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Résumé 
 

 

 Selon l’Organisation mondiale de la santé, Pseudomonas aeruginosa (PA) résistant aux 

carbapénèmes est une cible prioritaire pour la production de nouveaux antibiotiques. Ainsi, 

comprendre les mécanismes sous-jacents de l’infection de ces bactéries résistantes permettra 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. La perte de la porine OprD, principal 

déterminant de la résistance aux carbapénèmes, antibiotiques de dernier recours, est décrite 

comme améliorant le fitness in vivo et la virulence bactérienne. Le séquençage à transposons à 

haut débit permet d'identifier des gènes essentiels (GE) pouvant s'avérer être des cibles 

thérapeutiques. Cette stratégie n’a pas encore été utilisée pour PA OprD mutant. Dans cette 

étude, nous avons identifié les GE spécifiques de PA14 OprD mutant pour la croissance en 

milieu LB, mis en évidence le gène panC codant la pantothénate synthétase comme cible 

thérapeutique prometteuse, et établi une liste de 30 GE de PA14 OprD mutant. Par CRISPRi, 

nous avons confirmé que l'inactivation de panC réduisait la croissance en LB, l'expression de 

sigX, dont la surexpression est associée à la fluidité membranaire, et l'expression de gènes 

impliqués dans la synthèse des acides gras (SAG). En considérant la « faiblesse » de PA14 

OprD mutant due à une altération de la membrane consécutive à une diminution de SAG 

insaturés en l'absence de panC, nous avons montré que l'inactivation de panC augmentait le 

temps d’obtention de la mort des cellules bronchiques 16HBE. Ceci met en évidence le potentiel 

d’anti-virulence de l’inhibition de panC et sa pertinence en tant que cible pour le traitement des 

infections pulmonaires au PA OprD mutant résistant aux carbapénèmes.  

 

Mots clés :   Pseudomonas aeruginosa, Épithélium des voies aériennes, Infection, Résistance aux 

antibiotiques, OprD 
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Abstract 
 

 

For the World Health Organization, carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa is a 

critical priority for which new antimicrobial drugs are needed. Consequently, understanding the 

underlying mechanisms of resistant bacteria infection will enable the identification of new 

therapeutic targets. Loss of the OprD porin is the main determinant of resistance to the last 

resort carbapenem antibiotics and has been described to enhance fitness in vivo and virulence. 

Transposon sequencing is a high-throughput sequencing technique that makes it possible to 

identify essential genes (EGs) that may turn out to be therapeutic targets. However, such a 

strategy has not yet been used for OprD-deficient P. aeruginosa. In this study, we identified the 

EGs specific to PA14 OprD mutant for LB growth and we established a list of 30 EGs among 

these, we highlighted the panC gene encoding pantothenate synthetase as a promising target.  

Using CRISPRi, we confirmed that silencing panC reduced LB growth, and decreased sigX 

expression, whose overexpression is associated with membrane fluidity, as well as the 

expression of genes involved in the fatty acid synthesis (FAS). Taking into account the 

weakness of PA14 OprD mutant due to an altered membrane consecutive to a decrease in 

unsaturated FAS in the absence of panC, we showed that silencing panC extended the 

destruction time of 16HBE airway cells. Overall, our findings highlighted the anti-virulence 

potential of panC inhibition and shed new light on its inhibition as a target for treating 

carbapenem-resistant OprD-defective PA lung infections. 

 

Keywords:   Pseudomonas aeruginosa, Airway epithelium, Infection, Antibiotic resistance, OprD
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Nous sommes actuellement confrontés à une pénurie de choix thérapeutiques pour 

traiter les patients infectés par des bactéries résistantes aux antibiotiques ; en particulier les 

bactéries Gram-négatives, telles que Pseudomonas aeruginosa, qui fait notamment partie des 6 

bactéries « ESKAPE ». De par leur pathogénicité et leurs résistances, elles sont prioritaires pour 

la recherche de nouveaux agents antimicrobiens (1). Selon l'Organisation Mondiale de la Santé, 

la résistance aux antibiotiques causera jusqu'à 10 millions de décès par an, en 2050, et P. 

aeruginosa résistant aux carbapénèmes est considéré comme une cible prioritaire pour le 

développement de nouveaux antibiotiques.  

 

La perte de la porine OprD, qui est le canal d'entrée des carbapénèmes, entraîne la 

résistance de P. aeruginosa à cette classe d'antibiotiques de dernier recours. P. aeruginosa est 

un agent pathogène opportuniste majeur, impliqué dans les infections des voies respiratoires, 

chez les patients atteints de mucoviscidose et de bronchopneumonie chronique obstructive, 

mais aussi chez les patients hospitalisés en unité de soins intensifs (2). L'épithélium des voies 

respiratoires humaines constitue une barrière physique et fonctionnelle prévenant l'infection 

pulmonaire par des agents pathogènes (3).  

 

Le cas du mutant OprD a été étudié dans différents contextes dont des modèles de 

colonisation gastro-intestinale ou de la rate. Avec ces différents modèles, il a été observé une 

augmentation du fitness chez le mutant (4,5). Il a également été démontré qu’il présentait une 

virulence augmentée dans un modèle murin de pneumonie aigüe (6).  

 

L’objectif de ce travail était de définir la liste de gènes essentiels (GE) spécifiques à 

PA14 OprD mutant afin de déterminer de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques efficaces 

dans le cas de souches résistantes aux carbapénèmes.  

 

Pour cela, nous avons utilisé, d'une part, une approche génomique de type Tn-Seq pour 

déterminer les gènes essentiels de P. aeruginosa mutant in vitro. Nous avons ensuite vérifié 

biologiquement les GE identifiés par Tn-Seq. L’inhibition du GE (panC) validé a finalement 

été testé dans un contexte d’infection afin de déterminer s’il pouvait représenter une cible 

thérapeutique pour limiter le potentiel virulent de PA14 oprD mutant ex vivo. Ce projet s’inscrit 

dans un objectif plus large d’identification de nouvelles pistes pour l’élaboration de nouvelles 

cibles pour les thérapies alternatives et de surmonter ainsi la résistance aux antibiotiques. 
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Chapitre 1 : Pseudomonas aeruginosa 
 

 

I. Caractéristiques générales – Historique 

 

De nos jours, une multitude d’espèces de Pseudomonas sont décrites dans la littérature. 

La première description de Pseudomonas aeruginosa remonte à 1872 par Schroeter qui le 

nomme Bacterium aeruginosum (7). Par la suite, ce sera le pharmacien militaire Carle Gessard 

qui en fera l’observation via les pansements de soldats, tachés d’un pigment bleu-vert 

caractéristique de cette bactérie, la pyocyanine. Il renommera en conséquence cette bactérie en 

tant que bacille pyocyanique en 1882 (8). En 1900, Migula lui donnera finalement le nom de 

genre Pseudomonas (7). Depuis ces premières observations, les avancées technologiques ont 

permis le regroupement des Pseudomonas sp. qui appartiennent au domaine des Bacteria 

(Proteobacteria), phylum des Pseudomonadota, classe des Gammaproteobacteria, ordre des 

Pseudomonadales et à la famille des Pseudomonadaceae (9).  

 

À ce jour, plus de 500 espèces ont été référencées sur LPSN (List of Prokaryotic names 

with Standing in Nomenclature) (10), mais le nombre d’espèces décrites est en constante 

augmentation (11).  

 

II. Caractéristiques microbiologiques 

 

P. aeruginosa est un bacille droit mesurant de 1-5µm de long et 0,5-1,0µm de large (8). 

C’est une bactérie à Gram négatif que l’on retrouve seule ou par paire. Elle est mobile grâce à 

un flagelle polaire monotriche permettant le swimming et le swarming, et également de 

nombreux pili, permettant le twitching, et notamment les pili de type 4 assurant virulence et 

mobilité (IVa) et conjugaison (IVb) (12,13). P. aeruginosa ne produit pas de spores et n’est pas 

capsulée.  

 

P. aeruginosa est une bactérie aérobie strict, mais il est possible que certaines souches 

se multiplient lentement dans un milieu anaérobie en présence de nitrate. La température 

optimale de culture est de 37°C, mais P. aeruginosa peut croître à des températures allant de 
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4°C à 42°C. En laboratoire, cette bactérie ne nécessite pas de nutriments particuliers et pousse 

rapidement sur des milieux de culture classiques. Elle produit plusieurs pigments solubles tels 

que la pyocyanine (bleu-vert), la pyoverdine (jaune-vert) et la pyorubine (brun-rouge) (14) ou 

encore la pyomélanine (noir-brun) (15).   

 

A) P. aeruginosa en microscopie électronique (d’après Lindhout et al. (16)) 

            B) Coloration de Gram pour P. aeruginosa (x100) 

 

En culture gélosée, les colonies ont un aspect opaque et convexe avec un bord 

légèrement rugueux et une couleur beige clair. Les pigments produits par P. aeruginosa peuvent 

donner une couleur tirant vers le vert à la gélose, d’aspect métallique sur gélose au sang (17). 

L’odeur de seringat caractéristique de P. aeruginosa résulte de la 2-aminoacétophénone (18). 

Chez les patients atteints de mucoviscidose (cystic fibrosis, CF), on peut retrouver des souches 

dites mucoïdes produisant de l’alginate. Il est également possible d’isoler des variants à petites 

colonies (Small Colony Variant) caractérisés par une pousse lente (de plus de 48 heures), une 

motilité réduite et une résistance accrue aux antibiotiques. Par ailleurs, P. aeruginosa peut 

croître sous forme de biofilm in vitro mais supposément dans les voies aériennes des patients 

atteints de CF également (19).  

 

III. Caractéristiques génomiques 

 

P. aeruginosa possède un large et unique chromosome circulaire composé de 5,5 à 7 

millions de paires de bases (pb) codant en moyenne pour 6000 gènes environ. Parmi ces gènes 

sont retrouvés de nombreux régulateurs transcriptionnels, transporteurs et systèmes de 

régulation à deux composants qui confèrent à P. aeruginosa une grande diversité métabolique 

A B 

Figure 1 : Imageries de Pseudomonas aeruginosa 
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et la capacité d’utiliser une large variété de nutriments, et par conséquent, une grande capacité 

d’adaptation à divers environnements (20,21). 

 

Une étude réalisée en 2015 comparant les génomes de 17 souches de P. aeruginosa a défini 

un core genome de 5233 gènes communs à l’ensemble des souches, ce qui représente environ 

88% du génome total (22). En 2019, une autre étude réalisée sur 9 souches de P. aeruginosa 

rapportait un core genome de 5109 gènes communs aux souches (23). Le core genome est très 

riche en gènes en lien avec le métabolisme et les systèmes de respiration, mais possède 

également des gènes de résistance aux antibiotiques et 59% des gènes de virulence. En 

complément du core genome, il existe des gènes dits « accessoires », généralement acquis 

d’autres espèces via des phages ou des plasmides et qui sont identifiables par le fait qu’ils ont 

généralement un GC% plus faible (+/-61.7%) contrairement aux gènes du core genome (+/-

66%) (20,22).  

 

IV. Environnement 

 

La grande variété de gènes au sein des génomes de P. aeruginosa lui permet une 

adaptation à tout type d’environnements (24). Cette bactérie est couramment décrite comme 

omniprésente dans l’environnement (24–27) et préférentiellement dans les sols (28), et 

notamment les sols agricoles (29) et ceux contaminés aux hydrocarbures (30). On la retrouve 

également dans de nombreux types d’étendues d’eau (eau de mer, rivière, lac, eau du robinet, 

mais également piscine et piscine d'hydrothérapie (25,31–33)), P. aeruginosa est d’ailleurs 

présent au niveau des canalisations (34). P. aeruginosa est un pathogène des plantes et des 

animaux (35,36) comme les nématodes (37), insectes (38), poissons (39), reptiles (40) et divers 

mammifères (41,42).  

 

P. aeruginosa est un pathogène opportuniste chez les patients présentant des facteurs de 

risque (maladie sous-jacente comme la CF ou la broncho-pneumopathie chronique obstructive, 

BPCO) (cf Chapitre 2). Compte tenu de son réservoir hydrique, P. aeruginosa est fréquemment 

retrouvé dans les services hospitaliers, notamment les zones humides (éviers, siphons, douches, 

équipements respiratoires, vases, antiseptiques, matériel de nettoyage, etc. (43)). Ainsi, les 

contaminations exogènes se font volontiers à partir de ces réservoirs et de matériel contaminé 
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ou par les soignants ; les contaminations endogènes apparaissent plutôt à partir d'un site 

colonisé, comme les voies respiratoires ou la peau (44,45). 
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Chapitre 2 : Infections à P. aeruginosa 
 

 

I. Différents types d’infections à P. aeruginosa 

 

P. aeruginosa reste un pathogène pouvant être à l’origine de différents types d’infections 

opportunistes comme des infections cutanées, ORL, oculaires, urinaires ou encore de 

bactériémie. Mais P. aeruginosa occasionne principalement des infections au niveau 

pulmonaire avec des pneumonies associées à des pathologies respiratoires sous-jacentes ou 

favorisées par la présence de matériels médicaux invasifs (27). P. aeruginosa est souvent 

retrouvé dans le milieu hospitalier, notamment dans les services de réanimation, ce qui favorise 

la présence de souches bactériennes multirésistantes aux antibiotiques (46), problème important 

pour les patients à risque exposés comme ceux atteints de CF, de BPCO, ou ceux admis en 

soins intensifs. 

 

II. Infections pulmonaires  

1. Le système respiratoire 

 

Le système respiratoire permet les échanges gazeux dans le corps et donc l’oxygénation 

des organes par son interconnexion avec le système cardiovasculaire via la respiration. Il est 

divisé en deux parties : les voies supérieures regroupant les fosses nasales, le pharynx et se 

termine au niveau du larynx. L’air, passant ces zones, est filtré et réchauffé. Les voies 

inférieures regroupent la trachée et les bronches souches qui s’individualisent vers les lobes 

pulmonaires. Les bronches se subdivisent jusqu’aux bronchioles reliées aux alvéoles 

pulmonaires, lieu des échanges gazeux. Ces échanges sont possibles via le contact entre la paroi 

des alvéoles et les capillaires pulmonaires.  

 

L’ensemble du système respiratoire est tapissé par un épithélium au contact de l’air. La 

trachée et les voies respiratoires proximales sont majoritairement composées d’un épithélium 

pseudostratifié regroupant différents types de cellules représentés en figure 3.  
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Figure 2 : Schéma de l'organisation des différents types cellulaires au niveau de la trachée et 
des voies bronchiques (adapté de Zepp JA et al. (47)). 

 

Les cellules multiciliées sont le type cellulaire le plus abondant au niveau de 

l’épithélium respiratoire. Elles sont pourvues de cils moteurs dont le mouvement est possible 

selon la disponibilité en ATP. Elles permettent l’évacuation du mucus hors des voies 

respiratoires via la toux ou la déglutition vers le système digestif. Ce mucus est sécrété par les 

cellules caliciformes (Goblet cells) et joue un rôle de défense contre les particules présentes 

dans l’air et les micro-organismes. Ces cellules mucosécrétrices sont principalement présentes 

dans les voies aériennes proximales et contiennent des vacuoles mucigènes pour produire leur 

mucus (48). Cette production sera augmentée en cas d’inflammation comme par exemple celle 

induite par l’inhalation de la fumée de cigarette. Cependant, une surproduction peut être un 

indicateur de pathologies. Les cellules caliciformes aident également à produire le liquide péri-

ciliaire qui permet la lubrification et protection de l’épithélium. Il forme une couche entre le 

mucus et les cellules de l’épithélium qui permet aux cils de battre pour déplacer le mucus (49). 

Les cellules ciliés et mucosécrétrices sont issues de cellules progénitrices appelées les cellules 

basales. Elles agissent comme des cellules souches résidentes qui permettent de régénérer 

l’épithélium respiratoire et bronchiolaire après une lésion. Ce sont des cellules multipotentes 
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(47). Des cellules neuroendocrines pulmonaires peuvent se regrouper pour former des corps 

neuro-épithéliaux formant des contacts synaptiques avec des fibres nerveuses. Elles sont 

capables de réguler l’homéostasie en détectant l’oxygénation et l’hypoxie. Au niveau des 

bronchioles, il y a une présence majoritaire de cellules Club. Ces cellules contribuent au 

maintien de la barrière épithéliale et sécrète des protéines, majoritairement la CCSP (Club Cell 

Secretory Protein) qui possède des propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices. Ces 

cellules peuvent également se renouveler et se différencier en cellules ciliées (50).  

 

Les canaux alvéolaires, les sacs alvéolaires et l’interstitium pulmonaire forment le 

parenchyme pulmonaire. Les alvéoles sont composées de cellules épithéliales alvéolaires. Les 

pneumocytes de type II sont des cellules cuboïdes et permettent de réduire la tension 

superficielle pendant la respiration en produisant le surfactant. Les pneumocytes de type I sont 

des cellules pavimenteuses représentant 95% de la surface d’échange gazeux en s’associant 

avec le plexus capillaire (47). Cet épithélium repose sur les septa inter-alvéolaire où se trouvent 

les vaisseaux sanguins. Les septa contiennent cellules endothéliales, (myo)fibroblastes, 

mastocytes et macrophages dans une matrice de fibres élastiques qui permettent les 

mouvements de dilatation et de rétractation des alvéoles. Lorsque les septa sont endommagées, 

cela provoque des emphysèmes. 

 

2. Infections à P. aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose 

a) La mucoviscidose 

 

La CF est une maladie héréditaire à transmission autosomique récessive (51). 

Principalement retrouvée dans les populations caucasiennes (52), il est estimé par la Cystic 

Fibrosis Foundation qu’il y aurait 105 000 cas diagnostiqués dans le monde (53). En France, 

le taux de porteurs sains est estimé à 1/30-1/35, soit environ 2 millions de personnes (54), ainsi 

pour une naissance sur 4500, l’enfant est porteur de la maladie (55). La CF est autant retrouvée 

chez les hommes que chez les femmes (56). Sept-mille-sept-cent-quarante-trois (7743) patients, 

62,5% d’adultes, ont été recensés en 2022 par le registre français de la mucoviscidose (57). 

Auparavant considérée comme une pathologie infantile, ce pourcentage majoritaire d’adultes 

est lié à l’augmentation de l’espérance de vie des patients (en moyenne 10 ans de plus qu’il y a 

10 ans).  
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Cette maladie est induite par une mutation du gène cftr (Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductionce Regulator) qui code la protéine CFTR représentée en figure 4. Le gène cftr est 

situé sur le chromosome 7 et est constitué de 190 kilos paires de bases (kpb). La protéine CFTR 

est composée de 1480 acides aminés (AA) pour 168 kDa (58). Cette protéine est un canal 

ionique assurant le transport actif d’ions par l’hydrolyse d’une molécule d’ATP, notamment la 

sécrétion des ions chlorures hors des cellules (59). Cette protéine est exprimée au niveau des 

cellules épithéliales de divers organes comme les poumons, les intestins, la peau, le foie, le 

pancréas, etc (60) retrouvés en figure 4.  

 

Plus de 1500 mutations pour le gène cftr ont été identifiées. La mutation la plus 

importante représentant deux tiers des mutations en Europe et Amérique du Nord est l’absence 

de phénylalanine en position 508 (connue sous le nom de Phe508del ou F508del). C’est une 

mutation de classe II (57,61). Lorsque ce gène est muté, le passage est bloqué, ce qui entraîne 

une augmentation de la réabsorption de sodium et d’eau, entraînant une forte déshydratation 

(61). Cela provoque une augmentation de sécrétion de mucus qui réduit la clairance 

mucociliaire des voies aériennes, ayant pour conséquence de favoriser la colonisation 

bactérienne (62). Par ailleurs, cela entraîne également de nombreux dysfonctionnements de 

divers organes représentés en figure 4.  

 

 

Figure 3 : Représentation schématique de l'impact de la mucoviscidose sur les organes et les 
voies respiratoires (adapté de Lorenzo Timon sur La Fondation pour la Recherche Médicale 
(56)). 
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b) Infections chez les patients atteints de mucoviscidose 

 

Les colonisations bactériennes des voies aériennes retrouvées chez les patients atteints 

de CF diffèrent en fonction de l’âge avec une prévalence de Streptococcus sp. de 19% et 

Haemophilus sp. de 14% chez les enfants et les nourrissons contre une majorité de 

Pseudomonas sp. (18%) et de Staphylococcus sp. (9%) chez les patients adultes (63). Les 

prévalences des bactéries impliquées dans les infections des voies respiratoires chez les patients 

CF sont représentées en figure 5. 

 

P. aeruginosa est un facteur de morbi-mortalité chez les patients CF (19). En effet, 

97,5% des patients auront présenté des infections à P. aeruginosa avant leurs 3 ans (64). Lors 

de ces premières infections, les stratégies antibiotiques mises en place sont efficaces dans la 

majorité des cas, mais les traitements répétés induisent une sélection des souches résistantes de 

P. aeruginosa au sein des voies respiratoires (65).  

 

P. aeruginosa est capable d’adaptations pour persister dans les voies aériennes 

(représentées en figure 6), l’infection devient alors chronique et provoque une inflammation 

Figure 4 : Prévalence des bactéries cliniquement impliquées dans des infections respiratoires 
en fonction de l'âge chez des patients CF (d'après le Registre Français de la Mucoviscidose 
2022 (57)). 
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continue induisant la destruction des cellules de l’épithélium pulmonaire (66). De plus, P. 

aeruginosa peut acquérir des mutations sous pression de sélection antibiotique qui verra 

l’émergence des mutants les plus adaptés à la colonisation chronique des voies respiratoires, 

comme par exemple avec l’acquisition de résistances aux antimicrobiens et à l’immunité, perte 

du flagelle et la diminution des facteurs de virulence (66,67). Ces adaptations sont représentées 

en figure 6.  

 

 

Figure 5 : Adaptations de Pseudomonas aeruginosa lors de l'infection des voies aériennes 
chez un patient CF (adapté de Elio Rossi et al. 2021 (66)) 

 

3. Infections à P. aeruginosa chez les patients atteints de BPCO 

a) La BPCO 

 

La BPCO est une maladie chronique inflammatoire des bronches. Selon l’OMS (2016), 

cette pathologie touche 65 millions de personnes et a été la cause d’environ 3 millions de décès 

dans le monde en 2015. Elle est actuellement la quatrième cause de mortalité mondiale et il est 

estimé qu’en 2030 la BPCO deviendra la troisième cause de mortalité mondiale (68). En 

Europe, 300 000 personnes décèdent de cette pathologie chaque année, et 5 à 10% de la 

population est touchée (69). En France, il y a 3,5 millions de personnes atteintes, soit 6 à 8% 

de la population de plus de 45 ans. Cette pathologie, présentant une évolution lente, est encore 

largement sous diagnostiquée (69,70). Les symptômes sont une toux chronique, une dyspnée et 
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des expectorations. Des emphysèmes pulmonaires sont également observés. De plus, les 

patients sont plus sensibles aux infections pulmonaires et connaissent de nombreuses périodes 

d’exacerbations où leurs symptômes s’intensifient (69). Chez une personne saine, l’épithélium 

respiratoire produit des molécules de défense contre ses infections, mais chez les patients 

BPCO, leur production est altérée. Il existe quatre facteurs de risque pouvant favoriser 

l’apparition de la BPCO, le plus important étant le tabagisme qui représente 80% des cas en 

Europe. La pollution de l’air, les maladies respiratoires de l’enfance (comme l’asthme) (70) ou 

encore une composante génétique peuvent aussi favoriser le développement de la pathologie. 

La BPCO se traduit par un épaississement des parois via l’atrophie des muscles lisses combiné 

à une hypersécrétion de mucus (figure 6). 

Figure 6 : Représentation schématique de l’impact de la BPCO sur les voies aériennes 
(adapté de Barnes PJ. et al. (71)) 
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L’inflammation du tissu pulmonaire engendre des perturbations cellulaires et des 

anomalies fonctionnelles. Deux processus pathologiques sont impliqués. Le premier est le 

remodelage des voies aériennes induisant une obstruction bronchique et une fibrose 

péribronchique. L’obstruction bronchique est provoquée par une surproduction de mucus ainsi 

qu’un manque de clairance mucociliaire. La fibrose péribronchique favorise le dépôt de matrice 

autour des voies aériennes. Le deuxième processus est l’emphysème dû à la destruction du 

parenchyme pulmonaire (72). 

 

Chez les patients BPCO, il y a plusieurs remaniements pulmonaires car les capacités de 

réparation et de régénération de l’épithélium respiratoire après lésion sont altérées. Cette 

pathologie va entraîner des réponses inflammatoires anormales en réponse à la fumée de 

cigarette qui peuvent induire une perte des jonctions épithéliales entraînant une perte des 

contacts cellule/cellule chez les patients BPCO (73). Les cellules basales perdent leur capacité 

à se différencier et prolifèrent, provoquant une diminution des cellules ciliées qui ne remplissent 

plus leurs fonctions dans l’épithélium respiratoire. De plus, la fumée de cigarette réduit le 

nombre de cellules ciliées, induit le rétrécissement des cils (74) et altère leur fonctionnement. 

Par ailleurs, la composition du mucus est modifiée (48,73), altérant son rôle en tant que barrière 

physico-chimique. Le dernier remaniement est l’élargissement des espaces alvéolaire avec la 

destruction des parois par les métalloprotéinases matricielles (MMPs) 1-8-9 et 13. Ce sont des 

protéases qui peuvent modifier la matrice extracellulaire (MEC). 

 

b) Infections chez les patients BPCO 

 

Chez les patients BPCO, les infections à P. aeruginosa représentent 5 à 10% des 

exacerbations mais est d’autant plus prépondérant au fur et à mesure des stades d’avancés dans 

la gravité de la maladie (75). C’est le second microorganisme le plus courant retrouvé chez les 

patients (76). Il est retrouvé dans 4 à 15% des expectorations de patients adultes en 

exacerbation. Les cas les plus courants d’infections sont aiguës pour une durée relative d’un 

mois avant l’élimination de la souche (77).  

 

Des infections chroniques ont cependant été décrites comme étant comparables à celles 

rencontrées chez les patients CF. En effet, les souches présentent dans ce cas des phénotypes 



Chapitre 2 : Infections à P. aeruginosa  

 
28 

 

mucoïdes comme retrouvés dans la CF (78). Ces infections chroniques sont la conséquence 

d’une rechute à la suite d’une infection antérieure (79).  

 

4. Infections à P. aeruginosa chez les patients sous ventilation mécanique 

 

 Les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) sont décrites comme 

des infections du parenchyme pulmonaire chez les patients exposés à une ventilation mécanique 

invasive pendant au moins 48 h et font partie des pneumonies nosocomiales acquises en 

réanimation (80). En Europe, l’incidence des PAVM a été estimée à 18,3 pour 1 000 journées 

de ventilation (81). En France, Santé Publique France estime l’incidence des PAVM à 22,67 

pour 1 000 journées de ventilation en 2020 (82). Les symptômes observés sont la présence d'un 

infiltrat nouveau ou progressif, des signes d'infection systémique comme la fièvre, modification 

des crachats et détection d'un agent infectieux (83).  

 

P. aeruginosa fait partie des bactéries les plus fréquemment retrouvées lors de PAVM 

(81) et est associée à une mortalité de 13,5% même avec un traitement antibiotique associé (84). 

En milieu hospitalier, les souches multirésistantes sont nombreuses. La présence de P. 

aeruginosa est favorisée par les nombreuses comorbidités et les matériels médicaux invasifs 

des patients en soins intensifs. Par exemple, la pose de la sonde endotrachéale pour la mise en 

place de la ventilation empêche les réflexes de toux, provoque des lésions au niveau de 

l’épithélium de la trachée, diminue la clairance mucociliaire ce qui forme un terrain favorable 

pour la colonisation par P. aeruginosa et la formation de biofilms. (85).  
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Chapitre 3 : Porine OprD et résistance aux carbapénèmes 

 

 

P. aeruginosa est naturellement résistant à de nombreux agents antimicrobiens par le fait 

qu’il présente une membrane externe peu perméable (1/100 de la perméabilité de la membrane 

de E. coli), de l’expression de nombreuses pompes d’efflux diminuant la concentration 

intracellulaire de nombreux antibiotiques, mais également grâce à la présence d’une β-

lactamase chromosomique AmpC (86).  

 

I. Les porines chez P. aeruginosa 

 

Les porines sont des protéines retrouvées dans la membrane externe. Elles jouent un rôle 

important chez les bactéries à Gram négatif car elles permettent le passage de composés 

hydrophiles au travers de la membrane externe phospholipidique protectrice et imperméable à 

ces composés. Ainsi, les porines assurent les imports de diverses molécules telles que les 

nutriments essentiels à la survie bactérienne, comme les sucres ou les AA, mais également 

certains antibiotiques (figure 11) (87,88).  

 

 

 

 

 

Les porines sont composées de feuillets β amphiphiles avec une alternance de régions 

hydrophiles orientées vers le canal et hydrophobes vers la membrane. Les feuillets sont reliés 

Figure 7 : Schéma d'une porine chez P. aeruginosa (fait avec biorender.com) 
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par des boucles (loops) et la forme du canal est due à l’enroulement des feuillets sur eux-mêmes. 

Les porines sont majoritairement trimériques avec l’assemblage de 3 canaux (figure 12) 

(87,89).  

 

Tableau 1 : Liste des porines de P. aeruginosa associées à leur fonction, leurs régulateurs et 
facteur sigma (adapté de Chevalier et al. (90)) 

 

Gène Fonction Antibiotiques Régulateurs 
Facteurs 

sigma 

oprB Entrée du glucose - Anr, GltR RpoS, SigX 

oprB2 Entrée du glucose - - - 

oprF 

Structure de membrane, formation de 

biofilm, adhérence cellules hôte, quorum 

sensing, entrée d’ions, sucres, et de β-

lactamines (sauf carbapénèmes) 

- AmpR 
AlgU, SigX, 

RpoS 

oprG Entrée putative du Fe2+ - Anr SigX, FecI 

oprH Stabilisation de la membrane externe  - 

PhoP-PhoQ, 

BrlR, BqsR, 

CarR 

RpoS, FecI, 

SigX 

oprO Entrée des polyphosphates  - PhoB, TctD 
RpoH, RpoS, 

SigX 

oprP Entrée du phosphate - PhoB, TctD 
RpoH, RpoS, 

SigX 

F
a
m

il
le
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es

 O
p

rD
 

G
ro

u
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e 
O

cc
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opdB Entrée de la proline et de l'arginine - - - 

opdC Entrée de l'histidine et de l'arginine  - - SigX, FliA 

opdI Entrée de l'arginine - - - 

opdJ Entrée de l'arginine - - - 

opdP Entrée de glycine-glutamate et de l'arginine - - RpoN 

opdT Entrée de la tyrosine - - FecI 

oprD 
Entrée de l'arginine, la lysine, l'histidine, 

l'ornithine et supposément le gluconate, 

entrée de petit peptides 

Transport d'imipénème et 

méropénème 
ArgR, CzcR 

RpoN, SigX, 

FliA 

oprQ Entrée de l'arginine - MexT RpoS, SigX 

G
ro

u
p

e 
O

cc
K

 

OpdD - Transport de méropénème - - 

opdF Entrée du glucuronate 

Transport de carbénicilline, 

céfoxitine, gentamycine et 

témocilline 

- FecI 

opdG - - - - 

opdH Entrée du cis-conitate et des tricarboxylates  - TctD - 

opdK Entrée de l'acide vanillique et du benzoate 

Transport de carbénicilline, 

céfoxitine, tétracycline et 

témocilline 

- - 

opdL Entrée du phénylacétate - - - 

opdN - - - - 

opdO Entrée du pyrogluconate Transport de céfotaxime - - 

opdQ Entrée des tricarboxylates - NarX-NarL - 

opdR - - - - 

oprE - - IHF, OxyR 
SigX, RpoN, 

FecI2 
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Deux types de porines sont décrites chez P. aeruginosa : les porines spécifiques qui 

permettent l’import d’un panel strictement définit de molécules, et les porines non spécifiques 

qui assurent l’import de divers substrats. La faible perméabilité membranaire de P. aeruginosa 

est également lié au fait que ce sont majoritairement des porines spécifiques qui sont exprimées 

afin de ne sélectionner que les imports nécessaires, favorisant au passage sa résistances aux 

divers antimicrobiens (90–92).  

 

Parmi les 26 porines retrouvées chez P. aeruginosa, OprF est majoritaire. C’est 

l’homologue de d’OmpA de E. coli. Cette porine non spécifique participe principalement à 

structurer la membrane, mais également à l’import de nombreux nutriments, dont certaines β-

lactamines. La famille des porines de type d’OprD regroupe 19 des 26 porines de P. aeruginosa. 

Ces porines se nomment « outer membrane carboxylate chanel » et sont caractérisées par un 

domaine sérine peptidase. Deux sous-groupes la composent : le groupe OccD qui est associé à 

l’import d’AA basiques, et le groupe OccK pour l’import de molécules cycliques chargées 

négativement (90,93). Les caractéristiques des 26 porines de P. aeruginosa sont détaillées dans 

le tableau 1. 

 

II. Les carbapénèmes 

 

Les carbapénèmes font partie des β-lactamines. Le premier carbapénème découvert en 1976 

était l’acide olivianique, mais celui-ci était très peu stable (94). Par la suite, la thiénamycine a 

été isolée en 1979 à partir de Streptomyces cattleya (Streptomyces MA4297). Du fait de sa 

stabilité et ses propriétés antibactériennes à large spectre, cette molécule a servi de base pour 

l’ensemble des molécules carbapénèmes développées par la suite, mais du fait de son rendement 

faible, cette molécule sera très peu utilisée (95,96). Par la suite, en 1985, l’imipenème 

s’imposera comme le chef de file de cette classe d’antibiotique car premier carbapénème utilisé 

pour traiter les infections en clinique. Il reste encore de nos jours un des plus utilisés (94,97,98).  

 

Leur structure est composée d’un noyau β-lactame bicyclique. Le premier cycle est très 

conservé et est retrouvé dans toutes les molécules de carbapénèmes (99). Le second cycle peut 

présenter quelques modifications qui conditionnent le spectre d’action antibactérien en fonction 

des molécules. La structure de différentes β-lactamines est représentée en figure 8 (100). 
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Le mode d’action des carbapénèmes est similaire aux β-lactamines : les molécules ciblent 

les protéines liant les pénicillines (PLP) qui permettent la formation de la chaîne polypeptidique 

du peptidoglycane nécessaire à la structure de la paroi bactérienne (101). Le noyau β-lactame 

de ces antibiotiques présente une forte homologie structurale avec les motifs D-Ala-D-Ala du 

peptidoglycane ce qui permet la liaison des β-lactamines aux PLP. L’ouverture du cycle β-

lactame permet la liaison irréversible entre le PLP et les carbapénèmes. 

 

Parmi les différentes molécules de carbapénèmes utilisées pour traiter les infections 

bactériennes, l’imipénème reste le plus courant. Le second est le méropénème, plus efficace 

contre les bactéries Gram négatif que le premier (102). 

 

III. La porine OprD 

 

Parmi les nombreuses porines retrouvées chez P. aeruginosa, la porine OprD, autrement 

appelée occD1 ou anciennement la porine D2 (103), est la seconde majoritaire. Son nom a été 

donné à la famille des porines OprD comprenant 19 porines présentant une similarité d’environ 

Figure 8 : Structure chimique des différents types de β-lactamines et de carbapénèmes (adapté 
de Nordmann et al. (100)) 
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50% (90). Chez PA14 et PAO1, le gène oprD mesure 1332 pb et produit une protéine OprD de 

48.2 kDa pour 444 AA (104).  

 

La porine OprD est constituée de canaux β formant un trimère et traversant la membrane. 

Chaque monomère est composé de 18 feuillets β reliés par 9 boucles (loops : L) qui forme un 

tonneau β. L’intérieur du tonneau OprD contient deux boucles L3 et L7 qui forment un pore 

très étroit et circulaire d’une taille de 5,5 Å en se repliant vers l’intérieur. Le pore est constitué 

exclusivement de chaînes polaires et de groupes carbonyles et est chargé négativement. Il reste 

cependant des résidus d’arginine et de lysine amenant des charges positives dans le canal et 

permet de guider les substrats le long du canal, c’est la basic ladder. La structure de la porine 

est représentée en figure 9 (105).  

 

Figure 9 : Structure de la porine OprD (adapté de Biswas et al. (105)) 

a) Vues de côté (gauche) et du dessus (droite).  
b) Basic ladder : ligne conductrice de charges positives pour guider la traversée des 
substrats 

 

 

La porine OprD permet le transport d’AA basiques tels que l’arginine, la lysine, l’histidine 

et l’ornithine, ou encore de petits peptides tels que Ala-Lys, Lys-Ala, Thr-Ser-Lys or Pro-Phe-

Gly-Ly (103) mais également le gluconate (106). Elle est également le canal d’entrée de deux 

antibiotiques de la famille des carbapénèmes : l’imipénème et le méropénème. Le défaut 

d’expression de la porine OprD entraîne donc une perte de sensibilité aux carbapénèmes (107).  

 

Les imports et l’expression de la porine sont régulés par divers mécanismes résumés en 

figure 14. Tout d’abord, il existe une compétition entre les différents substrats de la porine. 

L’entrée des carbapénèmes est donc régulée en fonction de la concentration en AA et peptides 
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dans le milieu, avec une diminution de l’entrée des carbapénèmes entre 48 à 80% lors d’une 

concentration forte en AA basiques. De même, il a été décrit une augmentation des 

concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour les carbapénèmes lors de la croissance de P. 

aeruginosa sur des milieux enrichit en AA basiques (103,107,108).  

 

Dans le cas où les AA basiques représentent la seule source de carbone disponible dans le 

milieu, la porine OprD se retrouve surexprimée, notamment par la surexpression de l’Arginine-

response regulator ArgR. Ce phénomène est accompagné d’une diminution de la CMI des 

carbapénèmes (109).  

 

D’autre éléments peuvent agir sur la régulation de la porine OprD, comme la 

concentration en métaux dans le milieu. Lorsque la concentration en zinc est élevée, les gènes 

czcS et czcR sont surexprimés. Ils régulent ensuite czcCBA pour permettre l’efflux des métaux 

lourds. Ils engendrent également une répression de l’expression du gène oprD. On observe 

également le phénomène avec des fortes concentrations en cuivre dépendant des régulateurs 

CopR et CopS (110,111). Une diminution de l’expression de la porine OprD peut être 

également liée aux salicylates via la surexpression de mexT (112).  

 

oprD peut également être réprimé via le système PaR/S. Lorsque ce système est 

dérégulé, il engendre la surexpression de la pompe d’efflux MexXY-OprM et de l’opéron 

arnBCADTEF-ugd, ce qui augmente la résistance à la colistine et à de nombreuses autres 

molécules antibiotiques généralement utilisées en dernier recours lors d’infection de P. 

aeruginosa multi-résistants (113).  
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IV. Résistance aux carbapénèmes via OprD 

 

L’apparition de mutations au niveau du gène oprD (insertion, délétion ou substitution d’un 

nucléotide entraînant le changement d’un acide aminé dans la séquence, la formation d’un 

codon stop ou le décalage du cadre de lecture) peut être à l’origine de la perte, d’un défaut 

d’expression de la porine OprD ou d’altérations structurelles de la protéine avec un impact sur 

le passage des substrats comme les carbapénèmes (figure 11). Ces modifications peuvent 

induire des diminution de sensibilité variable aux carbapénèmes en fonction des souches (114–

116). Si cette mutation est couplée à une surexpression de pompes d’efflux, le niveau de 

résistance peut être élevé (107).  

Figure 10 : Mécanismes de régulation de l'expression de la porine OprD (adapté de Hui 
Li (107)) 
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Le cas d’une souche mutante pour la porine OprD a été étudié dans différents contextes 

dont des modèles de colonisation gastro-intestinale ou de la rate. Avec ces différents modèles, 

il a été observé une augmentation de la virulence de la souche et un fitness in vivo augmenté 

lors des infections (4,5). Il a également été démontré que de telles souches de P. aeruginosa 

présentaient une virulence augmentée vis-à-vis de l’épithélium de voies aériennes humaines 

(données personnelles de notre équipe).  

Figure 11 : Représentation schématique des principales altérations de la porine OprD altérant 
le passage des carbapénèmes au travers de la membrane (fait avec biorender.com, d'après Jean-
Marie Pagès et al. (115)) 
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Chapitre 4 : Tn-Seq 

 

 

I. Technologie Tn-Seq 

1. Historique 

 

La technologie Tn-Seq repose dans un premier temps sur l’utilisation de transposons. 

Premièrement appelés « jumping gene » ou « éléments transposables », ils ont été découverts 

en 1944 par Barbara McClintock comme des « éléments de contrôle » chez le maïs. (117). Ces 

transposons sont des séquences d’ADN mobiles allant de 100 à 10 000 pb (118) et se déplacent 

dans les génomes via un mécanisme d’excision-intégration autrement appelé « couper-coller » 

grâce à une transposase. Cette enzyme reconnaît des séquences répétées inversées situées aux 

extrémités de la séquence du transposon où elle va venir casser l’ADN double brin. Elle va 

également reconnaître une séquence cible ou une conformation de l’ADN spécifique avec 

laquelle elle va venir interagir afin d’intégrer le transposon (figure 12) (119,120).  

 

Figure 12 : Représentation schématique du mécanisme "couper-coller" d'un transposon 
(adapté de HL. Levin et  JV. Moran (120), fait avec biorender.com) 
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Dans les années 70, les transposons commencent à être utilisés pour manipuler les 

génomes bactériens dans diverses applications (isolation de mutants, construction de souches, 

etc.) (121). L’utilisation de banques de mutants à transposon s’est également répandue pour 

étudier l’expression et la fonction de gènes, la mutagenèse insertionnelle ou encore les gènes 

essentiels chez les bactéries (122–125).  

 

2. Principe du Tn-Seq 

 

Le Tn-Seq (Transposon Sequencing) est une méthode qui allie le séquençage haut débit et 

la mutagenèse par transposon. Elle utilise une banque de mutants à transposon pour laquelle 

l’insertion de ce dernier se fait de manière aléatoire et unique dans le génome bactérien, ce qui 

induit l’inactivation du gène dans lequel il s’insère. Cela permet l’obtention d’un grand nombre 

de mutants différents. Pour ce type de banques de mutants, c’est un transposon de type mariner 

qui est utilisé. Il s’insère dans les sites Thymine-Adénine (TA). La méthode la plus simple pour 

la réalisation des banques est l’utilisation d’une conjugaison bactérienne (126). La réalisation 

des banques est représentée en figure 13.  

 

 

Figure 13 : Réalisation d'une banque de mutants à transposon de type mariner (fait avec 
biorender.com). 

 

Les banques ainsi construites peuvent être testées dans différentes conditions. Le 

séquençage des régions adjacentes à l’insertion du transposon permet d’identifier et quantifier 

les gènes inactivés retrouvés après l’utilisation de la banque. Les gènes ainsi retrouvés 

permettent de déterminer plusieurs éléments : les gènes qui sont favorables à la survie de la 

bactérie dans la condition lorsqu’ils sont fonctionnels seront peu retrouvés dans les résultats de 

séquençage, les gènes qui à l’inverse sont défavorables à la bactérie seront surreprésentés. Les 

gènes qui eux ne seront pas retrouvés en séquençage sont eux les gènes dits « essentiels ». En 
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effet, l’insertion du transposon dans ces gènes entraînent une perte de viabilité de la bactérie et 

donc la perte du mutant (127).  

 

Les utilisations du Tn-Seq sont variées : étude du fitness en fonction de conditions données, 

identification de gènes essentiels/potentielles nouvelles cibles thérapeutiques, implication des 

gènes dans la résistance, interactions entre les gènes, etc. (4,23,128–130).  

 

II. Gènes essentiels chez P. aeruginosa  

 

Un gène est défini comme essentiel lorsqu’il est indispensable à la survie de la bactérie, à 

son développement dans une condition. Ce sont les gènes qui seraient suffisants pour maintenir 

une forme de vie cellulaire fonctionnelle dans les conditions les plus favorables (131,132). De 

plus, comme explicité précédemment (Chapitre 1, III.), il existe deux catégories pour les gènes 

essentiels : ceux classés dans le « core genome » considérés comme les gènes essentiels à 

l’ensemble des organismes dans tout type de milieu, et ceux classés dans le génome accessoire 

dont l’essentialité va dépendre du milieu et/ou de la souche dans lesquels ils sont retrouvés 

(133). La détermination des gènes essentiels chez des souches bactériennes fortement 

pathogènes avec des possibilités de traitements limités pourrait permettre la mise en lumière de 

potentielles nouvelles cibles thérapeutiques (134), notamment les gènes essentiels accessoires 

retrouvés dans des conditions d’infection.   

 

Un de ses pathogène est P. aeruginosa. Depuis une vingtaine d’années, de nombreuses 

études ont été menées dans le but de déterminer ses gènes essentiels. La première date de 2003 

chez PAO1 par Jacobs et al. (122). Depuis, de nombreuses autres études ont été réalisées, 

notamment via l’utilisation du Tn-Seq. Un récapitulatif des différentes études portant sur 

l’ensemble des gènes essentiels retrouvés chez des souches de P. aeruginosa est indiqué dans 

le tableau 2. Certaines ont déterminé des gènes essentiels pour des conditions bien spécifiques, 

comme par exemple dans le cas de résistance à la tobramycine (129), ou encore dans le cas de 

la formation de biofilms (135). Malgré des conditions similaires (souches, milieux), les listes 

de gènes retrouvées varient en nombre et en contenu (115 gènes essentiels seulement retrouvés 

communs aux listes de Liberati et al. (2006), Skurnik et al. (2013) et Poulsen et al. (2019) pour 

PA14 en milieu LB). Une des raisons pour laquelle ces différences peuvent être observées est 

l’utilisation des différents outils bio-informatiques pour l’analyse des résultats de séquençage, 
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chaque méthode ayant des paramètres variables pour la définition de ce qui est considéré 

comme un gène essentiel.  

 

Tableau 2 : Récapitulatif des listes de gènes essentiels publié pour P. aeruginosa 

Dataset Année Nombre GE  Souche Milieu Référence 

Jacobs 2003 ~300-400 PAO1 
Riche à 

minimal 
(122) 

Liberati 2006 335 PA14 LB (136) 

Skurnik 2013 636 PA14 LB (4) 

Turner 2015 314 PA14 BHI Agar (130) 

Lee 2015 314 PAO1 LB (137) 

Poulsen 2019  PA14 LB (138) 

FWER  437    

FDR  596    

TRANSIT  316    

CORE  321 Core pangenome de P. aeruginosa   

Small  93 
Intersection de 5 études de 

pangenomes  
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Chapitre 5 : Pantothénate et Coenzyme A 
 

 
 

Le pantothénate, qui est aussi connu sous le nom de vitamine B5, est une vitamine 

hydrosoluble (139). La voie de synthèse du pantothénate est cruciale pour la synthèse de 

Coenzyme A, un facteur essentiel pour de nombreuses réactions métaboliques (140). Cette voie 

n’est pas présente chez l’Homme, mais est retrouvée chez de nombreuses bactéries, 

champignons et autres micro-organismes, ce qui fait d’elle une cible intéressante pour le 

développement de nouvelles molécules antimicrobiennes (141,142).   

 

I. Voie de biosynthèse du pantothénate 

 

Le pantothénate a été identifié pour la première fois en 1933 en tant que nutriment essentiel 

pour les levures. Sa voie métabolique a été déterminée au fils des années, de par la 

caractérisation des différentes enzymes chez les plantes et les champignons, mais notamment 

par la création de mutants bactériens pour les différentes étapes de cette voie (140).  

 

Pour l’obtention du pantothénate, deux molécules sont nécessaires : le pantoate et la β- 

alanine. La voie est représentée en figure 14. Le pantoate est obtenu à partir de la dégradation 

de l’acide 3-méthyl-2-oxobutanoïque en 2-dehydropantoate par une 3-methyl-2-oxobutanoate 

hydroxymethyltransférase codée par le gène panB. Par la suite, le 2-dehydropantoate est 

dégradé en pantoate par une 2-dehydropantoate 2-reductase codée par le gène panE. Pour ce 

qui est de l’obtention de la β-alanine, elle peut être obtenue par plusieurs intermédiaires dont le 

L-aspartate via une aspartate alpha-decarboxylase codée par le gène panD. Le pantoate et la β-

alanine sont, par la suite, associés par une pantoate--β-alanine ligase, également connue sous le 

nom de pantothénate synthétase, codée par le gène panC pour former le pantothénate (143–

145). Le gène panC est constitué de 851 pb pour un poids moléculaire de 30.8 kDa (146). Sa 

structure est relativement conservée entre les diverses espèces. La protéine présente deux 

domaines : un domaine N-terminal contenant la cavité du site actif et un domaine C-terminal 

qui agit comme un couvercle pour cette cavité (140).   
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II. Voie de biosynthèse du Coenzyme A 

 

Le Coenzyme A a été identifié en 1946 par Fritz Lipmann (147). Il est important dans la 

synthèse des acides gras (SAG) et leur oxydation, mais également dans l’oxydation du pyruvate 

dans le cycle de Krebs. Il a été déterminé qu’environ 4% des enzymes connues l’utilisent en 

tant que substrat (148).  

 

Sa biosynthèse nécessite de la cystéine, du pantothénate et de l’ATP. À partir du 

pantothénate, 5 étapes sont nécessaires. Dans un premier temps, le pantothénate est transformé 

en 4-phosphopantothénate par une pantothénate kinase codée par le gène PA14_08630. Par la 

suite, il est couplé à une L-cystéine par une phosphopantothénoylcystéine 

décarboxylase/phosphopantothénate synthase bifonctionnelle codée par le gène coaC pour 

Figure 14 : Voie de biosynthèse du pantothénate chez P. aeruginosa (fait avec biorender.com) 
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obtenir du 4-Phosphopantothénoylcystéine. Cette enzyme médie également l’obtention de 4-

Phosphopantothéine. Cette molécule est ensuite transformée par une phosphopantetheine 

adenylyltransferase, codée par le gène coaD, pour l’obtention de dephospho-coenzyme qui est 

finalement réduit en Coenzyme A grâce à une dephospho-CoA kinase codée par le gène coaE 

(143,149). L’ensemble de ses réactions sont représentées en figure 15.  

 

 

 

 

Figure 15 : Voie de biosynthèse de Coenzyme A à partir du pantothénate chez PA14 (fait avec 
biorender.com) 
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Le Coenzyme A est présent sous plusieurs formes dans la cellule : sous forme libre, ou bien 

sous forme thioester acyl-S-CoA. C’est le groupe sulfhydrile (-SH) qui est le site fonctionnel 

de cette molécule. Il permet d’activer des groupes carboxyles sous la forme d’un dérivé 

thioester acyl-CoA. Les thioester CoA permettent un transfert facilité des acyls (147). Les 

divers dérivés thioester sont l’acétyl-CoA, succinyl-CoA (impliqués dans le cycle de Krebs), le 

malonyl-CoA (impliqué dans la synthèse des AG et dérivé de l’acétyl-CoA) ou encore le 3-

hydroxy-3-methylglutaryl (HMG)-CoA (150–152).  

 

III. Impact des modulations des voies sur les microorganismes 

 

Puisque la voie des pantothénates n’est pas présente chez l’Homme, elle a été l’objet de 

nombreux travaux. En effet, elle semble être la candidate parfaite pour la mise au point de 

nouveaux agents antimicrobiens (140,144,149).  

 

Cette hypothèse a été mise à mal avec l’utilisation d’inhibiteurs compétitifs dérivés de la β-

alanine de la pantothénate synthase qui ne montrait aucun effet sur la croissance bactérienne in 

vitro, concluant qu’une stratégie de ce genre était inefficace comme agent antimicrobien (153). 

La plupart des travaux publiés se concentrent cependant uniquement sur l’activité de molécules 

analogues (154). (155) Pourtant, il a été démontré récemment que la synthèse de CoA était 

essentielle au stade tachyzoïte chez Toxoplasma Gondii et a été proposé comme une cible 

thérapeutique pour lutter contre la toxoplasmose.(155).  

 

Ainsi, le fait de cibler la voie de synthèse du pantothénate et/ou du Coenzyme A à des fins 

thérapeutiques est encore une piste très discutée dans la littérature.  
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Chapitre 6 : Acides gras 

 

 

I. Classification des acides gras 

 

Les lipides regroupent une grande variété de composants et sont caractérisés par leur 

insolubilité dans l’eau et leur solubilité dans des solvants organiques. Cette famille regroupe 8 

classes de molécules que sont les acides gras (AG), les glycérolipides, les 

glycérophospholipides, les stérols, les sphingolipides, les prénols, les glycolipides et les 

polykétides (156,157).  

 

Les AG sont les constituants clé des lipides. Ils sont constitués de chaînes d’hydrocarbones 

pouvant être plus ou moins longues. On distingue 4 catégories d’AG en fonction de leur 

longueur : moins de 6 carbones, ce sont les AG à petite chaîne ; de 6 à 12 carbones, des AG à 

chaîne moyenne ; de 13 à 21 carbones, des AG à longue chaîne et au-delà de 22 carbones, ce 

sont des AG à très longue chaîne (158). Ils sont également catégorisés en fonction de leurs 

saturations. Les AG insaturés n’ont pas de doubles liaisons dans leur structure, contrairement 

aux AG saturés qui présentent une double liaison, ils sont alors dits monoinsaturés, ou plusieurs 

doubles liaisons, dit poly-insaturés (159).  

 

II. Voie de biosynthèse des acides gras 

 

Les AG produits par l’ensemble des organismes vivants servent à diverses structures 

cellulaires, comme la structure des parois cellulaires, de membranes, la modification de 

protéines, le stockage d’énergie ou encore divers métabolites (160).  

 

La synthèse des AG débute avec l’acétyl-CoA récupéré du cycle de Krebs via la conversion 

du citrate en oxaloacétate (161). L'allongement de la chaîne des AG passe par l'ajout de 

malonyl-CoA et d'acétyl-CoA comme les deux premiers atomes de carbone de la synthèse de 

novo des AG. L’ACP (protéine porteuse d'acyle) a un rôle central dans la synthèse des AG car 

elle transporte les molécules et permet les réactions d’élongation et de synthèse. Elle interagit 
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avec de nombreuses enzymes de la voie. La voie de synthèse des AG chez PA14 est représentée 

en figure 16.  

Figure 16 : Voie de synthèse et oxydation des acides gras (adapté de AL. Boechat (162), fait 
avec biorender.com). 

 

Dans un premier temps, l’acétyl-CoA est métabolisé par l’acétyl-CoA carboxylase (codé 

par le gène acc) pour obtenir du malonyl-CoA (163). Le malonyl-CoA synthétisé réagit avec 

l’ACP pour former le Malonyl-ACP via l’enzyme malonyl-CoA-ACP transacylase codée par 

le gène fabD. Suivent ensuite 4 étapes :  
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1. L’« initiation » où le malonyl-ACP est transformé en β-oxoacyl-ACP par l’enzyme 3-

oxoacyl-ACP synthase codée par le gène fabB.  

2. La « réduction » où le β-oxoacyl-ACP est réduit en 3-hydroxyacyl-ACP par la 3-

ketoacyl-ACP reductase codée par le gène fabG (164).  

3. La « déshydratation » où le 3-hydroxyacyl-ACP est déshydraté en trans-2-enoyl-ACP 

par la 3-hydroxydecanoyl-ACP dehydratase codée par le gène fabA et/ou via le gène 

fabZ qui code pour une (3R)-hydroxymyristoyl-ACP dehydratase (165). 

4. La seconde « réduction » pour obtenir la fin d’élongation de l’AG via une trans-2-enoyl-

CoA reductase codée par fabV avec une NADH-dependent enoyl-ACP reductase codée 

par le gène fabI  (166).  

Cette cascade de réaction est répétée un nombre variable de fois pour l’obtention d’AG plus ou 

moins longs (160).  

 

 Le malonyl-ACP peut également être groupé à un acétyl-CoA pour former un β-

oxobutyryl-ACP via l’action d’une β-acetoacetyl-acyl carrier protein synthase codée par fabY 

(167). Le malonyl-CoA peut également former avec un β-oxooctanoyl-CoA du β-oxodecenyl-

CoA. Dans les deux cas, la molécule sera ensuite réduite en 3-hydroxyacyl-ACP par la 3-

ketoacyl-ACP et poursuivra le cycle décrit avant.  

 

III. Acides gras et structure de membrane  

1. Rôle des acides gras dans la structure de membrane  

 

Chez les procaryotes, le rôle de la membrane cellulaire est de protéger les 

microorganismes du milieu extérieur. Ainsi, la survie bactérienne dépend grandement du 

maintien de l’intégrité de cette membrane. Chaque bactérie possède son propre arrangement en 

AG, mais cette composition peut être modifiée dans certaines conditions pour adapter la fluidité 

de la membrane, comme lors d’adaptation rapide à l’environnement ou lors de l’inhibition de 

la croissance qui peut induire des modifications des AG avec des cis-trans isomérisation chez 

Pseudomonas (168).  

 

Les AG sont un élément constitutif des lipides, composant majeur des membranes 

cellulaires (169). Ils se lient au groupe phosphatidyl des phospholipides ce qui forme la structure 

basique en deux couches de la membrane (170). Les phospholipides présentent alors un côté 
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hydrophile avec la « tête » phosphorique, et hydrophobe avec la « queue » en AG. La partie 

hydrophile est orientée vers l’extérieur de la bicouche, tandis que la partie hydrophobe vers 

l’intérieur (171). La composition de la membrane définit ses propriétés physico-chimiques. Les 

AG, du fait de leur longueur et leurs saturations vont ainsi influer sur la perméabilité et la 

fluidité de la membrane (172,173).  

 

Les AG saturés ont la capacité de regrouper étroitement leurs molécules pour former 

des structures rigides ordonnées, tandis que la présence d'une ou plusieurs doubles liaisons plie 

la chaîne hydrocarbonée. Une molécule prend donc plus de place et empêche ainsi un 

regroupement aussi serré que les AG saturés. Plus la membrane est riche en AG insaturés, plus 

elle sera fluide (174) (Fig. 17).  

 

 

 

2. Régulateur de stress de membrane et synthèse des acides gras 

 

Le facteur sigma ECG SigX a été identifié en 1999 par Brinkman et al. (175). Il est 

impliqué dans l’expression de la porine majoritaire chez P. aeruginosa, OprF, dont le gène 

codant précède oprF mais possède également de nombreux autres rôles. Il est impliqué dans la 

croissance et la survie bactérienne lorsque la croissance est réalisée dans des milieux riches 

mais également avec une faible osmolarité. Une étude de 2012 démontrait que la transcription 

d’OprF était majoritairement dépendante de SigX. Dans le cas d’un mutant délété de la porine 

OprF, sigX était surexprimé lorsque le milieu était d’une faible teneur en NaCl, et avec de fortes 

Figure 17 : Modification de la structure de membrane en fonction de la saturation des acides 
gras (fait avec biorender.com) 
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concentrations en sucrose. Ainsi, SigX est associé avec un rôle de réponse au stress de 

membrane (176).  

 

Par la suite, d’autres travaux ont précisé les différentes fonctions attribuées à SigX. 

Après étude transcriptomique d’un mutant P. aeruginosa délété sigX, 307 gènes ont été 

retrouvés dérégulés. La majorité se trouvait être des gènes codant des protéines de choc 

thermique, de résistance aux antibiotiques, de métabolisme énergétique, d’import de protéines, 

sécrétion et mobilité. Ces travaux démontraient que sigX était impliqué dans la régulation de la 

mobilité bactérienne, la formation de biofilm mais également la virulence (177). De plus, il a 

été également démontré que SigX jouait un rôle dans la synthèse d’AG, puisque la souche de 

P. aeruginosa ΔsigX présentait une composition de la membrane altérée en AG (178).  

 

L’implication de SigX dans la régulation de la synthèse des AG a également été 

démontré via une étude protéomique et une étude de l’expression des gènes par RT-qPCR 

montrant que lorsque sigX est surexprimé, une majorité de gènes impliqués dans la synthèse 

d’AG étaient également surexprimés. En conséquence, cela favorisait la production d’AG à 

chaîne courte et augmentait leur pourcentage au niveau de la membrane cellulaire et la rendant 

plus fluide (162).  
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Résumé 

 

 

Thèse sur article :  

 

The panC-encoded pantothenate synthetase to tackle carbapenem-resistant 

OprD Pseudomonas aeruginosa mutant revealed through Tn-Seq 

 

Résumé : 

Pseudomonas aeruginosa résistant aux carbapénèmes est considéré comme une cible 

prioritaire par l’OMS pour le développement de nouvelles molécules antimicrobiennes. Ce 

pathogène opportuniste est à l’origine de nombreux types d’infection, notamment des 

pneumonies chez les patients présentant des pathologies pulmonaires comme la mucoviscidose 

ou la BPCO. P. aeruginosa est naturellement résistant à de nombreux antibiotiques et est 

capable d’acquérir de nouvelles résistances via divers mécanismes. Un de ces mécanismes est 

la perte de la porine OprD, qui entraîne une résistance aux carbapénèmes, classe d’antibiotiques 

de dernier recours. Il a été décrit un meilleur fitness in vivo et une virulence accrue pour les 

souches de P. aeruginosa avec une perte d’OprD.  

Dans le but de trouver des mécanismes pour contrer ces souches résistantes aux 

carbapénèmes, nous avons identifié les GE spécifiques de PA14 OprD mutant par une approche 

Tn-Seq en comparaison avec la souche PA14 sauvage (PA14 WT). Dans un premier temps, 

nous avons validé la qualité de nos échantillons en vérifiant la saturation des banques de 

mutants à transposon (PA14ΔoprD et PA14 WT), puis nous avons évalué la pertinence de 

divers outils d’analyse de résultats pour le Tn-Seq. En établissant une liste de GE de référence 

(gold standard), nous avons comparé les différentes méthodes décrites pour l’analyse de 

données de Tn-Seq et déterminé que l’utilisation du logiciel FiTnEss était la meilleure option.  

De cette manière, nous avons déterminé une liste de 30 GE spécifiques à PA14 OprD 

mutant pour une croissance en milieu LB. Parmi ces 30 gènes, nous avons choisi de nous 

focaliser sur deux gènes, fahA et panC impliqués dans la production d’intermédiaires du cycle 

de Krebs, voie métabolique centrale.  

Dans un premier temps, le caractère essentiel de ces deux gènes a été vérifié 

biologiquement en tentant de réaliser des délétions chez les souches PA14 WT et ΔoprD. 

Tandis que nous avons obtenu la délétion du gène fahA chez les deux souches, il a été 
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impossible de déléter le gène panC. Ces résultats invalident le caractère essentiel supposé de 

fahA pour PA14 OprD mutant. Par la suite, nous avons utilisé une approche CRISPRi pour 

éteindre l’expression des gènes de façon inductible (arabinose). L’extinction de l’expression de 

panC par CRISPRi a mis en évidence une diminution de croissance en LB pour PA14ΔoprD. 

Ceci a renforcé notre hypothèse de l’essentialité de panC.  

Puisque panC permet l’obtention de pantothénate, indispensable à la production de 

Coenzyme A, lui-même nécessaire au cycle de Krebs, nous avons tenté de vérifier si 

l’extinction d’expression du gène empêchait la compensation via le cycle de Krebs du manque 

d’import en AA normalement importés par OprD. Les résultats de culture en milieux minimum 

supplémentés en divers AA ont démontré que les retards de croissance lors de l’inhibition de 

panC ne s’expliquaient pas par les imports de la porine.  

Sachant que la porine OprF, majoritaire à la membrane de PA, joue un rôle dans la 

structure de membrane, nous avons émis l’hypothèse que OprD, qui est la seconde porine 

majoritaire, pourrait également avoir un rôle similaire. Ainsi, une dérégulation de la synthèse 

des AG causée par l’inhibition de panC, ayant un impact sur la synthèse de Coenzyme A ainsi 

que le cycle de Krebs, pourrait induire une forte altération de la membrane bactérienne 

entraînant une perte de viabilité. Nous avons donc quantifié l’expression de deux gènes 

impliqués dans la réponse au stress de membrane, sigX et cmpX. Tous deux avaient une 

expression diminuée chez PA14ΔoprD lorsque l’expression de panC était réduite par CRISPRi, 

laissant penser à une membrane altérée. En complément, nous avons également mesuré 

l’expression de gènes de synthèse des AG à différents stades de la voie : fabD impliqué dans 

les premières étapes de la voie, et fabG, fabY et fabZ, plus tardifs, participant à l’élongation et 

l’insaturation des AG. L’ensemble de ces gènes était sous exprimé chez PA14ΔoprD si 

l’expression de panC était inhibée. L’ensemble de ces résultats semble converger vers une 

altération de la membrane liée à un déséquilibre dans la production d’AG insaturés.  

En plus de cela, nous avons également démontré que l’inhibition de panC induisait une 

augmentation du temps d’induction de la mort de cellules bronchiques par PA14 OprD mutant 

contrairement à PA14 WT. Ceci met en lumière un effet anti-virulent de l’inhibition de panC.  

L’ensemble de ce travail laisse penser que l’inhibition de la voie de synthèse du 

pantothénate pourrait être une bonne cible pour le développement de nouveaux antimicrobiens 

dans le cas d’infection à PA14 résistant aux carbapénèmes induit par la perte de la porine OprD.  
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Discussion générale 

 

 

P. aeruginosa résistant aux carbapénèmes fait partie des souches pour lesquelles le 

développement de nouveaux antimicrobiens est primordial (1,179). La perte de la porine OprD 

est un des facteurs entraînant l’apparition de cette résistance mais elle confère également un 

meilleur fitness et une virulence accrue in vivo (4–6,180).  L’objectif principal de ce travail était 

donc de définir par Tn-Seq une liste de gènes essentiels spécifiques à la souche PA14 OprD 

mutant puis de vérifier biologiquement leur essentialité au travers de délétions et inhibitions de 

gènes par approche CRISPRi afin de mettre en lumière des gènes pouvant s’avérer être de 

nouvelles cibles thérapeutiques.  

 

De nombreux outils ont été développés pour l’analyse des résultats de Tn-Seq tels que 

TnseqDiff (181) ESSENTIAL (182), Magenta (183), Tn-seq Explorer (184), ARTIST (185), 

TRANSIT (186), TSAS (187) ou encore FiTnEss, faite pour définir les gènes essentiels chez 

P. aeruginosa (23). Nous avons d’abord validé la méthode analytique des résultats de Tn-Seq 

en établissant deux listes de gènes essentiels de référence (gold standard ; GS) d’après les listes 

de gènes publiées dans la littérature (4,23,130,136). L’utilisation de ces GS nous a permis de 

déterminer que pour nos échantillons, FiTnEss était le logiciel le plus adapté. Nous avons ainsi 

obtenu les listes de GE pour les souches PA14 WT et PA14ΔoprD, pour laquelle nous avons 

isolé une liste de 30 GE spécifiques à PA14 OprD mutant.  

 

Nous avons porté notre attention sur deux gènes retrouvés dans cette liste, fahA et panC. 

Ces deux gènes sont des précurseurs d’intermédiaires du cycle de Krebs et semblaient donc être 

une piste intéressante puisqu’ils sont impliqués dans le fonctionnement de voies métaboliques 

importantes pour les bactéries. Nous avons invalidé le caractère essentiel de fahA par délétion, 

mais pas pour panC. Nous avons alors utilisé une méthode CRISPRi permettant l’inhibition 

inductible de l’expression de gènes. L’inhibition de panC a un fort impact négatif sur la 

croissance de PA14ΔoprD in vitro. Puisque cette méthode n’inhibe pas totalement l’expression 

du gène contrairement à une délétion, nous ne pouvons pas affirmer l’essentialité stricte de 

panC, mais les résultats obtenus convergent en ce sens.  
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panC étant un gène codant pour une pantothénate synthétase, il permet la production de 

pantothénate par la bactérie. Le pantothénate est nécessaire à la production de Coenzyme A, et 

il a été décrit dans la littérature qu’une supplémentation en pantothénate cause une 

augmentation dans la synthèse de molécules nécessitant des intermédiaires du Coenzyme A 

(188–190). Ainsi, puisque le Coenzyme A est nécessaire au cycle de Krebs, un défaut de 

pantothénate pourrait alors impacter cette voie métabolique ainsi que celles en découlant 

(191,192). Notre première hypothèse était que donc que l’inhibition de panC pourrait induire 

une baisse de l’obtention d’AA, ne compensant plus le manque d’import de ces derniers par la 

porine OprD. En milieu minimum, la supplémentation en AA n’expliquait cependant pas à elle 

seule l’impact de l’inhibition de panC chez PA14ΔoprD.  

 

Pour notre seconde hypothèse, il est décrit que la porine majoritaire chez P. aeruginosa, 

OprF, joue un rôle dans le maintien de l’intégrité de la membrane (90). OprD étant la seconde 

porine majoritaire, nous avons alors supposé qu’elle pouvait également être impliquée dans la 

structure de la membrane externe de PA14. Ainsi, chez PA14ΔoprD présentant une membrane 

possiblement déjà altérée, l’absence de panC qui préside à la production du pantothénate 

nécessaire à la production de Coenzyme A, lui-même nécessaire à la production d’AG, pourrait 

altérer d’autant plus cette membrane et induire une perte de viabilité cellulaire. Nous avons 

démontré que lorsque l’expression de panC était éteinte par CRISPRi chez PA14ΔoprD, on 

observait une diminution d’expression des gènes sigX et cmpX, impliqués dans la réponse au 

stress de membrane et dans la régulation des gènes de synthèse des AG, mais également de 

celle de gènes de synthèse des AG (fabD, fabG, fabY et fabZ). L’ensemble des résultats obtenus 

indique que l’essentialité de panC chez PA14ΔoprD serait due à une altération d’homéostasie 

de la membrane liée à un déséquilibre dans le ratio entre AG saturés et insaturés à la membrane 

en faveur d’une augmentation de la rigidité membranaire lorsque ce gène est inhibé.  

 

La voie de synthèse du pantothénate est absente chez l’homme, faisant de cette voie une 

cible spécifique des bactéries. L’idée de l’utiliser comme cible thérapeutique a déjà été mise en 

avant mais remise en question par l’absence de résultats concluants via l’utilisation 

d’inhibiteurs compétitifs de la pantothénate synthétase (149,153,154,193). Cependant, il a été 

récemment décrit que la synthèse de Coenzyme A était nécessaire à Toxoplasma gondii en 

phase tachyzoite, ce qui suggère que la synthèse de pantothénate est une cible pertinente contre 

ce parasite (155). Ces résultats nous ont encouragé à étudier l’impact de l’inhibition de panC 
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dans un contexte infectieux en utilisant un modèle de cellules bronchiques cultivées en 

monocouche (16HBE). Nous avons ainsi mis en évidence que l’inhibition de panC entraîne une 

diminution de la virulence vis-à-vis des cellules par rapport à la souche PA14ΔoprD non 

inhibée pour panC. Ce résultat renforce l’idée que cibler la voie de synthèse du pantothénate 

chez des souches résistante aux carbapénèmes par la perte de la porine OprD pourrait être une 

alternative thérapeutique pour traiter les patients infectés.  
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Conclusion et perspectives 

 

 

Lors de ce travail, nous avons déterminé des GS de GE permettant la discrimination des 

différentes méthodes d’analyse pour des données de Tn-Seq. Cela nous a permis de déterminer 

les GE de la souche PA14ΔoprD in vitro. Nous avons également investigué les raisons de 

l’essentialité d’un de ces gènes, panC. L’ensemble des résultats obtenus révèle le potentiel de 

panC en tant que cible thérapeutique pour le traitement d’infections à P. aeruginosa résistant 

aux carbapénèmes par perte de la porine OprD. 

  

 En perspective à ce travail, il semble nécessaire d’investiguer plus en profondeur 

l’altération supposée de la membrane de P. aeruginosa OprD mutant avec et sans inhibition de 

panC. Pour cela, des tests de mesure d’anisotropie seront réalisés sur les souches sauvages de 

PA14 et les souches CRISPRi. Ces tests d’anisotropie évalueront la rigidité de la membrane, et 

nous permettront de confirmer la modification de la fluidité de membrane pour PA14ΔoprD et 

son accentuation lorsque panC est inhibé. 

 

 De plus, nous réaliserons une analyse lipidomique de la membrane bactérienne afin de 

pouvoir quantifier les AG saturés et insaturés la constituant et vérifier le ratio d’AG dans le cas 

d’une inhibition de panC chez PA14 OprD mutant.  

 

 Afin de renforcer nos résultats indiquant la baisse de virulence de PA14ΔoprD en cas 

d’inhibition de panC, nous confirmerons les observations obtenues sur notre modèle d’infection 

16HBE avec d’autres lignées cellulaires en monocouche. Cette preuve de concept pourra 

ensuite être vérifiée dans un modèle d’épithélium pleinement différencié des voies respiratoires 

humaines par culture de cellules primaires de patients en interface air-liquide.  

 

 Pour finir, nous avons également réalisé un Tn-Seq sur les souches PA14 WT et 

PA14ΔoprD lors d’infections d’épithélium des voies aériennes cultivé en interface air-liquide 

afin de déterminer les GE de ces souches dans un contexte infectieux. Les résultats sont en 

cours d’analyse. Ils nous permettront de mettre en évidence des GE spécifiques à PA14ΔoprD 

propre à l’infection d’épithélium respiratoire. 
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« En présence de mes pairs. 

Parvenue à l'issue de mon doctorat en Sciences de la Vie et de la Santé, et ayant ainsi pratiqué, 

dans ma quête du savoir, l'exercice d'une recherche scientifique exigeante, en cultivant la 

rigueur intellectuelle, la réflexivité éthique et dans le respect des principes de l'intégrité 

scientifique, je m'engage, pour ce qui dépendra de moi, dans la suite de ma carrière 

professionnelle quel qu'en soit le secteur ou le domaine d'activité, à maintenir une conduite 

intègre dans mon rapport au savoir, mes méthodes et mes résultats. »



 

 

Gènes essentiels et voies métaboliques de Pseudomonas aeruginosa OprD mutant à 
l'origine de la pathogénicité vis-à-vis de l'épithélium des voies respiratoires humaines  

Selon l’Organisation mondiale de la santé, Pseudomonas aeruginosa (PA) résistant aux carbapénèmes est une cible prioritaire pour la 

production de nouveaux antibiotiques. Ainsi, comprendre les mécanismes sous-jacents de l’infection de ces bactéries résistantes permettra 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. La perte de la porine OprD, principal déterminant de la résistance aux carbapénèmes, 

antibiotiques de dernier recours, est décrite comme améliorant le fitness in vivo et la virulence bactérienne. Le séquençage à transposons à haut 

débit permet d'identifier des gènes essentiels (GE) pouvant s'avérer être des cibles thérapeutiques. Cette stratégie n’a pas encore été utilisée 

pour PA OprD mutant.  

Dans cette étude, nous avons identifié les GE spécifiques de PA14 OprD mutant pour la croissance en milieu LB, mis en évidence le 

gène panC codant la pantothénate synthétase comme cible thérapeutique prometteuse, et établi une liste de 30 GE de PA14 OprD mutant. Par 

CRISPRi, nous avons confirmé que l'inactivation de panC réduisait la croissance en LB, l'expression de sigX, dont la surexpression est associée à 

la fluidité membranaire, et l'expression de gènes impliqués dans la synthèse des acides gras (SAG). En considérant la « faiblesse » de PA14 OprD 

mutant due à une altération de la membrane consécutive à une diminution de SAG insaturés en l'absence de panC, nous avons montré que 

l'inactivation de panC augmentait le temps d’obtention de la mort des cellules bronchiques 16HBE. Ceci met en évidence le potentiel d’anti-

virulence de l’inhibition de panC et sa pertinence en tant que cible pour le traitement des infections pulmonaires au PA OprD mutant résistant 

aux carbapénèmes. 

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa, Épithélium des voies aériennes, Infection, Résistance aux antibiotiques, OprD  

 

 

Essential genes and metabolic pathways of Pseudomonas aeruginosa OprD mutant 
causing pathogenicity on the epithelium of the human respiratory tract  

For the World Health Organization, carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa is a critical priority for which new antimicrobial 

drugs are needed. Consequently, understanding the underlying mechanisms of resistant bacteria infection will enable the identification of new 

therapeutic targets. Loss of the OprD porin is the main determinant of resistance to the last resort carbapenem antibiotics and has been 

described to enhance fitness in vivo and virulence. Transposon sequencing is a high-throughput sequencing technique that makes it possible to 

identify essential genes (EGs) that may turn out to be therapeutic targets. However, such a strategy has not yet been used for OprD-deficient P. 

aeruginosa.  

In this study, we identified the EGs specific to PA14 OprD mutant for LB growth and we established a list of 30 EGs among these, we 

highlighted the panC gene encoding pantothenate synthetase as a promising target.  Using CRISPRi, we confirmed that silencing panC reduced 

LB growth, and decreased sigX expression, whose overexpression is associated with membrane fluidity, as well as the expression of genes 

involved in the fatty acid synthesis (FAS). Taking into account the weakness of PA14 OprD mutant due to an altered membrane consecutive to a 

decrease in unsaturated FAS in the absence of panC, we showed that silencing panC extended the destruction time of 16HBE airway cells. Overall, 

our findings highlighted the anti-virulence potential of panC inhibition and shed new light on its inhibition as a target for treating carbapenem-

resistant OprD-defective PA lung infections. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Airway epithelium, Infection, Antibiotic resistance, OprD  
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