismes sont
douées d’importantes capacités de résistance. De la méme facon certains états metaboligues,
tels que I’état VBNC, sont susceptibles d’interférer avec le mode d’action des biocides.

- de la localisation des microorganismes dans le réseau de distribution.

- de la conception du réseau de distribution. L’existence de zones difficilement
accessibles par la solution de traitement ainsi que certains materiaux constitutifs des réseaux de
distribution peuvent interférer avec 1’action des biocides. Le cuivre a ainsi €té rapporté comme
diminuant 1’activité du chlore dans les réseaux de distribution d’eau potable (Lethola et al.,
2005).

- de la qualit¢ de I’eau circulante. La présence de matiére organique ou
inorganique est susceptible d’altérer I’efficacité des produits utilisés au méme titre que la
température ou le pH. Une température élevée est susceptible de dégrader les substances actives
des produits utilisés (Russell, 2003).

- des produits utilisés et de leurs conditions d’utilisation tels que leur
concentration, leur temps de contact ou le pH nécessaire a une action optimale de leurs

substances actives (Russell, 2003).

Malgre les actions préventives et/ou curatives mises en place pour lutter contre les
problémes de contaminations microbiologiques, plus de 80 % des établissements thermaux

francais ont été contaminés par L. pneumophila, Legionella spp. ou P. aeruginosa au cours de
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I’année 2001 (DGS, 2005). Sur I’ensemble de ces contaminations les deux tiers étaient dues a

la présence de P. aeruginosa principalement détectée au point d’usage (DGS, 2005).

Le développement de biofilms de P. aeruginosa dans les réseaux de distribution d’eau
thermale peut étre influencé par les parametres d’exploitation du réseau de distribution. Nous
avons mis en évidence dans la partie 3 que la minéralisation de 1’eau influence les capacités de
P. aeruginosa a former du biofilm. Il a ainsi été montré que les eaux peu chargées en minéraux
favorisent la formation de biofilm. L’action spécifique de certains ions a pu étre soulignée. Les
ions HCO3", SO4% et CI seraient impliqués dans la limitation de la biodisponibilité du fer,
élément essentiel a la régulation de mécanismes complexes intervenant dans la constitution des

biofilms de P. aeruginosa.

Pour compléter 1’étude de I’influence de 1’environnement propre au réseau de distribution
d’eau minérale naturelle sur le comportement de P. aeruginosa, 1’influence de matériaux
constitutifs des réseaux de distribution sur les capacités de formation de biofilms de

P. aeruginosa et I’efficacité d’une séquence de traitement ont été étudiées.

Ces essais ont été réalisés en condition de minéralisation forte a partir d’une eau minérale
naturelle embouteillée modélisant une eau thermale fortement minéralisee.
La souche ST111, identifiée préalablement comme la souche la plus fortement productrice de
biofilm du panel toute minéralisation confondue, a été utilisée pour ces essais.
Les biofilms de la souche ST111 ont été développés sur des coupons de 6 matériaux (cuivre,
inox 316 L, laiton, PVC-C, EPDM et PE) connus comme étant constitutifs des réseaux d’cau
potable ou d’cau thermale. Le cuivre, I’inox et le laiton sont plus particulierement
caractéristiques des canalisations et éléments de robinetterie tandis que les matériaux
organiques sont plus spécifiques des éléments constituants les points d’usage. L’effet des
matériaux sur le développement de biofilms par la souche ST111 a été évalué sur des biofilms
de 24 h.

L’efficacité d’une séquence de nettoyage et de désinfection a été étudiée sur les biofilms de
ST111 développés sur les différents matériaux évoqueés ci-dessus. Le traitement appliqué ici
(produits, temps de contact, rincages) correspond a une séquence de nettoyage et de
désinfection utilisée dans un établissement thermale et réalisée en conditions statiques pour le
traitement préventif d’éléments amovibles de postes de soins. Le but étant d’attester de son
efficacité en conditions réelles sur I’implantation de P. aeruginosa, I’action de la séquence de
nettoyage et de désinfection a été etudiée sur des biofilms de ST111 de 24 h, en raison de la

fréguence quotidienne des pratiques de traitements appliquées en établissement thermaux. Cette
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efficacité a été évaluée a court terme par I’étude du biofilm restant a I’issue immédiate de la
séquence de traitement et a plus long terme par le suivi de la recroissance du biofilm une

semaine apres traitement.

L’étude du biofilm dans ces conditions particuliéres a été réalisée comme précédemment
en utilisant un indicateur global de formation de biofilm (cristal violet) et un indicateur de
I’activit¢é métabolique globale au sein du biofilm (ATP intracellulaire) et en suivant la
production de pyoverdine et de pyocyanine en tant qu’indicateur de 1’état métabolique des
cellules bactériennes. Le développement du biofilm a la surface des matériaux a également été

étudié par observation au microscope électronique a balayage (MEB).
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II. Matériel et méthodes.
1. Coupons de matériaux : format et conditionnement.

Des coupons de cuivre, de laiton, d’acier inoxydable 316 L, de polyethyléne (PE), de
polychlorure de vinyle surchloré (PVC-C) et d’éthyléne-propyléne-diéne monomere (EPDM)
ont été utilisés. Les spécifications de chacun de ces matériaux sont détaillées dans le tableau
26. Deux types de coupons ont été utilisés pour chacun des materiaux : des coupons de forme
rectangulaire (64 mm x 40 mm) pour 1’étude de la formation de biofilm a I’interface air/liquide
(figure 28) et des coupons circulaires (@ 7 mm) adaptés a 1’observation en microscopie
électronique a balayage (figure 28). L’épaisseur des coupons métalliques est de 2 mm tandis

que celle des coupons de matériaux organiques est comprise entre 3 et 5 mm.

Les coupons des deux formats ont été nettoyés avant utilisation par immersion totale dans
un bain d’éthanol a 70 % pendant 10 min avant de subir une sonication d’une heure a 60 °C et
deux rincages successifs de 10 min par immersion totale dans de 1’eau déminéralisée stérile a
60 °C. Les coupons ont ensuite été séchés a I’air libre en conditions stériles sous poste de
sécurité microbiologique. L’efficacité du protocole de nettoyage a été évaluée en s‘assurant de
I’absence de flore aérobie revivifiable dans la derniére eau de ringage. A cet effet, 50 mL ont
été filtrés sur membrane 0,45 um incubées sur milieu PCA pendant 4 jours a 30 °C avant

dénombrement.

64 mm 7 mm

A
v

40 mm
7 mm

<+—>
.1335mm

Figure 28 : Cotes des coupons rectangulaires (PVVC-C) et des coupons circulaires utilisés dans cette étude.
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Tableau 26 : Spécifications réglementaires et caractéristiques de certains des matériaux utilisés dans cette étude.

Matériaux Spécifications Caractéristiques
réglementaires
Cuivre NF EN 1057 + Al Cu + Ag : 99,90 % min, Phosphore : 0,015 % - 0,040 %
(écroui®) Masse volumique : 8,9 g/cm?

Coefficient de dilatation entre 20 et 100 °C : 17.10°° m/m.K.
Conductivité thermique a 23 °C: 328 W/m.K.
Etat de surface/aspect visuel : lisse, rigide

Laiton NF EN 1652 Concentration maximale : Cu :65,5% ; Al : 0,02 % ; Fe : 0,05
CuzZn36 % ;Ni0,3% ;Pb:0,05%;Sn:0,1% ;Zn: 33,98 %
(écroui) Masse volumique : 8,4 g/cm?

Coefficient de dilatation entre 20 et 100 °C : 20.10°° m/m.K.
Conductivité thermique a 23 °C: 120 W/m.K.
Etat de surface/aspect visuel : lisse, rigide

Inox 316 L - 316 : plus résistant a la corrosion grace a I’ajout de 2 a 3 % de
molybdene dans sa formulation; L: formule pauvre en
carbone

Masse volumique : 7,9 g/cm®

Coefficient de dilatation entre 23 et 100 °C : 16,5.10° m/m.K.
Conductivité thermique a 23 °C : 15 W/m.K.

Etat de surface/aspect visuel : lisse, rigide

PVC-C sous avis technique : Taux de chlore > 60 % en masse (ISO 1158)
ATEC 14/08-1316 Masse volumique : 1450.10° — 1650.10°% g/cm?®
Coefficient de dilatation entre 20 et 100 °C : 65.10° m/m.K.
Conductivité thermique a 23 °C : 0,16 W/m.K.
Etat de surface/aspect visuel : lisse, rigide

PE500 anciennement Masse volumique : 1 g/cm?®
cestilene Coefficient de dilatation entre 20 et 100 °C: 150.10° m/m.K.
Conductivité thermique a 23 °C: 0,4 W/m.K.
Absorption d’eau a saturation dans 1’eau a 23 °C : 0,01 %
Etat de surface/aspect visuel : lisse, rigide

EPDM - Etat de surface/aspect visuel : lisse, souple

2. Formation du biofilm : souche et conditions de culture.

La souche ST111 précédemment identifiée comme fortement productrice de biofilm (Partie
3. 111.3) a éte cultivée pendant la nuit en milieu Luria Broth (LB) sous agitation a 37 °C. Cet
inoculum a eteé utilisé pour ensemencer 30 mL de milieu M63 10X (20 g (NH4)2SO4, 30 ¢
KH2PO4 et 70 g K2HPO4 pour 1 L d’eau déminéralisée) préalablement dilué a 1X en eau
minérale naturelle dite fortement minéralisée, pasteurisée 2 h a 60 °C avant utilisation. Comme

évoqué précédemment, cette pasteurisation a pour objectif de s’affranchir des interférences

& Métal écroui : métal ayant subi une déformation, a chaud ou a froid, au-dela de sa limite d’élasticité.
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pouvant provenir de la flore autochtone des eaux minérales naturelles. Les caractéristiques
physicochimiques de cette eau sont détaillées dans le tableau 19 (partie 2. 11.2). Apres dilution,
le milieu M63 a été supplémenté en acides casamines a 0,5 %, en glucose a 0,2 % et en MgCl:
a 1 mM et a été nommé M63F. L’ensemencement a été effectué¢ de facon a obtenir une densité
optique de 0,1 a une longueur d’onde de 600 nm (DOsoonm). Pour chacun des 6 matériaux, 3
couples de coupons ont été incubés 24 h a 30 °C dans un pot de prélevement contenant du
milieu M63F préalablement ensemencé et un couple de coupons témoin a été incubé en M63F
stérile. Les coupons ont été incubés inclinés dans le pot de préléevement de facon a favoriser la

formation d’un biofilm a I’interface air/liquide (figure 29).

Figure 29 : Coupon de PVC-C incubé dans un pot de prélévement contenant 30 mL de milieu M63F ensemencé
a partir d’une culture de la souche ST111.

3. Etude de I’efficacité d’un traitement sur le biofilm jeune de P. aeruginosa.

3.1 Séquence de nettoyage et de désinfection des coupons.

Pour chacun des matériaux, deux couples de coupons ont subi une séquence de
nettoyage et de désinfection. Les caractéristiques des produits utilisés sont détaillées dans le
tableau 27. Aprés 24 h d’incubation a 30 °C en milieu M63F ensemencé comme décrit ci-dessus
en 2.2, les coupons ont été immergeés 10 min dans 40 mL de détartrant Strip-A-Way (Ecolab®,
France) dilué a 3 % en eau potable avant d’étre rincés a 1’eau potable. Les coupons rincés ont
ensuite été immergés 1 h dans 40 mL de désinfectant SekuseptAktiv, reconstitué par mélange
de 10 g de produit en poudre dans 1 L d’eau potable (Ecolab®, Suisse), avant d’étre rincés a
I’eau potable. Les coupons rincés ont ensuite été aspergés et laissés au contact du désinfectant
de surface P3-Alcodes (Ecolab®, France) pendant 10 min avant d’étre rincés a 1’eau potable
(figure 30).

Le rincage a I’eau potable avant I'utilisation d’un nouveau produit a été réalisé par

immersion dans 50 mL d’eau potable a raison de deux séquences de rincages de 10 min.
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L’absence de P. aeruginosa dans 1’eau potable utilisée a été préalablement verifiée : 250 mL
d’ecau potable ont été filtrés sur membrane 0,45 pum, incubées sur milieu sélectif cétrimide

pendant 24 h a 37 °C avant dénombrement.

Tableau 27 : Description des produits de la marque Ecolab® utilisés pour la séquence de nettoyage et de
désinfection.

Nom* Forme initiale* Substances actives (concentration)* Temps de
contact
Strip-A-Way Liquide Acide phosphorique (10-25 %) 10 min
(détartrant) Acide nitrique (5-20 %)
Alkyléthoxypropoxylates (1-5 %)
SekuseptAktiv Poudre Percarbonate de sodium (30-50 %) 60 min
(produit pour désinfection Acide citrique (10-20 %)
des instruments) Carbonate de sodium (2-5 %)
Solubilisants/Additifs (1-2 %)
P3-Alcodes Liquide Ethanol (=50 % - < 100 %) 10 min

(désinfectant de surface) (pulvérisateur)

*d’apres la fiche de données de sécurité du produit.

3.2 Etude de ’efficacité du traitement a court terme.

Pour chacun des matériaux, 1’effet de la séquence de nettoyage et de désinfection sur le
biofilm a été évalué directement apreés traitement. Ces mesures ont été répétées sur un coupon

neuf a une semaine d’intervalle des premicres mesures (figure 27).

3.3 Etude de I’efficacité du traitement a long terme : recroissance apres
traitement.

Pour chacun des matériaux, un couple de coupons ayant subi la séquence de traitement
décrite ci-dessus (3.3.1) a été incubé incliné dans un pot de prélévement contenant 40 mL de
MG63F stérile pendant 7 jours & 30 °C. Deux réplicats par matériau ont éte réalisés & une semaine

d’intervalle (figure 30).
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Milieu miniumum préparé en eau
fortement minéralisée | Inofulum C|0up0n

v v

Effet matériau Efficacité du traitement - court terme Efficacité du traitement — long terme
Marquage au ) l
cristal violet Ringage NaCl Rincaae au NaCl
Nettoyage au Strip-A-Way— 10 min
v Ringage a I’eau potable 2 x 10 min
Décrochage manuel Désinfection au SekuseptAktiv— 60 min
a ’oese .
Décrochage Ringage a I’eau potable 2 x 10 min
de la coloration Désinfection au P3-Alcodes — 10 min
rE———
= A Ringage a I’eau potable 2 x 10 min
\ 4

Protocole filtration

Mesure de la DO Incubation une semaine a 30 °C
sronm Mesure de la en milieu minimum M63F
concentration
en ATP
v v
Marquage au Mesure de la Marquage au Mesure de la
cristal violet concentration en ATP cristal violet concentration en ATP

Figure 30 : Etapes du protocole utilisé pour étudier ’influence de la nature des matériaux sur la capacité de la
souche ST111 a former du biofilm et sur I’efficacité d’une séquence de traitement.
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4. Etude du biofim.

4.10bservation en microscopie électronique a balayage.

L’influence des matériaux sur les capacités de ST111 a former du biofilm a notamment été
observée au MEB. Pour chacun des matériaux, des coupons circulaires ont été immergés dans
une culture de ST111 a DOsoonm 0,1 en M63F pendant 24 h & 30 °C. La biomasse adhérée sur
les coupons a été fixée par immersion dans du glutaraldehyde 3 % pendant 2 h a 4 °C. Les
coupons ont ensuite été successivement rincés par immersion totale dans un bain de PBS 1X
puis dans deux bains d’eau déminéralisée stérile, a raison de 10 min par bain. Les coupons ont
ensuite eté déshydratés par des étapes successives d’immersion totale dans un bain d’éthanol
(Ethanol BioUltra for molecular biology > 99,8 %, Fluka Analytical, Suisse) de concentration
croissante (tableau 28). Les coupons déshydratés ont été séchés a I’air en conditions stériles
sous poste de sécurité microbiologique pendant 12 h avant d’étre métallisés et observés au MEB
(JSM 5800LV, JEOL, USA).

Tableau 28 : Protocole de déshydratation a 1’éthanol des coupons. Les dilutions ont été réalisées en eau ultra-pure
stérile.

Concentration du bain d’éthanol Répétition de I’étape Temps d’incubation de I’étape
50 % 2 2 min
70 % 2 5 min
90 % 2 10 min
100 % 1 5 min

4.2 Marquage au cristal violet.

La quantité de biofilm formé par la souche ST111 sur les différents matériaux et la
quantité de biofilm restant aprés traitement on été évaluées par marquage au cristal violet. Pour
cela, 500 puL de cristal violet 1 % ont été ajoutés dans le milieu de culture au contact d’un
coupon de chacun des matériaux. Aprés 15 min d’incubation a température ambiante, les
coupons ont été rincés deux fois par immersion totale dans un bain de PBS 1X (8 g de NaCl,
0,2 g de KCl, 1,44 g de Na2HPO4, 0,24 g de KH2PO4 pour 1 L d’eau déminéralisée) pendant 10
min de facon a éliminer la coloration présente en exces. Apres ringcage, la coloration marquant
le biofilm formé a I’interface air/liquide sur les coupons a été décrochée manuellement a 1’aide
d’une oese et a été dissoute dans 1 mL d’éthanol 40 % avant d’étre quantifiée par mesure de la
densité optique a 570 nm (DOs7onm). Ces mesures ont été répétées sur un coupon neuf a une

semaine d’intervalle des premiéres analyses (figure 30).
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4.3 Mesure de [Dactivité métabolique globale au sein du biofilm:
ATPmeétrie.

L’activité des populations bactériennes au sein des biofilms de ST111 formés sur les
différents matériaux et I’activité des populations bactériennes au sein de ces mémes biofilms
apres traitement on €té évaluées par mesure de I’ ATP intracellulaire. Pour cela, un coupon par
matériau a été rincé par immersion dans un pot de prélévement contenant 40 mL de NaCl (9 g
NaCl pour 1 L d’eau déminéralisée). Les cellules adhérées formant le biofilm a 1’interface
air/liquide ont été décrochées manuellement a 1’oese et remises en suspension dans 40 mL de
NaCl. L’ ATP intracellulaire a été extrait et mesuré avec le kit QGA™-Quench Gone Aqueous
(Aqua-Tools, France). Pour ce faire, la suspension de cellules a été filtrée avec un filtre seringue
0,7 um afin d’¢éliminer I’ ATP extracellulaire, les cellules retenues sur le filtre ont été lysées par
filtration de 1 mL de solution de lyse UltraLyse 7™, le filtrat a été directement recueilli dans
un tube de 9 mL de diluant Ultralute™ et la mesure d’ATP a été effectuée par ajout de 100 pL
de luminase™ a 100 pL de filtrat dilués dans 1’Ultralute™. Les données mesurées par le
luminomeétre (PhotonMaster™, LuminUltra®, Canada), initialement exprimées en unités
relatives de lumiére (RLU), ont été converties en concentration d’ATP (pg/mL) par le logiciel
LumiCalc™ associé a 1’appareil de mesure. Ces mesures ont été répétées sur un coupon neuf a

une semaine d’intervalle des premiéres analyses (figure 30).

4.4 Mesure de la production de facteurs de virulence : analyse de spectre.

La production de facteurs de virulence par les populations bactériennes au contact des
matériaux et cette méme production par les populations bactériennes du biofilm une semaine
apres traitement ont été évaluées. Les cultures au contact des coupons de matériaux utilisés pour
I’ATPmetrie ont été centrifugées pendant 10 min a 7 000 g. Une analyse de spectre a éte
effectuée sur le surnageant apres filtration sur membrane 0,2 um. Les valeurs d’absorbance
mesurées a 400 nm (DOaoonm) et & 691 nm (DOsonm) correspondent respectivement aux
longueurs d’ondes d’absorbance maximale de la pyoverdine (Meyer et al., 1978) et de la
pyocyanine (Das et Manefield, 2012). Ces mesures ont été répétées sur un coupon neuf a une

semaine d’intervalle des premiéres analyses.
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I1l. Résultats.
1. Etude de la capacité des matériaux a promouvoir la formation de biofilm.

1.1 Mesure de la formation globale de biofilm et de I’activité métabolique
globale.

A T’issue du protocole de marquage au cristal violet, les mesures de DOs7onm Obtenues sont
plus faibles pour les matériaux métalliques, et plus particulierement pour le cuivre, que pour les
materiaux organiques (figure 31A). Les valeurs de DOs7onm mesurées pour I’EPDM sont les
plus élevées des 6 matériaux testés : elles sont prés de 100 fois plus fortes que celles mesurées
pour le cuivre. Parmi les matériaux organiques, seul le PE présente des valeurs de DOs7onm

proches de celles des matériaux metalliques.

Aprés décrochage, remise en suspension, filtration et lyse des cellules présentes au sein des
biofilms, I’activité métabolique globale la plus faible (< 6 500 pg d’ATP/cm?) a été mesurée
pour le cuivre et le laiton tandis que la plus forte (> 100 000 pg d’ATP/cm?) a été mesurée pour
I’EPDM (figure 31B). Des activités métaboliques globales comprises entre 13 000 et 30 000 pg
d’ATP/cm? ont été mesurées pour 1’inox 316 L, le PE et le PVC-C.
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Figure 31: Influence de la nature des matériaux sur le biofilm de 24 h de la souche ST111 en milieu M63F : (A)
mesure de la formation globale de biofilm et (B) mesure de 1’activité métabolique globale au sein des biofilms.

1.2 Mesure de la production de facteurs de virulence.

Une analyse de spectre a été réalisée sur les surnageants des cultures au contact des
coupons des différents matériaux. 1l est a noter que la culture de ST111 ayant été au contact du
cuivre présentait une couleur bleue. Les valeurs de DOasoonm mesurées, correspondant a la
longueur d’onde d’absorbance maximale de la pyoverdine, sont les plus élevées pour les
cultures ayant été au contact du cuivre et du laiton, sans différence marquée entre les deux
matériaux (figure 32). Les DOaoonm mesurées pour les cultures ayant été au contact des autres
types de matériaux sont toutes proches de 1. Les valeurs de DOso1nm mesurées, correspondant
a la longueur d’onde d’absorbance maximale de la pyocyanine, sont toutes inférieures a 0,01

quel que soit le matériau considéré.
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Figure 32 : Influence de la nature des matériaux sur la capacité de la souche ST111 & produire de la pyoverdine
apres 24 h d’incubation a 30 °C en milieu M63F.
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1.3 Observations en microscopie électronique a balayage.

Apreés incubation dans une culture de ST111 a DO600nm 0,1 en M63F pendant 24 h a
30 °C, un coupon circulaire de chacun des matériaux a été fixé, déshydraté, séché et métallisé

avant d’étre observé au MEB.

L’aspect de la surface des différents matériaux differe (figure 33). Les coupons
métalliques présentent des surfaces similaires avec un aspect crevassé ou écaillé. Le PE présente
une surface a I’aspect lisse tandis que la surface du PVC-C montre de nombreux pores de tailles
et de formes diverses. La surface de I’EPDM arbore un aspect granuleux et comprend quelques

pores.

L’observation du développement de ST111 sur la surface des différents coupons de
matériaux (figure 34A et B) montre une colonisation moindre pour les matériaux métalliques
avec peu voire aucune bactérie adhérée sur le cuivre et quelques bactéries isolées disséminées
sur la surface du laiton et de I’inox 316 L. Les matériaux organiques montrent une colonisation
plus étendue avec de petits regroupements de bactéries éparses adhérées sur le PVC-C, des
macrocolonies partiellement enchassées dans de la matrice extracellulaire associées a la
formation de microcolonies éparses sur la surface de ’EPDM et des macrocolonies isolées

enchassées dans de la matrice extracellulaire sur la surface du PE.
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Figure 33 : Observation en microscope électronique a balayage de la surface des matériaux nus (de haut en bas :
Colonne de gauche: cuivre, laiton et inox 316 L ; colonne de droite : PE, PVC-C et EPDM).
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Figure 34 A : Observation en microscopie électronique a balayage des biofilms de la souche ST111 développés
sur les coupons de matériaux (colonne de gauche matériau + M63F, colonne de droite matériau + M63F + souche
ST111 ; de haut en bas : cuivre, laiton, inox 316 L).




Partie 5

{110 pm L5 Mag = 2300 X

4

' ; £ ’
W S .

~10 pm | IMN36 Mag = 2300 X

T

{10 pm IMN44 Mag = 2300 X

Figure 35 B :: Observation en microscopie électronique a balayage des biofilms de la souche ST111 développés
sur les coupons de matériaux (colonne de gauche matériau + M63F, colonne de droite matériau + M63F + ST111)
(de haut en bas : PE, PVCC et EPDM).
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2. Etude de I’efficacité d’un traitement sur le biofilm de 24 h de P. aeruginosa.

2.1 Etude de I’efficacité du traitement a court terme : formation globale de
biofilm et activité métabolique globale.

A P’issue du traitement, les valeurs de DOs7onm mesurées pour la plupart des matériaux sont
inférieures ou égales a 0,5 excepté pour le PVC-C et ’EPDM qui présentent des valeurs plus
élevées (figure 35A). Les valeurs de DOs7onm les plus faibles, inférieures a 0,1, ont été mesurées

pour I’inox 316 L.

L’activité métabolique globale au sein des biofilms traités est inférieure ou proche de 0,3
pg/cm? pour tous les types de matéeriaux, excepté ’EPDM qui présente des concentrations en
ATP proches de 0,5 pg/cm? (figure 35B). L’activité métabolique globale la plus faible,

inférieure a 0,1 pg/cm?, a été mesurée pour le cuivre.
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Figure 36 : Etude de I’efficacité de la séquence de nettoyage et de désinfection sur le biofilm de 24 h de la souche
ST111 développé en milieu M63F : (A) mesure du biofilm globale et (B) mesure de ’activité globale au sein du
biofilm.
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2.1 Etude de ID’efficacité du traitement a long terme : recroissance apres
traitement.

Pour étudier I’efficacité du traitement a long terme, la recroissance possible du biofilm sur
les coupons de chacun des matériaux a été testée une semaine apres traitement par mesure de
la formation globale de biofilm, de I’activité métabolique globale au sein du biofilm et de la

production de facteurs de virulence dans le milieu de culture au contact du matériau.

Les valeurs de DO570nm mesurées sont inférieures a 0,2 pour 1’inox 316 L et le laiton,
proches de 0,5 pour le cuivre et supérieures a 1,0 pour le PVC-C. Les valeurs des réplicats du
PE et de ’EPDM sont contradictoires (tableau 29).

Les mesures d’activité métabolique globale au sein des biofilms sont inférieures a 4 pg
d’ATP/cm? pour le cuivre et le laiton (tableau 29). Les mesures liées au coupon 2 sont trois
fois plus ¢levées que celles obtenues pour le coupon 1 dans le cas de I’inox 316 L, du PE et du
PVC-C et prés de sept fois plus élevées dans le cas de ’EPDM. Malgré ces différences, les
valeurs mesurées pour le coupon 1 sont cohérentes avec les valeurs observées pour le coupon
2 pour I'inox 316 L, le PE et le PVC-C. Dans le cas de I’inox 316 L ces valeurs sont
respectivement proches de 100 pg d’ATP/cm? et de 300 pg d’ATP/cm?, dans le cas du PE et du
PVC-C elles sont proches de 55 pg d’ATP/cm? pour le coupon 1 et de 300 pg d’ATP/cm? pour
le coupon 2. Concernant I’EPDM, les valeurs mesurées pour le coupon 1 sont proches de 100
pg d’ATP/cm? tandis que celles relevées pour le coupon 2 sont supérieures a 500 pg
d’ATP/cm?.

La mesure de la production de facteurs de virulence a montré des valeurs de DO4oonm
inférieures a 0,2 et des valeurs de DOso1nm infeérieures a 0,01 quel que soit le matériau considéré
(tableau 29).

Tableau 29 : Mesure des différents parameétres bactériens utilisés pour estimer la recroissance une semaine apres
traitement.

Cristal violet ATP Pyoverdine Pyocyanine

Dénombrement
DO /cm? DO DO
Matériau  de P. aeruginosa (DOs70 m) (pglcm?) (DOs00 m) (POss1 m)

sur milieu sélectif  Coupon1l Coupon2  Couponl Coupon2  Couponl Coupon2  Couponl Coupon 2

cuivre Absence 3,28 3,22 0,01 0,01 0,563 0,625 0,072 0,488
laiton Absence 0,42 0,34 1,32 345 0,193 0,092 0,103 0,072
inox Absence 0,24 018 11845 289,82 0,065 0,098 0,068 0,062
PE Absence 0,83 0,29 5569 293,78 0,067 0,097 0,070 0,062
PVC-C Absence 2,12 1,99 5131 272,38 0,223 0,094 0,070 0,061
EPDM Absence 0,40 2,00 92,00 590,97 0,069 0,090 0,069 0,062
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V. Discussion.

Dans les réseaux de distribution d’eau thermale, plusieurs facteurs sont susceptibles
d’influencer le développement et la persistance de biofilms de P. aeruginosa telles que la
qualité de I’eau, la nature des matériaux constitutifs du réseau et 1’efficacité des séquences de
nettoyage et de désinfection. L’influence de la qualité de 1’eau, et plus particuli¢rement de son
contenu minéral naturel, sur le développement de biofilm de P. aeruginosa a été étudiée dans
la troisieéme partie de ces travaux de these. Il a été montré qu’une condition de minéralisation
élevée, caractérisée par un résidu sec a 180 °C de 1084 mg/L et une forte concentration en
sulfate, défavorisait la formation du biofilm de P. aeruginosa. La modulation de la production
de facteurs de virulence (pyoverdine et pyocyanine) en fonction de la qualité de I’eau a pu étre
corrélée a I’action spécifique de certains ions (partie 4). Ces éléments suggérent que I’effet de
la minéralisation sur la formation de biofilm est lié¢ a la biodisponibilité du fer. L’étude
présentée dans cette cinquieme partie vient ajouter a I’¢tude de I’influcence de la minéralisation
sur la capacité de P. aeruginosa a développer un biofilm, 1’étude de I’influence de la nature des
matériaux constitutifs des réseaux de distribution d’eau thermale et I’efficacité de séquences de

nettoyage et de désinfection de ces réseaux.

Dans un premier temps, I’influence de 6 matériaux (cuivre, laiton, inox 316 L, PVC-C,
EPDM et PE) sur le développement du biofilm précoce d’une souche de P. aeruginosa a été
évaluée. Dans un second temps, ’efficacité d’une séquence de nettoyage et de désinfection,
utilisée pour le traitement en conditions statiques d’éléments amovibles de postes de soins d’un
établissement thermal, a été testée sur des biofilms de 24 h de P. aeruginosa développés sur les
différents matériaux évoqueés ci-dessus. Pour rester dans des conditions proches de celles des
réseaux d’eau thermale, I’ensemble de ces essais a été effectué en condition de minéralisation
forte. L’influence des matériaux sur le développement de biofilm a été évaluée par mesure de
la formation globale de biofilm, mesure de 1’activité métabolique globale au sein des biofilms,
observation en microscopie électronique a balayage et mesure de la production de facteurs de
virulence (pyoverdine et pyocyanine). L’efficacité de la séquence de nettoyage et de
désinfection a été estimée par mesure de la présence globale de biofilm et mesure de I’activité

métabolique globale.

Parmi les six matériaux testés, le cuivre présente le développement de biofilm le plus
faible avec peu, voir aucune, bactéries adhérées visibles en microscopie électronique a
balayage. Bien que présentant des valeurs de DOs7onm plus élevées, le laiton montre un

développement de biofilm proche de celui du cuivre laissant supposer que 1’effet d’inhibition
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lié a la présence de cuivre dans le matériau est conservé a court terme malgré son alliage avec
du zinc. Mehtar et al., (2008) ont montré que le cuivre et plusieurs de ses alliages avec du zinc,
du nickel et/ou de I’argent ont une activité antimicrobienne similaire contre des bactéries
présentant une résistance a de multiple antibiotiques telles que Klebsellia pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. lls ont estimé
que I’activité bactéricide du cuivre est conservée pour des alliages contenant au moins 55 % de
cuivre (Mehtar et al., 2008). Le laiton utilisé ici est un alliage comprenant environ 65 % de
cuivre d’ou la conservation de I’effet inhibiteur li¢ a la présence de cuivre. L’effet bactéricide
des alliages de cuivre a également été démontré sur la souche de référence PAO1 par Elguindi
et al., (2009). L’action du cuivre est en partie attribuée a ses ions dissous présents dans
I’environnement proche de la surface. La mort de la cellule bactérienne proviendrait d’une
succession d’éveénements comprenant I’altération de I’intégrit¢ de la membrane cellulaire,
I’influx de cuivre en concentration toxique, la génération de dommages oxydatifs et la
dégradation de I’ADN (Grass et al., 2011). L’effet bactéricide du cuivre est favorisé dans des
conditions d’humidité relativement élevées et dépend de la température (Elguindi et al. 2009).
Ces effets tendent a étre diminués par la formation naturelle d’une couche d’oxyde de cuivre
¢épaisse a la surface des matériaux et I’exposition a des traitements inhibiteurs de corrosion

(Grass et al., 2011).

Dans les conditions expérimentales testées dans cette partie, seuls le cuivre et le laiton
stimulent la production de pyoverdine (PVD), sidérophore agissant comme facteur de virulence,
par la souche ST111. Au contact des autres matériaux, les niveaux de production de PVVD sont
similaires a ceux observés en culture en condition de minéralisation forte a 37 °C sous agitation
(Partie 4 - 111.3).

L’effet du cuivre sur la synthese de PVD est cohérent avec les résultats rapportés dans la
littérature. Teitzel et al. (2006) ont montré que, dans des conditions de concentrations limitées
en fer, les ions Cu?* stimulent la synthése d’un certain nombre de génes impliqués dans
I’homéostasie du fer dont les génes responsables de la synthése de PVD chez PAOL. L’ajout de
10 uM de Cu?*.2H20 dans le milieu de culture double la production de PVD I par PAO1 (Braud
et al., 2009). Cette production est triplée lorsque 100 uM de Cu?* sont ajoutés conjointement a
100 uM de Fe3* (Braud et al., 2010). Cette stimulation constituerait un moyen de protection
contre I’effet toxique de certains ions métalliques. La PVD présente une forte affinité pour Fe**
(log KmL=29,6) mais est susceptible de chélater d’autres ions métalliques tels que Zn?* (log
KmL=19,8), Mn?* (log Km=17,3) ou Cu?* (log KmL=22.3) (Chen et al., 1994). La formation

d’un complexe entre la PVD et la plupart de ces métaux, dont Cu?*, limite leur entrée par
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diffusion dans les cellules bactériennes : bien que certains de ces complexes puissent interagir
avec les récepteurs spécifiques a la ferripyoverdine, la forte affinité des mécanismes de
transport ne permet qu’un import trés restreint des métaux capturés autres que Fe®* (Braud et
al., 2009).

Parmi les matériaux testés, I’inox 316 L et le PE permettent un développement de
biofilm modéré avec toutefois une activité métabolique globale pres de sept fois plus élevée
que celle du cuivre et du laiton. Les biofilms observés en MEB sur ces deux matériaux ont un
aspect totalement différent. De nombreuses bactéries isolées sont disséminées sur la surface de
I’inox 316 L tandis que des colonies plus ou moins étendues sont visibles sur la surface du PE,

certaines d’entre elles étant entourées de matrice extracellulaire.

L’effet du PVC-C sur la formation globale de biofilm est plus difficilement interprétable
du fait de ’obtention de deux valeurs opposées. Ces mesures divergentes peuvent provenir
d’une interférence entre le systéme de marquage au cristal violet et le matériau utilisé. Les
coupons témoins de PVC-C montraient des valeurs de DOs7onm élevées malgré 1’optimisation
du protocole de ringcage. Ces interférences peuvent étre liées a la microstructure du PVC-C qui
présente un aspect poreux sur les observations en microscopie électronique a balayage (figure
33 — III.1.3). Cette perte d’information est compensée par les mesures d’activité métabolique
globale au sein du biofilm formé sur le PVC-C, dont les valeurs sont proches de celles mesurées
pour I’inox 316 L et le PE.

L’EPDM est caractérisé par le plus fort développement de biofilm observé sur I’ensemble du
panel de matériaux testé avec une activité métabolique globale pres de 5 fois plus élevée que
celle de I’inox 316 L, du PE et du PVC-C et prés de 100 fois plus élevée que celle mesurée pour
le cuivre ou le laiton. Le biofilm est développé sous forme de colonies comprenant de
nombreuses bactéries entourées de matrice extracellulaire et de nombreux regroupements de

bactéries disséminées sur la surface.

L’ensemble de ces résultats est cohérent avec les observations rapportées dans la
littérature scientifique notamment en ce qui concerne le cuivre particulierement connu pour ces
propriétés inhibitrices. Lehtola et al. (2004) ont ainsi montré que le développement de biofilm
d’eau potable sur le cuivre était moins rapide que sur le PE, bien que cet effet ne soit plus visible
aprés 200 jours. Les effets opposés du cuivre et de ’EPDM sur le développement de biofilm
ont été décrits dans la littérature pour le développement de biofilm d’eau potable de 14 jours et
I’intégration de P. aeruginosa, Legionella pneumophila et Enterobacter nimipressuralis dans
ces biofilms préétablis (Moritz et al., 2010). II a également été montré qu’apres 90 jours de

développement le potentiel de formation d’un biofilm d’eau potable était plus faible pour le
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cuivre (30 pg d’ATP/cm?), que pour le PE, le PVC-C et I’inox 316 L, ces matériaux offrant un

potentiel de formation de biofilm similaire compris entre 100 et 160 pg d’ATP/cm? (Yu et al.,
2010).

Ces résultats montrent une plus forte tendance des matériaux organiques a promouvoir
le développement de biofilm. Cet effet a notamment été attribué a I’irrégularité de leur surface,
cette rugosité étant susceptible de jouer un role déterminant dans 1’adhésion bactérienne. Dans
cette étude, I’aspect géométrique de certaines des colonies développées sur le PE laisse penser
que les bactéries ont préférentiellement adhéré au niveau de certaines irrégularités de la surface

du matériau (figure 37).

f—110um L3 Mag= 300 X
Figure 37 : Observation en microscopie électronique a balayage d’une colonie de ST111 développée sur la surface
d’un coupon PE aprés 24 h d’incubation a 30 °C en M63F.

Les irrégularités de surface dont la taille est proche ou supérieure a celle des bactéries
favoriseraient leur implantation (Anselme et al., 2010 ; Bazaka et al., 2011 ; Bohinc et al.,
2014) en augmentant la surface d’adhésion disponible, en offrant une protection contre les
forces d’arrachements et en augmentant la convection de transport de masse (Anselme et al.,
2010). Oh et al. (2009) montrent que parmi quatre matériaux testés (propyléne, aluminium, fer
et caoutchouc), le propyléne montre la plus forte rugosité de surface et le plus fort
développement de biofilm de P. aeruginosa. Les irrégularités de plus petites tailles
restreindraient la capacité des bactéries a les détecter et a interagir avec elles (Anselme et al.,
2010). Hilbert et al. (2003) montrent que 1’adhésion d’une souche de P. aeruginosa est
inchangée sur un inox dont la rugosité de surface de 0,9 um est abaissée a 0,01 um. L’effet de

la rugosité de surface sur la modulation des capacités d’adhésion des bactéries est controversée,
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certaines études suggérant une influence plus significative de la composition chimique de la
surface des matériaux (Anselme et al., 2010). Les matériaux organiques sont connus pour leur
tendance a libérer des molécules biodégradables de faible poids moléculaire, susceptibles d’étre
une source de nutriments pour les microorganismes. Ces molécules proviennent des additifs
utilisés dans les processus de fabrication des matériaux organiques tels que des antioxydants,
des lubrifiants, des stabilisateurs ou des plastifiants (Moritz et al., 2010). Lehtola et al. (2004)
ont montré qu’un PE neuflibérait du carbone organique assimilable (AOC) uniquement pendant
son premier jour de mise en eau et du phosphore microbiologiquement assimilable (MAP)

jusqu’a 20 jours aprés sa premicre mise en eau (Lehtola et al., 2004).

Les disparités de développement de biofilm observées selon la nature du matériau
considéré sont susceptibles d’avoir un impact significatif sur 1’efficacit¢ des séquences de
nettoyage et de désinfection des réseaux de distribution d’eau. La présence d’irrégularités sur
la surface des matériaux et/ou 1’augmentation de la production de matrice extracellulaire
peuvent fournir une protection aux bactéries contre les attaques chimiques, mécaniques ou
thermiques. A I’issue de la séquence de nettoyage et de désinfection, la présence globale de
biofilm, mise en évidence par le marquage au cristal violet, est divisée par deux a trois pour le
PVC-C et ’EPDM, est augmentée pour le cuivre et n’est pas diminuée pour le laiton, I’inox et
le PE. A I’inverse I’activité métabolique globale au sein du biofilm est pratiquement nulle (<0,5
pg d’ATP/cm?) quel que soit le matériau considéré. Ces résultats suggérent que les produits
utilisés ont atteint et éliminé les populations actives de P. aeruginosa présentes au sein des
biofilms mais n’ont pas pu décrocher la matrice extracellulaire et/ou les débris cellulaires restés
adherés apres traitement. Tote et al. (2010) ont montré qu’un certain nombre de biocides ont un
effet inhibiteur significatif sur les cellules métaboliquement actives au sein des biofilms de 24
h de Staphylococcus aureus et P.aeruginosa mais une action limitée sur leur matrice
extracellulaire. Seuls les oxydants forts tel que I’hypochlorite de sodium ont une action a la fois

sur les bactéries actives et la matrice extracellulaire (Toté et al., 2010).

L’efficacité de la séquence de traitement a été attestée a plus long terme par un essai de
recroissance une semaine apres traitement. La recroissance observée n’est pas due a
P. aeruginosa mais a la flore autochtone de 1’eau potable utilisée pour les ringages. L’absence
de P. aeruginosa est suggérée par I’absence de production de pyoverdines et a été confirmée
par étalement sur milieu s€lectif des cultures au contact des coupons. A I’inverse du cuivre et
du laiton, le développement de biofilm de la flore autochtone de 1’eau potable a été favorisé sur

I’inox 316 L et sur les matériaux organiques. La matrice extracellulaire restante apres traitement
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est susceptible d’avoir participé a cette recolonisation en offrant des points d’ancrage

supplémentaires aux microorganismes colonisateurs.

Les résultats obtenus ici sont valables pour un biofilm de P. aeruginosa ageé de 24 h et
développé en conditions optimales contrdlées. L’influence des matériaux observée sur le
biofilm jeune de P. aeruginosa peut ne plus étre observée a plus long terme, a I’exemple du
cuivre cité précedemment dont I’effet sur le biofilm d’eau potable s’atténue aprés 200 jours
d’incubation. De la méme facon, la séquence de nettoyage et de désinfection testée ici peut ne
pas avoir la méme efficacité sur un biofilm mature. La séquence de traitement testée n’intégrait
pas le nettoyage mécanique (brossage et grattage) des pieces démontables de poste de soins qui
peut étre réalisé en pratique au cours du nettoyage et de la désinfection. Il faut également
prendre en compte le niveau de complexité du biofilm : les essais ont été menés sur un biofilm
dit mono-espéce, produit par une souche de P. aeruginosa. Dans 1’environnement les biofilms
sont des communautés complexes reposant sur de multiples interactions entre les différents
microorganismes présents, qu’il s’agisse de la flore autochtone de I’eau thermale ou de 1’eau

potable de rincage comme des microorganismes pathogeénes potentiellement présents.
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Les eaux minérales naturelles se caractérisent par leur contenu en sels minéraux et leur
concentration en éléments traces. Leur composition, dépendante de leur origine géochimique,
est trés variable d’une source a I’autre. Cette spécificité oriente leur usage thérapeutique, ce
dernier s’effectuant sous contrdle médical en établissements thermaux. Les eaux minérales
naturelles, réglementairement définies comme des eaux microbiologiquement saines, doivent
conserver leur qualité initiale tout au long de leur exploitation. Les textes de loi exigent ainsi
I’absence de microorganismes pathogénes de 1’émergence aux points d’usage. Toute non-
conformité est sanctionnée par la fermeture du point d’usage concerné si la contamination est
localisée ou de la totalité de 1’établissement thermal si la contamination est plus étendue et
récurrente. Le maintien de la qualité microbiologique de I’eau est obtenu par le seul traitement
des réseaux en dehors des plages d’utilisation par les curistes, la présence de résiduel de produit
de désinfection dans I’eau thermale étant prohibée. Le traitement des réseaux de distribution
comprend une étape de nettoyage qui permet 1’¢élimination des incrustations et des dépdts. Ces
derniers comprennent une partie minérale, dépendante de la composition de 1’eau, et une partie
organique, essentiellement composée de la flore autochtone de I’eau thermale adhérée a la
surface des matériaux sous forme de biofilms. Afin d’éviter I’'implantation et la prolifération de
microorganismes pathogénes au sein des biofilms, 1’étape de nettoyage est suivie d’une étape
de désinfection. Malgré 1’application de mesures de nettoyage et de désinfection de fagon
préventive ou curative, les réseaux de distribution d’eaux minérales naturelles demeurent
vulnérables aux contaminations microbiologiques. Un rapport de la Direction Générale de la
Sante établit que plus de 80 % des établissements thermaux frangais ont été contaminés au
moins une fois par un agent pathogéne au cours d’une saison thermale et que P. aeruginosa est

incriminée dans plus de deux tiers des cas.

Cette bactérie est un pathogene opportuniste qui ne présente pas de risque pour la
population générale mais qui est impliqué dans de nombreuses infections chez les personnes
fragilisées, immunodéprimées ou chez les grands-brdlés. La présence de P. aeruginosa dans les
réseaux de distribution d’eau potable a été associée a plusieurs reprises a des é€pisodes
épidémiques dans des unités de soins intensifs. Cette bactérie posséde d’importantes capacités
d’adaptation et de survie notamment liées a sa plasticité génomique et sa versatilité
métabolique. Elle présente également une résistance naturelle ou acquise & de nombreuses
substances actives tels que les antibiotiques et les antiseptiques. Son pouvoir pathogene repose
sur sa capacité a synthétiser de nombreux facteurs de virulence associés a la surface de la cellule
ou sécrétés dans 1’environnement. Ces facteurs contribuent également a 1’implantation de la

bactérie dans 1’environnement sous forme de biofilms.
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Les biofilms sont définis comme des populations de microorganismes adhérées a une
surface biotique ou abiotique et entourées d'une matrice extracellulaire. Leur développement
répond a un cycle de vie comprenant plusieurs étapes clés essentiellement illustrées par la
reconnaissance d’une surface, 1’adhésion, la maturation et la dispersion. Le déroulement des
premigéres étapes de reconnaissance et d’adhésion repose sur des interactions physicochimiques
(passives) puis biologiques (actives) s’établissant entre la surface et la bactérie. Les étapes de
maturation sont marquées par I’augmentation de la synthése des ¢léments constitutifs de la
matrice extracellulaire puis par 1’organisation et la structuration de celle-Ci et par I’apparition
des canaux d’import/export. Le biofilm prend un aspect tridimensionnel complexe caractérisé
par la formation de structures dites « champignons ». L’évolution de la structure de la matrice
au cours de la formation du biofilm conduit a la création de gradients d’eléments indispensables
au métabolisme bactérien ou des déchets qui en sont issus. Ces gradients sont a 1’origine de la
formation de niches écologiques sélectionnant les espéeces ou les sous-populations adaptées a
ces microenvironnements. L’hétérogénéité métabolique des populations et les éléments
constitutifs de la matrice extracellulaire participent a 1’augmentation de la résistance des

microorganismes aux biocides utilisés pour désinfecter les réseaux.

La conception et I’exploitation des réseaux de distribution d’eau minérale naturelle sont
conditionnées par le contenu minéral de 1’eau circulante et les orientations thérapeutiques
définies, par les différences de température existant entre 1’eau a I’émergence et I’eau utilisée
au niveau du poste soin et par le régime hydraulique imposé par la disponibilité de la ressource.
L’ensemble de ces facteurs est susceptible d’influencer la formation et le développement de
biofilm. Pour autant, peu de données permettant d’expliquer la vulnérabilit¢ des réseaux de
distribution d’eau thermale aux contaminations microbiologiques, et notamment aux

contaminations par P. aeruginosa, sont disponibles.

L’objectif de ces travaux de thése était d’apporter des éléments de compréhension sur
le comportement de P. aeruginosa dans les réseaux de distribution d’eau minérale naturelle afin
de mieux comprendre les facteurs qui influencent son implantation et sa persistance, et de

valider I’efficacité de produits de traitement.

Pour étudier I’influence de la minéralisation de 1’cau sur le comportement de
P. aeruginosa, trois eaux minérales naturelles embouteillées ont été choisies suivant la valeur
de leur résidu sec a 180 °C de facon a représenter trois niveaux de minéralisation dits faible
(130 mg/L), moyen (309 mg/L) et fort (1084 mg/L). L’influence du contenu minéral de ces

eaux sur les capacités d’un panel de neuf souches d’origine diverse a former du biofilm a été
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étudiée. Les résultats mettent en évidence des comportements hétérogénes dépendants de la
souche considérée. Cette hétérogénéité peut s’expliquer par la diversité génétique naturelle des
souches testées et/ou par les pressions de sélection liées a I’environnement d’isolement des
souches, le panel testé comprenant la souche de référence PAO1, sept souches isolées d’eau
potable ou d’eau thermale et une souche clinique. Les résultats obtenus ont également montré
que plus le niveau de minéralisation est élevé plus les capacités des souches a former du biofilm
sont faibles. Un effet de la minéralisation sur la charge globale des cellules bactériennes a été
observé, ainsi, plus la minéralisation de 1’eau est forte plus la valeur absolue du potentiel zéta
est faible. Cet effet peut résulter de I’adsorption de cations a la surface des cellules bactériennes
chargées négativement. Cependant, il ne suffit pas a expliquer les différences de biofilm
observées selon les conditions de minéralisation et suggere 1’implication de mécanismes actifs

dépendant de I’activité bactérienne.

L’influence de la minéralisation sur les principaux mécanismes bactériens impliqués
dans la formation de biofilm a ¢été ¢étudiée. Contrairement a 1’hypothése de départ, la
minéralisation ne semble pas agir sur les différents types de mobilité de P. aeruginosa, ni sur
la synthése des trois princiapux exopolysaccharides profuits par la bactérie, 1’alginate, le Pel et
le Psl. En revanche, une influence significative du contenu minéral des eaux a été observee sur
la synthése de deux pigments bactériens agissant comme facteurs de virulence : la pyoverdine
(PVD) et la pyocyanine (PCN). Plus la minéralisation est élevée plus la production de PVD est
¢levée et plus la production de PCN est faible. L’effet spécifique de certains ions sur la synthese
de PVD a pu étre souligné par les tests statistiques. Ainsi les ions Ca?", Mg?*, CI,, SO4> et
HCOs favorisent cette production tandis que les ions Na*, K™ et NOs™ la défavorisent. Ces
résultats suggerent que I’effet de la minéralisation sur la production de biofilm est li¢ a la
biodisponibilité du fer qui serait, selon les conditions, plus ou moins complexé par les anions
Cl, SO4% et HCOs™. En minéralisation moyenne et forte, le fer serait complexé par ces anions,
et, afin d’assurer son approvisionnement, la bactérie privilégierait la synthése de PVD qui
présente une forte affinité pour le fer. En minéralisation faible, le fer serait relativement
disponible et la bactérie privilégierait la capture du fer en associant le mode d’action de la PCN
a celui d’un second sidérophore, la pyochéline. Cette derniére présente une plus faible affinité
pour le fer que la PVD mais sa synthése est moins colteuse en énergie. La PCN secrétée a
’extérieur de la cellule réduit le fer de sa forme Fe®* & sa forme Fe?* et facilite son assimilation.
De plus, I’oxydation de la PCN génére une augmentation du stress oxydatif qui favorise la lyse
cellulaire et la libération d’ADN extracellulaire (ADNe). Les interactions physiques qui

s’établissent entre la PCN et I’ADNe favorisent la fixation de ce dernier a la surface des cellules
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bactériennes, ce qui augmente 1’agrégation des cellules et accroit ainsi la formation de biofilm

en minéralisation faible.

Il a été choisi dans ce travail, d’évaluer I’aptitude des matériaux a favoriser la formation de
biofilm jeune de P. aeruginosa dans des conditions de minéralisation imposées. Les résultats
obtenus concordent avec ce qui est généralement observé pour des biofilms d’eau potable. Les
matériaux métalliques ont tendance a défavoriser la formation de biofilm au contraire des
matériaux organiques. L’efficacité d’une séquence de nettoyage et désinfection utilisée dans un
établissement thermal a été évaluée spécifiqguement sur des biofilms de P. aeruginosa présents
sur différents matériaux. Les produits de traitement utilisés selon leur condition d’application
en établissement thermal ont éliminé aussi efficacement les populations actives de
P. aeruginosa présentes sur les matériaux métalliques et les matériaux organiques. En revanche,
I’action des traitements ne permet pas d’¢liminer la totalité de la matrice extracellulaire et des
débris cellulaires. L’efficacité de la séquence de traitement a été attestée a plus long terme en
vérifiant I’absence de recroissance de P. aeruginosa. Cependant, la flore autochtone de 1’eau
potable utilisée pour les ringages a été capable d’adhérer et de former un biofilm
métaboliquement actif. La matrice extracellulaire restante apres traitement est susceptible
d’avoir participé a cette recolonisation en offrant des points d’ancrage supplémentaires aux
microorganismes colonisateurs. Une attention particuliére doit donc étre portée a la qualité de
I’eau utilisée pour appliquer les traitements et rincer les réseaux lorsqu’il ne s’agit pas d’eau

thermale.

A travers ce travail, nous avons souligné la complexité des interactions entre P. aeruginosa
et son environnement et montré leurs roles dans 1’implantation de la bactérie sous forme de
biofilm. Les expérimentations ont été realisées en laboratoire dans des conditions
expérimentales définies pour appréhender le comportement de neuf souches de P. aeruginosa
dans un environnement minéral complexe. Bien qu’il soit difficile d’extraire des conclusions
directement applicables a la gestion des réseaux, certains des outils utilisés dans ces travaux,
notamment la méthode de typage des souches et les modéles de biofilm, peuvent contribuer a
améliorer la lutte contre les contaminations par P. aeruginosa.

Ainsi, il nous semblerait pertinent de coupler I’utilisation d’une méthode de typage a
I’utilisation de la méthode de détection NF EN ISO 16266 pour déterminer si une contamination
est récurrente ou ponctuelle et pour en identifier ’origine. A titre d’exemple, la détection
ponctuelle de souches de profils MLVA différents peut suggérer des contaminations

épisodiques de 1’eau sans qu’il y ait nécessairement une implantation au sein d’un biofilm et
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attester que les mesures de nettoyage et désinfection couramment utilisées sont suffisamment
efficaces pour enrayer la contamination. A I’inverse, la détection récurrente de souches de
méme profil peut étre le signe d’une contamination bien établiec dans une zone plus ou moins
étendue du réseau. Dans ce cas de figure, il est essentiel de localiser précisément la zone de
développement du biofilm pour remplacer un trongon de canalisation contaminé et appliquer
un traitement plus ciblé et plus adapté a un biofilm complexe.

De la méme fagon, 1’utilisation de modeles de biofilms développés dans des conditions de
minéralisation complexe pourrait étre envisagée pour valider ’efficacité de biocides
specifiquement appliquées au nettoyage et a la désinfection des réseaux d’eau thermale et des

postes de soins.
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Résumé

Les eaux minérales naturelles se distinguent de I’eau potable par
leur contenu en sels minéraux et en éléments traces. Leur utilisation & des
fins thérapeutiques s’effectue sous controle médical dans des
établissements thermaux. La gestion des réseaux de distribution ainsi que
la qualité microbiologique de 1’eau font I’objet de réglementations. Malgré
la mise en place de procédures spécifiques, les établissements thermaux
sont régulierement confrontés a des contaminations microbiologiques
majoritairement dues a P. aeruginosa. Ce pathogéne opportuniste posséde
d’importantes capacités d’adaptation, de résistance et de persistance dans
I’environnement, notamment sous forme de biofilms.

L’objectif de ces travaux de these est d’apporter des éléments
de compréhension sur le comportement de P. aeruginosa dans les réseaux
de distribution d’eau minérale naturelle et de valider I’efficacité de produits
de traitement.

L’influence de la composition minérale de 3 eaux sur les capacités
a former du biofilm de 9 souches de P. aeruginosa d’origines diverses a pu
étre démontrée. 1l apparait que les quantités de biofilms produites au bout
de 24 h sont moins importantes pour la minéralisation forte. La modulation
de la production de facteurs de virulence en fonction de la qualité de I’eau
est corrélée a ’action spécifique de certains ions et a la biodisponibilité du
fer. En conditions de minéralisation forte il a été montré que les matériaux
organiques favorisent la formation de biofilm de P. aeruginosa tandis que
les matériaux métalliques ont tendance a la défavoriser. L’efficacité¢ d’une
séquence de traitement de postes de soins a pu étre validée sur un modele

de biofilm agé de 24 h et sur tous les matériaux.
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Abstract

Natural mineral waters are distinguished from drinking water by
their content in minerals and trace elements. Their use for therapeutic
purposes under medical control is performed in spas. Management of
distribution networks and the microbiological quality of water are subject
to regulations. Despite the establishment of specific procedures, spas are
regularly confronted with microbiological contamination mainly due to P.
aeruginosa. This opportunistic pathogen has substantial adaptive capacity,
resistance and persistence in the environment, under biofilm.

The aim of this thesis work is to bring understanding on the P.
aeruginosa behaviour in the natural mineral water distribution networks
and validate the effectiveness of treatment products.

The influence of the mineral composition of 3 waters on biofilm
formation capacity of 9 P. aeruginosa strains of various origins could be
demonstrated. It appears that the amount of biofilm produced after 24 h
are less important for the strong mineralization. Modulation of the
production of virulence factors depending on the water quality is
correlated to the specific action of certain ions and iron bioavailability. In
high mineralization conditions it has been shown that organic materials
promote biofilm formation of P. aeruginosa while metallic materials tend
to disadvantage it. The efficiency of a treatment sequence of a patient point

of use has been validated on the 24 h biofilm model and on all materials.
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