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Resumé

Les intégrons sont des éléments génétiques bartétae capture et d’expression
de génes sous forme de cassettes. lls sont traadém majoritairement au sein des
bactéries a Gram négatif (BGN). Les intégrons distegece (IR) jouent un réle majeur
en bactériologie médicale en raison de leur capatstrecrutement et d’expression de
genes de résistance aux antibiotiques. L'objeditcd travail de thése était d’analyser
les effets de la pression de sélection antibiotigue les IR, d’'un point de vue
mécanistique sur les réarrangements de cassetiamgboint de vue plus appliqué sur
le portage digestif d'IR. Une premiere partie duvaih a consister a réaliser des
expériences de pression de sélection maitriségngusouche &scherichia coliportant
un IR synthétique avec 4 cassettes de résistanoe seconde partie s’est attachée,
grace a la mise au point d'une technique de qPCRétacter les IR dans des
environnements complexes soumis a des pressionsélgetion antibiotique (tube
digestif de patients hospitalisés, bactéries isolékeffluent hospitalier ou de
prélevements cliniques) en se focalisant sur l& lentre IR et résistance aux
antibiotiques afin d’évaluer la valeur prédictivesdR en tant que biomarqueurs. Pour
la partie fondamentale, nos travaux ont montrésdentre modeéle, que l'intégrase était
capable, sans étre surexprimée, d'assurer deangaments de cassettes au sein d’'un
IR de fagon a conférer a la bactérie une plus grardgistance a I'antibiotique qui
exercait la pression. Nos travaux appliqués onmgede décrire de nouveaux IR au
sein de bactéries et ont montré un effet de laspmesde sélection antibiotique sur le
portage digestif en IR. Le lien IR - résistance ankbiotiques a été confirmé. Les IR
semblent étre un marqueur prometteur de la résistanx antibiotiques chez les BGN,

notamment en termes de valeur prédictive négative.



Abstract

Integrons are bacterial genetic elements able tptuee and express genes
embedded within cassettes. Integrons are widelyilliggd notably among Gram-
negative bacteria (GNB). Resistant integrons (R mvolved in medical bacteriology
due to their ability in recruiting and expressingergs encoding resistance to
antibiotics. Aim of this work was to better understdhe effect of antibiotic selective
pressure on Rl working both on a mechanistic legehcerning gene cassette
rearrangements and on an epidemiological level eomiag the link between antibiotic
selective pressure and digestive carriage of RrstFpart of the work concerned
experimental assays of antibiotic selective pressan an Escherichia coli strain
harboring a RI with 4 gene cassettes; second pestt ¢onsisted in the development of a
gPCR method to detect RI, and secondly detectea ¢@implex environments submitted
to antibiotic selective pressures (stools of ingats, bacteria isolated from hospital
effluent or from clinical origin) with focus on thHenk between RI and antibiotic
resistance so as to evaluate the predictive validRloas biomarkers. Concerning
fundamental work, we demonstrated, in our model, thisggrase was able, without
overexpression, to catalyze gene cassettes rea@raagts so as to confer to the host
bacteria a higher resistance against the antibictedective pressure. Epidemiological
work leads to describe new RI among bacteria and stioave effect of antibiotic
selective pressure on RI carriage. The link betwRkand resistance to antibiotics was
confirmed. RI could constitute a hopeful marker asttibiotic resistance in GNB,

particularly if considering its negative predictivalue.
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Préambule

Depuis leur commercialisation, les antibiotiquesoat été des médicaments
miraculeux. Des maladies qui décimaient des pojonigat entieres, telles que la
tuberculose ou la peste, ont pu étre traitéemietleur prévalence s’effondrer grace
aux antibiotiques dont le succes est lié non seaéra leur efficacité mais aussi a leur
sureté d’emploi. Cette euphorie, longtemps entretgrar la découverte de nouvelles
familles et molécules, a connu un coup d’arrét Va@rin des années 90. L'absence de
découverte de nouvelles classes thérapeutiquesitdédinues, conjuguée a un usage
abusif notamment chez les enfants, a abouti a ugmantation globale des niveaux de
résistances des bactéries aux antibiotiques e$ andétirésistances. Ce phénomeéne est
d’autant plus inquiétant aujourd’hui que des méameis émergents apparaissent, aussi
bien en ville gu'a I'népital, confrontant parfoigsl cliniciens a des quasi-impasses
thérapeutiques. Pouvoir endiguer ou du moins rseftria problématique de la
multirésistance nécessite différentes approchasmeilleur usage des antibiotiques, un
meilleur respect des mesures d’hygiéne afin dedinia diffusion de ces bactéries, et
enfin une meilleure compréhension des mécanismeydisition des résistances aux
antibiotiques afin de pouvoir identifier de noueslkibles thérapeutiques.

Les intégrons de résistance (IR) sont des suppénistiglue capables de conférer
a une bactérie plusieurs résistances a plusiedisidigues. lls se démarquent des
autres supports par un caractére dynamique ou leana&s phénomeénes complexes de
régulation et d’expression des génes de résistdnobjectif de ces travaux était de
mieux comprendre le fonctionnement et la place kBReslans des environnements

soumis a une pression de sélection antibiotique.
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Introduction

Les intégrons sont des éléments génétiques bartérapables de promouvoir
l'acquisition et I'expression de génes .[lla définition d'un intégron se limite a la
présence d’'une plateforme fonctionnelle, appelésiatégion 5'CS (5’ «conserved
segmenb) dans certaines publications, composée derBedits clés : un genetl qui
code une intégrase Intl, un site spécifique demdioaisonattl, et un promoteur Pc [2,
3]. Les geénes, dont I'expression est assurée pasoRt localisés dans des cassettes
intégrées en aval de la plateforme fonctionnéligure 1]} Les cassettes sont des
éléments génétiques mobiles capables d'étre istégréexcisés par un mécanisme de
recombinaison catalysé par l'intégrase Intl.

Au sein des intégrons, sont définis deux grandapgs, les super-intégrons (Sl)
et les intégrons de résistance aux antibiotigugs (Les S| contiennent jusqu’a 200
cassettes et sont localisés sur le chromosomerdaines d’especes bactériennes (17 %
des génomes bactériens séquencés) [4] isoléesdesplivent des écosystemes marins
ou telluriques Yibrio sp, Xanthomonas sp). La plupart des genes hébergés dans ces
cassettes codent des protéines de fonctions inesnnu

Les IR contiennent un nombre plus restreint de ti@ssdans un méme IR (a ce
jour, au maximum 8 ([5], AF047479) a 9 (DQ11222@pnt les genes codent le plus
souvent des résistances aux antibiotiques. Les IRcauent pas de fonction de
transposition mais, localisés sur des élémentstig@es mobiles tels que les plasmides
ou les transposons, ils peuvent étre transférés daictéries et contribuent ainsi a la
dissémination des génes de résistance aux antbésti

Dans le cadre de cette thése, la revue biblioggajghhe s’intéresse qu’aux IR.

Une partie de ce travail a été publiée dans lendbuales Anti-infectieux (voir annexe).

12



|.  Structure et mécanistique des intégrons

A. Structure des intégrons

L’élément qui définit un intégron est la plateforfomctionnelle. Les cassettes

localisées en aval de cette plateforme constitiaeréigion dite variabl@Figure 1]

intl attl C1 attC1 attC2

L_I_H -

Figure 1:Structure usuelle d’'un intégron.

Un intégron est composé d’'une plateforme fonctitlarevec 3 éléments clés : un gén# qui code une
intégrase, un site spécifique de recombinaattinet un promoteur Pc. Une région dite variable, lleéa
en aval de la plateforme fonctionnelle, renfermeéseau de cassettes. Pc: promoteur des casséttes ;
C2 : cassettesattl, attC1, attC2 sites spécifiques de recombinaisantt; gene de l'intégrase.

1. La plateforme fonctionnelle

a. L'intégrase Intl
L’intégrase Intl appartient a la famille des recamalses a tyrosine spécifiques
de site [6]. Cette grande famille rassemble desémres d'origine procaryote et
eucaryote (levures) impliquées dans des processusnans de recombinaisons entre
deux molécules d’ADN. L’intégrase du phageest la protéine référence de cette
famille. L'alignement du site catalytique des diéfidtes protéines a montré qu’elles

possédaient toutes des motifs communs, et notanumentétrade hautement conservée
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R-H-R-Y (arginine, histidine, arginine, tyrosine) gassure linteraction avec la
molécule d’ADN. La tyrosine fait partie du site algtique de la protéine, elle est

indispensable a la coupure de 'ADN.

Cinqg classes d’IR ont été définies en fonction dedlguence en acides aminés

de leurs intégrases Intl [4] :

- lesIR de classe 1sont caractérisés par l'intégralsegll qui comporte 337 acides
aminés.

- lesIR de classe 2sont caractérisés par l'intégrasel2 qui comporte 325 acides
aminés. Elle présente la particularité d’étre mterpue par un codon stop (TAA) en
position 179, ce qui la rend non fonctionnelle [7].

- lesIR de classe 3sont caractérisés par l'intégrasel3 qui comporte 346 acides
aminés.

- les intégrons de classe 4 et 5 ont été identiig$eur implication dans la résistance
au triméthoprime. lls ont été décrits chez des@spdu genr¥ibrio, associés a des
transposons conjugatifs. Leur implication en migotdgie clinique est considérée a

ce jour comme nulle.

Il existe une trés forte identité entre les séqasmroteiques de ces 5 intégrases,
notamment entre les intégrases 1, 2 fEiGure 2]. Par exemple, Intl2 présente 46 %

d’identité avec Intll ; IntI3 partage prées de 6@%dentité avec Inti]Tableau 1]

Intégrase Intll Intl2 Intl3
Intll 100 46,5 59,6
Intl2 63 100 46,3
Intl3 72,8 59,7 100

Tableau 1 Pourcentages d’identité (en bleu) et de similaritéen vert) entre les séquences

en acides aminés des intégrases des classes 1,2[@fpres [8].

14



intIl MK----TATAPLPPLRSVKVLDQLRERIRYLHYSLRTEQAYVNWVRAFIRF----HG-VR 51

inETS MNRYNGSAKPDWVPPRSIKLLDQVRERVRYLHYSLQTEKAYVYWAKAFVLWTARSHGGFR 60
intI2 @ = 0 llmemmemeeeeeee MSNSPFLNSIRTDMRQKGYALKTEKTYLHWIKRFILF----HK-KR 41
S SR S A I A e * %*
intIl HPATLGSSEVEAFLSWLANERKVSVSTHRQALAALLFFYGKVLCTDLPWLQEIGRPRPSR 111
intI3 HPREMGQAEVEGFLTMLATEKQVAPATHRQALNALLFLYRQVLGMELPWMQQIGRPPERK 120
intI2 HPQTMGSEEVRLFLSSLANSRHVAINTQKIALNALAFLYNRFLQQPLGDIDYIPASKP R 100
* * :*. **. **: **.‘::*: *:: * * * * *:* :.ir * ..
intIl RLPVVLTPDEVVRILGFLEGEHRLFAQLLYGTGMRISEGLQLRVKDLDFDHGTIIVREGK 171
InETS RIPVVLTVQEVQTLLSHMAGTEALLAALLYGSGLRLREALGLRVKDVDFDRHAIIVRSGK 180
intI2 RLPSVISANEVQRILQVMDTRNQVIFTLLYGAGLRINECLRLRVKDFDFDNGCITVHDGK 160
*:* *:: *J( :* H i oy ****:*:*: * * ***i*.i**. * *:.l’*
InkIl GSKDRALMLPESLAPSLREQLSRARAWWLKDQAEGRSGVALPDALERKYPRAGHSWPWFW 231
intI3 GDKDRVVMLPRALVPRLRAQLIQVRAVWGQDRATGRGGVYLPHALERKYPRAGESWAWFW 240
intI2 GGKSRNSLLPTRLIPAIK- LIEQARLIQQDDNLQG VGPSLPFALDHKYPSAYRQAAWMF 218
*.*.* :** S e . e .dr' * * * ok **::*** * Gva _*::
intIl VFAQHTHSTDPRSGVVRRHHMYDQTFQRAFKRAVEQAGIT~KPATPHTLRHSFATALLRS 290
intI3 VFPSAKLSVDPQTGVERRHHLFEERLNRQLKKAVVQAGIA~-KHVSVHTLRHSFATHLLQA 299
intI2 VFPSSTLCNHPYNGKLCRHHLHDSVARKALKAAVQKAGIVSKRVTCHTFRHSFATHLLQA 278
**‘. . = '* .* ***:.:. .: :* * * :***' * gy e **:f*t*i—i l-*::
intIl GYDIRTVQDLLGHSDVSTTMI¥ THVLKVGGAGVRSPLDALPPLTSER 337
intI3 GTDIRTVQELLGHSDVSTTMI?THVLKVAAGGTSSPLDALALHLSPG 346
intI2 GRDIRTVQELLGHNDVKTTQI‘THVLGQHFAGTTSPADGLMLLINQ- 324

e e e T Rl e el e e e e ke -5 A L

Figure 2 :Alignement des protéines Intl1, Intl2 et Intl3.

Les 2 motifs les plus conservés au sein de ce$égrases sont les domaines 1 et 2 qui hébergent la
tétrade R-H-R-Y (arginine, histidine, arginine,dsine). La tyrosine est surlignée en rouge, ledesci
aminés RHR en jaune. L'alignement des séquencestéaréalisé avec le logiciel ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.htmjuin 2007). Les étoiles indiquent les acides &min
communs entre les 3 intégrases.

Les IR de classe 1, 2 et 3 (Intl1, Intl2, IntI3nsdes plus étudiés et les plus

prévalents, ceux de classe 4 et 5 n’ont été déquitse seule fois.

b. Le site spécifique de recombinaison attl
Il existe autant de sitegtl que de genestl : le siteattll est toujours associé au
geneintll, le siteattl2 au genentl2 et le siteattl3 au genentl3. Les différents siteattl
des différents IR n’ont pas de réelle identité [Bkcepté le triplet 5° GTT 3.
Contrairement aux genastl, I'alignement des siteattl [9] ne montre pas de réelle
identité structurale, excepté une séquence deréspde bases GTTRRRY (R : purine,

Y : pyrimidine) appelé&ore site [Figure 3]
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anll ‘I‘CG ATG i“i‘-‘.I-E 'PG'I"'I‘ANGAGC AG CMCGATG’I‘TRCG CAGCAGGGC AG"I‘CG CC CTA@AC‘ AAAGT‘I‘RR RYNNNNNNNNNNN

anl2 TGA’I"PP‘T‘A'T‘TAA I‘TA ACGGTMG CATC AGCGGG‘T‘GACMAACGAGCATG CTT*‘CTB.ALI‘ n.1“..#&?\'!‘\3'I"I‘Fll’( P.Y NNNNNNNNNNN
aitl3 Ci CG'IE CGAC'T'TTEE CGAC CACGC}T’[‘G'IGGGTATC CGG "I‘G'I"I‘TG GTC D.GATAAPCCAC P.AGTTRRRYI‘-R‘INNN’I‘INNNNN
I simple site |

Figure 3 :Alignement des séquences nucléotidiques des siatl, attl2 et attl3.

Une région de 64 paires de bases, suffisante pactivité de recombinaison du sitdtll, est alignée
avec les séquences des st et attl3. La fleche verticale indique la zone de jonctiotre la région
5'CS et la premiéere cassette. D'apres [9].

Les sitesattl comportent au moins 2 sites d’attachement deéljrase, nommeés
L et R. Concernant le sittll, deux sites possédant le motif consensus GTTR agsuren
la liaison avec Intll : un site de forte liaisontique pour I'activité de recombinaison et

un site de faible liaison qui en améliore I'effit@d10][Figure 4]

attll/qacE

=70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 +10 +20

| | | | | | | | |
CGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGLE tagat.gcactaagcacata

GCACCCAGCTACAAACTAC, TACC'I‘CGTCG’I‘TGCTA&TGCGTCGTCCCGTCAGCGGGAT@TGTTTCaat ctacgtgattcgtgtat

4 3 2 S
L 1 L 1 L ]
weak binding strong binding simple site
site site
DR2 DR1

Figure 4 :Organisation du siteattl1l. Exemple de la jonctionattil/gacE

La ligne noire définit le siteattll. Les rectangles blancs correspondent aux queldases
supplémentaires impliquées dans la reconnaissaht&ldSont représentés les sites de liaison ¢Lldt
attll (weak binding site, strong binding giteainsi que le site uniquesifnple site motif formé de 2
séquences inversées répétées séparées par un @spgaoecléotides) impliqué dans les recombinaisons
attl x attl. Les lettres en gras sont reliées a une séquemtsenrsus de 7 paires de bases GTTRRRY
appelécore site(surligné en jaune) ; DR1 et DR2 sont des séquseticectes répétéedilect repeats La
fleche verticale bleue indique la zone de joncaatre la région 5'CS et la casseiteE D'apres [10].

Il existe une forte spécificité des intégrases ptaur site attl mais des
recombinaisons peuvent intervenir de fagon moifisaefe avec les siteattl d’autres

IR. Par exemple, Intl1l reconnait aussi les sitd® etattl3 [11].
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c. Le promoteur des cassettes Pc

Pc est le promoteur qui assure I'expression desgyde cassettes, celles-ci ne
possédant pas de promoteur propre a de rares extegres (cassettasnl et gac
[12]). La région promotrice des IR de classe léal&iplus étudiée [13, 14]. Pc est situé
dans la séquence codante d’Intl1, plus de 200 b=sesnont de la premiere cassette.
Chez 10 % des IR de classe 1, il existe un deuxiéomaqieur des cassettes P2 localisé
dans le sitattll, environ 90 bases en aval de Pc. Le promoteusP@Jea une insertion
de 3 G entre 2 boites -10 et -35 potentielles, pdgant un espacement suffisant pour un
promoteur efficace. Il existe différents variants Bc dont les différentes forces
induisent des niveaux d’expression et donc de tedgie aux antibiotiques différents
(voir « régulation de I'expression des genes dsaites »).

Chez les IR de classe 3, Pc est aussi localiséldadésuence codante d’'Intl3. Il
existe au moins 2 variants, TAGACANTAGGCT [15]vs TAGACA-N1~-TAGGAT
[16] dont les forces relatives n'ont pas été évedué

Chez les IR de classe 2, la localisation de Pc rdiff&n effet, il n'est pas
localisé dans la séquence codante d’Intl2, maisa@ntraire dans le sitattl2 ; sa

séquence a été réecemment déterminée : TTTAAFTRAAAT [17].

2. Larégion variable : les cassettes

Les cassettes constituent la partie variable dégrions, en aval de la plateforme
fonctionnelle[Figure 1] D’une taille moyenne de I'ordre de 1000 pb, uaesette est
définie par I'association d’'un cadre ouvert de ueet(rf) et d'un site spécifique de
recombinaisomattC reconnu par lintégrase Intl. Les cassettes ctuesit des unités

fonctionnelles indépendantes, non réplicatives, ilsables de maniere
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individuelle [18] : elles existent sous forme lilréaau sein d’un intégron ou sous forme
circulaire a I'état libre. Les IR hébergent en moyeR a 3 cassettes [19]. Jusqu’a 9 ont

été décrites au sein d’'un méme IR (DQ112222) , ecmishiffre est parfois nul [20].

a. Les génes de cassettes
La plupart des génes de cassettes des IR codent résistance aux
antibiotiques ou aux antiseptiques ; d’auta$ codent des protéines de fonction
inconnue. Une revue de 2009 recense au sein dplsRle 130 cassettes différentes
codant des résistances a des antibiotiques plus de 60 cassetigsu (gene cassette of
unknown functiongodant des protéines de fonction inconnue [19].
Quasiment tous les antibiotiques sont concernés :

- de nombreuses cassettes sont impliquées dansidtanés auf3-lactamines; les

génes codent dgslactamases de spectre plus ou moins large : flérases blaP),
oxacillinases flasxs), B-lactamases a spectre élargi ou BLSfes(veh..), voire
carbapénémasesnp, vim...).

- les cassettedfr (dfrA etdfrB) conférent une résistance @methoprime

- la résistance auxaminosides est tres fréquente ; les enzymes codées sont
essentiellement des acétyltransferasesach aacC aac(6)-lb) et des
nucléotidytransféeraseaddA aadB. Les cassettesat codent des résistances a la
streptothricine.

- la résistance aahloramphénicol est conférée par un mécanisme enzymatigae

une aceétyltranférasedtB) ou par un mécanisme d’efflugrGlA, cmiB.

- larésistance a l@sfomycineest médiée par les génes des casdeties
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- la résistance aumnacrolides est médiée par les casset&s qui conferent une
résistance a I'érythromycine ; celle dincosamidesest due aux casseti@s.

- larésistance a ldfampicine est conférée par les cassetss

- larésistance auguinolonesest due aux cassetigsrVCetacc(6’)-Ib-cr.

- les cassettegac conférent une résistance aammoniumsquaternaires.

La nomenclature des cassettes reste complexe, &ne roassette pouvant étre
désignée par 2, voire 3 appellatiomsa¢A4= aac(6’)-Ib; dfrA12 = dhfrXIl = dfrl12;
oxalO0=PSE-2 ; ..). De plus, des cassettes différentes peuvent i/ai€me nom. Des
banques de données recensent et annotent legdiffémriants de cassettes [21, 22].

La plupart des cassettes ont été décrites chelRdds classe 1. Les IR de classe
2 hébergent souvent les trois mémes casseatfeAl, satetaadAl[2] du fait de la non
fonctionnalité de I'intégrase Intl2 qui rend impits le mouvement de ces cassettes et
I'acquisition de nouvelles. Quelques IR de class/& d'autres réseaux de cassettes
ont été néanmoins décrits [23-25]. Les rares dasamns des IR de classe 3 ont montré
que ceux-ci hébergent souvent des cassettes deares auxB-lactamines ou de
résistance aux aminosides [16, 26]. Certaines t¢assgbnt retrouvées dans plusieurs
classes d'IR : par exemplaadAla été décrit chez les IR de classe 1 eta2(6’)-1b

chez les IR de classes 1 et 3. A noter que legttasdfr etaad sont les plus répandues.

b. Le site de recombinaison attC

Le siteattC entre dans la définition méme d’'une cassette [28]agit d’un site

spécifique de recombinaison reconnu par l'intégrade

19



A chaque gene de cassette donné est associé witSitgui lui est propre. Les
sitesattC ont une structure complexe : ils difféerent en ségeeet en longueur (57 a 141
pb) en fonction du géene auquel ils sont associéss its possédent une organisation
palindromique comparablf=igure 5]: & leurs extrémités 5’ et 3’ se trouvent deux
séquences inversées répétées de 7 paires de P8kdégignées respectivement 2L-2R
et 1L-1R qui encadrent une région centrale de séguet de longueur variable (20 a
104 pb) [4, 19]. Les séquences 2L et 2R sont désdpames imparfaits, 2L possédant
1 base supplémentaire (soit 8 pb). Les séquendeslmeniques 1R et 1L possédent
systématiquement les 2 triplets GTT et AAC, ellemitsaussi appelées sitore

(généralement GTTRRRY) et sitereinverse (RYYYAAC) [28].

aadBlqacE

e
0 -60 -50 40 -30 -2 -10 +10 +20

| | I | | | | | |
CAGGTCGCGATATGOC GCCTAACAATTCGTCCAAGCCGACGCOGC TTCGCGGCGCGGCTTAACTCACGT Gt tagatgeactaagcacata

GTCCAGOGCTATACGC CGGATTG I TAAGCAGGTTCOGCTGOCGOGAAGCGCCGCGCCGAATTGAGTCC Caat ctacgtgattogtgtat
EE—— — > - PA—
L LH consensus ] L RH consensus |
1L 2L 2R IR
> - > —
L LH simple site 1 L RH simple site J

Figure 5 :Organisation du siteattC. Exemple de la jonctionaadB/qackE

Le rectangle noir définit le sitattC. Les rectangles blancs correspondent aux queldpases
supplémentaires impliquées dans la reconnaissdim dle core siteest surligné en jaune,rverse
core siteen vert. Les séquences de liaison a Intl, reli@esoee site sont en gras (1L, 1R, 2L, 2R) ; leur
orientation est indiquée par des fleches. L'agiéasindique une base supplémentaire en 2L par ragpo
2R. La fleche verticale bleue indique la zone defion entre les cassetteadBetgacE Elle correspond
a la numérotation 0 de la séquence.:left-hand RH :right-hand D'aprés [10].

A chaque extrémité des sita#C, se trouvent deux domaines (LH et RH) de 25
paires de bases environ dénomneaple sitdFigure 5] lls présentent des séquences
inversées répétées imparfaites 'une de 'auteesant les sites de reconnaissance et de

liaison de lintégrase Intl. Cette organisationipddomique permet de générer une
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structure secondaire tige-boucle essentielle ppuetonnaissance par I'intégrase, qui
interagit avec le sitattC sous forme simple-brin et plus spécifiquementria du bas
(bottom stranyl [29].

Des différences notables existent entre la liag®tintégrase avec les sitatC
et attl [30]: la liaison a un sitattC est beaucoup moins forte [9] et contrairement aux
sitesattl [7, 31], il n’existe pas de spécificité des st pour telle ou telle intégrase,

preuve en est la présence de mémes cassettes aliRaie classes différentes.

3. Larégion3d

La région en aval du réseau de cassettes diftdom des classes d’'intégrons.
Celle-ci revét un intérét en terme de résistancquament pour les IR de classe 1. En
effet, chez certains IR de classe 1, peut se troemeaval des cassettes, une région
comportant en général 3 génesmcEAL, sull etorf5. Le génegacEAL (348 pb) est un
dérivé tronqué dejack, qui code une pompe d’efflux et confere a la baeténe
résistance aux antiseptiques et désinfectants,mmo¢at vis-a-vis des ammoniums
quaternaires et agents intercalants [32]. Le gmEAl est fusionné avec le gésall
(840 pb) qui code une dihydroptéroate synthétadispensable a la synthése des folates
qui confere une résistance aux sulfamides. Chet&djnon Inl situé sur le plasmide
R46, un promoteur permettant la transcription q@&EAL et desull a été mis en
evidence 20 paires de bases en amont du codortiation de gaceAl [33]. La
séquence codantef5 (501 pb) code une protéine de fonction inconnuequne région
promotrice propre. La région 3’ des IR de classeéiéanitialement dénommée région

3'CS a limage de la région 5'CS. Néanmoins, bon n@emiéle publications font
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aujourd’hui état d’'IR de classe 1 dont la région 3€% absente ou incompléte, ce qui
d'ailleurs prend en défaut bon nombre de PCR utdispeur amplifier la région
variable, voire méme pour détecter un IR de clag8d]l

Chez les IR de classe 2, la région en aval du rédeaassettes comporte des
géenegnsimpliqués dans des fonctions de transposition z éb IR de classe 3, elle est

trés peu décrite et donc mal connue.

B. Les mouvements de cassettes

Les intégrases Intl sont capables de catalys&, des recombinaisons
spécifiques impliquant les sitastl etattC, des réarrangements de cassettes (excision ou
intégration) au sein d’'un IR ou entre deux IR [23%], [Figure 6]

Les événements ekcision de cassettes se font préférentiellement par
recombinaison entre deux sita#C. Les premiers travaux de Collis et Hall dans les
années 1990 ont mis en évidence la capaoiécdiond’'une ou de plusieurs cassettes
par l'intégrase Intll, suite a une recombinaisotreedeux siteattC ou entre un site
attC et le siteattll [35]. Cette recombinaison peut s'opérer de deuarfagifférentes :
soit via la formation et la résolution de cointégrats enieex plasmides porteurs d'un
intégron, soitvia I'excision des cassettes sous forme circulairg. [18

L’intégration d’'une cassette se fait préférentiellement parmistoaison entre
les sitesattC etattl [3, 36], permettant ainsi I'intégration de la cassau plus prés du

promoteur Pc [37] et assurant ainsi une expresaaximale du géne associé.
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attC3
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intI attl attC3 C2 attC2
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Figure 6 :Mécanisme de recombinaison des cassettes.

Intl assure linsertion et I'excision des cassettieis I'intégron. L'intégration d’'une cassette sé f
préférentiellement au si@tl. Dans cet exemple (A), une cassette circulairee§€tdntégrée sous forme
linéaire par recombinaison spécifique de site detigteattl et son siteattC3 L'excision d’'une cassette
se fait préférentiellement par recombinaison efBtsitesattC. Dans cet exemple (B), la cassette C1 est
excisée apres recombinaison entre les aift€xl etattC3 Pc: promoteur des cassettetl, attC1, attC2,
attC3: sites spécifiques de recombinaisamtl: géne de l'intégrase ; C1, C2, C3 : cassettes.

L’événement de recombinaison a été finement caigaétsur le plan moléculaire
pour les IR de classe 1 [29, 38-40]. L'interactiomng intégrase avec un sa€tC a été
confirmée par cristallisation avec l'intégrase VQhnde V. cholerae[41]. Le motif
indispensable a une recombinaison catalysée pdr dst le motif consensus
GTTRRRY ; la recombinaison s’effectue entre le G duemier site GTT et le premier
T d’'un deuxiéme site GTT. L'événement de recomisioaia pour conséquence de

toujours orienter la ou les cassettes intégrées ttaméme sens, a savoir d’abord le

géene, puis son si@tC [27, 36], ce qui est indispensable a I'expressiomgene.
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L’intégrase reconnait les sitastl sous leur forme double-brin et les sigtC
sous leur forme simple-brin (brotton) [29, 42].

Les séquences palindromiques des sttS permettent a la molécule d’ADN
sous sa forme simple brin d’adopter une conformatipliée qui génere un site de

recombinaison double br{igure 7]reconnu par l'intégrase [29].

1L 2L

2R IR

’ 3
5" ATGTCTAACRATTIATTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCAGCTTAATTCAAGAGT TAGACAT attCoagaz ds
3’ TACAGATTC/TTAAGTARGTTCGIGCTGCGGCGAAGCGCCGCGCGAATTARGTTCGCARTCTATA (,

*

IR 2R
,
S AtETeTARCE S TT ATTAR peccccee S, L. bs
2 TACAGATTG) ‘T’M‘G'TAAETC GCGCGGCGHp/ aadA7
T

— <«
1L 2L

Figure 7 :Séquence du sitattC de la cassetteaadA7 (attCuagaz dS) et structure secondaire
du brin bottom(attCyaga7 bS).

Les séquences inversées répétées 1L, 1L, 1R, 2Rirstiquées par des fleches noires. L'astérisque
indique la base G supplémentaire en 2L par ragpbtt Les séquences encadrées sont les sitesstmlia
de l'intégrase. Lecore siteest surligné en jaune,nvversecore siteen vert. La fleche verticale bleue
indique le site de crossing-over. Les bases sutigren rouge représentent le motif de 6 nucléotides
encadrant 2 bases non appariées {(fGINrencontré le plus fréquemment au sein des ait€set pour
lequel I'activité d’excision d’Intl1 est maximalB.aprés [29, 43] avec modifications.

La reconnaissance des sittC par les intégrases est fortement influencée par
'asymétrie de la structure secondaire geéneérée lgarbases « extra-hélice » non
appariées du britbottom [44]. La composition de ces bases et leur espatgnde
généralement 6 nucléotides, influencent les cagmcle recombinaison de la cassette
Ainsi, avec les motifs T-NG ou T-N;-C [Figure 7] Intll présente une meilleure
efficacité d’excision, contrairement a Intl3 qucoamnait un nombre plus restreint de
motifs, et a Intl2 qui, elle, est plus « toléramfecapable notamment d’exciser des

cassettes avec les motifs A-NC, ce qu’Intl1 peut difficilement faire [43].
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C. Reégulation de l'expression de lintégrase et des

genes de cassettes.

1. Reégulation de I'expression de l'intégrase

Malgré les formidables capacités d’échanges deettassau sein du systeme
intégron, certaines données montrent que ce sysesmnen fait relativement stable.
Preuves en sont la stabilité des réseaux de cassait sein de bactéries d’origine
diverse [19, 45] et la persistance au sein de &s=aux de genes codant des résistances
a des antibiotiques peu ou non usités aujourddmdl (sa). La découverte récente d’'un
site de fixation de la protéine LexA au niveau aedgion promotrice de l'intégrase Pint
a permis de comprendre que I'expression d’Intirégulée par la réponse SOS [46].
Ceci a été démontré expérimentalement pour Intdoet I'intégrase du super-intégron
de V. cholerae Une analysen silico a montré que LexA contrblait I'expression du
promoteur de plus de 600 intégrases différenteggéant que I'ancétre commun des
intégrases était déja régulé par LexA [47].

La protéine LexA est le répresseur transcriptiondel la réponse SOS
bactérienne qui est impliqguée dans la réparatisnddenmages que I’ADN subit lors de
différents stress [48]. LexA réprime les genes élgufon SOS en se fixant sur un site
spécifiqgue (boite LexA) dans la région promotrice e¢ks génes. Lors d'un stress,
différentes voies conduisent a la formation d’ADiNhgle brin reconnu par la protéine
RecA. Le filament nucléoprotéique ainsi formé estntéme recruté par LexA et ce
complexe active alors la capacité autoprotéolytided.exA, entrainant son clivage et
la libération de son site de fixatigRigure 8], permettant ainsi I'expression des genes

du régulon SOS.

25



A Pint
EaE

s,

Lexf Site aft!

L LT e e e e T e
B StrESS='=:;'-5.::'..;.

oS — e —

ADNdh @ Filament nucléoprotéique

® . @pech ADMNsh/Rech Autoprotéolyse

f de Lexd

Pint
I
¥
C
€2

Figure 8 : Rgulation de I'expression d’Intl par LexA.

A. La protéine LexA chevauche le promoteur de I'inéég Pint.B. Lors d'un stress conduisant a la
formation d’ADN simple brin, par exemple par un ihigtique dont la résistance est codée par la
3° cassette, le filament nucléoprotéiqgue ADNsbh/ReoAduit a I'autoprotéolyse de LexA et donc a
I'activation de la réponse SOS. Le promoteur dedgrase est alors libér€. L'intégrase alors produite
effectue un réarrangement des cassettes, ramend@ntdssette en premiére position, pour permettre a la
bactérie de résister au stress antibiotique qu&ilgt. Pc: promoteur des cassettestl, attC1, attC2,
attC3: sites spécifiques de recombinaisantt: gene de l'intégrase ; Pint, promoteur de l'ingégr; C1,

C2, C3: cassettes. D'apres [49].

Ainsi, il a été montré chek. coli qu’en réponse a des agents chimiques ou des
antibiotiques inducteurs de la réponse SOS (cipxafiine, triméthoprime et

ampicilline), il y avait une induction de I'expréss de l'intégrase de classe 1 d'un
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facteur 4. De plus, linduction de la synthese li&ébrase est corrélée a une
augmentation de 140 fois de son activité recombinaa régulation de I'expression
d’Intl par la réponse SOS offre plusieurs avantagela bactérie : d'une part une
économie énergétique, Intl n’étant produite qusedaielle est nécessaire a la bactérie
pour s'adapter a un stress, et d’'autre part ungligtades cassettes présentes dans
I'intégron. Ce systeme permet a la bactérie de sawer » plusieurs génes de
résistance aux antibiotiques dont certains loifPdeet donc silencieux car peu ou pas
exprimés, mais qui, en cas de besoin, pourront &pees activation de l'intégrase,
rapprochés de Pc permettant alors un niveau d’sgjme supérieur. Cette régulation
démontre que les antibiotiques eux-mémes sont Epdbnduirevia la réponse SOS

la capture de génes de résistance. De nombreusssttes codant des résistances a des
antibiotiques inducteurs (triméthoprimgJactamines, quinolones) sont présentes chez
les IR, montrant le réle de la réponse SOS damgligition de génes de résistance
nécessaires a la bactérie pour survivre dans defitioms de stress. Une étude récente
a montré que la réponse SOS était aussi induisederla conjugaison bactérienne qui
généere des fragments d’ADN simple brin [50]. Leseats ont montré que la réponse
SOS induite par la conjugaison était capable déedéker I'expression de l'intégrase.
La conjugaison est un phénomeéne utilisé par lestébas pour des transferts
horizontaux de génes et est notamment impliqués thampropagation des genes de

résistance aux antibiotiques.
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2.  Regulation de I'expression des génes de cassettes

Les génes de cassettes, généralement dépourvumeteur, sont exprimés
comme dans un opéron sous la dépendance du pranRateGhez les IR de classe 1, il
existe pas moins de 20 combinaisons possibles RefRettant I'expression des géenes
de cassettes. Cing combinaisons sont les plus fnémeat représentées (PcS, PcH1,
PcW, PcCW+P2 et PcW¥n-10) et correspondent a 5 niveaux de transcriptioramade 1
a 25, PcS étant le variant le plus fort et PcWddant le plus faiblgTableau 2][14,
51]. De plus, en raison de la proximité des 3 priewmes Pc, P2 et Pint, il a été montré
que des interférences transcriptionnelles exisertrient selon la force du promoteur
et sa séquence [52]. Le promoteur fort PcS empléekmression d’'Intll méme lorsque
celle-ci est induite par la réponse SOS alors eusepromoteurs faibles n'ont pas
d’influence sur I'expression de l'intégrase. Enamohe, I'expression de lintégrase,
lorsqu’elle est induite par la réponse SOS, n'auaacincidence sur l'activité des
promoteurs, quel que soit le variant, ceci ayaété&tdié pour les variants les plus
fréquents [52].

Par ailleurs, en raison de la localisation de Rtsda génentll, la séquence de
Pc influe sur la séquence en acides aminés dédtiase Intl1. Selon le variant de Pc, il
existe différents variants d’'Intll dont les ackégtde recombinaison des cassettes
varient[Tableau 2] Il existe une relation inverse entre la forceRieet I'activité de
recombinaison de lintégrase Intll associée : prugpromoteur Pc est faible, plus
I'activité de recombinaison de lintégrase est dorCette « balance » entre force
d’expression des cassettes et force de recombmeibttll a été notamment démontrée
en ce qui concerne l'activité d’excision de l'intége [14] ; d’autres auteurs, dans un

modele différent, ont retrouvé un effet sur 'aitéwd’intégration [53].
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. . Force . Activité
Variant Séquence . ) Variant , ..
P Fréequence| relative ) d’excision
de Pc nucléotidique d’Intl1 ,
de Pc d’Intl1
PcS TTGACA — Nyu— TCNTAAACT 24,3 % 25 IntI1R32_N39 ++
PcH1 TGGACA — Nis— TCNTAAACT 28 % 6 IntI1IR32_H39 +++++
PcW TGGACA — Nyy— TCNTAAGCT 16,5 % 1 IntI1R32_H39 +++++
PcWrgN-10 | TGGACA —Nis— TGNTAAGCT 16,8 % 18 IntI1P32_H39 +
PcH2 TTGACA — Nyy— TCNTAAGCT 4,4 % 20 IntI1R32_N39 ++

Tableau 2 :Principaux variants des promoteurs Pc des IR de ctse 1.

Les boites -35 et -10 du promoteur Pc sont indisj@éfegras. La base G du motif TGN-10 est soulignée
dans la séquence nucléotidique du ReWo Les valeurs de fréquence émanent d’'une anatysgico.
La force des variants de Pc est rapportée a celfgamoteur Pc le plus faible (PcW = 1). D’apré§][1

Par ailleurs, le role potentiel des sit#C comme terminateurs de transcription
avait initialement été suggéré [54] mais ceci aréiBis en cause récemment. Les sites
attC agiraient en fait sur le versant traductiorvialla présence au sein de certains sites
attC de peptides qui joueraient un rdle de régulatedtuctionnel [55]. Enfin, en ce qui
concerne la traduction, certaines cassettes sontédé de régions d'initiation de la
traduction (TIR). Dans le cas ou ces cassettesespptemiere position, il a été montré
chez les IR de classe 1 que I'expression des géemesaskettes était couplée a la
traduction d'un petit peptide ORF11 lui-méme précédéne région TIR [56]. La
séquencerfll est localisée dans le sigtll mais le codon stop est dans la premiére
cassette. Cette régulation n'a donc lieu que damsdeou la séquence de la premiére
cassette apporte le codon stop nécessaire a lagtima du peptide ORF11.

L'expression des genes de cassette peut donc @m@mement variable en
fonction de trois paramétres principaux: (i) laceodu variant Pc, (ii) la position de la
cassette au sein de lintégron [54] - les génesples éloignés de Pc sont plus
faiblement exprimés que ceux situés a proximit@,lé nature du sitattC et donc de la

cassette située en amont [55].
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II. Epidémiologie des integrons de résistance

Des centaines de publications font état de la poesd’IR dans le monde vivant,
aussi bien chez 'lhomme (sujets sains et maladesihez I'animal (animaux de ferme,
sauvages, domestiques...) ou dans I'environnemeld, (&xs, rivieres, fumier, eaux
useées...).

La prévalence des IR dans ces différents écosystestésipossible a déterminer
et les études sont difficiles a comparer en rag®ia trop grande diversité d’approches
méthodologiques employées :

() les populations ciblées ne sont pas les méntesmmes sains, hommes
malades, avec ou sans traitement antibiotiquenades de vie différents...,

(ii) les échantillons analysés different : sell@gjides biologiques, fumier, lisier,
sols, riviéres, boues de stations d’épuration...,

(iii) le support génétique analysé n’est jamaigme : certains auteurs travaillent
a partir de souches bactériennes, de fagcon emeidgLen se focalisant sur des souches
résistantes aux antibiotiques ou encore sur unecespactérienne donnée, d’autres
travaillent de facon plus globale directement atipat’'un extrait d’ADN d’'un
échantillon donné dans le but de pouvoir appomerréponse quantitative,

(iv) les classes d’IR recherchées ne sont pas tmijes mémes : la classe 1 est la
plus fréquemment recherchée et donc la plus redémuv

(v) les méthodes et techniques de détection emgsogidferent : PCR ciblant les
intégrases, PCR de la région variable, PCR recherdbantassettes, PCR en point

final, PCR en temps réel, hybridation,...
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Quoi qu’il en soit, les IR sont retrouvés chez ppatiment tous les étres vivants et
écosystemes explorés, avec des taux de prévalemgmuyr les raisons invoquées ci-

dessus peuvent varier selon les études de quadiniérit prés de 100 %.

A. LeslIRdeclassel, 2et3

1. IR declasse 1: les plus prévalents

La trés large majorité des publications s’intéreask description des IR de
classe 1. lls ont été les premiers découverts, lssntlus recherchés et restent les plus
décrits dans la littérature a ce jour. Méme s'tl Iégitime de constater que les IR de
classe 1 sont les plus prévalents, il faut néansngarder a I'esprit qu'ils sont
recherchés en priorité et qu’il existe donc desshida détection des deux autres classes
car la majorité des travaux sont menés sur destestmultirésistantes. Or, la trés
grande variabilité en cassettes des IR de classE9]llgur permet de conférer des
résistances bien plus diverses et nombreuses tjae cenférées par les cassettes plus
stables et moins variées des autres classes d’li®i,Aa bactérie héte peut résister a

plusieurs familles d’antibiotiques simultanément.

2. IR de classe 2 : la stabilité

Les IR de classe 2 présentent une grande statbéit8 leur réseau de cassettes
avec la présence quasi-constante de 4 casdéipsre 9] : dfrAl (résistance au
triméthoprime) sat2 (streptothricing)aadAl(streptomycine et spectinomycine)ogtX

[7]. Cette stabilité du réseau, confirmée par une éttgkntne portant sur 130 souches
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intl2+ [25], est vraisemblablement attribuable a la nancfionnalité d’Intl2
interrompue par un codon stop intermédiaire. L'aggmn de ces IR au transposon/Tn
et & ses dérivés leur confere néanmoins une n®lifiportante [57, 58]. Quelques
publications font état de réseaux atypiques, aae@pemple une cassettieA[24], les
cassetteaadB catB2[23] ou encordlacars-4 [25].

L’épidémiologie des IR de classe 2 a été chamboel€e2006 suite a la
description chez deux souches bovine®dw®/idencia stuartiid’un IR de classe 2 avec
une intégrase dénuée de codon stop intermédidie(b retrouve sa fonctionnalité [7],
et un réseau de 9 cassettes hébergeant chacungres de fonction inconnue. Une
souche cE. coliisolée d’'une urine d’'un patient a depuis été t&@vec une protéine
Intl2 fonctionnelle et la cassetwfrAl14 [60]. La prévalence de ces IR de classe 2

fonctionnels semble bien plus élevée gu’attendtamment dans I'environnement [61].

IR, IRy

aitl2 attC'd

—

> > > >« «— « «—
intI2* dfrdl sat aagAl oy sE insD tnsC tnsB  tnsA

Figure 9 :Représentation schématique d’un IR de classe 2.

L'intégrase intl2 est non fonctionnelle (*) carentompue par un codon stop en position 179. Le plus

souvent, sont associées les cassettBAl (résistance au triméthoprimeygat (résistance a la
streptothricine) ehadAl (résistance a la streptomycine et spectinomycibe)séquencerfX code un
géne de fonction inconnue. C6té 3', 5 germes orientés en sens inverse assurent la fonction de
transposition de Th IR_ et IRz désignent les séquences inversées répétées quitelél le transposon
Tn7.

3. IR de classe 3 : la rareté

Moins d’une dizaine de publications fait état derldescription. Tous les IR de

classe 3 décrits jusqu’alors associent une casgettésistance ayklactamines a une
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cassetteaac(6’)-1b (résistance a kanamycine, tobramycine, nétilmi@h@amikacine).
La premiére découverte remonte a 1995 au JaponcHéy une souche dgerrratia
marcescensesistante aux carbapénembkap-1). A ensuite été décrite au Portugal en
2003 une souche d€ebsiella pneumoniaavec un phénotype de BLSHdces) [16] ;

le méme réseau a été retrouvé en Suisse chez uokesdE. coli d’origine urinaire
[62]. D'autres IR ont été identifiés chez des sosdePseudomonas putid&3], sans
caractérisation du réseau de cassettes. L'épidégimoldes IR de classe 3 a évolué
depuis la découverte en 2007 de 2 souches envimemtales du genrPelftia, (D.
acidovoranset D. tsuruatensis isolées d’eaux usées, qui possédaient un imédeo
classe 3 atypique [64] avec des cassettes dongédess codaient des fonctions
inconnues. La détection en quantité importante déRclasse 3 a partir d’ADN extraits
d’environnements hydriques [65, 66] laisse suggéréils jouent un rble bien plus
important au niveau environnemental qu’en micra@@ clinique ou leur impact

semble anecdotique.

4. Intégrons complexes, intégrons chimériques

Certains IR de classe 1 ont été nommeés intégrons legegppen raison d’une
structure particuliére [67]. lls ont la particutéride présenter une duplication parfois
partielle de la région « 3’'conservée » associée @ésence d’'un élément transposable
nommeé I£R1[68]. De nombreux genes impliqués dans la résistaux antibiotiques
ont été décrits en aval de cetteCFBL[69-72] : catA2 (résistance au chloramphénicol),
blappa-1, blactx-m2, blacTx-mo (B-lactamines) dfrA10 dfrA19 (triméthoprime),gnrA
gnrB (quinolones)... Ces génes ne sont pas inclus demsassettes car non associés a

un siteattC ; ils ne sont donc pas mobilisables par une iagyintl.
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Il existe des IR chimériques ou hybrides qui possédes éléments associés a
plusieurs classes d’'IR. A ainsi été décrit un IR ldsse 2 avec la région 3’ des IR de
classe 1 [73]. A également été décrit au sein ddRldsse 1 la présence du réseau de 3
cassetteslfrAl, satl, aadAl plutdét associé aux IR de classe 2 [74]. Une putitica
récente [75] rapporte chez un IR de classe 1 larigésa de la cassetterfB décrite
jusqu’alors chez des IR de classe 3 [64]. Ces domsigggerent que des échanges de

cassettes surviennentvivo entre IR de classes différentes.

B. Les bactéries hotes

1. Bactéries a Gram négatif (BGN)

La quasi-totalité des IR décrits sont hébergésiparBGN. Quasiment toutes les
especes de la famille d&mterobacteriaceasont concernées, notammétgcherichia
coli qui est le principal représentant [5, 60, 62, 9B-Klebsiella [16, 80, 81],
Enterobacter[12, 82-84] ou encoreSerratia [15, 85, 86]. De nombreux travaux
indiquent la présence d’IR ch&almonella[87-91] etShigella[45, 92, 93],S. sonnei
étant un hote fréquent des IR de classe 2 [94196]. descriptions au sein d’autres
genres Proteus Morganellg Citrobacter, Yersinia..) sont plus rares [74, 97-9%hez
les autres BGN non fermentaird3seudomonas aeruginogst un hote fréquent [20,
100-103] avec des cassettes codant souvent desargess vis-a-vis dg¥lactamines
(BLSE, carbapénémases), tout comAmnetobacter baumanngui est également un
hote habituel [23, 73, 104, 105]. Les descriptidiR concernant d’autres BGN sont

plus rares, voire exceptionnellesStenotrophomonafl06, 107],Burkholderia[108],
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Vibrio [109-112] Aeromonas[113-115], Campylobacter[116, 117], Helicobacter

[118], Bordetella[119, 120]...

2. Bactéries a Gram positif (BGP)

Seule une dizaine de publications fait état dedscdption d'IR, de classe 1
principalement, chez des bactéries a Gram pok#ifplus souvent, il s'agit de BGP a
haut GC%, teldycobacterium fortuitunfl21], des espéces du ge@erynebacterium
(C. glutamicum[122, 123], C. asperumAJ871915, C. resistensFN825254, C.
diphtheriaeFR822749), ou encore les bactéasanobacterium pyogeng$24, 125]
et Arthrobacter[126]. Les IR semblent étre présents parmi les BQGMe prévalence
plus importante qu’il n'y parait, des travaux sdrgssant a la litiere de volailles ont
ainsi montré que les BGP constitueraient un résemaijeur d’IR [127]. L'une des
premieres descriptions d’'un IR de classe 1 chedaogerie d’intérét médical remonte a
1999 avec la mise en évidence par une équipe aam@id’'une cassetiadAlchez un
isolat dEnterococcus faecalil28]. Plusieurs travaux chinois publiés depui&par
une méme équipe décrivent des IR de classe 1 @®eB@P d’'importance majeure en
bactériologie médicale StaphylococcusEnterococcuset Streptococcug129] avec
souvent les mémes réseaux de casseites12-orfF-aadA2 ou aadA2 Plusieurs
souches de staphylocoques a coagulase négativeéntcensées [130] ainsi que des
souches d&. aureugfSASM et SARM) [131-133]. Les mémes auteurs ontitléassi

des IR de classe 2 chez des souches d’entérocdfjuaealis E. faeciunm [134].
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C. ROle des IR dans la dissémination de la résistance

aux antibiotiques

1.  En microbiologie humaine

Des centaines de publications décrivent la présditBechez 'lhomme. Les IR
ont été mis en évidence chez de trés nombreuses 8Gidrtir de tout type de
prélevements, et chez tout type de sujets, patgits ou hospitalisés. Le nombre trés
important de descriptions est en partie lié au dak bon nombre d’auteurs se sont
intéressés aux IR par le biais des bactéries agsest aux antibiotiques. Il est tres
difficile voire impossible d’évaluer la prévalendes IR en microbiologie clinique, les
différentes études épidémiologiqgues menées n’étuigias les mémes facteurs : cette
prévalence dépend de trop nombreux parameétresalidsbactérie elle-méme, a son
phénotype de résistance aux antibiotiques, aurpiatie site d’isolement, ou encore au
lieu d’hospitalisation, ou encore a la fagcon dandétection des IR a été réalisée... Il est
cependant acquis que les IR de classe 1 sont hgaydos répandus que les IR de
classe 2, ceux de classe 3 étant exceptionnels.

Les données les plus abondantes concernent lestiduvés chez des BGN
entéropathogenes. Plus de 200 publications dédrides IR chez des salmonelles,
shigelles etE. coli isolées de selles. Concernant les salmonelles,éiedes de
prévalence restent néanmoins rares car les augeuiacalisent le plus souvent sur un
sérotype donné, une résistance ou un phénotypésdsance donné ou encore un clone
donné. Une étude publiée en 2009 qui s’est intéeess plus de 800 souches de
salmonelles collectées durant 2 ans a Hong Korgfrauvé une prévalence de 13 %

d’IR de classe 1 [135]. Une autre étude menée enpoatant sur pres de 150 souches
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rapporte une prévalence plus importante (47 %) description d’IR de classes 1 et 2,
mais les salmonelles présentaient des niveaux diirésistance aux antibiotiques plus
importants [136]. Les shigelles sont des hotesukéts des IR, notamment des IR de
classe 2 pour lesquels les prévalences sont pa&tement importantes. Une étude
s'intéressant uniquement aux IR de classe 1 a aetsbuvé une prévalence de
seulement 13 % [137] alors que des données coredid8] et sénégalaises [94]
portant sur un nombre significatif d’isolats 8e sonnebnt au contraire retrouvé des
prévalences trés élevées en IR de classe 2 de tigspgent 100 % et 93 %.

Concernant les prévalences d'IR détectés a partg blactéries isolées
d’hémocultures, celles-ci semblent en augmentatepuis quelques années. Un taux de
10,9 % a par exemple été rapporté par une étudetgienne en 2004 a partir de 192
entérobactéries, quel que soit leur phénotype dastadice [139]. Une étude
longitudinale allemande basée sur 700 entérobasté&olées d’hémocultures a montré
une augmentation significative de la prévalencR @il cours du temps passant de 4,7%
en 1993 a 9,7 % en 1996 pour atteindre 17,4 % &8 IP40]. Une étude espagnole
plus récente menée en 2007 a trouvé une prévatendd % sur 135 soucheddcoli
isolées [141]. Les études s'intéressant aux irdesti urinaires retrouvent des
prévalences élevées, régulierement supérieures¥a 4he étude australienne rapporte
ainsi une prévalence d'IR de 49 % a partir de scutbet venant, sélectionnées sans
tenir compte de leurs résistances [142]. Une aittrde coréenne comparable qui s’est
intéressée a l'espede. coli révéle une prévalence stable entre 1980 et 2002, a

alentours de 54 % pour les IR de classe 1 et debceux de classe 2 [143].
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Quelgues études se sont intéressées au portade @éank la communauté en
analysant les bactéries commensales du tube digbstz des sujets sains. Méme s'il
existe quelques variations liées a la sélectionstgsts, a leur 4ge ou a leur mode de
vie, ainsi qu’'aux bactéries analysées, les dift@®@tudes retrouvent des prévalences
en IR & peu prés comparables, de I'ordre de 15-30% des premiéres études menée
en 2002 aux Pays-Bas a évalué ce portage a 19 %ockerchant les IR a partir
d’entérobactéries [144]. Une autre étude grecquméésessant uniquement alx coli a
retrouvé un portage en IR de 11,1 % [145]. Enfire @tude espagnole plus récente
menée en 2007 qui a aussi travaillé sur des soutkegoli retrouve un portage en IR
un peu plus élevé de 29 % [146]. Plusieurs paramétemblent influencer le portage
digestif en IR, notamment I'dge et le mode de Wee étude norvégienne a ainsi
montré que les taux de portage en IR de classe E.dadi différaient selon I'age des
sujets : 53 % chez des enfamtysusseulement 17 % chez des sujets agés [147]. Des
travaux francais ont montré que la prévalence ita&on le mode de vie des sujets :
les taux d’IR retrouvés a partir El' coli commensaux était de 6,4 % chez des
Amérindiens de Guyane Francaisersusl2,2 % chez des cadres francais du secteur
bancaire et des assuraneessus18,5 % chez des éleveurs de porcs [79]. La méme
équipe a montré, en prenant le cas de sujets @&gan zone tropicale, que ce taux
n'était pas statique et évoluait selon les cond#tioenvironnementales [148].
L’hospitalisation et I'antibiothérapie sont deuxtras paramétres qui influencent le
portage digestif en IR mais aussi d’'une facon pléiségale la prévalence en IR des
bactéries pathogenes; ces paramétres sont disdatés le chapitre « Pression de

sélection antibiotique ».
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2. Dans le monde animal

Les IR ont été mis en évidence chez des bactériasnensales ou pathogénes
chez pratiqguement tous les animaux qu’il s’agisaaichaux domestiques ou sauvages
chiens, chats, chevaux, bovins, ovins, porcinsailles, animaux de zoo, tortues,
mouettes, rennes... [149-154]. Les piscicultures getaaultures constituent aussi un
réservoir important [155, 156] avec un role semkblenajeur desheromonagl157].

Méme si comme chez 'homme, les prévalences varsehbn les especes
animales, les espéces bactériennes et les phénatgpésistance retenus, il semble que
les animaux de la ferme constituent un réservoilReplus important que les animaux
de compagnie pour lesquels les prévalences obsesodé¢ moindres : 22 % de portage
en IR a partir cE. coli commensaux chez des chiens et chats dans cetle [Etb8]
versus52% de portage chez du bétail, des porcs, et dekets, ou encore 29 % de
portage (27 % d’'IR de classe 1, 2 % d’IR de class#af} cette autre étude portant sur
des isolats clinigues H. coli isolées également de chiens et chats [159]. Les
prévalences en IR chez les animaux sauvages sont gualles encore plus faibles,
voire méme nulles selon certaines études [160,.161]

Les descriptions d’'IR chez les animaux de la ferroat 4res nombreuses
notamment chez les bovins [59, 162, 163], les per¢i26, 164, 165] et la volaille
[116, 127, 166, 167]. Une étude rapporte ainsiprégalence en IR de classe 1 de 34 %
chez des salmonelles isolées d’animaux de la fddr68], une autre fait état d’'une
prévalence de 30 % d’IR de classe 1 sur plus des@06hes . coliisolées de bovins,
porcins et volailles [169]. Les chiffres les plusportants concernent les porcins et les
volailles, peu de données sont disponibles conoéries ovins [170]. Les portages

digestifs en IR des porcs en bonne santé sont démémat retrouvés a des taux tres
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importants, que ce soit a partir de salmonellesneensales (45 % d’IR de classe 1 et
17 % d’IR de classe 2 dans une étude au Chili [191]% dans une autre étude au
Japon [172]), ou a partir B coli commensaux (23 % d’aprés une étude coréenne
[173]). Des taux élevés ont été décrits chez lesgpmalades avec par exemple une
prévalence de 64,2 % en IR de classe 1, a paBiratiliisolées de diarrhées [174]. Les
volailles constituent également un réservoir majdiR, deux études, grecque et
coréenne, ont décrit des taux de portage d’'IR deseld de I'ordre de 45-50% chez des
E. coli commensaux [145, 173] ; des chiffres comparabigsété retrouvés dans une
étude chinoise chez des poulets malades (prévatenpees de 50 %) [167].

Les chiffres de prévalence constatés, bien que ddgvés sont tres
vraisemblablement sous-estimés. En effet, la quésiité des auteurs ne s’intéresse
qu’'aux BGN, voire méme a une seule espéce bactéieui plus est sans passer par
une étape d’enrichissement de I'’échantillon. Augetdit, seules les BGN majoritaires
sont isolées et analysées pour estimer le portagi&keUne étude s’intéressant a la
litiere de poulet a ainsi montré une prévalencéRede classe 1 de quasiment 100 %,
imputable essentiellement aux bactéries a Grantifpgsi représentaient plus de 85 %
des bactéries présentes [127]. Ce portage par desaB&R retrouvé sur le sol de
porcheries et sur des échantillons de selles audeebactéries du gentethrobacteret
Corynebacteriumavec des prévalences non négligeables : 12 %tia garsol, 17 % a
partir des selles [126UUne autre étude menée chez les bovins a montréeguohiffres
obtenus directement a partir d’extraits d’ADN dauitlons d’enrichissement de selles
étaient bien supérieurs a ceux retrouves a pasiBN: 86 % d’'IR de classe 1 et 94 %
d’IR de classe 2 avec la technique d’enrichissemergus« seulement » 50 % et 28 %

avec la culture conventionnelle [163].
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Les produits dérivés de la viande ont aussi faibjét d’études recherchant les
IR, notamment & partir des bactéries du ge3mknonella Une étude américaine en
2001 s’est intéressée a de la viande hachée ehaémpe sur 200 échantillons, 20 %
renfermaient des salmonelles et prés de 50 % @' @tigs étaient porteuses d’IR [175].
De méme, en 2004 sur de la viande achetée en ChiaaxeEtats-Unis, 54 % des
salmonelles résistantes a au moins deux antibiegigaient porteuses d’IR [176¢n
2005, une étude semblable menée en Allemagne én&0étrouvé une prévalence en
IR de 65 % pour les IR de classe 1 et 10 % pour dewdasse 2 [177]. Une autre étude
norvégienne menée sur de la viande et des prodéitgés d’origine bovine, ovine,
porcine ou aviaire a retrouvé une prévalence erelR81% a partir de souchegdcoli
résistantes a au moins un antibiotique testé [1D&utres études plus récentes ont
retrouvé des taux d’'IR de plus de 40 % et méme de&o&d partir dE. coli isolés de
viandes de poulet et de dinde [179, 180]. La présehlR dans la chaine alimentaire
est problématique : outre les risques liés aux lssmipathogenes, les IR peuvent étre

une source de dissémination de génes de résistapogs des consommateurs [181].

3. Dans I'environnement

Les sols et milieux aquatiques naturels sont ungcsoimportante d’'IR. Une
étude a rapporté dés 1999 une prévalence de 3,8R@e classe 1 a partir de 3000
BGN isolées d'un estuaire en Eco$382]. Des études plus récentes retrouvent des
chiffres un peu plus importants : une étude poantes rivieres turques a recensé une
prévalence de 7,6 % d’entérobactéries porteusés dél classe 1 et 2,7 % porteuses
d’'IR de classe 2 [183]; une étude francaise a déndmuant a elle 11 % d’IR de

classes 1 et 2 chez 29 coliisolés de la Seine avec des pourcentages vaga®{i7d

41



a 14,7 % selon les lieux de prélevements, le pius gourcentage étant constaté a
'embouchure du fleuve [184]. La plupart des étuslesont intéressées a des bactéries
ayant acquis des mécanismes de résistance auxotqtibs ; selon les especes
bactériennes considérées, leurs résistances asaiigsurs origines géographiques, les
prévalences retrouvées étaient de l'ordre de 3041(Q185-187] avec des valeurs
extrémes qui oscillaient entre 15 % [188] et 66 &hgdcette étude s'intéressant aux
entérobactéries de phénotype BLSE [189].

Des équipes ont réussi grace a I'emploi de teclesigle gPCR a quantifier les
IR de classe 1 a partir d’échantillons environneruexnf190-192] ; selon les auteurs,
les quantités d’IR de classe 1 retrouvés a parsirivégres sont de I'ordre de 300" &
10°-10" copies par litre [191], les différences s’expliguaraisemblablement, outre
I'emploi de techniques d’extractions et d’amplificas différentes, par des eaux de
« qualité » différentes, certaines étant peu peiygar des activités anthropiques [192],
d’autres au contraire étant plus « contaminéesr des activités industrielles ou
agricoles [191]. Les ratios obtenus en normalisast valeurs par la quantité totale de
bactéries (évaluée par quantification du géne dod&RN 16S) apportent une
information plus pertinente car ils évaluent le hoenmoyen d’IR par bactérie. Ce ratio,
dans le cas des rivieres et de leurs sédimentgjee$brdre de 0,01 a 0,05, ce qui
signifie que 1 a 5 % des bactéries hébergent urelRlasse 1 [190, 193]. Ces valeurs
peuvent varier selon la qualité de I'eau analys&e de riviere, eau d’estuaire, eau de
rejet industriel ou eau urbaine) avec des rappgmmtsant osciller entre 0,0001 dans des
sédiments d’estuaires préservés de toute activitgame [192] a plus de 1, voire méme
3 ou 4 dans des sédiments d’eaux urbaines ou nnellest pollués par des métaux

lourds [193]. Une équipe a souligné ce lien enaorélevé d’IR par bactérie et
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« mauvaise qualité écologique » de I'échantilloélgré et a montré qu’il existait une
corrélation entre présence d’'IR de classe 1 etsseasironnemental de type urbain
[190]. A noter qu’il existe une certaine varialgliselon le type d’échantillon analysé
(eau ou sédiments ou biofilms) pour un méme siterédievement [192].

Plusieurs travaux ont montré que certains IR deselds environnementaux
n'étaient pas les mémes que ceux isolés de soudiegues ; ils peuvent étre
retrouvés chez des especes bactériennes peu oumpégquées en bactériologie
médicale tels que les genmsidovoraxou Azoarcug194], héberger des cassettes dont
les génes ne codent pas une résistance a un #qtikig194-196]. Ces IR de classe 1
environnementaux, gu’il est possible de différendiles IR « cliniques » par des
techniques d’électrophorese capillaire en raisoane’ diversité de séquences de
I'intégrase Intl1 [197], seraient en fait des IRalkesse 1 ancestraux qui auraient évolué

a partir de3-protéobactéries originelles [198].
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Ill. Pression de seélection antibiotique et rble des

iIntégrons sur I'acquisition de résistances

A. La pression de sélection antibiotique

Il est relativement difficile de trouver une défian claire et précise de cette
terminologie pourtant trés largement employée. dtitnt de Veille Sanitaire (InVS)
donne une définition quelque peu complexe qui est«lprésence d’antibiotique
perturbant le métabolisme d’'une souche bactéri@inavorisant son adaptation par
I'apparition d'un mécanisme de résistance a  cet ibiatiue »

(http://www.invs.sante.fr/surveillance/resistancesshire.ntm#p De facon plus

explicite, il s’agit en fait d’'un concept trés géamléqui fait référence aux conditions

environnementales qui favorisent 'émergence pudiffusion de souches bactériennes
résistantes aux antibiotiques, quel que soit le enddcquisition de cette résistance
[199]. Il est généralement admis que la pressionsélection antibiotique est une

condition indispensable a I'émergence et a la siffo d'une bactérie résistante ; dans
un environnement dépourvu d’antibiotiques, la béetésistante ne peut survivre.

In vitro, une pression de sélection antibiotique peut é&ixercée par
I'expérimentateur de différentes fagons dans l¢ leuplus souvent, de sélectionner des
mutants résistants [200]n vivo, cette pression est liée a la consommation des
antibiotiques, estimée chaque année dans le mofhdeé @00 a 200 000 tonnes (dont 50
a 70 % deB-lactamines), 50 % de la production étant destindbomme et 50 % a

'animal [201]. Cette pression est clairement resabie de I'émergence et de la
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diffusion de certaines bactéries, comme cela aegpample été montré chez 'homme
pour les pneumocoques de sensibilité diminuée @éaicilline (PSDP) dont la

prévalence dans un pays est corrélée a sa consannu® pénicilline ; la méme

association est retrouvée pour Eescolirésistants aux fluoroquinolones [202, 203].

La pression de sélection antibiotique s’exerce dsngremier temps a I'échelon
individuel. Elle s’exerce auprés des bactériesaesgbles de l'infection mais surtout
sur les bactéries non impliquées dans I'infectionfgnt partie des flores commensales:
peau, muqueuses, et surtout tube digestif. Cet effavisible » pour le patient est
considéré aujourd’hui comme un authentique effelégirable de I'antibiothérapie.
Ainsi, lors de chaque traitement antibiotique, @utpobserver la sélection de bactéries
résistantes au sein des diverses flores commendaldsndividu [204]. Sont ainsi
sélectionnées des bactéries naturellement résstairisi que des bactéries ayant acquis
une résistance par mutation chromosomique ou apgpertmatériel étranger (par
conjugaison, transformation, ou plus rarement ttaogon). Les flores commensales,
notamment le colon, sont un lieu ou I'inoculum IBaien est extrémement important
(10" & 102 bactéries par gramme de selles) et ou les échategesatériel génétique
sont privilégiés. Les conséquences collectives disage « intensif » des antibiotiques
sont I'émergence de bactéries résistantes qui peueesuite diffuser soit par
dissémination de souches résistantes entre indivihit par transferts de vecteurs
génétiques de la résistance entre bactéisles transferts horizontaux de génes de
résistance. Cette diffusion a lieu aussi bien de gu’a I'hépital comme en témoigne
par exemple I'émergence depuis quelques annéegébactéries productrices de
BLSE, notamment celles de type CTX-M [205], et diest supports génétiques variés

permettent une efficacité de diffusion [206].
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L’environnement joue également un réle dans laudiffn de la résistance ; les
antibiotiques utilisés en agriculture, en piscigtét ou encore en arboriculture, sont
retrouvés sous forme native ou de métabolites dasssols et les eaux ou ils
maintiennent une pression de sélection [207, 2G8.techniques d’épandage de fumier
ou lisier, voire de boues de stations d’épuratemtretiennent ce phénomefiggure
10]. Les effluents et les stations d’épuration (STE®)t d’ailleurs considérés comme
de véritables « hot-spots » qui favorisent les égha horizontaux de matériels
génétiques en raison de concentrations bactérieinmesrtantes, de la présence de
bactéries d’'origine différente (humaines, animalesyvironnementales), dans un
environnement riche en matiéres organiques, eprésence de centaines de molécules
antibiotiques ou de leur métabolites [209]. L'impakbez 'homme de cette pression de
sélection antibiotique environnementale reste exg¢r@ent difficile a évaluer étant

donné la complexité des écosystemes.

Xénobiotiques
(tels que les ammoniums
guaternaires)

Antibiotiques

vétérinaires @ %

Sols Eaux
Animauxde Epandage Effluents
laferme
- Flore colique <:| Antibiotiques utilisés
Nourriture humaine chezI’lhomme

Figure 10 Flux des génes de résistance dans différents écdaéyses.

Les fleches larges représentent les pressions ldetisgd majeures qui s'exercent sur les génes de
résistance aux antibiotiques, les petites flechestrant les directions des flux de gerle&apres [205].
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B. Pression de sélection antibiotique et intégrons de

résistance

1. Lien entre présence d’intégrons de résistance et
multirésistance aux antibiotiques

Indépendamment des IR, la multirésistance aux atitjpies est une
terminologie qui n'a pas de définition consensalie est établie de facon arbitraire par
les auteurs pour une étude donnée, ce qui non nsentepose des problemes
d’interprétabilité des résultats selon la « strimge» employée mais aussi empéche
toute comparaison entre les études. Les parameatmegloyés pour définir la
multirésistance tiennent compte de nombreux fastelés deux principaux étant le
panel d’antibiotiques choisi et le chiffre retenwup définir la multirésistance
(résistance a 2, 3, parfois 4 antibiotiques). l&ssiltats peuvent ainsi étre tres différents
et voir leur interprétation changer selon le cletixe nombre de familles d’antibiotiques
testés, mais aussi le choix et le nombre de maédelstées au sein de chaque famille.
En effet, un seul et méme mécanisme de résistangetgucher plusieurs molécules et
faire considérer une souche comme multirésistaies méme que dautres
mécanismes ne touchent parfois qu’un seul antthieti Enfin, les notions de résistance
naturelle et de résistance acquise sont raremésgspen compte, ce qui conduit a
assimiler entre elles des souches réellement @sikiantes a d’autres qui en fait le sont
déja naturellement. Il semble ainsi judicieux d@alplus loin dans l'analyse et de
raisonner en termes de phénotype de résistancesamgude résistance a une famille
d’antibiotiques plutdt qu’en termes de molécisascto sensutout en sélectionnant un

panel d’antibiotiques adapté a la problématiguiaieiment posée.
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Des dizaines de travaux ont étudié le lien entésgmce d’IR et multirésistance
bactérienne, notamment en ce qui concerne lesobatéteries [210-214]. Les travaux
de Martinez-Freijo ont souligné dés 1998 l'assammentre IR et moindre sensibilité
aux antibiotiques [214] : sur 163 souches bactégensolées de 14 hdpitaux européens
différents, celles qui hébergeaient un IR (43 % dEvadence) étaient statistiquement
plus résistantes aux aminosides (streptomycinepettinomycine non testés), aux
B-lactamines (notamment les pénicillines et inhilmisedep-lactamases) et méme aux
fluoroquinolones. De méme, Leverstein-van Hall etlaborateurs ont montré en
étudiant pres de 900 entérobactéries d'originegitadgere et communautaire qu'l
existait une relation significative entre IR etisé@nce a au moins 2 antibiotiques (71 %
des BGN avec 2 résistances étaiatlfL+), et ce, quelles que soient 'espece considérée
ou son origine [211]. Cette étude a montré (i) qaerdsistance aux antibiotiques
suivants - tobramycine, gentamicine, cotrimoxazeldfaméthoxazole, ciprofloxacine,
amikacine, pipéracilline/tazobactam, céfuroxime, ftr@xone, amoxicilline/acide
clavulanique, pipéracilline, et ampicilline - étaignificativement associée aux IR, (ii)
que la résistance au sulfaméthoxazole, au cotrinwdea & la gentamicine, a la
tobramycine, a I'ampicilline, a la pipéracilliney @u céfuroxime était prédictive de la
présence d'IR (p < 0,05) ché&z coli etP. mirabilis

Bien que les données soient moins nombreuses,ndRie multirésistance a
également été retrouvé avec d’autres especes ieacies. Des travaux chinois récents
ont montré sur prés de 100 souches. tfaumannidont deux tiers hébergeant un IR de
classe 1, que les taux de résistance des sointhes étaient plus importants que ceux
des souchesntl-. La différence était significative vis-a-vis de Isamble des

antibiotiques employés en pratique clinique, pagngple plus de 85 % de souches
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résistantes dans le groumll+ vs 30 % dans le groupiati1l- pour les pénicillines et
inhibiteurs deB-lactamases, 66,7 %s 16,6 % pour les fluoroquinolones [215]. Des
résultats trés comparables ont été retrouvés mite espéce par une équipe taiwanaise
[216]. ConcernanP. aeruginosa le lien IR - multirésistance est moins éviderit7R a
I'exception peut-étre de la résistance aux amimssiiEée a la présence fréquente de
cassettesac etaad au sein d’IR de classe 1 [218]. Enfin, méme sidesnées sont a
prendre avec précautions car liées a I'épidémield@quipe chinoise qui a détecté des
IR de classe 1 chez des souches de SARM (170 SARMA@®H %intl1+) a montré
gu'il existait une différence significative entreushes de SARMntI1+ et souches
intl1- vis-a-vis de I'amikacine, de la gentamicine, ‘@eythromycine, de la tétracycline
et du cotrimoxazole [133].

Il est cependant extrémement difficile de lier tégence d’IR et la résistance a
tel ou tel antibiotique tellement les études déférentre elles selon les origines des
bactéries, les espéces bactériennes considéréésotectériesk. coli, P. aeruginosa
A. baumannii..), les especes pour lesquelles un antibiogramré&é adéterminé, les
antibiotiques testés, les classes d’IR recherchéemncore la définition apportée par les
auteurs a la notion de multirésistance. Le caraqiegdictif de la présence d'un IR vis-
a-vis d’'une résistance a tel ou tel antibiotiquelsle donc difficile a apporter, excepté
peut-étre vis-a-vis du cotrimoxazole (SXT) dontdaistance est trés fortement associée
a la présence des IR de classe 1 en raison dedenges fréquente d’'une cassetteet
du genesullde la région 3'. Ce lien a été souligné par plusiédudes aussi bien pour
I'espéceE. coli [219-221] que pour les entérobactéries [222, 22Bpour I'espece.
maltophilia [224]. Les prévalences des IR de classe 1 parnsdashes résistantes au

SXT varient en général entre 85 % et 100 % seloitiedes et les espéces.
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2.  Pression de sélection antibiotique et réarrangement
de cassettes

Comme indiqué précédemment dans le chapitre séglaation de I'expression
de l'intégrase, il a été clairement démontré gsealgibiotiques induisaient I'expression
de l'intégrase et les recombinaisons catalyséescetie intégrase conduisant a des
intégrations ou excisions de cassettes [46]. Cepgnidasystéme est plus complexe car
chez les IR de classe 1, cette induction d’expragseut étre sans effet en fonction du
promoteur des cassettes présent, le promoteur Pp@chant toute transcription du
gene intll [52]. De plus, les possibilités d’induction difét selon les espéces
bactériennes et les antibiotiques. En effet, iltéd ®cemment démontré que si les
quinolones, leg-lactamines et le triméthoprime sont communémecmeus comme
inducteurs de la réponse SOS, les aminosides, lteachphénicol et la tétracycline
induisent la réponse SOS et I'expression de l'iregg che/. choleraemais pas chez
E. coli [225]. De plus, chez les IR de classe 1, il exiiféérentes combinaisons
possibles Pc-P2 entrainant des possibilités tréges d’expression de la résistance
pour une méme cassettr.vivo, I'effet de la pression antibiotique sur le réagament
des cassettes au sein d’un intégron et sur leuession est donc tres complexe et fait
intervenir différents facteurs.

La pression de sélection antibiotique permetir&itl'induction de I'expression
de lintégrase des réarrangements de cassettegimauls I'lR (ou l'acquisition de
nouvelles cassettes) et favoriserait les bactéioes les cassettes ont été réarrangées de
facon telle que les cassettes nécessaires sodliskes au plus prés du promoteur Pc
[Figure 11] L’expression ainsi plus importante du ou des (®nele cassettes

permettrait alors a la bactérie d’assurer sa swetisa diffusion dans le milieu [49].
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L’avantage écologique majeur de cette régulatiangege cela permet a la bactérie
d’avoir a sa disposition un « pool » de genes destance aux antibiotiques présents
dans le réseau de cassettes de I'IR dont les figgnés de Pc sont « silencieux » et ne
seraient exprimés qu’en cas de nécessité, réduaaat le colt biologique de la

résistance pour la bactér[€igure 11] avec les effets pervers d'une bactérie qui

paraitrait phénotypiquement sensible a un antifpiati alors qu’elle a tout I'arsenal

génétique lui permettant d'y résister si besoin.

s | B

L

Figure 11 :Effet de la pression de sélection antibiotique sufes réarrangements de
cassettes au sein d'un IR.

L’hypothése est la suivante : si I'on soumet unetdrde hébergeant un IR a une pression de séleggtion

un antibiotique (éclair rouge) dont la résistanst @dée par la derniére cassette (couleur rouge),
I'intégrase Intl serait capable d'exciser la ditssette, puis de la réintégrer en une position plashe

de Pc. Ainsi, I'expression du géne qu’elle renferse plus forte et la bactérie est capable detegsis
I'antibiotique considéré. Pc: promoteur des cassetles fleches oranges représentent les niveaux
d’expression des génes de cassettes qui sont dfgultes importants que la cassette est proche de Pc
NB : dans un souci de clarté, les sites attC njmas été représentés.

Cependant, les expériences de réarrangements detteassous pression de
sélection antibiotique ont été peu nombreuses @tcpacluantes [35, 36]. Une équipe
allemande a constaté des réarrangements de cassetis pression de sélection

antibiotique mais ceux-ci se sont produits pour wassette qui ne codait pas la
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résistance a I'antibiotique qui assurait la pressie sélection [226]. Les auteurs ont en
effet constaté une duplication de la cassett2au sein de I'lRoxa2-orfEaboutissant a
une plus grande résistance de la bactérie a I'alfimec(oxa2-orfEoxa?d alors méme
qu’ils appliquaient une pression de sélection parlal tétracycline. Leurs essais de
pression de sélection par de I'ampicilline pourowreler I'expérience n'a pas permis
de mettre en évidence de nouveau la duplicatiora® mais au contraire la présence
d’'une séquence d’insertion (IS) chromosomique eardrd’'oxa2qui, via I'apport d’un
promoteur, permettait d’augmenter le niveau d’eggien du géne, conférant ainsi une

plus grande résistance a la bactérie.

3. Etudes cliniques, animales et environnementales sur
le lien entre pression de sélection antibiotique girésence

d’intégrons de résistance

La plupart des études s'intéressant & des écosgst@oumis a une forte
pression de sélection antibiotique va dans le damee plus grande prévalence des IR,

gue ce soit chez ’lhomme, chez I'animal ou dansvinnement.

a. Chez 'homme
Qui dit pression de sélection antibiotique chemitime dit hopital et notamment
unités de soins intensifs (USI). Des centainesud&s y décrivent la présence d’'IR mais

elles se focalisent sur une espece bactérienneédosnr un phénotype de résistance
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particulier, sur la caractérisation d’'un IR inhabltwu encore sur une situation
épidémique qui implique un clone hébergeant un IR.

Peu d'études se sont intéressées a l'impact derdasipn de sélection
antibiotique sur les IR dans un contexte non épidamilLes travaux de Njissen et
collaborateurs ont essayé de répondre a cetteigueséme si la encore les auteurs se
sont focalisés uniqguement sur les bactéries pra@senune résistance aux
céphalosporines d&™¥ génération (C3G) [210]. L'étude a recherché pen8ambis &
raison de 2 écouvillonnages rectaux par semaipeésence de bactéries résistantes aux
C3G porteuses d’'IR chez des patients hospitalisédRindurant toute leur durée de
séjour. Les résultats ont montré que 75 % des rgatiacquéraient des bactéries
résistantes aux C3G porteuses d’IR durant leur ségdugque le taux d’acquisition était
de 8 a 10 cas pour 1000 journées d’hospitalisa&iob)S| avec majoritairement des cas
de transmission croisée. L'étude a aussi montré lgudurée d’hospitalisation (ainsi
qu’un age jeune) était un facteur de risque d'aitjon de ces souches porteuses d'IR.
Une étude grecque a montré que les prévalencedkdedsez des bactéries pathogénes
isolées d’hémocultures différaient selon I'origt@mmunautaire (13,4 %), associée aux
soins (40,7 %) ou nosocomiale (42,2 %) des entétéhas isolées [212]. Cette équipe
a recensé comme facteurs de risque d’acquisitibt, dne durée d’hospitalisation plus
longue, une hospitalisation antérieure dans une, W@8isi qu’'une administration
antérieure (dans les 4 mois) d’'une antibiothérdpans cette étude, une administration
antérieure d’aztréonam, de cotrimoxazole, de pdings + inhibiteurs dg8-lactamases,
d’aminosides ou de quinolones augmentait de faggmfigative le risque de portage
d’'IR, contrairement a une administration de cépb@mboines, de carbapénémes, de

macrolides, de métronidazole, de glycopeptideseodiddamycine.
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En dehors du cadre hospitalier, quelques travawsogeintéressés de facon plus
ou moins directe a la pression de sélection ariijie. Une étude précédemment citée
concernant le portage digestif en IR des Amérindibasquiers/assureurs et éleveurs de
porcs [79] investiguait le mode de vie des sujetssdle but avoué de comparer ces
prévalences selon les pressions de sélection atifibé « indirectes » exercées. Les
prévalences en IR étaient différentes entre lesoBpgs de sujets aux modes de vie
différents (6,4 %, 12,2 %, 18,5 % respectivemengllaient dans le sens d’'un effet de
la pression de sélection antibiotique. D’autresiésuont montré que les IR pouvaient
étre hébergés et persister dans des bactéries cwal@e malgré I'absence de
traitement antibiotique récent et une expositiafiracte minime a ces molécules [227,
228].

Deux études apportent des éléments de réflexiomernant la pression de
sélection par I'association triméthoprime-sulfanoé&tzole (SXT). Le cas du Royaume-
Uni apporte un exemple particulierement intéressaen 1995, le gouvernement
britannique a décidé de limiter le plus possiblesdge du SXT dans le traitement des
infections urinaires, suite a des essais cliniquestrant une efficacité équivalente du
triméthoprime seul et & des cas d’allergie impwassulfaméthoxazole. Le fait de
limiter considérablement la pression de sélectian Ips sulfamides laissait augurer
d’'une baisse de la prévalence des IR de classe, 1l ©a pas été observé de baisse
significative de la prévalence en IR de classéhdzadesE. coli isolés de différents
prélevements en 1991 et en 1999: 16,4 % de souBdesn 1991versusl?,5 % en
1999 [229]. Ces résultats mettent en avant le fditree diminution méme drastique de
la pression de sélection antibiotique ne réduit pésessairement la résistance, la

principale explication avancée était I'existenceid’lien génétique entre les IR et
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d’autres marqueurs de résistance. Une étude derpdghclinique plus récente a évalué
I'effet du SXT versusplacebo sur le portage en IR des entérobactériela diere

digestive ; il a été montré que l'effet était tridmise, avec une augmentation de la
prévalence des IR dans le groupe antibiotique &bsEsnaines de suivi post-traitement
(80 % d’enfants porteurs d’entérobactérigsl+), puis un retour aux valeurs initiales et

comparables avec le groupe placebo apres 12 sesr@ih@ 30 % de porteurs) [230].

b. Chez l'animal

Cinquante pour cent de la production mondiale dbémiiiques est utilisée chez
les animaux de ferme avec un emploi dans pres dé 86s cas a visée prophylactique
ou en tant que promoteur de croissance (mémedareger usage est désormais interdit
dans I'Union Européenne [231]). La « logique » vaitddonc qu’une forte prévalence
en IR soit associée a cet usage important d’aniijpies, mais les études ne vont pas
toutes dans ce sens.

La prévalence d’'IR de classe 1 inférieure a 5 % daexE. coli résistants a
I'ampicilline isolés de selles bovines dans unenferécossaise pratiquant I'agriculture
biologique était un premier argument en faveur derdlation faible pression de
sélection antibiotiqgue - faible prévalence d’'IR 223Mais plusieurs autres études
menées chez des bovins et volailles rapportentr@mdtats contraires. Une premiére
étude américaine qui a comparé des populatiofs ddli entre fermes laitieres
biologiques et fermes laitieres conventionnellesteouvé une association significative
en terme de résistance (relation fermes biologiqueiible multirésistance des
bactéries), mais sans pour autant retrouver dérdiftes pour les IR [233]. De méme,

les taux élevés d'IR retrouvés a la fois dans deslaglers n'utilisant pas
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d’antibiotiques et dans ceux ou leur usage (cyslie¢ fluoroquinolones) y était
systématique vont a I'encontre du lien pressiorsélection antibiotique - IR [234].
Cette étude soulignait en outre que d’autres fasteont a prendre en compte tels que
I'age des poulets ou encore la litiere et la fagont celle-ci est renouvelée. Des travaux
aux résultats discordants ont été publiés par uémenéquipe australienne a un an
d’intervalle, alors que la méthodologie employéatda méme, basée sur la recherche
d’IR directement & partir d’ADN extraits de bouilkr’enrichissement de selles. Les
travaux se sont intéressés a la comparaison dageodigestif en IR de classes 1 et 2
chez des bovins élevés selon 3 modes d’élevagarelifs : fermes biologiques, élevage
avec nourriture du bétail a I'herbe, élevage aveurniture du bétail aux grains [235,
236]. La premiére étude publiée en 2008 a montsépdévalences en IR de classe 1 de
100 % dans les 3 groupes (idem pour les IR de casséexception d’'un groupe ou
elle était moindre) laissant suggérer que le nmibélevage n’avait aucun impact sur le
portage en IR [235], alors méme que la deuxiemdeépubliée en 2009 montrait des
prévalences croissantes entre les 3 groupes aesspbur les IR de classe 1 (25 %,
52 %, 71 % respectivement) que pour ceux de clas€el %, 30 %, 62 %) [236],
suggérant au contraire que la pression de séleatitbiotique influencait le portage en
IR. L'étude la plus récente sur le sujet s’est eg8€e a 'usage des antibiotiques en tant
que promoteurs de croissance, pratique durantllagae antibiotiques sont administrés
a des concentrations sub-thérapeutiques [237]. @ttide canadienne a comparé la
prévalence des IR de classe 1 a parti. dolirésistants a la tétracycline chez 3 groupes
de bovins : un premier groupe ne recevant pasitliatiue, un deuxiéme recevant des
cyclines et un troisieme une association cyclinesuéfamides. Les analyses menées

apres 197 jours d’administration d’antibiotiqued amontré que les taux d’IR étaient
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significativement différents entre les 3 groupescages prévalences respectives de 7 %,
28 % et 33 % ; suite aux analyses génétiques drérhes et IR, les auteurs concluaient
que la pression de sélection antibiotique étaiparesable a la fois de la diffusion
clonale de bactéries porteuses d’'IR mais aussi ahsfert horizontal des IRia des
plasmides conjugatifs.

Enfin, les prévalences du portage digestif en IRedght selon le mode de vie
des animaux et donc vraisemblablement selon lepositton a une pression de
sélection antibiotique. Une étude de 2006 a agtsbuvé a partir . colicommensaux
des prévalences de portage en IR nulles chez demaxisauvages vivants éloignés de
’'hnomme (en Antarctique et au Gabon) alors qu'e@&sent respectivement de 7 % et

16 % chez des animaux de ferme et des chiens \aacbntact de I'hnomme [160].

c. Dans I'environnement

L'impact «indirect» de la pression de sélectiomtiaotique dans
I'environnement est un parametre de plus en plugié&ten ce qui concerne les IR ; de
nombreux travaux publiés ces dernieres années rie asdusi intéressés aux effets
environnementaux des rejets industriels, des épgsdde fumier ou lisier sur les sols
agricoles ou encore aux rejets des STEP.

Méme s’il ne s’agit pas d’antibiotiques, la polautides sols par les ammoniums
quaternaires [238, 239] impacte sur la sélectiom iR ce qui parait concordant en
raison de l'existence des cassetjes. L'une des premiéres études a ce sujet a ainsi
montré que les bactéries isolées d’effluents d'usiae de laine employant de fortes

quantités d’ammonium quaternaires étaient plusst@sies a cet antiseptique et
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hébergeaient des IR de classe 1 associés dans 85 éasla la cassetiacE[238]. La
prévalence d’'IR de classe 1 dans les bactériesesalés sols contaminés par ces
effluents traités par filtration sur lit de roseatrit de 0,65 % (rapport de la quantité de
géeneintll par celle du gene codant 'ARNr 16S), alors méme lguprévalence chez
des bactéries isolées de de sols non polluésigfigiteure de plus de 2 log (0,0036 %)

[240].

En agriculture, 'épandage est une technique coomamh utilisée pour assurer
une meilleure fertilité des sols ; les études neritique 30 a 90 % des antibiotiques
vétérinaires sont éliminés avec le fumier ou letig raison de plusieurs milligrammes
par kilogramme de matiére ; ils sont ensuite retésupour les plus stables d’entre eux
(cyclines, sulfamides, macrolides) dans les soldea concentrations de l'ordre de
plusieurs microgrammes par kilogramme [241]. L'ules premiéres équipes travaillant
sur épandage et IR a montré qu'’il existait une dygaenau sein des IR avec un effet
sur leur abondance et leur diversité en fonctiodadprésence ou non d’antibiotiques
rajoutés expérimentalement dans du fumier. Un rapigs €épandage de fumier de porc
additionné de sulfamides, outre une quantité phyortante de bactéries résistantes aux
sulfamides, les auteurs ont constaté, a partiotjusprésence d’IR non retrouvés a J1,
avec de nouveaux réseaux de cassettes contenaiguptuvariants de cassettedA
[242]. La méme équipe en utilisant différents furmide porc de différentes origines a
confirmé que leur épandage était une source imper@IR de classe 1 et de cassettes
aadA [243]. Une autre équipe travaillant sur I'épandatge fumier additionné de
sulfamides et de cyclines a constaté une prévalemcebactéries résistantes aux

sulfamides plus importante a partir des sols apgpgdication de fumier qu’a partir des
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sols avant application, avec des bactéries héhargeafacon inattendue plus d’'IR de
classe 2 que d’IR de classe 1 [244]. Les donnéepllsspertinentes émanent de la
méme équipe anglaise qui a quantifié le gatlé par gPCR. A partir de fumier de porc
pour lequel la prévalence en IR de classe 1 étéimés a 0,65 %, le nombre de
bactéries du sol qui hébergeaient un IR de claggaitlmultiplié par 50 un jour apres
I'épandage du fumier (0,01 %ersus0 ,0002 % a JO) et cette proportion restait 28 foi
supérieure (0,004 %) prés de 300 jours apres [24%5].boues de STEP sont également
couramment employées pour I'épandage des solsosgir la prévalence en IR de
classe 1 est supérieure a celle des fumiers, estimés cette étude a 1,01 % [240]. De
la méme fagon que pour I'épandage de fumier, l¢s ls@néficiant de I'épandage de
boues de STEP voient les IR de classe 1 persistetape plusieurs années : les taux
diminuent au fil des années, passant de 0,36 % dpnéois a 0,01 % apres 2 ans, tout
en restant pres de 100 fois supérieurs a ceux atésstlans des sols vierges de tout

épandage (0,0036 %) [240].

Les STEP sont des lieux ou sont retrouvés des ioestade molécules
antibiotigues ou leur métabolites & des concentratisub-inhibitrices [209]. Elles
constituent I'un des principaux réservoirs hydrgj@n IR et sont trés propices a des
transferts horizontaux de génes de résistance.[P&3 dizaines de travaux décrivent la
présence de bactéries porteuses d’'IR isolées ar metiSTEP ; les prévalences
déterminées a partir de ces bactéries varient $etodtudes entre 10% et 35 % pour les
IR de classe 1 [247-253] et entre 4 et 7 % poulRede classe 2 [248, 249, 251, 253].
Une seule publication décrit la présence de bastérorteuses d’'intégrons de classe 3

[64], méme si des analyses d’hybridation sur désaigx d’ADN total ont montré qu’ils
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étaient présents en grande quantité [65]. Les rmldeas taux de prévalence different
bien entendu selon les espéces bactériennes rhéberg. coli le plus souvent) et le
type de STEP sélectionné (STEP dédiées aux effluenmbains, hospitaliers,
d’abattoir...) ; elles sont bien entendu plus impa¢a des lors que les auteurs se
focalisent sur des bactéries résistantes a un usiepks antibiotiques [254]. Bien que
les résultats doivent étre interprétés avec beguatm précautions en raison d'une
analyse focalisée sur les seules bactéries isetéqs ne peut donc étre exhaustive, les
études précédemment citées tendent a montrer quaitlement des effluents par les
STEP ne permettrait pas de diminuer la prévaleneg KR [247], voire méme
'augmenterait [248, 252].

Les travaux menés directement a partir d’ADN eidral’effluents de STEP
apportent des données plus pertinentes a la foi i concerne la prévalence des IR
au sein des STEP, mais aussi sur les capacitéslids-ci a les éliminer. Les études
quantitatives concernent les seuls IR de classe rhettent en évidence, de facon
attendue, des quantités bien plus importantes gllescretrouvées dans les eaux de
riviere ; elles oscillent entre Vet 132 copies par litre d’effluents entrant dans la STEP
[191, 250]. Les quantités mesurées dans les batieges sont de I'ordre de 18 162
copies par litre. Contrairement aux études menépartr des bactéries, ces études
quantitatives montrent que la quantité d’'IR dimirdesl'ordre de 3 log apres passage
dans la STEP avec une quantité estimée da 1@ copies par litre d’effluent de sortie.
Cette réduction relative des IR n’est cependant@geurs constatée et differe selon les
procédés de traitement des eaux de la STEP, leégirs de méthanisation thermophile

semblant étre les plus efficaces [255, 256].
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Enfin, deux études se sont intéressées a l'effgtamdeur nature » d’une
pression de sélection antibiotique exercée au nides STEP en analysant les bactéries
porteuses d’IR issues de STEP dédiées a des usngoduction d’antibiotiques. La
premiére étude concernait la STEP d’'une usine ddugtion de pénicilline G [257],
'autre d’'une usine de production d’oxytétracyclifgb8]. Si dans les deux cas, les
bactéries isolées de l'effluent et de la riviere aral de l'usine présentaient des
multirésistances plus importantes que les bactési@ées de la riviere en amont de
l'usine, les prévalences en IR de classe 1 éta@dlets, trés différentes : concernant
I'usine de production de pénicilline G, la prévalerétait de 14 % (9 % dans la riviere
en aval, 0 % en amont), soit une valeur habitoedl® constatée (voir paragraphe
[1.C.3), alors que pour l'usine de production d’'adyacycline, la prévalence atteignait
97,4 % (86,2 % dans la riviere en aval, 3 % en dmnmontrant clairement un effet
sélectif de cet antibiotique sur les bactériesqumes d’IR de classe 1. A noter que la
faible diversité des réseaux de cassettesd (dfr, qag ne pouvait expliquer la
multirésistance des bactéries. Cette sélectionRleselpliquait vraisemblablement par

le support génétique plasmidique commun des g@hesdes IR.

61



Conclusion

Découverts il y a maintenant plus de 20 ans, [Egimns sont plus que jamais
d’actualité, comme en témoigne le nombre croissEntpublications s’y rapportant
[Figure 12] Les 3-4 derniéres années auront été tres riclemsalgnement et ont
permis de dévoiler quelques-uns des secrets desubi’j bien sur le plan mécanistique
que sur le plan épidémiologique. Malgré une plateak fonctionnelle somme toute
assez simple, les processus de recombinaison etgldation de I'expression de
I'intégrase et des cassettes se révelent tres exepmais permetteimt fine d'assurer a
la bactérie, avec un codt énergétique minime, oymitante plasticité qui lui offre de
formidables capacités d’adaptation et d’évoluti@tiprigine vraisemblablement de leur
succes et de leur trés large répartition dans lkesi®cosystémes microbiens. Il reste
encore beaucoup de travaux a réaliser afin d'egplda « partie immergée de
I'iceberg » ; l'effetin vitro et in vivo de la pression de la pression de sélection

antibiotique sur ce support génétique en est un.
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Figure 12 Nombre de publications et de citations sur les ingFons depuis leur découverte.

Avec la requéte «integron », il existe environ @@ublications recensées a partir du site « PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubm@dequéte effectuée le 28/11/2011).
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Chapitre 2:
Présentation du travail de these
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Les recherches menées durant ce travail de thég®iié sur deux axes :

» un axe fondamentalvisant a comprendre quel est I'effetvitro d’une pression de

sélection exercée par les antibiotiques sur leradgement des cassettes au sein
d’un intégron,

* unaxe _épidémiologiguevisant a évaluer la présence des intégrons ddfésedits

écosystemes, selon I'exposition des bactéries gsi Hébergent a différentes
pressions de sélection antibiotique. Une techn@gpi®CR en temps réel (QPCR) a
ainsi été développée dans un premier temps avagubueir I'appliquer a partir de

souches bactériennes et d’échantillons biologigues complexes permettant ainsi
de mieux appréhender I'importantevivo des IR et leur lien avec la pression de

sélection antibiotique.

Le travail concernantdxe fondamentalest basé sur le fait qu’il est considére,

mais non démontré a ce jour, que la pression dets@h antibiotique va favoriser les
bactéries dont les cassettes ont été réarrangéssiraule l'intégron de facon telle a
rapprocher les cassettes nécessaires au plus prpsochoteur Pc. Pour explorer la
possibilité d’une telle régulation par réarrangentEncassettes, nous avons construit un
intégron synthétique avec 4 cassettes dont la @erncode une reésistance au
chloramphénicol. Nous avons ensuite testé l'efietla pression de sélection par le
chloramphénicol sur les capacités de réarrangedeenassettes, et ceci en fonction des
différents variants de Pc ou d’expression induite constitutive de l'intégrase. Ce
travail présenté ci-apres sous forme d’article samis pour publication dans une

revue internationale.
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Le travail relatif a laxe épidémiologiquea été subdivisé en plusieurs parties :

la Partie 1 concerne la mise au point d’'une technique de PCieraps réel (QPCR)
multiplex permettant de détecter et de quantifiercales meilleures sensibilités et
spécificités possibles les 3 principales classedédjrons de résistance. Ce travail a
fait 'objet d’'une publication internationale enDdansJournal of Antimicrobial
ChemotherapyElle a en outre permis pour partie le dépbt dduevet aux Etats-
Unis en septembre 2010.

la Partie 2 concerne la caractérisation d’IR chez des isolartébiens détectés
grace a la technique de gPCR : (i) un IR de clagstrduvé chez un isolat clinique
de Corynebacterium diphtheriaece travail a fait I'objet d'une publication
internationale en 2011 damsnerging Infectious Diseasegii) un IR de classe 3
retrouvé chez uinterobacter cloacaesolé d'un effluent hospitalier, ce travail sera
soumis pour publication dans une revue internak&gona

la Partie 3 s’intéresse a la détection d’IR directement aipaiéchantillons de
selles humaines chez des individus soumis a diffése pressions de sélection
antibiotique. Ces données ont été comparées aukatésabtenus a partir de la
culture bactérienne. Ces travaux présentés en feangaront soumis pour
publication dans une revue internationale.

La Partie 4 s’intéresse au lien entre les IR et la résistamoe antibiotiques avec
comme objectif principal d’évaluer la valeur préiie du marqueur IR. Ce travail a
été mené au sein du laboratoire de Bactériologieldtiie-Hygiene du CHU
Limoges a travers le protocole « Hemotion » pogué nous avons détecté la
présence d'IR directement a partir de flacons d’h@rttores positives a bacilles a

Gram négatif.
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Axe fondamental

Effet in vitro d’une pression de sélection exergéar les antibiotiques sur

le réarrangement des cassettes au sein d’un intégde résistance
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L'objectif de nos travaux était d’évaluer la cap@ale I'intégrase a réarranger
des cassettes au sein d'un IR chez une bactérieism@dmune pression de sélection
antibiotique. Nous avons construit un IR synthéiqwec 4 cassettes dont la derniere
codait une résistance au chloramphénicol (Cm) & tedfet de la pression de sélection
par le Cm sur les réarrangements de cassettesnetioh de différents variants de Pc et
avec une expression constitutive ou induite dedgnase.

Une souche dscherichia coliDH50 hébergeant I'IRintll-aac(6’)Ib-dfrA15-
aadAl-catB9a été soumise a des cultures continues en coatiens croissantes de
Cm. Les expériences ont été menées avec les vaRa®s PcWen-10 €t PCW, avec
I'intégrase exprimée de facon basale ou dérépripag¢anutation du site de fixation de
LexA. Des expériences ont également été menéesumedintégrase surexprimée en
trans sous le contréle d’'un promoteur fort. La positibmcatB9 a été déterminée par
PCR chaque jour du protocole sur 100 colonies diftése

Tous les réarrangements obtenus ont montré unaepgment deatB9de Pc,
augmentant ainsi le niveau de résistance de laétactau Cm. Le principal
réarrangement obtenu, quel que soit le type da B&intl1-aac(6’)-Ib-catB9 Lorsque
I'intégrase était surexprimée, les durées des poteés de pression de sélection étaient
raccourcis mais le nombre des réarrangements eastédentiques, excepté pour
I'intégrase Intlks2 H3oqui est l'intégrase correspondant au variant PcW.

Nous avons pu montrer dans notre modéle expéritngoe I'intégrase était
capable de générer des réarrangements de casspitesconduisaient a un
rapprochement deatB9 de Pc, majoritairement par délétions des deuxeti@ss
dfrAl5etaadAl Les résultats sont présentés sous forme de m@npsor soumission

pour publication dans un journal international.
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Axe épidéemiologique

Effet in vivo de la pression de sélection exercée lgs antibiotiques

sur la prévalence des intégrons de résistance



Partie 1 :

Mise au point d’'une PCR en temps réel multiplex
pour la détection des intéegrons de résistance de
classe 1, 2 et 3.
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L'objectif était de développer une technique de PCGRtemps réel (QPCR)
permettant la détection simultanée des 3 principa@sses d’'IR non seulement sur des

souches, mais aussi a partir d’environnements st plus complexes.

Nous avons dessiné 3 couples d’amorces et 3 sdiadgsalf ciblant les génes
d’intégrasesntll, intl2 etintl3. La sensibilité et I'efficacité des réactions deRPont
été déterminées avec des gammes témoins de plashaidgpécificité avec des souches
témoins hébergeant ou non un intégron. Des gamnoésees de chacun des 3 génes
intl ont été testées. La technique a ensuite été agpligur des souches cliniques et sur

des échantillons biologiques (urine, sérum, ligsid®logiques...).

Pour chacun des 3 genes, et quelle que soit laitpides autres génes présents,
la sensibilité de la réaction était de?l1€opies par réaction. Dans les différentes
conditions expérimentales, les amplifications étagpécifiques et la technique s’est
révélée quantitative de 1@ 10 copies pour chacun des géred. Les efficacités
globales d’amplification étaient de 99 % paontil, 102 % pourintl2 et 98 % pour
intl3, avec un coefficient de variation inférieur a 2 ¥ technique a permis la
détection d’intégrons aussi bien a partir d’ADNraittde souches cliniques qu’a partir

d’ADN extrait d’échantillons biologiques sans cuéyréalable.

La PCR développée est une technique facile, spéeifqusensible de détection
des IR. Elle permet de cribler rapidement des deesad’échantillons et d’envisager

ainsi des études épidémiologiques a grande échelle.
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Partie 2 :

Caractérisation d’intégrons de résistance chez
des isolats bactériens
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La technique de qPCR nous a permis de réaliseraeneening » rapide des IR
parmi des milliers de souches bactériennes isdt#edes différents travaux entrepris
au sein du laboratoire ouia un travail de collaboration avec d’autres équipes

recherche.

Deux isolats ont présenté des IR inédits leur cantéune résistance aux antibiotiques :

- une souche d€orynebacterium diphtheriagxinogéne hébergeant 'R de classe 1
Aintl1-dfrAl16-gacH lui conférant une résistance inhabituelle au ttimogrime-
sulfaméthoxazole. L’environnement génétique a néogtre cet intégron délété dans
sa partie 5’ était présent au sein d’'un transpasamposite. Ce travail mené en
collaboration avec le Centre National de référerese @orynébactéries toxinogenes
(Institut Pasteur, Paris) a été accepté en 2011 pahblication dansEmerging

Infectious Diseases

- une souche &nterobacter cloacaésolée d’'un effluent hospitalier avec I'lR de
classe dntl3-blapxa-10-aac(6’)-1b lui conférant une résistance aux pénicillines et a
certains aminosides. Cet intégron a pour environnérgénétique un plasmide
mobilisable de 9 kilobases. Ce travail présenté dousme de manuscrit sera

prochainement soumis pour publication dans uneer@vernationale.
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Partie 3 :

Prévalence du portage digestif

des intégrons de résistance chez 'lhomme
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Les données de la littérature concernant le portdgestif en IR ont
essentiellement été déterminées a partir des s en IR constatées chez les
bactéries a Gram négatif, notamment ckezcoli. Les chiffres déterminés chez des
sujets sains oscillent entre 15 et 30 % de porsafn les études [144, 147]. Or, cette
approche a l'inconvénient de se limiter aux seblastéries cultivables sur les milieux
utilisés qui sont généralement adaptés a des mxtéetrouvés en clinique. Peu
d'études se sont intéressées a déterminer cetialenée par une approche plus
globale ; les travaux de Barlow réalisés chez I'atimnt montré des prévalences
beaucoup plus importantes (> 85 %) deés lors queal@e était faite a partir d’'un

bouillon d’enrichissement de selles [163].

Le but de ce travail était de comparer deux apmeadiétude de la prévalence
du portage digestif d'IR de classe 1, 2 et 3 chdwnime, (i) une approche
conventionnelle basée sur la culture des BGN isotfss selles, (i) une approche
globale faite directement a partir de I'ADN extraies selles, avec et sans étape
d’enrichissement. Nous avons comparé par ces ampgsole portage digestif des IR
chez des individus issus de 2 populations souméseades pressions de sélection
antibiotique différentes : (i) des patients hod@iés en Unité de Soins Intensifs soumis
a priori a une forte pression de sélection antibiotiquedés patients de la « population
générale » peu ou pas soumis a des traitementsadiguies. Pr ailleurs, une analyse

concernant le lien entre IR et résistance aux aniijpies des BGN isolés a été menée.

Ce projet a été soutenu par la Direction de la RebkerClinique et de
I'lnnovation du CHU de Limoges avec un financemeat3@ 000 €. Il a été réalisé en
collaboration avec le Centre d’Investigation ClireqCIC-P 0801) du CHU de

Limoges.
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Deux cents cinquante (250) individus ont été inctiems chacune des 2
populations étudiées. Seuls des IR de classe brt&é détectés ; aucun IR de classe 3
n'a été mis en évidence. L'approche globale a perde détecter plus d'IR que
'approche conventionnelle : pour les 2 populatiamsilysées, les prévalences des IR
déterminées par I'approche globale sans étapeidhessement étaient prés de 2 fois
supérieures a celles déterminées par I'approcheectionnelle (environ 50 %ersus
25 %). Avec une étape d’enrichissement, les précale dépassaient les 60 %.

Lorsque les données issues de l'approche convewtienétaient prises en
compte, la différence de portage digestif des IReetds 2 populations n’était pas
significative : 22,8 % pour les patients de la dapan généraleversus28,4 % pour
ceux hospitalisés en USI ; avec les données isded&approche globale sans étape
d’enrichissement, la différence entre les 2 grougaét significative (43,6 %ersus
53,2 %, p = 0,039). La quantification des IR de s#a% (estimée en nombre de copies
du gendntll par gramme de selles) n’a pas montré de différeipeficative entre les
patients des 2 groupes.

La trés large majorité des BGN isolés appartenkittamille des entérobactéries
(E. coli principalement) avec une diversité plus importatdas le groupe de patients
hospitalisés en USI. Au sein des entérobactéreedieh entre IR et multirésistance
acquise aux antibiotiques a été montré, avec ugeifisativité pour plusieurs
antibiotiques : amoxicilline, streptomycine, tritnéprime, sulfamides, cyclines... Cette
significativité était plus importante et plus langeur les entérobactéries n’appartenant
pas a I'espéck. coli avec un lien fort pour les autres aminosidesfllEsoquinolones
et la plupart deg-lactamines... Chez I'espeée coli, le marqueur IR s’est révélé avoir

une tres bonne valeur prédictive négative vis-adeita résistance aux antibiotiques.
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Matériels et Méthodes :

Patients inclus

Pour estimer une prévalence de portage d’'IR de 208t une précision de 5%, un
risquea de 5% et une puissance de 80%, il a été déterquhkétait nécessaire de
disposer de 246 individus dans chaque groupe ¢fabforte pression de sélection par
les antibiotiques).
Les critéeres d’inclusion étaient :

= Patients adultes (> 18 ans).

» Possibilité de recueillir les renseignements clieg concernant une

antibiothérapie récente (< 3 mois).

= Groupe 1 : faible pression de sélection par lebiatigues.

Sujets appartenant au personnel de restauratiorlCldU de Limoges,
convoqués de maniére systématique par le DépartesieeBSanté au Travail et
pour lesquels un examen bactériologique des sedliegratiqué dans le cadre du
dépistage annuel systématique du portage sainla®rsglles et shigelles chez

les professionnels des cuisines.
= Groupe 2 : forte pression de sélection par lebeigjues.

Patients admis depuis au moins 48 heures dansnlicesede Réanimation

Polyvalente du CHU Limoges.

Il n‘apparaissait pas nécessaire de réaliser uarigppent entre les deux populations
étudiées. En effet, 'analyse de la littératureapporté aucun renseignement permettant
de mettre en évidence un éventuel lien entre desues tels I'age ou le sexe et le

portage digestif des IR.
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De décembre 2007 a avril 2010, 500 patients diftSressus des 2 groupes (250 dans
chaque groupe) ont été inclus. Un prélevement tlessa été obtenu pour chaque

patient. L’antibiothérapie dans les 3 mois précétarecueil de selles a été recherchée.

Ensemencement des échantillons

La[Figure 1] résume les différentes étapes techniques du maténethodes. 200 mg
de selles étaient inoculés dans 5 millilitres deillen coeur-cervelle (AES) a 37°C
pendant une nuit, sans agitation. Dix microlitr#8 (1L) du bouillon d’enrichissement
étaient ensemencés sur gélose Drigalski (bioMéyiedpres 18 a 24 heures
d’incubation a 37°C, les bacilles a Gram négatif (B@Mient repérés visuellement et

isolés sur géloses Cled (bioMérieux) incubées 148 laeires a 37°C.

Identification et antibiogramme des BGN

L’identification des isolats a été réalisée a kaidu systeme Vitek2 avec les cartes
Vitek2-ID-GNB (bioMérieux). Un antibiogramme a étalisé par diffusion en milieu
gélosé selon les recommandations du CA-SFM (httewsfm-microbiologie.org/)
avec les 26 antibiotiques suivan{slactamines (amoxicilline, ticarcilline, amoxiciiie

+ acide clavulanique, ticarcilline + acide clavutpre, céfoxitine, céfotaxime,
ceftazidime, aztréonam, céfépime, imipénem), anmess (streptomycine,
spectinomycine, kanamycine, tobramycine, nétiln@cinamikacine, gentamicine,
isépamicine), quinolones (acide nalidixique, pédlcre, ciprofloxacine),
triméthoprime, sulfaméthoxazole, cotrimoxazoleragycline et chloramphénicol. Dans

'analyse des résultats, les souches intermédidliyext résistantes (R) ont été agrégées
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(I+R). La multirésistance a été définie comme laistdace acquise a au moins 3

antibiotiques testés. L’'analyse n’a porté que ssiehtérobactéries.

Extraction de 'ADN

- apartir des selles

L’ADN total a été extrait a partir de 200 mg delesslen utilisant le kit QIAamp DNA
stool mini kit (Qiagen) selon les recommandationsfabricant. Le volume d’élution
était de 200 pL.

- a partir du bouillon d’enrichissement

Un millilitre (1 mL) du bouillon d’enrichissementaét centrifugé a 10 000 g pendant 10
min a température ambiante, puis 'ADN total étaitrait a partir du culot avec le kit
QlAamp DNA mini kit (Qiagen) selon les recommanda$ du fabricant. Le volume
d’élution était de 200 pL.

- apartir des BGN

Les ADN bactériens ont été extraits par ébullifftoiling”) [33].

Détection des IR

La recherche des 3 classes d'IR a été réaliséetia gp@s ADN extraits des selles, du
bouillon d’enrichissement et des BGN (5uL) en ematayla technique de gPCR
développée et décrite précédemment dans cette) thémapareil utilisé était le systeme
SmartCycler Il 2.0 (Cephe®) ou le systéme MX3005P (Stratag&nhePour tous les

echantillons pour lesquels la gPCR intégron s’estlée négative, une vérification de la

présence d’inhibiteurs a été réalisée en ciblagéfee codant I'ARN ribosomal 16S.
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Quantification des IR

Le geneintll a été quantifié a partir de I'ADN extrait des esllde patients et rapporté

en nombre de copies par gramme de selles.

Tests statistiques

Le lien IR — multirésistance aux antibiotiques @ ééterminé en employant le test du

chi2. Un test exact de Fisher a été utilisé lordgaeffectifs étaient inférieurs a 5.

Figure 1 : Schéma représentant le processus de traitemeathdastillons de selles.

BHI : Brain Heart Infusion= bouillon cceur-cervelle ; ID + ATB : identificati et antibiogramme.
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Résultats :

1. Approche conventionnelle

1.1 Répartition des especes bactériennésigure 2]

Dans leGroupe 1, au moins 1 BGN a été isolé a partir de 245 éclhamgi soit
chez 98 % des sujet649 BGN ont été isolés (moyenne de 2,6 BGN par sujet), dont
98,2% d’entérobactéries. Des soucheB. doli ont été identifiées chez 84,4 % des
patients.

Dans leGroupe 2, au moins 1 BGN a été isolé a partir de 176 éclamgi soit
70,4 % des sujets ; aucune culture de BGN n’a deé@coBservée pour 74 patients
(29,6 %).418 BGN ont été isolés (soit 1,67 BGN en moyenne par sujent 93,5 %
d’entérobactéries et 5,7% de aeruginosaDes souches H. coli ont été identifiees

chez 60,5 % des patients.

Répartition des BGN Groupe 1 n=649

12

89

B Entérobactéries
(hors E.coli)

M E.coli

Autres

Répartition des BGN Groupe 2 n=418

24 3

B Entérobactéries
(hors E.coli)
M E.coli

P. aeruginosa

Autres

Figure 2 : Répartition des BGN isolés dans les 2 groupescdtégorie « autres » rassemble les BGN
appartenant aux genrAsinetobacterStenotrophomonasu Aeromonas
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1.2 Résistance des souches bactériennes aux antibiotgu
Les résistances (I+R) des entérobactéries isoléesales des patients des 2

Groupes ont été déterminées vis-a-vis des 26 atitjbes testég-igure 3].
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Figure 3 : Résistance (I+R) des entérobactéries isolées desupes vis-a-vis des antibiotiques testés.

AMX : amoxicilline, AMC : amoxicilline + acide cladanique, TIC : ticarcilline, TCC: ticarciline +cale
clavulanique, FOX : céfoxitine, CTX : céfotaxime, ZA ceftazidime, FEP : céfépime, ATM : aztréonaid| 1
imipéneme, NET : nétilmicine, SPT : spectinomycinéna : kanamycine, Strepto: streptomycine, Amika
amikacine, Tobra: tobramycine, Genta: gentamjciigépa: isépamicine, TMP : triméthoprime, SSS:
sulfaméthoxazole, SXT : cotrimoxazole, Nal : aciddidixique, Peflo : péfloxacine, Cipro : ciproflmiae, Tétra :
tétracycline, Chloram : chloramphénicol.
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Les entérobactéries isolées des patientsGdoupe 1 étaient globalement plus
sensibles aux antibiotiques que celles isolés dtsrts dusroupe 2.
Les résistances aux antibiotiques ont été analysaeséparant I'espede. coli

[Figure 4] des entérobactéries nancoli[Figure 5].

. . . n = 548
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Figure 4 : Résistance (I+R) dds. coliisolés des 2 groupes vis-a-vis des antibiotigest®s.

Les abréviations des antibiotiques sont les mémesglles employées dans la Figure 3.
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Figure 5 : Résistance (I+R) des entérobactéries moncoli isolés des 2 groupes vis-a-vis des

antibiotiques testéges abréviations des antibiotiques sont les mémesglles employées dans la Figure 3.

La différence de sensibilité aux antibiotiques tat®® entre les 2 groupes
s’expliquait par la plus grande résistance au @deiroupe 2 des bactéries appartenant
a l'espéceE. coli [Figure 4] mais surtout par la plus grande résistance des

entérobactéries ndh. coli[Figure 5].
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1.3Prévalence des IRTableau 1]
Dans leGroupe 1, 12,9 % des souches hébergeaient un IR, a rais@® deuches
intll+ (11,7 %), 6ntl2+ (0,9 %) et Antl1+ etintl2 + (0,3 %). Le taux d’IR était 13,2 %

chez les entérobactéries et 13,9% au sein de Eegpeoli

Dans leGroupe 2, 21,8 % des souches hébergeaient un IR, a rais88 deuches
intll+ (20,3 %) et 6 souchestl2+ (1,4 %). Le taux d'IR était de 22,0 % chez les
entérobactéries, de 22,9 % au sein de I'espeamli et de 20,8 % au sein de I'espéce

P. aeruginosaAucun IR de classe 3 n'a été détecté dans lesubgs.

. - . Entérobactéries

Groupe 1 BGN Entérobactéries E.coli (hors E.coli) Autres
intl1+ seul 76 76 69 7 0
int!2+ seul 6 6 5 1 0
intl1+, intl2+ 2 2 2 0 0
intl+ 84 84 76 8 0
% intl+ 12,9% 13,2% 13,9% 9,0% 0,0%
intl- 565 553 472 81 12
Total 649 637 548 89 12

. - . Entérobactéries .

Groupe 2 BGN Entérobactéries E.coli (hors E.coli) P. aeruginosa |  Autres
intl1+ seul 85 80 56 24 5 0
intl2+ seul 6 6 2 4 0 0
intl1+, intl2+ 0 0 0 0 0 0
intl+ 91 86 58 28 5 0
% intl+ 21,8% 22,0% 22,9% 20,3% 20,8% 0,0%
intl- 132 305 195 110 19 3
Total 418 391 253 138 24 3

Tableau 1 :Nombre et prévalence des IR au sein des BGN isi@le® groupes.

Plusieurs souchemtl+ pouvant étre isolées chez un méme patient, Ig thu
portage digestif d'IR en considérant les BGN, élai22,8 % dans leGroupe 1, soit 57
des 250 individus (dont 4 individus porteurs exittusl'IR de classe 2). Le portage
digestif d'IR dans leGroupe 2 était de28,4 %, soit 71 des 250 patients (dont 6

individus porteurs exclusifs d’'IR de classe 2).
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1.4 Résistance aux antibiotiques et lien avec les IR

Etant donné la forte proportionEl’ coli dans leGroupe 1 de personnes du service
de restauration et la sensibilité naturelle deecetipece a I'ensemble des antibiotiques
testés, il nous a paru plus pertinent de s’inté&reaex résistances acquises. Ainsi, dans
le Groupe 1, 27,3 % des souches présentaient une multirésestanquiseversus
38,1 % dans I&roupe 2 de patients de réanimation.

Quel que soit le groupe, le taux de B@MNI+ était d’autant plus important que le
nombre de résistances acquises aux antibiotiqugaentait Figure 6]. Parmi les BGN
intl-, environ 20 % étaient multirésistants c’est-@&dprésentaient une résistance
acquise a au moins 3 antibiotiques testés (17,586 ttGroupe 1 et 22,0 % dans le
Groupe 2) alors que parmi les BGhtl+, plus de 90 % étaient multirésistants (91,7 %

dans le Groupe 1 et 95,3 % dans le Groupe 2)useidifférence significative (p<0,05).
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Figure 6 : Nombre de résistances acquises et présence diRles 2 groupes.
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La [Figure 7] représente la proportion de souches hébergealR (jimtl+) ou
n‘en hébergeant pasintl-) parmi les entérobactéries résistantes a chaes d

antibiotiques testés.
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Figure 7 : Prévalence des IR parmi les bactéries résistérte3 a tel ou tel antibiotique.
Les abréviations des antibiotiques sont les mérmescglles employées dans la Figure 3. Les tablaagauche des

graphiques indiquent le nombre de souches résist@aiur chacun des antibiotiques testés.

Les valeurs dans leroupe 1 sont & prendre avec réserve étant donné le faible
nombre de souches résistantes (par exemple, sedesches étaient résistantes a la

péfloxacine, elles hébergeaient toutes un IR, swtualeur de 100 %...).
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Au sein des bactéries deroupe 2 ou le nombre de bactéries résistantes était
suffisamment important, les résultats ont été adsyen séparant I'espé€e coli des

entérobactéries ndh. coli[Figure 8].
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Figure 8 : Groupe 2 : prévalence des IR parmi Eescoli et les entérobactéries né&n coli résistantes
(I+R) a tel ou tel antibiotique.

Les abréviations des antibiotiques sont les mémescglles employées dans la Figure 3. Les tablaagauche des
graphiques indiquent le nombre de souches résist@aiur chacun des antibiotiques testés.

Les résultats dans IEroupe 2 montrent une association entre résistance aux
aminosides et présence d'un IR. Cette relation estolgu constatée pour les

entérobactéries n'appartenant pas a lI'espea®li.
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Afin de pouvoir évaluer un lien statistique entiR &t antibiotiques, il est
nécessaire de considérer 'ensemble des résistancesnsibilités des entérobactéries
aux antibiotiques testés avec en regard la présenckabsence d’'IR. Ce lien est
représenté dans [&igure 9] qui indique parmi les entérobactéries qui héber¢eumn

n’hébergent pas) un IR combien sont résistantelsod tel antibiotique.
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Figure 9 : Lien IR et résistance aux antibiotiques les emt@ctéries.
Cette figure représente parmi les entérobactériedéhergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pourgentiientre
elles qui sont résistantes a un antibiotique domes&. abréviations des antibiotiques sont les méques celles

employées dans la Figure 3. L'astérisque indiqubBemnstatistique significatif.

152



Les données montrent qu’il existe un lien statistigent significatif entre la
présence d’IR et la résistance a de hombreux atitjbas. Le lien est particulierement
marqué pour les pénicillines et inhibiteurs @dactamases, les aminosides, le

triméthoprime, le sulfaméthoxazole, la tétracyclkée chloramphénicol.

La [Figure 10] et la[Figure 11] représentent le méme lien IR — antibiotique en

séparank. colides entérobactéries nan coli.
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Figure 10 : Lien IR et résistance aux antibiotiques ckezoli.
Cette figure représente parmi Escoli qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le patiage d’entre eux qui sont
résistants a un antibiotique donné. Les abréviataes antibiotiques sont les mémes que celles gggsodans la

Figure 3. L'astérisque indique un lien statistigignificatif.
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Groupe 1 Entérobactéries non E.coli n=89
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Figure 11 : Lien IR et résistance aux antibiotiques chez feérebactéries noB. coli

Cette figure représente parmi les entérobactérie€nooli qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pauage
d’'entre elles qui sont résistantes a un antibiatidonné. Les abréviations des antibiotiques ssnniémes que celles
employées dans la Figure 3. L'astérisque indiqubemnstatistique significatifNB : Le graphique correspondant au

Groupe 1 est & considérer avec prudence étant dienmés faible nombre d’entérobactéries non Ei p&gistantes.

La distinction entre I'espede. coli et les entérobactéries nén coli permet de
rendre compte de certaines associations statistigieelien statistique observé entre la
résistance des entérobactéries aux C3G et les IRerie®alité, dans notre étude, vrai
que pour les entérobactéries néncoli; le lien entre la résistance aux pénicillines
(amoxicilline et ticarcilline) n’est, dans notraude, vrai lui que poUt. coli. Ceci serait

a confirmer avec des effectifs plus importantsaleches dE. colirésistantes aux C3G.
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2. Approche globale

2.1 ADN extrait du bouillon d’enrichissement

Par cette méthode, le portage digestif d'IR a ésduéva54,8 % dans leGroupe 1
(137 individus), dont 44,8 % dindividumtil+, 3,6 %intl2+ et 6,4 % qui étaient
porteurs des 2 classes d’IR.

Dans leGroupe 2, le taux de portage digestif d'IR était 88,8 % (147 patients),
dont 48,4 % de patienisti1+, 2,8 %intl2+ et 7,6 % porteurs des 2 classes d’IR.

Aucun IR de classe 3 n’a été détecté.

2.2 ADN extrait des selles

Par cette méthode, le portage digestif d'IR a étduévad3,6 % dans leGroupe 1
(109 individus), dont 37,2 % dindividumtil+, 2,8 %intl2+ et 3,6 % qui étaient
porteurs des 2 classes d’IR.

Dans leGroupe 2, le taux de portage digestif d'IR était 88,2 % (133 patients),
dont 46,8 % de patienisti1+, 2,8 %intl2+ et 3,6 % porteurs des 2 classes d’IR.

Aucun IR de classe 3 n’a été détecté.

Parmi les patients porteurs d’IR, la quantificatidn geneintll a montré que
« I'excrétion » d’IR de classe 1 était tres compkramtre les 2 groupes non seulement
en ce qui concerne la médiane aux alentours dec@Pies par gramme de selle
(1,46.10 Groupe 1 vs 2,93.10 dans leGroupe 2), mais aussi en ce qui concerne la
répartition autour de cette valgétigure 12].
NB : la quantification du géne intl2 n’a pas été ligée étant donné le faible

nombre de patients porteurs dans les 2 groupesy@d, n = 16 ; Groupe 2, n = 16).
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Quantification du géne intl1
(copies par g de selles)
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Figure 12 : Représentation type « boite & moustache » du reodebcopies du géretll par gramme de
selle au sein des patients porteurs d'IR de clhgkes groupes 1 et 2.

Q1 : P quartile, Q3 : " quartile, Min valeur minimale, Max, valeur maxireal

2.3 Comparaison des 2 approches globales
Les résultats obtenus entre les 2 approches gholigRRCR sur les selles et
gPCR sur les bouillons d’enrichissement) pour leso2iges sont présentés et comparés

dans IgTableau 2].

gPCR Bouillons d'enrichissement .
Groupe 1 intl - intiL intlL intl2 inti2 Total général
ﬁ intl- 103 32 3 3 141
2 intl1 9 80 4 93
6 intll intl2 8 1 9
& intl2 1 1 7
Total général 113 112 16 9 250
gPCR Bouillons d'enrichissement -
sroupe 2 intl - intiL intiL intl2 inti2 Total général
8 [intl- 96 16 2 3 117
& lintia 7 104 6 117
& linti1 intI2 9 9
% linti2 1 2 4 7
Total général 103 121 19 7 250

Tableau 2 : Comparaison des résultats obtenus par gPCR & gestiextraits d’ADN des selles et des

bouillons d’enrichissementes cases surlignées en jaune représentent ldmtéswncordants.
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Il est difficile de parler de « concordance » odiscordance » entre les 2 gPCR
étant donné que les matrices ne sont pas les mén&smoins, les résultats sont
« concordants » (surlignage jaune) dans prés d& 8@s cas dans le Groupe 1 et plus
de 85 % des cas dans le Groupe 2.

Dans 10 a 15 % des cas, des patients ont été @ttt a partir des bouillons
d’enrichissement alors qu’ils étaieintl- a partir des selles. L'enrichissement a permis
de détecter des IR qui n'étaient pas détectableartir ples selles en raison d’'une
quantité initiale inférieure au seuil de détectilenla qPCR.

Une dizaine de résultats « discordants » dans ohdes groupes (soit 4 % des
échantillons) concernent des patients déteatés a partir des selles alors qu’ils sont
détectédntl- & partir des bouillons d’enrichissement. Ces tésipeuvent s’expliquer
par une compétition au sein du bouillon d’enrichiesnt qui a vu le nombre de
bactériesntl+ diminuer vis-a-vis d'autres bactériggl-, les faisant passer en dec¢a du

seuil de détection de la technique.

3. Analyse des résultats

L'objectif de ce travail était d’évaluer le portagigestif en IR par des approches
plus globales que la culture des BGN, tout en coargafimpact de la pression de
sélection antibiotique au sein de 2 populationfBinment exposeées. [Léableau 3]
rassemble les résultats obtenus avec les 3 apgragheont permis de déterminer le

portage en IR des patients des 2 groupes.
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Approche Approche globale
conventionnelle Bouill
Culture BGN __boutlions Selles
d'enrichissement

Groupe 1 22,8 % 54,8 % 43,6 %

(n = 250) (h=57) (n=137) (n = 109)

Groupe 2 28,4 % 58,8 % 53,2 %

(n = 250) (n=71) (n=147) (n=133)
Test du x? p=0,18 p=0,42 p = 0,039

Tableau 3: Prévalences du portage en IR. Comparaison dedtatdswbtenus entre I'approche
conventionnelle et les 2 approches globales. Le d&gtistique a comparé entre les 2 groupes les

prévalences obtenues par chacune des méthodes.

Les valeurs obtenues a partir de la culture des BGMNhent les prévalences les
plus faibles qui correspondent aux chiffres classiment retrouvés dans la littérature
(15 a 30 %, cf partie bibliographique). Les valesgssituent dans la tranche haute, mais
il ne faut pas oublier qu'elles sont issues de ucet de BGN obtenues aprés
enrichissement des selles. Par cette approcherénafge tendance a une plus forte
prévalence dans le Groupe 2, la différence eng&lgroupes n’était pas significative
(p =0,18).

Les valeurs de prévalence issues de l'approcheafglobont beaucoup plus
importantes (plus de 2 fois) avec des différences papport a I'approche
conventionnelle qui sont toutes significatives (p0©5), que ce soit a partir des
bouillons d’enrichissement ou des selles. Ces danpéevent s’expliquer par plusieurs
hypothéses : (i) certains BGINtI+ n’ont pas été isolés a la culture, (ii) certaBGN
n'ont pu croitre sur gélose Drigalski en raisonn#wompétition avec d’autres BGN
plus nombreux (iii) d’autres bactéries telles qgeeldactéries a Gram + ou les anaérobies
qui n'ont pas été recherchés hébergeaient desUWRdéis bactéries dites viables non

cultivables impossibles a mettre en évidence pdauvéerger des IR.
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Quoi gqu’il en soit, I'approche globale permet dedee compte d’'une prévalence
en IR surement plus juste que celle issue des derdeéBapproche conventionnelle. Si
I'on se base sur les valeurs issues des extraidN’'de selles, qui sont les valeurs les
plus représentatives des quantités réelles d’'IReptés dans le tube digestif, Les

patients dusroupe 2 hébergeaient plus d’IR que ceux@wupe 1 (p = 0,035).

Les données concernant I'antibiothérapie dans @®i8 précédant le recueil de
selles ont montré que parmi les sujets @wupe 1, 6,8 % avaient pris une
antibiothérapie (soit 17 patients) ; ce pourcentégt de 84,8 % (soit 213 patients)
parmi les patients dGroupe 2. La majorité des patients diroupe 2 avaient bénéficié
d’'une double ou triple antibiothérapie avec I'emmans prés de 80 % des casfde

lactamines et dans 40 % des cas de fluoroquinoléngse 13].

A noter que parmi les patients @uoupe 2 qui navaient pas d’antécédents de
prise d’antibiotique (n = 37), 65 % étaient portedl'IR, alors que parmi ceux qui

avaient des antécédents (n = 213), 52 % étaietdysrd’IR.

Groupe 2 Antécédents d'antibiothérapie "~ "

100%

80%

60%

40%
0% T T _—\

Figure 13 : Répartition en pourcentage des familles d’antigies administrés aux patients du Groupe 2.
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Partie 4 :

Protocole « Hemotion » :

Evaluation de la valeur prédictive du marqueur
intégron recherché a partir de flacons
d’hémocultures positifs a bacilles a BGN
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Des pathologies séveres telles que le Sepsis méctsme rapidité de prise en
charge et une antibiothérapie probabiliste adaptéeconditionne la probabilité de
survie du patient. Les techniques conventionnalkedactériologie ne répondent pas a
cette exigence: en effet, il faut 36 & 48 heurag giisposer de I'antibiogramme de la
bactérie responsable de I'infection, imposant aicién d’instaurer une antibiothérapie
probabiliste, choisie en fonction d’éléments d'otaion clinique et de données
épidémiologiques. L’émergence actuelle de bacténigisirésistantes (BMR) aussi bien
en ville qu'a I'hdpital vient compliquer ce choikxérapeutique. Des techniques de
biologie moléculaire concernant la détection derdsistance aux antibiotiques ont
récemment été mises au point mais s’'intéressentipalement a des déterminants
impliguées dans la résistance des bactéries a @oaitif. Chez les BGN, des centaines
de génes de résistance ont été décrits, rendditileifune détection génotypique
aisément réalisable en routine ; les techniquestggigues existantes ne sont pas pour
I'instant utilisables a partir de prélévements iglires. Il nous est apparu pertinent de
rechercher un marqueur de résistance plus globalxe chez les BGN. Un lien entre
IR et multirésistance aux antibiotigues a été monpér plusieurs études

épidémiologiques (voir Chapitre 1).

L’objectif principal du protocole « Hemotion » étale déterminer si les IR
pouvaient constituer un marqueur prédictif (posiifi négatif) d’acquisition de
résistance aux antibiotiques chez les BGN. L'objesgcondaire était de savoir si la
technique de gPCR développée au laboratoire pertdttaiétecter directement a partir
de flacons d’hémocultures positifs a BGN la présedes 3 principales classes d'IR,

avant méme les résultats de la culture bactériehde I'antibiogramme.

161



Deux cents cing (205) flacons d’hémocultures cgoadants a 205 patients ont
été inclus dans le protocole Hemotion, soit unltat@ 235 BGN dont 81,7 %
d’entérobactéries. Seuls des IR de classe 1 et 8tértétectés pour une prévalence au
sein des patients de 25,9 % ; aucun IR de clas& &émis en évidence. Les résultats
de la détection des IR a partir des flacons d’hémaeuétaient concordants avec ceux
obtenus a partir des BGN dans 98,5 % des cas.

Au sein des entérobactéries, le lien entre IR ettimgistance acquise aux
antibiotiques a été montré, avec une significatiypour la plupart des antibiotiques
utilisés en pratique clinique : pénicillines, ansites, fluoroquinolones, cotrimoxazole.
La distinction entre I'espéde. coli et les autres entérobactéries a permis de mayieer
ce lien n'était pas exactement le méme : les a¥gisls aux C3G et aux aminosides
n'étaient ainsi liées statistiquement qu’aux eriéotéries nore. coli. Le lien entre IR
et résistance acquise apxactamines était di chéz. coli au phénotype pénicillinase
alors qu'il était d0 au phénotype BLSE chez lesemuéntérobactéries. Excepté pour les
phénotypes pénicillinase haut niveau et céphalasgpse déréprimée, les liens entre IR
et les différents phénotypes de résistance actpiené tous significatifs, notamment en
ce qui concerne la résistance acquisefalactamines et aux fluoroquinolones.

L’étude a montré que le marqueur IR présentait ds toonnes valeurs
prédictives négatives (VPN) en ce qui concernésistance aux antibiotiques : 93,5 %
vis-a-vis des aminosides, 91,4 % vis-a-vis de faafioxacine, 97,8 % vis-a-vis du
cotrimoxazole, et plus de 92 % vis-a-vis des C3G ¥@pour I'espécee. col). Les
VPN pour une résistance acquise de type péniclirde haut niveau, céphalosporinase

de haut niveau et BLSE étaient respectivement®l& %, 93,5 % et 99,3 %.
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Matériels et Méthodes :

Prélevements

Au sein du laboratoire de Bactériologie-Virologiegidne du CHU Limoges, de mars a

aolt 2010, tous les flacons d’hémoculture aérotisieanaérobie détectés positifs par
I'appareil d’hémoculture BactAl€t3D (bioMérieux) et pour lesquels des BGN étaient
observées a la coloration de Gram, ont été indns ¢tk protocole.

Lorsque, pour un méme patient, plusieurs flacom@moculture étaient positifs avec

des BGN, les identifications et antibiogrammes mégtiaréalisés que sur un seul flacon,

sous réserve que les cultures des difféerents flaétaient concordantes.

Culture bactérienne, identification et antibiograma

Les flacons d’hémoculture positifs a BGN étaiens @mn charge en routine selon les
bonnes pratiques de laboratoire. Chaque flacon dibéhure positif a BGN était
repiqué sur gélose Columbia au sang, une gélosmlzicet une gélose Cled. Pour les
flacons aérobies, l'identification et l'antibiograme étaient réalisés avec le systéeme
Vitek® (bioMérieux) ; pour les flacons anaérobies comtendu charbon, un
antibiogramme par diffusion en milieu gélosé sutiani Muller-Hinton était réalisé
selon les recommandations du CA-SFM, avec un paielibiotiques couramment
utilisés en thérapeutique. Les antibiotiques tesd@smuns aux deux techniques et pour
lesquels une analyse a été menée étaient au nalmldr@, répartis en 4 familles : i)
lactamines: amoxicilline, amoxicilline + acide clavulaniquégarcilline, pipéracilline

+ tazobactam, céfalotine, céfoxitine, céfotaximegftazidime, imipéneme ;

(i) aminosides: gentamicine, tobramycine, nétilmicine, amikacir(@) quinolones:
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acide nalidixique, ciprofloxacine, (iviotrimoxazole. Dans l'analyse des résultats, les

souches intermédiaires (1) et résistantes (R) énagtégées (1+R).

Détection des IR par gPCR

- a partir des flacons d’hémoculture

La détection des IR par la gPCR a été réalisée diramit a partir d’'une dilution au
1/106™ du flacon d’hémoculture positif, sans centrifugatpréalable, aussi bien pour
les flacons aérobies que pour les flacons anaéroli€0 uL de prélevement étaient
dilués dans 900 pL d’eau stérile, puis une nouwdiligtion de 100 puL dans 900 pL
d’eau stérile étaient réalisées. La gPCR de détedas IR a été faite a partir de 5 puL
de cette deuxiéme suspension en utilisant 'auterBatart Cycler Il V2.0 (Cephéiy
- apartir des BGN

La détection des IR a partir des BGN était considéaogeme le « gold standard ».
Elle a été réalisée a partir de 5 pL d’'une suspengisuellement trouble de quelques

colonies bactériennes mises en eau stérile.

Lien IR et résistance aux antibiotiques

En raison des effectifs, I'étude du lien entre pnee d’IR et résistance aux

antibiotiques n'a été effectuée que sur les souchestérobactéries. Pour chaque
parametre, les résultats ont concerné I'ensemldesdiérobactéries, ainsi que I'espece
E. coli et les « entérobactéries nBncoli». La multirésistance a été définie comme la
résistance acquise a au moins 3 antibiotiquesstdsts liens entre IR et résistances aux
antibiotiques ont été déterminés en employant dé stistique du chi2®). Un test

exact de Fisher a été utilisé lorsque les effeétdigent inférieurs a 5.
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Résultats :

Au total, 205 patientsont été inclus dans le protocole « Hemotion ».

1. Hé&mocultures

Sur les 205 patients, 158 hémocultures étaient rbacteriennes, 47 étaient

positives a au moins deux germésbleau 1].

Culture Entérobactéries Non entérobactéries Anaérobies
A K pyo, Acineto, Haemophilus...
monomicrobienne
n=158 124 23 1
3 L. Entérobactérie Entérobactérie |Entérobactérie + non
| 22 entérobactéries L. , L Autres cas
culture +Gram + +Anaérobie entérobactérie
olymicrobienne
poly 18 17 3
n=47 dont 1 HCavec 3 entérobac dont 2 HCavec 4 dont1HC 8
et1HCavec 4 entérobac 2 entérobac+Gram + avec2 entéro+1nonentéro

Tableau 1 :Répartition des cultures issues des hémoculttt€3 du protocole « Hemotion ».

Les « autres cas » rassemblent les cultures a B@Nmerobactéries ou I'association entérobactétiés/ures.

2. Les souches bactérienngsigure 1]

Le nombre d’isolats bactériens était de 259 (s@6 Ppar patient), dont 235 BGN.
Parmi les BGN, 81,7 % appartenaient & la familleedgérobactéries (n=192), 44,7 % a

'espécekE. coli(n = 105).

Répartition des BGN n=235
12 8
M Entérobactéries
non E.coli
M E.coli

P. aeruginosa
H Anaérobies

™ Autres

Figure 1 : Protocole « Hemotion » :
Nombre et répartition des BGN isolés.
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Les pourcentages de résistances des BGN aux aigfilastn’ont été déterminés que

pour les 192ntérobactéries ils sont présentés dansfagure 2].

Résistance des Entérobactéries n=152

100,0%

80,0%

60,0% -

40,0% -

20,0% -

0,0% -

$+ Q(J o ¢ 6\+ (y/\/ N @6@&% é‘;}\\«&lﬁ%c *© G\/“\
?S'\

Figure 2 : Pourcentage de résistar(€eR) par antibiotique des entérobactéries isolées.

AMX : amoxicilline, AMC : amoxicilline + acide clatanique, TIC : ticarcilline, TZP : pipéracilline tazobactam,
CF : céfalotine, FOX : céfoxitine, CTX : céfotaxim€AZ : ceftazidime, IMI: imipéneme, Amika : amikaein
Genta : gentamicine, Nétil : nétilmicine, Tobrabramycine, Acide Nal : acide nalidixique, Cipraiprofloxacine,
SXT : cotrimoxazole (triméthoprime + sulfméthoxazol

Une représentation comparable a également ét&aégtiour lek. coli et les

entérobactéries nda. coli[Figure 3].

. . . =105
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Résistance des Entérobactéries nonE. coli "=’
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Figure 3 : Pourcentage de résistar(teR) par antibiotique deB. coli et entérobactéries ndéh coli.

Les abréviations des antibiotiques sont les méme<eglles employées dans la Figure 2.

3. Détection des IR

3.1. A partir des BGN

53 des 205 patients hébergeaient dans leurs hém@ulau moins 1 BGhntl+
(classe 1 et/ou classe 2, aucun IR de classe 3té’'détecté), soit une prévalence au

sein des patients &5,9 %.

Concernant les BGN, 57 hébergeaient un IR, soit udgafence de24,3 %, a

raison de 50 BGNhtl1+ (21,3 %), 4intl2+ (1,7 %) et Intl1+/intl2+ (1,3 %). Au sein

des entérobactéries, cette prévalence était dé&2B6,2 % au sein de I'espeée

coli) ; 17,4 % des isolats d& aeruginosanébergeaient un IR ableau 2|.

BGN Entérobactéries Enterobacter|es E.coli | P.aeruginosa | Anaérobies Autres
non E.coli BGN
intl1+ seul 50 46 13 33 4 0 0
intl2+ seul 4 1 3 0 0 0
intl1+, intl2+ 3 3 1 2 0 0 0
intl+ 57 53 15 38 4 0 0
% intl+ 24,3% 27,6% 17,2% 36,2% 17,4% 0,0% 0,0%
intl- 178 139 72 67 19 12 8
Total 235 192 87 105 23 12 8

Tableau 2 : Répartition des IR (classe 1 et 2)equdes BGN.
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3.2 A patrtir des flacons d’hémoculture

Les résultats ont été concordants avec la détediésnlR a partir des BGN dans

98,5 % des caslableau 3.

- TriplexqPCR Hémocultures (HC) n =205

intl1+ intl2+ intll+, intl2+ intl-

intl1 + 49 ®—

intl2 + 7

intl1+, intl2 + 3

2
Q
[+2]
N
©
e
(=
(Y]
£
i
[}
o

Présence d’inhibiteurs ?
intl - 143 | — extraction ADN +++

4 BGN isolés intl- > HC réensemencée :
isolementd’un 5me BGN int/1+

Tableau 3 : Tableau de concordance gPCR sur flacons d’hémwoeulgPCR sur BGN correspondants.

Deux types de discordances ont été retrouves peanantillons (1,5 % des cas) :

- gPCR intl1+ a partir d’'un flacon, gPCR intl- a partites BGN isolés (1 cas).
La remise en culture du flacon a permis de mettrédwidence un %" BGN
porteur d’IR qui n'avait pas été isolé initialement.

- gPCR intl- a partir d'un flacon, gPCR intl1+ a parties BGN isolés (2 cas).
Cette discordance s’explique par la présence d'itthils de PCR dans le flacon

d’hémoculture.
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4. Lien IR et résistance aux antibiotiques

4.1IR et nombre de résistances naturelles et acquisesnfondues
Les résistances vis-a-vis des 16 antibiotiques®tesnt été regroupées en 3

groupes: 0a 2,3 a4,5a6 et supérieur a Biatijues|[Figure 4].

, ;. n=192
Entérobactéries :
intl- =139
’ .
IR et nombre de résistances intl+ = 53
70
w 60
2
o 50
3
v 40
[
v .
o 30 W intl-
e}
g 20 M intl+
Z 10
0 -
0-2 3-4 5-6 >6
Nombre de résistances
Escherichia coli i:u:_ 1_057 Entérobactéries non E.coli inr;:f;Z
IR et nombre de résistances intle = 38 IR et nombre de résistances intl+ =15
45 35
40 w 30
£3 £ 25
530 2
o 25 20
T 20 wint- | 15 uintl-
E 13 mintl+ E 10 1 u intl+
5 5
0 0 d
02 34 56 6 0-2 34 56 >6
Nombre de résistances Nombre de résistances

Figure 4 : IR et nombre de résistances (entérobactétiespli et entérobactéries ndéh coli).
NB : Les échelles ne sont pas les mémes entrediegi@mmes.

Globalement, plus le nombre de résistances étaibiitant, plus le nombre de
souches hébergeant un IR était important ; cesrekiffont a pondérer en raison des

nombreuses résistances naturelles chez les entékaba nork. coli.
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4.2 IR et nombre de résistances acquises

Les résistanceacquisesvis-a-vis des 16 antibiotiques testés

groupes : 0 a2, 3a4,5 a6 et supérieur a Biatijues/Figure 5].

ont étérgdpan 3

Nombre de souches

[
o

N
S)

w
o

N
o

=
o

o

IR et nombre de résistances acquises 4= 38

60

, ;. n=192
Entérobactéries .
L. . intl- =139
IR et nombre de résistances acquises intl+ = 53
120
@ 100
S
§ 80
S 60
o M intl-
S 40 _
£ W intl+
o
2 20
0
0-2 34 5-6 >6
Nombre de résistances acquises
Escherichia coli i:tlz_ 1=0:7 Entérobactéries non E.coli in';:f;z

IR et nombre de résistances acquises 4 = 15

g 50

340

‘ 230
W intl- o

220

H intl-

u intl+ £

0-2

210

W intl+

3-4 5-6 >6 0-2
Nombre de résistances acquises

Nombre de résistances acquises

>6

Figure 5 : IR et nombre de résistancasquises(entérobactérie€. coli et entérobactéries ndn coli).

NB : Les échelles ne sont pas les mémes entredieg@ammes.

Parmi les entérobactérigsl-, 26,6 % présentaient une résistance acquise a au

moins 3 antibiotiques (32,8 % pokt coli, 20,8 % pour les no&. col) ; parmi les

entérobactériemtl+, 86,8 % était multirésistantes (valeurs identigpeurE. coli et

non E. coli), soit une différence significative (p < 0,05). #oter que toutes les

entérobactéries ndg. coliavec plus de 6 résistances acquises hébergeaidt u
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4.3Lien IR et résistance par antibiotique

Afin de mettre en évidence le lien IR — résistapoer chacun des antibiotiques
testés, ldFigure 6] montre parmi les entérobactéries résistantesauttd! antibiotique,
combien sont IR+ et combien sont IR-. Les résultast présentés en pourcentage
(somme des pourcentagesl+ etintl- égale a 100 %). Pour chaque antibiotique, le

dénominateur est différent car on ne considére peuantibiotique que les souches I/R.

Entérobactéries R

AMX 147 Entérobactéries
e 100 Résistance aux antibiotiques et IR
TIC 115
TzP 3 || 100%
CF 9 | go%
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Figure 6 : Lien IR — résistance par antibiotique chez legrefiactéries.
La lecture du graphique doit étre faite de la fagoivante : « parmi les souches I/R a tel antibimjgx % hébergent
un IR ». Les abréviations des antibiotiques somtn&mes que celles employées dans la Figure 2tabéssaux a

gauche des graphiques indiquent le nombre de ssuébistantes pour chacun des antibiotiques testés.

Les souches résistantes au cotrimoxazole hébenjatdaas 93,6 % des cas un
IR. Parmi les entérobactéries résistantes aux ardem0 a 70 % hébergeaient un IR.
Parmi les entérobactéries résistantes a la cip@tioe, 70 % hébergeaient un IR.

Le lien IR — résistance pour chacun des antibioigiestés a également été
déterminé pour les bactéries appartenant a I'espeoeli et pour les entérobactéries

nonE. coli[Figure 7].
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Figure 7 : Lien IR — résistance par antibiotique chez I'egieccoli et les entérobactéries ngncoli

La lecture du graphique doit étre faite de la fagowante : « parmi les souches I/R & tel antibirgjgx % hébergent
un IR ». Les abréviations des antibiotiques sostni&mes que celles employées dans la Figure 2abésatix a
gauche des graphiques indiquent le nombre de ssuébistantes pour chacun des antibiotiques testés.

Le lien IR — résistance ayxlactamines est peu marqué pour I'espéceoli, il
est plus marqué vis-a-vis des fluoroquinolones4(®b, des souches résistantes a la
ciprofloxacine hébergent un IR) et du cotrimoxaz@e,9 %). Le lien IR — résistance
aux antibiotiques est surtout marqué pour les eb#@téries nore. coli, notamment
avec les aminosides (88,9 % de souches résistaritamikacine hébergent un IR) et

surtout le cotrimoxazole (lien égal & 100 %).
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Afin de pouvoir évaluer un lien statistique entiR &t antibiotiques, il est
nécessaire de considérer 'ensemble des résistancesnsibilités des entérobactéries
aux antibiotiques testés avec en regard la présenckabsence d’'IR. Ce lien est
représenté dans [&igure 8] qui indique parmi les entérobactéries qui héber¢eumn

n’hébergent pas) un IR combien sont résistantelsod tel antibiotique.

. - n=192
Entérobactéries intl- = 139

Lien IR - Résistance aux antibiotiques  jnt/+ =53
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Figure 8 : Lien IR et résistance aux antibiotiques chez feérebactéries.
Cette figure représente parmi les entérobactériehéhergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pourgentientre
elles qui sont résistantes a un antibiotigue dohes. abréviations des antibiotiques sont les méques celles
employées dans la Figure 2. L'astérisque indiqubBemnstatistique significatif.

Les données montrent qu’il existe un lien statisigent significatif entre la
présence d’IR et la résistance a de nhombreux atitjbes. Le lien est particulierement

marqué pour les pénicillines, les aminosides, lésaiones et fluoroquinolones et le

cotrimoxazole.

La [Figure 9] représente le méme lien IR — antibiotiques enrsépg. coli des

entérobactéries nda. coli.
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Figure 9 : Lien IR et résistance aux antibiotiques ckezoli et les entérobactéries nBncoli.
Cette figure représente parmi IEscoli et entérobactéries ndh coli qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le
pourcentage d’entre eux qui sont résistants a tiniatique donné. Les abréviations des antibiotisent les mémes

gue celles employées dans la Figure 2. L'astériggique un lien statistique significatif.

La distinction entre I'espédg. coli et les entérobactéries n&n coli permet de
rendre compte de certaines associations statistiglaedifférence la plus évidente dans
notre étude concerne les résistances aux C3G etamimosides qui ne sont liées

statistiquement qu’aux entérobactéries Boroli (excepté la tobramycine pokr coli).
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Une autre facon de présenter les choses est denilée les valeurs prédictives
positives (VPP) et négatives (VPN) du marqueur BRrpchacun des antibiotiques
testés[Figure 10]. Les VPP et VPN ont également été déterminés [@subactéries

appartenant a I'espeée coli et pour les entérobactéries rencoli[Figure 11].

Entérobactéries
VPN / VPP
100%
80%
60%
40% m VPN
m VPP

20%

0%

Acide Nal

Figure 10 : Valeurs prédictives positives (VPP - rouge) etatiégs (VPN - bleu) du marqueur IR pour
chacun des antibiotiques testés vis-a-vis des@vaétéries.

Les abréviations des antibiotiques sont les mémexsglles employées dans la Figure 2.
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Entérobactéries non E.coli
VPN / VPP
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Figure 11 : Valeurs prédictives positives (VPP - rouge) et tigga (VPN - bleu) du marqueur IR pour
chacun des antibiotiques testés vis-a-vis des test@ppartenant a I'espeEecoliet des entérobactéries

nonE. coli. Les abréviations des antibiotiques sont les mémesglles employées dans la Figure 2.

Les VPN vis-a-vis des C3G étaient > 92 % pour I'entde des entérobactéries,
et égales a 97 % pour I'espégeecoli. Vis-a-vis de la gentamicine, de la tobramycine et
de la nétilmicine, les VPN étaient de 93,5 % ; ptamikacine, la VPN était de 97,1 %.
Vis-a-vis de la ciprofloxacine et du cotrimoxazoles VPN étaient respectivement
égales a 91,4 % et 97,8 %.

Les VPP les plus élevées (93,3 %) concernaientnésrobactéries noB. coli

vis-a-vis de I'acide nalidixique, de la ciprofloxae et du cotrimoxazole.

4.4Lien IR et résistance par phénotype de résistancecquise
Cette représentation s’intéresse aux phénotypessiance acquise notamment
vis-a-vis desp-lactamines (pénicillinases de bas et haut nivesaphalosporinase
déréprimée, BLSE) ainsi que des résistances acquisés ou plusieurs familles
d’antibiotiques. Les 4 familles d’antibiotiques smérées sont leB-lactamines, les

aminosides, les fluoroquinolones et le cotrimoxazgtigure 12]. Pour chaque
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phénotype, le dénominateur est différent car onamsidere que les souches présentant

tel ou tel phénotype.

Entérobactéries
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Figure 12 : Lien IR — résistance par phénotype de résistacqaise chez les entérobactéries.

Le tableau indique le nombre de souches I/R powwhdes phénotypes observés. ATB : antibiotique.

La méme représentation a été réalisée pour legriEgappartenant a I'espéce

E. coliet pour les entérobactéries riencoli[Figure 13].
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Entérobactéries non E. coli
Résistances acquises selon famille d'ATB et phénotype
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Figure 13: Lien IR — résistance par phénotype de résistamcplise chez les bactéries
appartenant a I'espéée coli et les entérobactéries nancoli.

Le tableau indique le nombre de souches I/R powwhdes phénotypes observés. ATB : antibiotique.

Parmi les souches ayant un phénotype BLSE (n=99, #8hébergeaient un IR,
ce chiffre était de 100 % pour les « entérobacéhersE. coli» (n=6), mais les
dénominateurs étaient faibles. Parmi les souchast@gcquis une résistance a 2 familles
d’antibiotiques, 78,6 % possédaient un IR. Ce chiffiesait a 93,1 % pour les souches

ayant acquis une résistance a 3 familles d’antdpies.

A I'image du lien déterminé entre les IR et les laintiques, le lien entre les IR
et les phénotypes de résistance acquis ont étédrdgés. Ce lien est représenté dans la
[Figure 14] qui indique parmi les entérobactéries qui hébdrfmnn’hébergent pas) un
IR combien présentent un phénotype de résistancaisgc@ux B-lactamines, aux
aminosides... @ 1 ou plusieurs familles d’antibiotisu La distinction entre les

principaux phénotypes de résistance aux aminosidggslement été faite.
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Figure 14 : Lien IR et phénotypes de résistance acquis auliaijues chez les entérobactéries.

Cette figure représente parmi les entérobactériedéhergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pourgentiientre
elles qui présentent un phénotype de résistanceisacdg type résistance a@dactamines, BLSE... Pase BN :
pénicillinase de bas niveau ; Pase HN : péniciénde haut niveau ; Case déréprimée : céphalosperigaéprimée.
BLSE : B-lactamase a spectre élargi. L'astérisque indiquken statistique significatif.

Excepté pour les phénotypes pénicillinase haut anivet céphalosporinase
déréprimée, les liens entre IR et les différentphdpes de résistance acquis sont tous
statistiquement significatifs, notamment en ceapricerne la résistance acquise fux
lactamines et aux fluoroquinolones. La résistancguide a 1, 2, 3 ou 4 familles

d’antibiotique est statistiquement lié a la présedian IR.

Le lien entre les IR et les phénotypes de résistangais a aussi été déterminé

pour I'especde. coli et les entérobactéries nencoli[Figure 15].
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Figure 15: Lien IR et phénotypes de résistance acquis aubiatfjues de I'espec&. coli et des
entérobactéries nda. coli

Cette figure représente parmi les souches qui hébefgu n’hébergent pas) un IR, le pourcentage egites qui
présentent un phénotype de résistance acquis dedgjstance auklactamines, BLSE... Les abréviations sont les
mémes qu’'a la figure 14. L’astérisque indique en ktatistique significatif.

La principale information apportée, dans cette &tedt que le lien entre les IR
et la résistance acquise gtpkactamines est d0 chéz coli au phénotype pénicillinase
alors qu’il est di au phénotype BLSE chez les ebgtéries noft. coli. De plus, le
lien avec la multirésistance a plusieurs famill&ntibiotiques semble plus important

pour les entérobactéries nencoli.
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A l'image des résultats présentés par antibiotidqas, VPN et VPP ont été
déterminées vis-a-vis des phénotypes de résistoyss ou du nombre de résistances

acquises a 1 ou plusieurs familles d’antibiotiquresures 16 et 17]
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Figure 16 : Valeurs prédictives positives (rouge) et négatiybkeu) du marqueur IR pour les
entérobactéries selon le phénotype de résistarméisacou le nombre de résistances acquises a 1 ou
plusieurs familles d’antibiotiques.
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Entérobactéries non E. coli
Résistances acquises selon famille d'ATB et phénotype
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Figure 17 : Valeurs prédictives positives (rouge) et négatiaésu) du marqueur IR pour I&s coliet les
entérobactéries nda. coli selon le phénotype de résistance acquise ou |lbdmode résistances acquises
a 1 ou plusieurs familles d’antibiotiques.

Les VPN des IR pour une résistance acquise de ppgpecillinase de haut
niveau, céphalosporinase de haut niveau et BLSEdtagspectivement de 95,7 %,
93,5 % et 99,3 %. La VPN pour une résistance aecaux aminosides était de 94,2 %
(95,8 % pour les entérobactéries néncol). La VPN des IR pour une résistance
acquise a 2 familles d’antibiotiques était de ¥hdet de 98,6 % pour une résistance

acquise a 3 familles (100 % pour les entérobactéaE. col)).

La VPP pour une résistance acquise a 1 famillé @éta98,1 % (100 % pour les

entérobactéries noB. col) et de 83,0 % pour une résistance acquise a dléamiia

plupart des autres VPP était en deca 80 %.
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5. Analyse des résultats

L'objectif principal du protocole « Hemotion » dtale déterminer si les IR
pouvaient constituer un marqueur preédictif (posiifi négatif) d’acquisition de
résistance aux antibiotiques chez les BGN.

Les résultats observés dans cette étude ont mquéde marqueur IR pouvait
surtout constituer un marqueur intéressant en terdee valeur prédictive négative
(VPN), particulierement en ce qui concerne I'espgéceoli. En effet, avec des VPN
supérieures a 90 % pour les principales moléculéisées en thérapeutique (97,0 %
vis-a-vis des C3G, 955 % vis-a-vis de l'amikacir@l,0 % vis-a-vis de la
ciprofloxacine et 95,5 % vis-a-vis du cotrimoxajpol& détection du marqueur IR
pourrait constituer une aide au clinicien dans slooix d’antibiothérapie probabiliste,
qui plus est a I'’heure de I'émergence de souche®t@nnes totorésistantes. La bonne
VPN de ce marqueur pourrait s’avérer intéressamts dan but de préservation de
I'arsenal thérapeutique. En termes de valeur ptiedipositive (VPP), le marqueur s’est
révélé décevant excepté en ce qui concerne latadses acquise a 1 famille
d’antibiotique (98,1 % pour I'ensemble des entéobdrdes).

La bonne détection du marqueur IR directement airpakes flacons
d’hémoculture positifs a BGN (98,5 % de concordaanvec la culture) est un élément
important : il semble nécessaire dans le cadreedpotentielle utilisation du marqueur
IR en clinique de pouvoir le détecter directemeptéir de liquides biologiques avant
I'obtention de la culture bactérienne. Néanmoinsiambreux tests sont a réaliser pour
valider cela, les essais dans Hemotion s’étantooags a des flacons d’hémoculture
positifs contenant de grandes quantités de bastétipour lesquels il n’était donc pas

nécessaire d’avoir une grande sensibilité powgaiét les IR s’ils sont présents.
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Chapitre 3:
Discussion générale
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L’objectif de ce travail de these était d’étudieffet de la pression de sélection
antibiotique sur les intégrons de résistance (IRurRela nous avons abordé différents
aspects (i) étudier les capacités de I'intégraassarer des réarrangements de cassettes
au sein d'un IR chez une bactérie réceptrice soumisene pression de sélection
antibiotique choisie et maitrisée, (ii) détectes IR de facon sensible et spécifique a
partir d’environnements complexes pour lesquelsffiet de la pression de sélection
antibiotique est connu. Pour cela, il a été néaesske développer une technique de
détection rapide, sensible et spécifique des IR, &faluer la valeur prédictive des IR

comme marqueur de résistance acquise aux antibastiq

1) Pression de sélection antibiotique et réarrangemeald cassettes

d’intégrons de résistance

Les principaux travaux concernant les réarrangesngatcassettes au sein d’'un
IR ont été menés il y a une quinzaine d’années paréguipe australienne avec pour
objectif principal non pas de mettre en évidenceefiat de la pression de sélection
antibiotique sur le réarrangement de cassettes phaiét de mettre en évidence les
capacités d’intégration et d’excision de cassqitasl’intégrase [18, 27, 35, 36]. Dans
leurs expériences, l'intégrase était surexpriméer ppouvoir visualiser avec une
fréquence suffisamment importantdes réarrangements de cassettes. Les auteurs
disposaient d’'un IR hébergeant les 3 cassatie€1-orfE-aadAzt avaient montré que
I'intégrase Intlks> H3o SUrEXprimée etrans était capable de réaliser, des excisions de

cassettesa@cC1l-orfg, voire méme a une plus faible fréquence des dafitins de
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cassettesa@dA2- aacCl-orfE-aadA2et ce, sans qu’ils aient exercé de pression de
sélection antibiotique, mais simplement en réatiskes cultures sur la nuit en milieu
liquide [35]. Lorsqu'ils réalisaient la méme ex@érie en sélectionnant la culture issue
du milieu liquide sur un milieu contenant de lap®wmycine (résistance codée par
aadA2, ils avaient constaté des réarrangements supptéimes qui contribuaient tous
a augmenter I'expressionadidA2et donc le niveau de résistance a cet antibiotique
duplications de la casset@adA2 excisions des autres cassettes situés en amont
rapprochant ainaadA2de Pc, déplacement de la cassatdA2en premiere position
avec notamment le réarrangemaaidlA2-aacC1l-orfEobservé une fois. Suite a cette
observation, le modéle de réarrangements de oesseth facon » permettant de
mobiliser la cassettad hocselon la pression de sélection antibiotique exereéété
considéré comme une quasi-régle par la plupartade=urs. Certains pourtant se sont
heurtés a I'impossibilité de mettre en évidenceréarrangement de cassettes sous
pression de sélection antibiotique telle cette ggullemande qui n'a pu constater de
mouvement de la cassettdaoxa> en soumettant des bactéries a une pression de
sélection par de I'ampicilline [226].

Nos travaux avaient pour but de mieux comprendre dapacités de
réarrangement de cassettes par l'intégrase Intkhjldune bactéri€. coli hébergeant
un IR, dans notre étude I'IR synthétigirgll-aac(6’)-1b-dfrAl5-aadAl-catB9était
soumise a une pression de sélection par du chldr@nmpl (résistance codée par
catB9. Les essais ont été menés avec différents varidatPc (et donc différents
variants d’intégrase), avec ou sans surexpressdiintégrase. Le principal résultat de
notre travail est d’avoir montré que dans les diml les plus proches de la réalité,

c’'est-a-dire sans surexpression de l'intégraség-cektait capable de rapprocleatB9
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de Pc, permettant ainsi a la bactérie de croitrepr&sence de concentrations de
chloramphénicol plus importantes que la CMI initimént mesurée. Cette observation,
systématiquement observée quel que soit le valiaic, était toujours due a la délétion
des cassettedfrA1l5 et aadAlconduisant au réarrangemémti1-aac(6’)-Ib-catB9 Le
réarrangement attendu qui aurait vu un « déplacemdecatB9 en premiere position
(intl1-catB9-aac(6’)-Ib-dfrAl5-aadAl n'a pas été observé, y compris lors des
expérimentations menées avec une surexpressidintdgiase. Le fait que la cassette
catB9n’a jamais été retrouvée en premiere position dtas expérimentations menées
en l'absence de surexpression de l'intégrase pibwstaxpliquer par le fait que la
cassett@ac(6’)-lb semble particulierement difficile a exciser dgpsamiére position en
raison d’'une mauvaise affinité d’Intll pour le nid@i-Ng-G de son sitattC [43]. Des
expériencedn vitro permettant d’étudier le pouvoir recombinogene ligcan des sites
attC des 4 cassettes sont en cours. Ainsi, nous paugtudier si certaines cassettes
sont plus facilement « excisables » que d’autres.

Par ailleurs, ce travail a confirmé le fait quetésules intégrases ne présentent
pas la méme efficacité de recombinaison [14] tégnase Intlks, H3g correspondant
aux variants PcW et PcH1, est celle qui, dans udeheode laboratoire, possédait la
plus grande activité de recombinaison [14] ; dapisentravail, elle a été effectivement
la seule capable, lorsqu’elle était surexpriméegéleerer des recombinaisons de toutes
les cassettes de I'IR et notamment d'amenatB9 en premiére position. Les
expériences avec les autres intégrases, méme sunérp n’'ont pas permis d’obtenir
de réarrangements multiples autres que le réamaenge@ac(6’)-Ib-catB9 Ce résultat
est en accord avec les recombinaisons multiplesreéss par les auteurs australiens

[35, 36] qui avaient employé lintégrase Int4l nso (ils n'avaient pas mené d’essais
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avec les 2 autres intégrases Igtblnzo €t Intllpzs H3g. Cette intégrase Intkty pzgest
celle qui correspond aux IR de classe 1 ayant Iganta faibles de Pc (PcW et PcH1).
Or, une étude chez des souchesEdeoli isolées de prélevements en clinique et de
sujets sains a montré que effectivement ces variaitbles étaient majoritaires [259]
alors qu’une autre étuda silico avaient montré que le variant fort PcS était lespl
fréquent [14]. Cependant, le lien entre prédomirades intégrases avec les variants
faibles de Pc et la capacité accrue de réarrangenast a confirmer dans d’autres
situations et avec d'autres especes bactériennes.

Dans notre travail, les résultats de réarrangemmodtiples n'ont été obtenus
que lorsque lintégrase Ini3, n3g était surexprimée etrans; dans les conditions
natives, elle’a pas permis plus de réarrangements, méme lot'sajibition par LexA
était inefficace (site de fixation de LexA muté).d été suggeéré qu'il existait un
équilibre entre expression des cassettes et capieitéarrangements [14] ; en effet, les
intégrons avec les variants de Pc les plus foris sgux dont les intégrases ont la moins
bonne efficacité et de plus il existe une interfiéeetranscriptionnelle entre le variant
fort PcS et le promoteur de l'intégrase empécharpitession de celle-ci [52]. Or dans
notre travail, nous avons obtenu une augmentagola désistance au chloramphénicol
avec toutes les intégrases et de facon surprenadtee lorsqu’elles étaient réprimées
par LexA. Une autre régulation de I'expression 'dedgrase est a envisager. Il a été
montré récemment que l'intégrase serait aussi Bodgépendance de régulations liées
aux protéines du nucléoide avec notamment une sEiprepar la protéine FIS dont
I'expression n’est pas constante selon la phasgalssance [260]. Ainsi, il pourrait y
avoir au cours du cycle de croissance de la bactére levée de la répression par FIS

permettant une faible expression de l'intégrase enémprésence de LexA.
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Enfin, nous avons confirmé le lien entre positiena cassette au sein d'un IR et
niveau d’expression du gene hébergé. Plus la ¢tass¢B9 était proche de Pc, plus le
niveau d’expression du géne était important, cordimt ce qui avait été montré
antérieurement sur l'influence de la position dedasette sur son expression [54]. La
quantification des transcrits a montré qu’il y avame relation entre la position de la
cassette et la quantité de transcrits produits. (@kp#, nous avons obtenu des CMI
identiques (256mg/1) alors que la cassettB9 avait différentes positions au sein du
réseau et que le nombre de transcrits était difféteanalyse des transcrits ne refléte
que la transcription alors que la traduction pewiraaussi des effets sur I'expression de
la résistance. En effet, les régions d'initiatiom ld traduction ne sont pas de méme
efficacité selon les cassettes et des couplagésctiannels ont été décrits, soit a partir
de ORF11 [56], soit a partir de certains s#t#€ contenant des ORFs [55]. Ce couplage
traductionnel a été observé pour des cassetteant’'gpas de région d'initiation de la
traduction, soit environ 20% des cassettes confiidsOr, le geneatB9possede une
région d’initiation de la traduction qui devraité&efficace. Par ailleurs, I'analyse de la
séquence du sit#tC de la cassett@ac(6’)-1b n’a pas permis de mettre en évidence une
ORF qui pourrait jouer un réle de couplage tradunctes.

Ce travail a montré que I'expression d’'un géne £thpacités de réarrangement
des cassettes au sein d'un IR étaient liées : unerm pouvant étre initialement
considérée comme sensible (S) (cas de la bactébierpeant I'lR avec PcCW avec une
CMl initiale a 8 mg/L et donc catégorisée sensiklers le Comité de I’Antibiogramme
de la Société Francaise de Microbiologie, recomratiods 2011) peut voir le niveau
d’expression du gene augmenter et la faire alogoaiser comme résistante (R). Ce

systeme permet donc a la bactérie une épargneétiogrg: en effet, une bactérie peut
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ainsi posséder des génes de résistance qui npa®opu peu exprimés et une intégrasse
peu ou pas exprimée car réprimée par LexA. En poésd'un stress qui peut étre un
stress antibiotique, I'activation de I'intégrasep@uvoir réarranger I'ordre des cassettes
permettant ainsi a la bactérie d’exprimer de fapius importante un gene en le
rapprochant du promoteur Pc.

Au vu de ces résultats, I'intégrase catalyseratrdarrangements de cassettes de
facon aléatoire puis les bactéries ayant les négeraents qui permettent d’assurer sa
survie seraient sélectionnées par I'antibiotiqueselrait intéressant de reproduire ce
travail avec une autre cassette et un autre atitjb® pour voir si les résultats obtenus

ici ne sont pas dus a notre modele.

2) Pression de sélection antibiotique et intégrons msistance dans

des environnements complexes

Les réarrangements de cassettes constatés sosi®pms sélection antibiotique
n'ont, a notre connaissance, jamais été observés des situations « naturelles » de
pression de sélection. Dans un premier temps, uk rfallait développer un outil qui
nous permette de détecter aisément les trois peles classes d'IR non seulement a
partir d’isolats bactériens mais aussi a partick&tillons biologiques plus complexes
dans lesquels une pression de sélection antibstigeut exister (environnement,

animal, homme).
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a. Mise au point d’'une gPCR de détection des 3 princgmtlasses d'IR

Les intégrases Intll, Intl2 et Intl3 présententtids fortes identités en acides
aminés [8]; elles sont également trés importardesterme de nucléotides. Un

alignement des séquences réalisé avec le logici€loflee fttp://www.igs.cnrs-

mrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.dga montré une identité de 74 % entidl etintl2,

de 77 % entrantl2 et intl3 et de 89 % entréntll et intl3. Ces valeurs élevées
expliquent la difficulté d’emploi d’'une PCR consengir détecter les IR ; il existe
des dizaines d’amorces localisées sur toute laes@gudu genmtl pour détecter les IR,
avec parfois des problemes de spécificité [261¢bjectif lors de la mise au point de
notre gPCR était d’obtenir la meilleure spécificitsgible et d’éviter des amplifications
aspécifiques tant entre les différentes intégrgsémvec d’autres séquences. Les essais
menés lors de la mise au point de la qPCR n’'ont paélé de réactions croisées
aspécifiques, aussi bien avec de fortes concemtgagn plasmides témoins qu’avec les
ADN génomiques de souches témoins renfermant les detres intégrases. Disposer
d’'une bonne sensibilité de la réaction était auasparametre souhaité afin de pouvoir
étudier des environnements génétiques plus conmplgxen simple isolat bactérien et
donc détecter des concentrations en IR parfoidefifdans les liquides biologiques
notamment). La technique de qPCR permet de détectapndition multiplex, jusqu’a
107 copies d’'un géne d'intégrase, et ce, quelle gitdasooncentration des autres génes
d’intégrase présents. Elle présente néanmoins cqmimapal écueil de ne pas disposer
de témoin interne d’amplification: elle ne permmas de distinguer la présence
d’inhibiteurs (faux négatif) d'un vrai négatif. Ljaut d’'un autre couple d’amorce et
d’'une autre sonde ciblant par exemple le gene ¢d@eRN ribosomal 16S ou le gene

codant la2-microglobuline est possible mais au risque ddupeer les efficacités
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d’amplification des trois autres réactions. La solula plus simple est soit de realiser
en parallele une autre qPCR ciblant un autre gendesaréme échantillon, soit de
réaliser une contamination volontaire de I'échéontilen rajoutant dans une deuxiéme
réaction une quantité fixe d’'un géne cible (parneple intl3). Outre les risques de
contamination, cette méthodologie implique desslpplémentaires.

La technigue de gPCR a dans un premier temps @&s&eatpour cribler un grand

nombre de souches pour tester sa robustesse.

b. Détection d’IR chez Corynebacterium diphtheriae

Grace a une collaboration avec le CNR des corynéiiestéoxinogenes a
I'Institut Pasteur de Paris, nous avons pu idetiiarmi des dizaines @& diphtheriae
un isolat toxinogene, FRC24, qui hébergeait un IRldsse 1. Le réseau de cassettes,
dfrAl6-qacH était sous contrdle du variant fort PeM.10 suivi de la région 3’
conservée des IR de classe 1 avec notamment lesglnka souche, isolée d’'une plaie
cutanée, présentait un haut niveau de résistand&asaociation triméthoprime-

sulfaméthoxazole ainsi qu’une résistance aux gitpees (ammoniums quaternaires).

Cet IR s’ajoute aux quelques dizaines de descriptibiR retrouvées chez des
bactéries a Gram positif et notamment chez demébictéries. A été mis en évidence
pour la premiere fois dans le gef@erynebacteriumune cassette de typdr conférant
une résistance inhabituelle de cette espece aéthoprime. La résistance globale a
I'association triméthoprime-sulfaméthoxazole estindintérét clinique important en
raison de [l'utilisation importante de cet antibip@e dans les pays en voie de

développement notamment dans le traitement destiafie digestives ; malgré une
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histoire clinigue non connue, étant donné lorigigéographique de lisolat et la
localisation cutanée, il est possible d’émettreygdthese que FRC24 a pu étre
sélectionné par un traitement antibiotique ou aptigue antérieur. Cette hypothése
peut également étre évoquée suite a la mise eer@adout récemment a partir d’'une
lésion cutanée d’'une autre souchealiphtheriae d’origine indienne, multirésistante
aux antibiotiques et notamment au cotrimoxazol@]26a multirésistance chez I'agent
de la diphtérie est un phénomene rare et semblémérgent ; il semble désormais

judicieux de rechercher la présence d’IR chez diestblactéries.

L’environnement génétique de I'IR, a savoir le toson 1$100 a déja été
décrit antérieurement chez d’'autres espéces dae&oagtéries hébergeant des IR [122,
123] mais aussi chellycobacteriun{121] : cet élément génétique pourrait jouer un

réle dans la diffusion des IR au sein des bactéri@sam positif.

c. Détection d’IR a partir d’environnements complexes

i Les effluents

Les effluents hospitaliers contiennent d’'imporégnt concentrations
d’antibiotiques et de leurs métabolites ; ils sdet lieux privilégiés en termes de
pression de sélection antibiotique [209]. Nous avatueilli un échantillon d’effluent
du CHU de Limoges et réalisé une mise en culture @d¢herche d’'un maximum de
BGN porteurs d’'IR. L'un des isolats, LIM73, appadah a I'especeE. cloacae
hébergeait un IR de classe 3 inédit localisé suplasmide mobilisable Inc@ke. Le
réseau de cassettes contenait, comme chez la ptlgsalR de classe 3 décrits dans un

contexte clinique [15, 16, 62], une cassette dstadre au-lactamines lflapxa-10) et
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une cassette de résistance aux aminosaeg@’)-1b). L'IR était proche de celui décrit
chezK. pneumoniad16] etE. coli [62] a la différence prés que la casséfim xa-10
n’était pas tronquée. La localisation de cet IR suplasmide mobilisable Inclke a

large spectre d’héte permet sa diffusion efficacs@in du monde bactérien.

L'origine de la bactérie reste difficile a déterminétant donné l'origine de
I'échantillon ; la découverte d’autres entérobadetiisolées d'urines avec des IR de
classe 3 de contenu identique en cassettes [15%52]6st en faveur d’'une probable
origine humaine de LIM73 mais la découverte d'und®classe 3 dans des effluents
alors méme qu’aucun IR de classe 3 n'a été mis igledee a partir de 500 échantillons
de selles humaines (cf Axe épidémiologique - PaBlieva a l'encontre de cette
hypothése et fait plutdt évoquer une origine hyakigle la bactérie, plusieurs études
retrouvent d’ailleurs des intégrons de classe 3 dies environnements aqueux [64-66].
De plus, I'analyse de I'environnement génétiqueamtn® que cet IR de classe 3 a été
inséré dans le plasmide pUL3AT par un événement trd@sposition ; cette
caractéristique permet d’émettre une hypothesetcudinrigine de cet IR, ainsi qu'a
celle des autres IR isolés en clinique : il est ssqyeable que dans un premier temps, un
intégron de classe 3 chromosomique « s’ integramup événement de transposition
sur un plasmide (IncQ-like dans notre cas) avafit giacquiere secondairement des
cassettes de résistance aux antibiotiques, sirmésgans la méme bactérie d'IR de
classe 1 avec des cassettes de résistance. L'égah@merse a d'ailleurs été décrit
récemment avec la découverte au sein d'un IR deselasde la cassetwfB [75]
initialement décrite au sein du réseau de casgettintégron chromosomique de classe
3 décrit chez I'espédeelftia tsuruhatensi$64] indiqguant que des échanges de cassettes

se produisent entre IR de classe differentes commia @vait été montré
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expérimentalement. Il a effectivement été montngasavant que chaque intégrase Intl
présente une certaine spécificité pour sonaiiebien que l'intégrase Intll se montre
toutefois la plus tolérante et peut catalyser éesmbinaisons aveattl2 ou attl3 [263,

264]. En revanche, toutes les intégrases sont tegdb recombiner tous les sitatC.

Outre le réseau de cassettes inédit, la princigaiactéristique de I'IR de classe
3 identifié chez LIM73 est la présence d’'un codare rAUA en lieu et place du codon
AUG usuel de l'intégrase Intl3. Si ce codon AUAIg&la codon d’initiation, I'intégrase
Intl3 serait probablement produite en petite quéntiun tel codon ayant été décrit
comme fonctionnel mais avec peu d’efficacité [2866]. Cette mutation inédite remet
en cause la position du codon d'initiation de kdtrction de I'intégrase, une valine
pouvant faire office de codon d’initiation une tt@ne de bases en amont ; en outre, elle
serait compatible avec & promoteur évoqué par Collg al [31]. Cependant, le site
de fixation de la protéine LexA chevauche le g@id@ et la mutation G-A entraine une
séquence CTGGATGCATAAACAG (au lieu de CTGGATGCATGAACA®)us
proche du site idéal et consensus de LexA CTGTATAAACAG [47] ; néanmoins,
des essais de retard sur gel ont montré que LeXkataussi bien sur cette boite que
sur celle de la séquence de I'IR de classe 3 In3}1Méme si cela reste a démontrer,
étant donné la localisation « éloignée » de laebb@xA, il semble peu probable que le
2°™ promoteur Pintl3 évoqué précédemment puisse égelde par la réponse SOS.
Des expériences pour déterminer quel est le pramodéntl3, mais aussi pour

identifier le codon d'initiation de la traductioneda protéine Intl3 sont en cours

d’investigation au laboratoire.

Au total, ce travail a souligné l'intérét de reattesr des IR de classe 3 a partir

de bactéries isolées d’environnements hydriques.
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ii. Portage digestif

L'objectif de nos travaux sur le portage digestiflR était double : (i) évaluer le
portage par une approche novatrice basée sur dataét des IR directement a partir
d’un extrait d’ADN d’un échantillon de selles eud’bouillon d’enrichissement, tout en
le comparant aux résultats d’'une approche convemtite de culture des BGN, (ii)
comparer 2 populations de patients dont les pnessie sélection antibiotique étaient
priori différentes, I'une soumise a une pression de séfecobnsidérée comme faible
(250 individus de la population générale = Groupd’'dutre a une pression de sélection
considérée comme forte (250 patients hospitaliséséés de soins intensifs = Groupe

2).

L’approche conventionnelle a mis en évidence, ieddpamment des IR, une
variété d’especes bactériennes beaucoup plus tenge le Groupe 2 méme Ei coli
restait 'espece majoritaire dans les 2 groupeg4(8dversus60,5 % des BGN isolés).
Cette différence n’est pas anodine car plusieuréocespautres gl coli hébergeaient
des IR dans le Groupe 2. Ainsi, alors que dans leu@r 1,E. coli était 'espéce
responsable de 93 % du portage d'IR (seuls 4 patétatent porteurs d’IRia d’autres
BGN), elle n’expliquait que 2/3 du portage en IR denS&roupe 2K. pneumoniaest
P. aeruginosaexpliquant respectivement 15,5 % et 7 % des pestaGes données
soulignent I'importance lors d’'une approche coniemtelle visant a déterminer le
portage digestif en IR de ne pas se cantonnereula sspeck. coli, qui est pourtant, a
de rares exceptions pres [144], la seule especadarée lors des études antérieures de
portage digestif en IR [145-147]. Nous avons déteénie portage digestif en IR en
considérant les 3 principales classes d'IR, ce tpizc’homme n’avait jamais été

évalué, les auteurs ciblant uniquement les IR desela.
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Au total, par cette approche conventionnelle, l&tde portage en IR a été
déterminée a 22,8 % dans le Groupe 1 et a 28,4r% ldaGroupe 2, soit des taux trés
comparables a ceux retrouvés dans la littératurec ades valeurs qui oscillent
généralement entre 15 et 30 % [144-147]. Ces tawit émputables quasi-
exclusivement aux IR de classe 1, les taux de poraglR de classe 2 étant de 2,4 %
dans les 2 groupes (soit seulement 6 patient®®et en IR de classe 3 de 0 %. La
différence de pourcentage entre les 2 groupesinfia significative (p = 0,18) méme

si une « tendance » allait dans le sens d’étudsiames et rejoignait I'idée que la

pression de sélection antibiotique pouvait sélecto les bactéries porteuses d’IR [79].

Les données de prévalence en IR obtenues par lcpprgiobale ont été plus
importantes et significativement différentes (p,83) des données issues de I'approche
conventionnelle. Ces prévalences aux alentours dé 56nt difficiles & comparer avec
d’autres études car aucune menée chez I'homme tililaéuce type d’approche.
Néanmoins, nos résultats rejoignent ceux d’une edttmmparable menée chez des
bovins ou les portages digestifs en IR de clasge?lagaient été déterminés a partir de
bouillons d’enrichissement de selles [163]. Lesarg avaient mis en évidence des taux
de portage plus de 2 fois supérieurs a ceux reéoavpartir des BGN : 86 % d'IR de
classe 1 et 94 % d’IR de classe 2 avec la techrdéereichissemenversusb50 % et
28 % avec la culture conventionnelle. Ces résulkatgerent que d’autres BGN non
isolés sont porteurs d'IR mais aussi trés vraiselniataent d’autres bactéries non
recherchées (BGP, anaérobies, microaérophiles...)tesi\dables non cultivables. Les
phénomeénes de compétition peuvent également expligdait que certains BGMtl+
ne poussent pas sur gélose ; des milieux sélectiftenant des antibiotiques auraient pu

étre utilisés en parallele de la gélose Drigal§iki ée dévoiler leur présence. Dans notre
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étude, les taux d’IR constatés a partir des boulldenrichissement étaient supérieurs
a ceux constatés a partir des extraits d’ADN dieselceci semble logique et s’explique
par le fait que des bactérigstl+ présentes dans les selles en quantités tréedaibl
inférieures au seuil de détection de la gPCR, aieréur quantité augmenter et passer
au-dessus de ce seuil aprés enrichissement ertomoBHI. Pour les quelques cas ou le
phénomene inverse s’est produit, on peut pensapogs enrichissement, en raison des
phénomenes de compétition, une bactérie+r détectée a partir des selles ait vu sa

quantité relative diminuer et passer en deca diideulétection de la technique.

Les données recueillies concernant I'antibiothérapit clairement montré que
les patients des 2 groupes n’étaient pas soumia eméme pression de sélection
antibiotique, 6,8 % des patients du Groupe 1 agdstun traitement antibiotique dans
les 3 mois précédents le prélevemert;isus84,8 % des patients du Groupe 2. Pour
autant, les chiffres de prévalence des IR étaiepbitants dans les 2 groupes, ce qui
tend a montrer que la prise d’antibiotique n’a &ih due peu d’influence sur le portage
des IR. Cette hypothése est méme confortée par tlegizau sein des patients du
Groupe 2 qui n'avaient pas recu d’antibiotiques%68taient porteurs d’'IRersuss2 %
parmi ceux qui avaient recu des antibiotiques. fluence d’autres facteurs tels que
l'age, le sexe, les antécédents d’hospitalisatienmode de vie, les pathologies
chroniques ou l'alimentation nécessiteront d’étpl@rées dans des études futures afin
de mettre en évidence un éventuel facteur qui gxelgu’un sujet soit porteur d’IR et
pas un autre. A noter que les patients du Group@éthient peut-étre pas parfaitement
représentatifs de la population dite « généraleib> s'agissait de personnel de
restauration collective n’ayant pas de contactctlieec des patients mais travaillant

néanmoins dans un environnement hospitalier. Ux dauportage moindre aurait peut-
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étre été observé si ce groupe avait été constawdldntaires sains sans lien direct avec
I'népital. Concernant les patients du Groupe 2¢iisété recrutés a un instant t apres au
moins 48 heures d’hospitalisation en USI mais ual gehantillon de selles a été
recueilli. Il serait intéressant de développer éhale étudiant le portage digestif en IR
tout au long du séjour du patient et d’étudier es facteurs de risque influent sur ce

portage.

3) Pression de sélection antibiotique et intégrons msistance : un

lien pertinent ?

Ayant pu détecter de facon efficace des IR chezdashes bactériennes et dans
des environnements plus complexes, nous avons ¥éwalluer si les IR pouvaient étre
utilisés comme marqueurs de la résistance auxiaiigibes. Pour cela, il fallait étudier

s’il y avait un lien entre résistance acquise autib#otiques et présence d’IR.

Dans I'étude décrite précédemment sur le portagestf des IR dans 2 groupes
de sujet, le lien entre résistance aux antibiosceteprésence d’IR a été évalué pour les
entérobactéries. Bien qu’analysées séparément, dagéds colligées a partir des
entérobactéries isolées des 2 groupes de patientsgsasi-identiques. Le lien IR —
multirésistance, définie dans notre étude comnrédstance acquise a au moins 3 des
antibiotiques testés, était significative avec 20 d& multirésistance parmi les
entérobactériemtl- versusplus de 90 % de multirésistance parmi les entétébas

intl+. Les données ont montré une association fortee dat résistance a certains
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antibiotiques et les IR, notamment en ce qui corcdas aminosides (parmi les
entérobactéries résistantes a la spectinomycing,%%taientntl+ ; ce chiffre était de
82,9 % pour la résistance a la tobramycine, de &2pbur la résistance a la nétilmicine
et de 86,4 % pour la résistance a la gentamiciih&n; était de méme pour la résistance
au triméthoprime (88,5 % de soucliei+) et au cotrimoxazole (87,8 % de souches
intl+). Cette relation parait concordante avec les tasselassiquement retrouvées
chez les IR dfr, aad aac.. et est conforme aux données de la littératPid [ 214].
Bien que non expliqué par des cassettes, la préaleonstatée d'IR parmi les
entérobactéries nol. coli résistantes aux fluoroquinolones étaient de 78,6606 un
plan statistique qui prend en compte I'ensemble sieshes testées, le lien présence
d’'IR — résistance aux antibiotiques était signiffcabur plusieurs antibiotiques : les
pénicillines et inhibiteurs deB-lactamases, les aminosides, le triméthoprime, le
sulfaméthoxazole, le cotrimoxazole, les quinoloeefiuoroquinolones, la tétracycline
et le chloramphénicol (p < 0,05). Ces résultats sonaccord avec ceux retrouves par
Leverstein-van Hall et collaborateurs [211]. Unennige intéressante que notre étude
met en évidence est la différence eifrecoli et les autres entérobactéries : le lien IR —
résistance aux antibiotiques est beaucoup pluefaignificatif pour les entérobactéries
non E. coli; de plus certains antibiotiques tels que les C8ft associés de facon
significative aux IR, alors qu’ils ne le sont pag@aVespécee. coli. Ce résultat doit étre
pris avec beaucoup de prudence et nécessiterae diétifirmé étant donné les tres

faibles effectifs de souches résistantes aux C3G.

Les différences de prévalence constatées entre 2legroupes étaient
significatives pour ce qui concerne les chiffresigsdes selles (43,6 % dans le Groupe 1

versusb3,2 % dans le Groupe 2, p = 0,035). Ces chiffestrairement a ceux issus des
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bouillons d’enrichissement et de la culture consemtelle, sont les plus représentatifs
de la quantité réelle d'IR initialement présentasiée tube digestif des individus. lls
iraient dans le sens d'un effet de la pressionéecton antibiotique sur le portage
digestif des IR, malgré différents biais de I'éty@roupe 1 personnel de I'hdpital et
donc peut-étre plus a risque de portage de bastéésistantes et Groupe 2 non
homogéne). Cependant, la quantification des IR deseld a montré, au sein des sujets
porteurs, que le nombre de copies d'IR de clags& Hramme de selle était équivalent
entre les individus des deux groupes. Ces donnéeerdedtre confirmées et affinées
avec un plus grand nombre de sujets en recueidEntfacon précise la prise

d’antibiotiques.

Par ailleurs, I'étude menée ici était une photolgim@m un instant t; il serait
intéressant de réaliser une cinétique du portagéResur plusieurs mois chez des
individus pour lesquels il est possible de recindiicilement des échantillons de selles
ainsi que les traitements antibiotiques administd@smme par exemple les sujets

hospitalisés en gériatrie.

L'objectif de la seconde étude chez 'homme, prokec« Hemotion », était
d’évaluer la valeur prédictive du marqueur IR papp@t a la résistance aux
antibiotiques de BGN isolées de flacons d’hémoceltkfin de se mettre dans les
conditions les plus réelles, a méme d’évaluer éalistivité du marqueur IR, nous avons
réalisé la détection des IR a la fois & partir de®NBf&is aussi directement a partir des

flacons d’hémoculture positifs & BGN. Les antibioBg testés et retenus pour I'analyse
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ont été ceux utilisés dans la pratique cliniquagpbomycine, spectinomycine,

tétracycline et chloramphénicol par exemple one&tdus.

Les BGN isolés lors de cette étude étaient, captrant a I'étude précédente de
portage, des germes isolés en situation pathogi&seentérobactéries représentaient la
tres marge majorité des BGN (81,7 %),coli était toujours I'espece majoritaire au sein
de la famille (54,7 % des entérobactéries, 44,7e%RIGN totaux). Les entérobactéries
isolées étaient globalement plus résistantes atizi@igues que celles isolées lors de
'étude sur le portage digestif. Ces données dérpbgyaes sont le reflet de
I'épidémiologie microbienne moyenne retrouvée au CeJLimoges ; elles ne sont
donc pas directement transposables aux autres esertipspitaliers, méme si
globalement les résistances sont proches. Le rapgper 'TONERBA en 2008

(http://www.onerba.org/IMG/pdf/onerba rapport2008 .pff) donne ainsi des niveaux

de résistance proches (réseau AZAY-résistance 20 par exemple pour I&s coli
isolés d’hémoculture, une résistance a I'amoxiallide 62,2 % (62,9 % dans notre
étude), aux C3G de 4,9 % (3,8 %), a la gentamiciee6d % (10,5 %), a la

ciprofloxacine de 14,4 % (20,0 %) et au cotrimoxezte 39,8 % (31,4 %).

La prévalence des IR au sein des entérobactérigsngpmrtante, 27,6 % dont
plus d’un tiers dE. coli porteur (36,2 %), soit des valeurs supérieureseduses les
plus anciennes [139, 140] mais plus proches dedestles plus récentes, 40 % par
exemple dans cette étude espagnole s’intéressankE.agoli isolés d’hémocultures
[141]. Ces comparaisons sont néanmoins tres ddficd faire et a considérer avec
prudence étant donné les niveaux de résistancaupfates bactéries isolées qui ne sont

pas les mémes, ce d’autant que les antibiotiqéstee sont pas non plus les mémes ;
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en outre, elles dépendent de l'origine des patiemtBis dans les études (type de

pathologie, service d’hospitalisation...).

Concernant le lien entre les IR et la résigtamgx antibiotiques, alors qu'il
s’agit d'une étude différente de celle concernarmidrtage digestif, nous retrouvons des
résultats tres comparables. Tout d’abord, le IRR-Imultirésistance est a nouveau tres
significatif alors méme que les critéres de débinitde la multirésistance dans cette
étude (résistance acquise a au moins 3 des aitjillst testés) étaient plus stringents
étant donné le nombre moindre d'antibiotiques teg®eulement 16): parmi les
entérobactériemtl-, 26,6 % étaient multirésistantesrsus86,8 % parmi leintl+ (p <
0,05) ; la différence était encore plus importapbeir les entérobactéries nén coli
(20,8 %versus86,7 %). De facon la aussi tres comparable auXtaés de I'étude sur le
portage digestif, parmi les souches résistantes amtibiotiques, les soucheatl+
étaient majoritaires pour ce qui concerne la réstg aux aminosides (environ 70 %
selon les molécules), a la ciprofloxacine (70,7 &oau cotrimoxazole (93 ,6 %) avec
des pourcentages encore plus importants pour tésobactéries noR. coli. Sur le plan
statistiqgue qui prend en compte I'ensemble deslsmitestées, le lien présence d'IR —
résistance aux antibiotiques était significatif pdes mémes antibiotiques que ceux
retrouvés dans I'étude sur le portage digesti§vas les pénicillines et inhibiteurs @le
lactamases, les aminosides, les quinolones etfiwdmolones et le cotrimoxazole (p <
0,05). La distinction entre I'espé&e coli et les autres entérobactéries a conduit aux
mémes conclusions, a savoir que la résistance a@ rC&ait liée aux IR de facon
significative que pour les entérobactéries Bortoli, tout comme la résistance acquise
aux aminosides qui n’était significative chBz coli que pour la tobramycine alors

gu’elle I'était pour 'ensemble des aminosides chlex autres entérobactéries. De la
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méme facon que dans I'étude sur le portage, cesédsnsont a prendre avec prudence
en raison des effectifs et devront étre confirnpigasd’autres études. Dans cette étude,
'analyse a été poussée plus loin en tenant codgrephénotypes de résistance acquis.
Nous avons pu mettre en évidence que la signi¥itatdu lien entre IR et résistance
aux pB-lactamines n’était en fait pas lié¢ au méme phémtghezE. coli et chez les
autres entérobactéries ; pdtwrcoli le lien était significatif seulement par le phmpe

« pénicillinase bas niveau » alors que pour leseaugntérobactéries, le lien était di
uniguement au phénotype BLSE. Le fait que certaiésistances acquises, comme par
exemple la résistance aux fluoroquinolones, sa@snbciées de facon significative aux
IR ne peut pas étre expliqué par le seul réseaaskettes des IR. Au-dela du pool de
cassettes qu'ils peuvent héberger, les IR doiveatagnsidérés, de fagon plus générale,
comme des marqueurs d’acquisition de matériel gppreétll faut garder a I'esprit que
les IR sont portés par des plasmides ou transpaggingndépendamment du systeme
IR qu’ils portent, peuvent eux aussi héberger dé&mutgénes de résistance aux
antibiotiques. L'argument en faveur de cette egpian est la prédominance au sein des
IR des cassettaffr etaadqui conferent respectivement une résistance aétinioprime

et a la streptomycine/spectinomycine alors mémelegisouches sont multirésistantes
vis-a-vis d’autres antibiotiques tels que d’autaesinosides ou dei-lactamines [139,

142].

Concernant la valeur prédictive du marqueur IR, reMes pu montrer grace a
cette étude que les VPP ne constituaient pas uhtmg intéressant, la plupart des
pourcentages étant cantonnés a des valeurs inEsial0 %. Seules les VPP mesurées
chez les entérobactéries nencoli vis-a-vis des quinolones, des fluoroquinoloneduet

cotrimoxazole étaient importantes (93,3 % chacuAa&ontrarig le calcul des VPN a
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montré des résultats particulierement intéressdanrts un objectif futur d’utilisation du
marquer IR. En effet, les VPN calculées chez lesrebactéries vis-a-vis des
aminosides, des fluoroquinolones et du cotrimoy@agthient toutes supérieures a 90 %,
voire méme 95 % pour certaines molécules. En optar I'especekE. coli, les VPN
vis-a-vis des C3G étaient de 97 %. Les C3G étaliséds en premiére intention dans le
traitement des bactériémies a BGN, cette forte V&Bsé augurer d’'un potentiel du
marqueur IR lorsque celui-ci est détecté négatds [Btudes complémentaires sur un
plus grand nombre de souches seront bien enterwdisseires, mais la détection des IR
pourrait s’avérer étre particulierement intéressantheure ou les autorités demandent
un bon usage des antibiotiques en raison d’'un arseérapeutique qui ne progresse pas
alors méme que nous sommes confrontés a I'émerggranedissante de souches

multirésistantes [267].

Dans ce contexte, le caractére prédictif du manglRu’'a d’ailleurs d’intérét
que si celui-ci est utilisé directement a partiliqaides biologiques, avant méme que la
culture bactérienne n’ait été obtenue. L’emploildegPCR directement a partir des
flacons d’hémoculture était une premiére étape dfn savoir si cette technique
développée était suffisamment sensible. Sans eéalisxtraction de I'échantillon, avec
une simple dilution au 1/168° du mélange sang / bactéries, nous avons obtenu un
résultat trés encourageant avec une concordancelalaeétection des IR de 98,5 % par
rapport a la culture des BGN, soit seulement 3 t@sutliscordants sur 205. A noter que
I'un des résultats obtenus a partir des flaconstréa fait pas une discordance puisqu'’il
a permis de détecter un IR alors méme gu’aucun IRait’@té trouvé a partir des 4
BGN isolées du flacon ; la mise en cult@agosterioridu flacon a permis d’identifier

un BGNintl+ non détecté initialement.
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La détection des IR avait déja été mise a profitghasieurs équipes comme un
outil épidémiologique employé, en association aVaatres techniques de génotypage,
pour «typer», notammentia le réseau de cassettes, des clones épidémiques
d’Acinetobacter de Pseudomonasu d’entérobactéries porteuses d’IR ou encore pour
identifier une origine commune de contamination 5[1@268, 269]. Le protocole
Hemotion constitue une premiére étape, une preeveahcept, de Il'utilisation du
marqueur IR comme un outil diagnostique de détectidtoce des résistances ; |l
présente aussi comme intérét d’étre un test urptigesimple a mettre en ceuvre qu’une
multitude de PCR ciblant les centaines de genesdigtagce aux antibiotiques décrits
chez les BGN, PCRs qu'il serait quasi-impossible digpgr en routine, qui plus est a
partir de liquides biologiques. Afin de franchireuBtape supplémentaire qui pourrait
conduire a une aide a la prise en charge thérapeuties patients et a un usage
rationnel des antibiotiques, un projet de rechexdmque nommé IRIS (Intérét de la
Recherche des Intégrons dans le Sepsis) va déblteera plus proche de la « vraie
vie » et visera a évaluer la valeur prédictive darquer IR directement a partir de
liquides biologiques recueillis chez des patientsSepsis sévére ou choc septique a
point de départ urinaire ou digestif (en raisonlaldéorte prévalence des IR dans ces
pathologies). Ce projet IRIS vient d'étre accepté '@pel d'offre recherche

translationnelle Inserm-DGOS 2012.
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Conclusion

Malgré une découverte datant de plus de 20 ansintégrons de résistance
constituent un support génétique de résistanceaatikiotiques qui recéle encore de
nombreux secrets. Sa plateforme fonctionnelle auneeen seulement quelques
centaines de nucléotides des systemes complexeégdéation et d’expression des
genes de cassettes et du géne de lintégraseasgurent un équilibre fin entre force
d’expression des génes de cassettes et capacitesambinaison de l'intégrase. La
pression de sélection antibiotique agit sur ceilidge ; les effets de celle-ci, constatés
dans ce travail de these, ont montré une autrdtéade systeme, cette fois dans son
adaptabilité a I'environnement extérieur. Il n’aste pas moins que ces essais ont été
menés dans des conditions planctoniques de lalreragd qu’ils ne reflétent pas
forcément ce qu’il peut se passer dans la «vrage» vy ils nécessiteront d’'étre
transposés a d’'autres modeles plus proches daliggy&comme par exemple au sein

d’un biofilm ou dans un modéle murin.

Le role et la présence des IR dans I'environnememgéméral et dans le portage
digestif en particulier restent des parametres rencoal explorés. Le lien entre la
pression de sélection antibiotique et le portaggestif de bactéries multirésistantes
(BMR) a déja été démontré par plusieurs études ceanuaujourd’hui a un dépistage
quasi-systématique des BMR chez les patients haspsgatans les USI [270, 271].
Etant donné le lien fort démontré entre les IR enldtirésistance aux antibiotiques, il
semble judicieux de poursuivre les études menéeke qortage digestif des IR en les

élargissant a d’autres populations tout en lesragnéant d’'un aspect dynamique.
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