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Annexes

A.1. Discussion et commentaires supplémentaires.

Le Tableau 3.1.1.2 cite des souches qui ont présenté une réaction différente a celle attendue suite a
I’application des phages. La souche 28 a présenté un phénotype inexpliqué dans la littérature consultée
sous forme de pigmentation brune diffuse et ceci a chaque reproduction de la manipulation. Il n’est pas
impensable qu’une contamination soit a I’origine de ce constat.

Les souches 224 et PA7 présentaient une tres faible sensibilité aux phages. Des études (74, 75) décrivent
la souche clinique PA7 comme une entité taxonomiquement éloignée des autres avec seulement environ
95% de similarité génétique. Ceci est compatible avec les résultats, notamment lorsque la spécificité des
phages pour I’hote est prise en compte. Ainsi, les plages de lyse qui se présentaient en dehors des zones
de drop sous forme de plaques et de points clairs ont été attribuées a une concentration de phages trop
faible tout en sachant que toutes les souches ont été soumises aux mémes titres viraux (107 PFU/ml) et
que, pour la plupart d’entre-elles, de la lyse bactérienne a pu étre constaté pour au moins un phage de
maniere évidente. De ce fait et au vu du peu de sensibilité aux phages du cocktail, il aurait fallu une
concentration plus élevée de virus pour lyser efficacement les souches 224 et PA7.

Les plagues de lyse en dehors des zones de drop (souches 74, 102,1 112, 198, 247, 274 et 393) pourraient
étre attribuées a la présence de prophages. Ces derniers auraient été probablement libérés suite au stress
induit par I’application des phages lytiques Pherecydes. L’expérience conduite dans ce travail aurait pu
bénéficier d’un test sur la collection bactérienne en la soumettant a de la mitomycine C ou a de la lumiere
UV (8, 19, 34, 43) afin d’induire les prophages des souches lysogéniques.

La forme mucoide prise par les souches 219, 398, 3292 et CHA s’observe a I’ceil nu, les plaques étant
composées d’une espece de dépot visqueux et aqueux (76). Ce phénotype est dii a la sécrétion importante
d’un exopolysaccharide (EPS) fonctionnant comme une adhésine, 1’alginate (2). En effet, lorsque les
souches mucoides sont comparées aux non mucoides, c’est le seul produit bactérien qui est retrouvé en
exces chez les premiéres sans pour autant étre absent chez les secondes (76, 77). La sécrétion d’alginate
a des taux variables serait une propriété propre a toutes les souches de P. aeruginosa (77). Cet EPS
diminuerait le métabolisme et la toxicité des souches mucoides, les rendant moins immunogéne en leur
faisant perdre certains éléments comme le lipopolysaccharide (LPS) (12, 15, 76, 77), typique des Gram
négatifs ou le flagelle (2). De plus, la présentation sous forme d’un gel dense diminuerait la diffusion
des phages lytiques (3). Ainsi, I’alginate inhiberait I’infectivité des phages et ce, d’autant plus lorsqu’elle
est produite en excés (78).

Finalement, la souche UR1156 qui présentait une couleur rouge-brun accompagnée d’une odeur rance
trés caractéristique, la littérature (79, 80) en révele deux cas de figures principaux. Il peut s’agir d’une
des souches qui produisent occasionnellement des pigments appelés pyorubrine et pyomélanine, connus
pour donner cet aspect particulier a la culture. Cela dit, I’oxydation et I’acidification de la pyocyanine,
métabolite & pigment bleu secrété par certaines souches (2), peuvent également donner une teinte de la
sorte a la culture (79). Il est intéressant de préciser que la fréquence de souches dites rouge parmi les
spécimens isolés en clinique est faible et que la majorité de ces souches résultent d’infections urinaires

(79, 80).

Une étude faite par Jakobs S. et al (46) sur des cellules d’E. coli a démontré que DsRed a un temps de
maturation plus long avant d’étre pleinement exprimé, rappelant les résultats obtenus dans ce travail
avec les souches de P. aeruginosa. En effet, aprés la transformation, le premier constat sous
spectrofluoroscopie (Figure 3.2.1) était que les cellules mCherry exprimaient du vert a I’inverse du rouge
attendu. Cette méme étude a démontré par électrophorese que I’apparition de la protéine DsRed dans la
bactérie est suivie bien aprés par celle de la fluorescence (environ 20 h). Ce laps de temps traduit la
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maturation de la protéine dans la cellule qui, par ailleurs, passe par un stade intermédiaire ou I’émission
se fait principalement dans le spectre du vert (49). Au vu de I’origine de mCherry, on peut supposer que
la fluorescence verte observée ici est due a la maturation du fluorochrome dans la bactérie. Cela dit, le
contr6le des boites de Petri les jours suivant la transformation toujours sous spectrofluoroscopie n’a pas
montré de changement net de couleur. De plus, I’excitation UV (100-400 nm) n’est pas idéale pour
révéler une fluorescence rouge (pic d’excitation de mCherry : 587 nm) (49). Une différence d’intensité
de la fluorescence sous spectre UV entre les cellules GFP-2 et mCherry est releveée, les deuxiémes étant
moins luminescentes que les premiéres. L’intensité est une caractéristique intrinséque du plasmide qui
peut étre plus ou moins fluorescent (53). Aussi, les photomultiplicateurs (i. e. capteurs de photons)
utilisés comme détecteurs dans le spectrophotométre, tout comme 1’ceil humain, capte difficilement les
longueurs d’onde longues typiques des dérivés DsRed (46). 1l peut étre encore noté que mCherry a une
brillance intrinséque d’environ 50% moindre a celle de GFP. Malgré I’existence d’autres FPs du spectre
rouge telles que mRFP1 ou mStrawberry, mCherry est doté d’une photostabilité qui est préférée dans
I’imagerie cellulaire (47, 49).

Les acquisitions d’images au microscope a fluorescence (Figure 3.2.2) par contraste de phase et filtre
DsRed nous permettent de comparer et de discriminer les cellules marquées des non marquées sans pour
autant fournir de critére morphologique pour la différenciation des espéces. Il est important de faire le
constat d’une absence de fluorescence des cellules non marquées et du milieu (45). Les transformations
mCherry effectuées dans ce travail semblent étre en adéquation avec ce principe. En ce qui concerne les
résultats obtenus avec le plasmide GFP-2 (Figure 3.2.3), plusieurs hypothéses peuvent étre avancées.
Premiérement, la stabilité intrinséque du plasmide n’est pas toujours suffisante selon les applications et
des ajustements peuvent étre nécessaire afin de le faire fonctionner correctement (45, 53). La variabilité
d’expression des plasmides dans les différentes espéces et les facteurs du milieu jouent un réle dans
I’expression de la fluorescence (45, 49, 50, 54). Ainsi, un milieu pauvre en oxygene ou tres acide peut
I’atténuer considérablement (50, 81), P. aeruginosa possédant deux voies principales d’anaérobiose
(81) : la dénitrification et la fermentation d’arginine. Le plasmide peut aussi rentrer en interférence avec
d’autres éléments fluorescents bactériens ou environnementaux (45).

Deuxiemement, les propriétés photophysiques des FPs sont souvent trés complexes et peuvent
impliquées des phases distinctes d’émission et de non émission (dark states) (49). Un des premiers
phénomeénes de photoswitching (i. e. que la FP posséde un mode on/off selon des illuminations
spécifiques) a été reporté chez une protéine GFP (49). Ceci peut expliquer le résultat obtenu. Une autre
explication se base sur le phénomene de photobleaching, propriété exploitée pour divers types d’études
(82-84). Cela dit, cet effet n’était pas recherché ici. L’exposition a des UV peut provoquer 1’extinction
de la fluorescence de colorants (52) comme de plasmides tels que GFP (53, 85), par ailleurs affecté
également par une exposition a haute température (50, 85). Ainsi, les conditions de croissance cellulaire
(incubation a 37°C) et, surtout, le fait que les cellules marquées GFP-2 ont d’abord été observées sous
rayons UV, la microscopie ayant été réalisée a distance de trois jours, donnent des causes plausibles a
ce qui a été constaté.

Beaucoup de FPs de la nouvelle génération posseédent une fluorescence tres forte et peuvent étre
détectées avec une exposition minimale des cellules vivantes a I’illumination (48, 49). L’imagerie
cellulaire a I’aide de FPs donne beaucoup d’espoir pour le futur, notamment dans le domaine du
marquage dichromatique avec un chevauchement de luminescence négligeable (46, 48).
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A.2. Tableau résumant les titres initiaux des phages et les volumes pipetés en vue
de stabilisation.

Phages individuels (phi) Titre initial [x 10’ PFU/ml] Volume pipeté€ [ul]
phil 13 230.8
phi2 300 10
phi3 9000 0.33
phi4 19 157.9
phi5 14000 0.22
phi6 155 19.35
phi7 52 577
phi8 264 11.36
phi9 30 100
phil0 116 25.9
phill 25 120
phil2 112 26.8
phil3 165 182

La premiere colonne décrit le numéro du phage. Les lignes pour chaque phage représentent leur titre
initial (obtenu apres comptage des plaques de lyse) et le volume pipeté dans 3 ml de NaCl 0.9% (titre
final pour tous les phages : 10" PFU/ml).

A.3. Tableau explicatif du contenu des puits.

Souches bactériennes Adjonction : phages ou contréles négatifs

150 uL de ’ON PAOI a 107 CFU/mL 150 pL de chaque phage (1 4 13) 4 107 PFU/mL
150 uL de SM buffer (Control 1)
150 pL de surnageant (Control 2)

150 uL de ’ON PAO1 a 10 CFU/mL 150 pL du cocktail de phages Pherecydes & 10 PFU/mL
150 uL de 'ON PA14 a 107 CFU/mL 150 pL de chaque phage (1 a4 13) 4 107 PFU/mL
150 pL de SM butfer (Control 1)

150 uL de surnageant (Control 2)

150 uL de 'ON PA14 a 105 CFU/mL 150 pL du cocktail de phages Pherecydes a 10 PFU/mL
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A.4. Tableau listant les transformations exécutées.

Bactéries compétentes (c) Plasmides et genes incorporés

PAOIl-c pUX-BF13 (controle négatif), pUX-BF13 et
GFP-2 (3 :1), pUX-BF13 et mCherry (3:1)

PAOI1.B5-c pUX-BF13 (contrdle négatif), pUX-BF13 et
GFP-2 (3 :1), pUX-BF13 et mCherry (3:1)

PAl4-c pUX-BF13 (contrble négatif), pUX-BF13 et
GFP-2 (3 :1), pUX-BF13 et mCherry (3 :1)

Le plasmide pUX-BF13 a été pipeté dans un rapport 3 :1 vis-a-vis des plasmides contenant les
genes de fluorescence.

A.5. Figure montrant les types de contaminations rencontrées.

Contaminations périphériques A. fongique et B. bactérienne. C. Milieu jaune acétique.

Les différentes couleurs indiquent un changement de pH du milieu grace au rouge de phénol.
L’alcalinisation (A) se traduit par une couleur rose-violacée qui peut étre retrouvée lors de
contamination fongique (hypothése : libération d’ammonium dans le milieu). L’acidification (B et C)
se montre par le ternissement du DMEM qui, a I’extréme, devient jaune.
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A.6. Lexique détaillant quelques termes utilisés.

Termes Définitions

Bovine Serum Utilisé pour de nombreuses applications biochimiques pour sa stabilité

Albumin (BSA) et son manque d’interférence avec les réactions biologiques. Il peut
étre employé pour bloquer les immunoglobulines non spécifiques lors
de I’'IHC (Sigma-Aldrich Co.©).

Contraste de Défini par le fait que le microscope capte les changements de phase
phase (ph) d’une onde passant au travers d’un échantillon non homogene (86).
Ainsi, lorsqu’une matiére, comme une bactérie, est traversée par une
onde, cette derniére change sa phase, c¢’est-a-dire que sa longueur se
voit modifiée. Ces changements de longueurs dessinent alors la forme.

Dulbecco's Modification du Basal Medium Eagle (BME) avec des concentrations
Modified Eagle en acides aminés (aa) et vitamines quadruplées. La formule originale
Medium (DMEM) contient 1000 mg/l de glucose et a été utilisée au départ pour la culture
de cellules embryonnaires de souris. Par la suite, il a été développé et
ajusté pour servir de milieu a différents types de cultures cellulaires,
notamment avec la mise au point de DMEM trés riche en glucose. La
combinaison avec de la L-glutamine (aa essentiel) fournit une source
d’énergie supplémentaire majeure au milieu de culture ( Sigma -

Aldrich Co.0).
Fetal Bovine Supplément qui fournit un vaste étalage de fonctions pour les milieux
Serum (FBS) de culture. I délivre des nutriments, des facteurs de croissance et

d’attachement et protége contre les dommages oxydatifs et I’apoptose
(Sigma-Aldrich Co.©).

MOPS-glycérol ~ Tampon développé par Good NE et al. (87) qui répond a certains
criteres spécifiques dont un effet limité sur les réactions biochimiques,
une stabilité enzymatique et hydrolytique ainsi que des changements
minimaux selon les températures et les concentrations. Le glycérol
joue un rdle de cryoprotecteur en abaissant la température pour le
passage a 1’état de glace.

Optimal Cutting Meélange hydrosoluble de glycols et de résines qui fournit une matrice

Temperature adaptée pour la section au cryostat a des températures inférieures a

(0.C.T) 10°C. 11 a été développé et optimisé spécialement pour
I’expérimentation THC (Agar Scientific. Elektron Technology ©).

Tris-EDTA Les tampons tris sont utilisés largement en biologie moléculaire et
cellulaire pour des procédés tels qu’extraction et purification de
protéines et d’acides nucléiques. Le tris-EDTA (pH 8-9) peut
également servir comme tampon de lavage (Sigma-Aldrich Co.0).

Triton™ X-100 Détergent et surfactant fréquemment utilisé dans les applications
biochimiques pour solubiliser les protéines. Il est non ionique et non
dénaturant. Il peut étre employé pour réduire la tension de surface afin
que les réactifs puissent couvrir toute la section de tissu avec facilité.
Il permet également de diminuer le marquage non spécifique lors de
I’THC (Sigma-Aldrich Co.©, Abcam plc.©).
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