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Le programme aujourd’hui 

Oui, mais : 
• La recherche translationnelle microbiologique ? 
• La recherche épidémiologique microbiologique ? 
• La recherche microbio-clinique ? 

 
C’est quoi la recherche microbiologique ? 
A quoi peut vous servir cette présentation ? 



Quelques exemples 

• David 

• Victoire 

• Matthieu 

• Julien 



Beaujon Bichat 

DL : « j’aimerais faire un M2 chez vous» 
BF : « ça peut être en novembre» 
DL : « OK » 
BF : « t’aimes les staph blancs ? » 
DL : « … » 

Le point de départ… 



Dynamic and Biodiversity of Methicillin-Resistant Coagulase-

Negative Staphylococci Nasal Carriage in the Community 

Epidemiology of bacterial resistance (Master 2)  

Service de Microbiologie 
Hôpital Bichat 

Raymond Ruimy 
Antoine Andremont 

• Bourse SPILF junior 
• Bourse ESCMID 
• Année recherche 
• FRM 
• FERCM 
• AAIHP 
• Année médaille 
 
Gardes de réa (5/mois) 



S. aureus chromosome  

orfX 

SCCmec 

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 

Leading nosocomial pathogen 

Methicillin resistance in S. aureus 

•Acquisition of SCCmec 

Therapeutic concerns 

•Nosocomial setting 

•Outpatients 

Coagulase negative staphylococci 

MR-CoNS =  reservoir of SCCmec 

• Importance of this reservoir? 

• Diversity? 

• Dynamic? 



Project « Ecologie de la Résistance aux Antibiotiques  
de E. coli et S. aureus » 

Village of Trois-Sauts 

Isolated 
Single source of antibiotic 

100 km 

Materials and methods: an isolated population 



Projet ERAES 

Mannitol salt agar slants in screw-capped tubes  

BHI with 10% glycerol 

-80°C 

2 prevalence surveys: Octobre 2006 and June 2008 

Standardized methodology  

Cohort of 154 individuals sampled in 2006 and 2008 

Materials and methods 



100 µl: chromogenic agar 
(chromID MRSA Biomérieux) 

4 white colonies, randomly 

RT-PCR 

MR-CoNS 

mec 

B mec 

A 
mec 

C 

SCCmec 

typing 

mec ccr 

Species identification 

MR S. epidermidis typing with Multi Locus VNTR Analysis 

Maldi-Tof 

16S 

Materials  

and Methods 



Results (cohort of 154 adults)  

Prevalence of MR-CoNS nasal carriage 

•2006  50,6% 

•2008  46,9% 



Dynamic by species  

Type of 

carrier 

No. (%) of methicillin resistant strains 

CoNS 
S. 

epidermidis 

S. 

haemolyticus 

S. 

hominis 

S. 

saprophyticus 

Persistent 

carriers 
39 (25) 12 (8) 3 (2) 3 (2) 0 (0) 

Intermittent 

carriers 
73 (47) 43 (28) 58 (38) 41 (27) 15 (10) 

Noncarriers 42 (27) 99 (64) 93 (60) 110 (71) 139 (90) 
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Phylogenetic tree 

61 strains of S. epidermidis in 2006 

31 strains S. epidermidis in 2008 

38 different genotypes 

Same genotype  

in 2006 and 2008 

1.9% (3/154) 

Continuous mixing  

of MR-CoNS 



Beaujon Bichat 

Pasteur 

Necker 

Picture: C. Dreyer, Beaujon 

Thèse de médecine  
Virginie Zarrouk 

DL : «j’aimerais bien faire une thèse» 
OL : « va voir des gens à Pasteur » 
DL : « OK » 

La suite : pourquoi pas une thèse ? 



Unité de Génétique des Biofilms 

Unité de Génétique des biofilms 
Jean-Marc GHIGO 
Christophe BELOIN 

• Bourse AXA 
• FRM 
• Ecoles doctorales 
• AAIHP 
• Bourse ESCMID 
• Groupama 
• Académie de Médecine 
• Médaille de l’AP-HP 
• Groupe Pasteur Mutualité 
• Postes d’accueil INSERM/Pasteur 



DEVI CE-RELATED I NFECTI ONS

Vascular central catheters

Ventricular derivations

Oro-tracheal tubing

Prosthetic cardiac valves and 
pacemakers

Peripheral vascular catheters

Urinary catheters

Orthopedic prosthesis

Medical complications of biofilm lifestyle 



Biofilms are tolerant towards antibiotics 

Lewis, K. 2007 Nat Rev Microbiol 
Lebeaux, D. et al 2014 MMBR 

ANTIBIOTIC 

Ability to survive to  
1000X MIC 
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Why are biofilm tolerant? 
How can we eradicate them? 



O/N  
culture 

Dilution to 
OD600=0.05 

24 hours growth 
Static, 37°C 

Discard  
planktonic 

24 hours growth 
Static, 37°C Quantify  

surviving CFU 

100  
µl/well 

Treatment 

Discard  
planktonic 

Wash PBS 1X 

2x Wash  
PBS 1X 

96-well PVC plate biofilm model 

In vitro study of biofilm antibiotic tolerance 



Functional  
starvation 

Ofloxacine tolerance in aging biofilms 

Aging biofilm 

Nutrients limitation 
SOS induction 

Increased tolerance 



Biofilms are tolerant towards antibiotics 

Persisters 
Impaired 
antibiotic 
diffusion 
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Time (hours) 

Bactericidal  
antibiotics 

Lebeaux, D. et al 2015 J Antimicrob Chemother 
Lebeaux, D. et al 2014 J Infect Dis 

Chauhan A., Lebeaux, D.  et al 2012 Antimicrob Agents Chemother 
Chauhan A., Lebeaux, D.  et al 2012 PLoS One 



Anti-persister  
compounds? 

Anti-matrix 
+ antibiotics? 

Gentamicin + EDTA 

Genta+ 
pH8,5 

Banin, E. et al AEM 2006 
Turakhia, M.H. et al AEM 1983  

propidium iodide =  
Dead bacteria 

GFP P. aeruginosa biofilm 

+ EDTA  
alone 

How can we eradicate biofilms? 
%
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Time (hours) 

Bactericidal  
antibiotics 

Lebeaux, D. et al 2015 J Antimicrob Chemother 
Chauhan A., Lebeaux, D.  et al 2012 Antimicrob Agents Chemother 

Chauhan A., Lebeaux, D.  et al 2012 PLoS One 



1-TIVAP surgical insertion 

General anesthesia Subcutaneous pocket External jugular vein 

An in vivo model of biofilm-related infection 

Ashwini Chauhan 



2-TIVAP contamination 

S. aureus 
S. epidermidis 
P. aeruginosa 

E. coli 

An in vivo model of biofilm-related infection 



3-in vivo bioluminescence monitoring 

P. aeruginosa 
IVIS-100 imaging system 

An in vivo model of biofilm-related infection 

long-term 
follow-up 



4-sacrifice 

TIVAP  
bioluminescence CFU 

Electron microscopy: 
Typical biofilm structure 

An in vivo model of biofilm-related infection 



!

Anti-biofilm strategy: gentamicin + EDTA 

in vivo 
•S. aureus 
•S. epidermidis 
•E. coli 
•P. aeruginosa 

 
in vitro  

•18 clinical strains 

- Staphylococcus aureus - 

Lebeaux, D. et al 2015 J Antimicrob Chemother 
Chauhan A, Lebeaux D et al 2012 Antimicrob Agents Chemother 

Lebeaux, D. et al 2012 Medicine (Baltimore) 



Toward a clinical study: a steeplechase run  

Microbiology 
Is it strain specific ? 

18 clinical strains 
C-RBSI, Beaujon 

Pharmacy 

EDTA + AB  
Stability ? 

Genta/EDTA 
S. aureus 

S. epidermidis 
E.coli 

P. aeruginosa 

Pharmacie hôpital E. Herriot,  
Hospices Civils de Lyon,  
Plateforme FRIPHARM  

Fabrice Pirot 
Elise Jandot 

Pauline Doucet 
Anne-Sophie Fiolet 

Lebeaux, D. et al 2015 J Antimicrob Chemother 
Lebeaux, D. et al 2012 Medicine (Baltimore) 



Toward a clinical study: pharmacology 

Pharmacie hôpital E. Herriot,  
Hospices Civils de Lyon,  
Plateforme FRIPHARM  

Fabrice Pirot, Elise Jandot 
Pauline Doucet, Anne-Sophie Fiolet 

Gentamicin  
(Mass spectrometry) 

EDTA 
(Mass spectrometry) 

At 12 months : 
Stability (25 and 40°) (Mass-spec and UHPLC) 
No bacterial endotoxin 
No visible particle 
Sterility tests = ok 

Foliet, A.S. et al 2017 J Pharmaceutical Analysis 



Toward a clinical study: a steeplechase run  

Microbiology 
Is it strain specific ? 

18 clinical strains 
CR-BSI, Beaujon 

Pharmacy 

EDTA + AB  
Stable 

Methodology 
for clinical study 

Phase 2 
 Funding? 

Genta/EDTA 
S. aureus 

S. epidermidis 
E.coli 

P. aeruginosa 

Lebeaux, D. et al 2015 J Antimicrob Chemother 
Lebeaux, D. et al 2012 Medicine (Baltimore) 



Quelques exemples 

• David 

• Victoire 

• Matthieu 

• Julien 

 



Financements possibles recherche 
microbiologie clinique 

exemple:  
Année médaille 2007 

Année médaille payée par l’APHP 

Affiliation obligatoire avec un service de l’APHP 

Recherche clinique ou translationnelle  



                                                                                            

                                                                                            

Objectifs 
  

• Déterminer la prévalence du portage de souches résistantes aux 
fluoroquinolones dans 3 microbiotes (intestinal, nasal, oropharyngé) 
à l’admission dans services de Médecine 
 
• Déterminer les facteurs de risque de portage de souches 
résistantes en fonction du microbiote 



Méthodes 

Étude prospective (555 patients inclus) 
• Hôpital Beaujon, de Mai à Octobre 2007 

• Écouvillons nasal, rectal et oropharyngé à l’entrée 

• Recueil données cliniques 
– démographiques, comorbidités,  

– prise d’antibiotiques et hospitalisations précédentes etc. 

 

                                                                                            

Ecouvillon Microbiote Bactérie cible 

Nasal nasal • Staphylocoques à coagulase négative (SCN) 

• Staphylococcus aureus 

Gorge oropharyngé Streptocoques oraux 

Rectal intestinal Escherichia coli 
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Strept. 
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E. coli 

Prévalence de résistance aux quinolones  

                                                                                            

Bactérie 
cible 

Facteurs de risque de R. 

SCN • âge 

• vie en collectivité 

• exposition aux antibiotiques 
>8j dans les 3 derniers mois 

S.aureus •  âge 

•  ATCD de traitement par FQ 

Strep. 
oraux 

ne pas avoir reçu d’antibiotiques 
dans les 3 mois 

% résistance aux fluoroquinolones 

Bactéries cibles E. coli portage de bactéries multi-
résistantes 



• Prévalence élevée de la résistance aux fluoroquinolones dans les 
microbiotes à l’admission 

• Bien que soumis aux mêmes pressions de sélection chaque microbiote se 
comporte de façon indépendante 

• Hypothèses: 
• Concentrations locales variables d’antibiotiques 

• Espèces bactériennes différentes  

• Effet barrière différent selon microbiote ? 

Conclusion 
                                                                                            

• Obtention en 2009 d’un PHRC national pour étudier 
l’incidence et les facteurs associés à l’émergence de la 
résistance aux Fq chez des patients traités en hospitalisation. 
150kE 

• Inclusion de 450 patients en 2 ans 
• Publication dans le Journal of Antimicrobial Chem. 2014.   



Quelques exemples 

• David 

• Victoire 

• Matthieu 

• Julien 

 



Les infections sur prothèses vasculaires 

• Graves (mortalité 10-25% à J30) 

• Peu de données thérapeutiques  Intérêt d’un modèle in vivo ? 

Diapo Matthieu Revest 

Thèse d’Université 
Praticien hospitalier : 
Mise à disposition : 3 mois 
 + RTT  
=  
18 mois temps-plein 
18 mois temps-partiel 



Incubation de 1 cm2 

de Dacron® dans 

du sérum de souris 

Swiss 

 (1 mL pour 10 

patchs) 

J - 3 

J - 2 

Implantation de 1 cm2 

de Dacron® en position 

dorsale sous 

anesthésie générale 

J 0 

Infection: 1.107 

S. aureus dans 

0,5 mL de sérum 

physiologique au 

contact du 

matériel 

J + 2 

Premier jour de 

traitement 

J + 3 

Deuxième jour de 

traitement 

J + 4 

Euthanasie, mise 

en culture du 

matériel et 

culture de rate 

J + 5, J + 6 

Comptes bactériens 

Recherche fondamentale: infections de prothèse vasculaire à S. aureus 

Diapo Matthieu Revest 
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Recherche fondamentale: infections de prothèse vasculaire à S. aureus 
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Revest et al., J Antimicrobiol Chem, 2016 

Diapo Matthieu Revest 



Dapto 

SAMS 

Diapo Matthieu Revest 



Live (Syto 9) 

Dead (iodure propidium) 

Diapo Matthieu Revest 



Quelques exemples 

• David 

• Victoire 

• Matthieu 

• Julien 

 



La question 

Pourquoi certains greffés du rein ayant une bactériurie à E. coli: 

- Sont asymptomatiques… 

- … tandis que d’autres ont une pyélonéphrite aigue (fièvre, insuffisance 
rénale aigue, hospitalisation…)? 

 

Quels facteurs conditionnent le tableau (pyélonéphrite vs. bactériurie 
asymptomatique), une fois qu’E. coli parvient à s’établir dans les urines ?  

- Facteurs microbiens?  

- Facteurs de l’hôte?  

Diapo Julien Coussement : NDT, 2018 



Hôpital Erasme, Belgique (2012-2015) 

 

Collection prospective systématique de tous les E. coli responsables soit de bactériurie 
asymptomatique, soit de pyélonéphrite post-greffe rénale: 

 

 - Analyse génétique des bactéries par whole-genome sequencing (WGS) 

 

 - Mesure des paramètres de l’hôte 

Matériel & Méthodes 

Diapo Julien Coussement : NDT, 2018 



Whole genome sequencing 

Préparation de la librairie (Nextera XT DNA Library Preparation Kit): 

 Extraction de l’ADN 

 Fragmentation de l’ADN (par tagmentation) 

 Mise en place d’« adapters » sur les fragments 

 Amplification 

 

Séquençage (Illumina MiSeq): 

 Couverture ± 50 (chaque nucléotide est séquencé 50 fois) 

 Obtention de reads (200 - 250 bp) 

 

Assemblage de novo des reads via SPAdes -> contigs 

 

Analyse des contigs: notamment recherche des gènes de virulence (« virulome ») 

 

 

 

Diapo Julien Coussement : NDT, 2018 



Concernant le nombre TOTAL de gênes 
de virulence/souche, pas de différence 
entre : 

- souches de pyélonéphrite  

- et souches de bactériurie 
asymptomatique  

 

(médianes respectives: 18 (range: 5-33) 
vs 18 (5-30), p = 0.57) 

Résultats: VIRULOME 

Diapo Julien Coussement : NDT, 2018 



Opéron pap (P-fimbriae) plus prévalent en 
cas de pyélonéphrite (39%) qu’en cas de 
bactériurie asymptomatique (0%, p = 0.002) 

Résultats: VIRULOME 

Diapo Julien Coussement : NDT, 2018 

Pistes vaccinales préventives ? 
Outil de screening : qui traiter ? 



Et le résistome ! 





Et le RéJIF ? 



Et le RéJIF ? 



Et le RéJIF ? 



La recherche en microbiologie… 

• Partir d’une question pertinente et bien formulée (protocole +++) 

• Choix de l’équipe : via un service clinique ? Profiter du stage de 
labo ? Via une question spécifique posée ? 

• Le droit de changer de direction 

• Associer vos questions cliniques et fondamentales +++ 

• Financement… S’y prendre à l’avance ! 

• Ne pas hésiter à contacter des « experts » : co-encadrements ? 
séjour de formation ? Conseils ? 

• Le droit/devoir à la trans-disciplinarité : microbio, infectieux, 
épidémiologiste, transplanteurs, hémato, bioinformaticien, 
pharmacien, ….. 

• Pensez au RéJIF +++ 



Whole genome sequencing 

Préparation de la librairie (Nextera XT DNA Library Preparation Kit): 

 Extraction de l’ADN 

 Fragmentation de l’ADN (par tagmentation) 

 Mise en place d’« adapters » sur les fragments 

 Amplification 

 

 

Diapo Julien Coussement : NDT, 2018 



Whole genome sequencing 

Préparation de la librairie (Nextera XT DNA Library Preparation Kit): 

 Extraction de l’ADN 

 Fragmentation de l’ADN (par tagmentation) 

 Mise en place d’« adapters » sur les fragments 

 Amplification 

 

Séquençage (Illumina MiSeq): 

 Couverture ± 50 (chaque nucléotide est séquencé 50 fois) 

 Obtention de reads (200 - 250 bp) 

 

 

Diapo Julien Coussement : NDT, 2018 



Whole genome sequencing 

Préparation de la librairie (Nextera XT DNA Library Preparation Kit): 

 Extraction de l’ADN 

 Fragmentation de l’ADN (par tagmentation) 

 Mise en place d’« adapters » sur les fragments 

 Amplification 

 

Séquençage (Illumina MiSeq): 

 Couverture ± 50 (chaque nucléotide est séquencé 50 fois) 

 Obtention de reads (200 - 250 bp) 

 

Assemblage de novo des reads via SPAdes -> contigs: 

 

 

 

Diapo Julien Coussement : NDT, 2018 


