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Résumé 
 

Les intégrons sont des éléments génétiques bactériens de capture et d’expression 

de gènes sous forme de cassettes. Ils sont très répandus, majoritairement au sein des 

bactéries à Gram négatif (BGN). Les intégrons de résistance (IR) jouent un rôle majeur 

en bactériologie médicale en raison de leur capacité de recrutement et d’expression de 

gènes de résistance aux antibiotiques. L’objectif de ce travail de thèse était d’analyser 

les effets de la pression de sélection antibiotique sur les IR, d’un point de vue 

mécanistique sur les réarrangements de cassettes et d’un point de vue plus appliqué sur 

le portage digestif d’IR. Une première partie du travail à consister à réaliser des 

expériences de pression de sélection maîtrisée sur une souche d’Escherichia coli portant 

un IR synthétique avec 4 cassettes de résistance ; une seconde partie s’est attachée, 

grâce à la mise au point d’une technique de qPCR, à détecter les IR dans des 

environnements complexes soumis à des pressions de sélection antibiotique (tube 

digestif de patients hospitalisés, bactéries isolées d’effluent hospitalier ou de 

prélèvements cliniques) en se focalisant sur le lien entre IR et résistance aux 

antibiotiques afin d’évaluer la valeur prédictive des IR en tant que biomarqueurs. Pour 

la partie fondamentale, nos travaux ont montré, dans notre modèle, que l’intégrase était 

capable, sans être surexprimée, d’assurer des réarrangements de cassettes au sein d’un 

IR de façon à conférer à la bactérie une plus grande résistance à l’antibiotique qui 

exerçait la pression. Nos travaux appliqués ont permis de décrire de nouveaux IR au 

sein de bactéries et ont montré un effet de la pression de sélection antibiotique sur le 

portage digestif en IR. Le lien IR - résistance aux antibiotiques a été confirmé. Les IR 

semblent être un marqueur prometteur de la résistance aux antibiotiques chez les BGN, 

notamment en termes de valeur prédictive négative. 
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Abstract 
 

Integrons are bacterial genetic elements able to capture and express genes 

embedded within cassettes. Integrons are widely distributed notably among Gram-

negative bacteria (GNB). Resistant integrons (RI) are involved in medical bacteriology 

due to their ability in recruiting and expressing genes encoding resistance to 

antibiotics. Aim of this work was to better understand the effect of antibiotic selective 

pressure on RI working both on a mechanistic level concerning gene cassette 

rearrangements and on an epidemiological level concerning the link between antibiotic 

selective pressure and digestive carriage of RI. First part of the work concerned 

experimental assays of antibiotic selective pressure on an Escherichia coli strain 

harboring a RI with 4 gene cassettes; second part first consisted in the development of a 

qPCR method to detect RI, and secondly detected RI in complex environments submitted 

to antibiotic selective pressures (stools of inpatients, bacteria isolated from hospital 

effluent or from clinical origin) with focus on the link between RI and antibiotic 

resistance so as to evaluate the predictive value of RI as biomarkers. Concerning 

fundamental work, we demonstrated, in our model, that integrase was able, without 

overexpression, to catalyze gene cassettes rearrangements so as to confer to the host 

bacteria a higher resistance against the antibiotic selective pressure. Epidemiological 

work leads to describe new RI among bacteria and showed an effect of antibiotic 

selective pressure on RI carriage. The link between RI and resistance to antibiotics was 

confirmed. RI could constitute a hopeful marker of antibiotic resistance in GNB, 

particularly if considering its negative predictive value. 
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Glossaire 
 

5’ CS      région 5’ conservée 

A      adénine 

ADN      acide désoxyribonucléique 

BGN      bactérie à Gram négatif 

BGP      bactérie à Gram positif 

BLSE      β-lactamase à spectre élargi 

C3G      céphalosporine de 3ème génération 

CMI      concentration minimale inhibitrice 

G      guanine 

IR      intégron de résistance 

kb      kilobase 

M     molaire (mole par litre) 

mg/L     milligrammes par litre 

mL      millilitre  

mM      millimolaire 

ng      nanogramme 

pb      paire de bases 

PCR      polymerase chain reaction 

Pc      promoteur des cassettes 

Pint      promoteur de l’intégrase 

PM      poids moléculaire 

qPCR      PCR en temps réel (quantitative PCR) 

STEP      station d’épuration 

T      thymine 

µg     microgramme 

µL       microlitre  

µM       micromolaire 

R      purine 

Y      pyrimidine  
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Préambule 
 

Depuis leur commercialisation, les antibiotiques auront été des médicaments 

miraculeux. Des maladies qui décimaient des populations entières, telles que la 

tuberculose ou  la peste,  ont pu être traitées et voir leur prévalence s’effondrer grâce 

aux antibiotiques dont le succès est lié non seulement à leur efficacité mais aussi à leur 

sureté d’emploi. Cette euphorie, longtemps entretenue par la découverte de nouvelles 

familles et molécules, a connu un coup d’arrêt vers la fin des années 90. L’absence de 

découverte de nouvelles classes thérapeutiques d’antibiotiques, conjuguée à un usage 

abusif notamment chez les enfants, a abouti à une augmentation globale des niveaux de 

résistances des bactéries aux antibiotiques et à des multirésistances. Ce phénomène est 

d’autant plus inquiétant aujourd’hui que des mécanismes émergents apparaissent, aussi 

bien en ville qu’à l’hôpital, confrontant parfois les cliniciens à des quasi-impasses 

thérapeutiques. Pouvoir endiguer ou du moins maîtriser la problématique de la 

multirésistance nécessite différentes approches : un meilleur usage des antibiotiques, un 

meilleur respect des mesures d’hygiène afin de limiter la diffusion de ces bactéries, et 

enfin une meilleure compréhension des mécanismes d’acquisition des résistances aux 

antibiotiques afin de pouvoir identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.  

Les intégrons de résistance (IR) sont des supports génétique capables de conférer 

à une bactérie plusieurs résistances à plusieurs antibiotiques. Ils se démarquent des 

autres supports par un caractère dynamique où se mêlent des phénomènes complexes de 

régulation et d’expression des gènes de résistance. L’objectif de ces travaux était de 

mieux comprendre le fonctionnement et la place des IR dans des environnements 

soumis à une pression de sélection antibiotique. 
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Chapitre 1 :  

Revue bibliographique sur les 
intégrons de résistance aux 
antibiotiques 
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Introduction 

Les intégrons sont des éléments génétiques bactériens capables de promouvoir 

l’acquisition et l’expression de gènes [1]. La définition d’un intégron se limite à la 

présence d’une plateforme fonctionnelle, appelée aussi région 5’CS (5’ « conserved 

segment ») dans certaines publications,  composée de 3 éléments clés : un gène intI qui 

code une intégrase IntI, un site spécifique de recombinaison attI, et un promoteur Pc [2, 

3]. Les gènes, dont l’expression est assurée par Pc sont localisés dans des cassettes 

intégrées en aval de la plateforme fonctionnelle [Figure 1]. Les cassettes sont des 

éléments génétiques mobiles capables d'être intégrés ou excisés par un mécanisme de 

recombinaison catalysé par l’intégrase IntI.  

Au sein des intégrons, sont définis deux grands groupes, les super-intégrons (SI) 

et les intégrons de résistance aux antibiotiques (IR). Les SI contiennent jusqu’à 200 

cassettes et sont localisés sur le chromosome de centaines d’espèces bactériennes (17 % 

des génomes bactériens séquencés) [4] isolées le plus souvent des écosystèmes marins 

ou telluriques (Vibrio sp, Xanthomonas sp…). La plupart des gènes hébergés dans ces 

cassettes codent des protéines de fonctions inconnues.  

Les IR contiennent un nombre plus restreint de cassettes dans un même IR (à ce 

jour, au maximum 8 ([5], AF047479) à 9 (DQ112222)) dont les gènes codent le plus 

souvent des résistances aux antibiotiques. Les IR ne codent pas de fonction de 

transposition mais, localisés sur des éléments génétiques mobiles tels que les plasmides 

ou les transposons, ils peuvent être transférés entre bactéries et contribuent ainsi à la 

dissémination des gènes de résistance aux antibiotiques.  

Dans le cadre de cette thèse, la revue bibliographique ne s’intéresse qu’aux IR. 

Une partie de ce travail a été publiée dans le Journal des Anti-infectieux (voir annexe). 
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I.  Structure et mécanistique des intégrons 

A. Structure des intégrons 

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

localisées en aval de cette plateforme constituent la région dite variable [Figure 1].  

 

 

 
 

Figure 1: Structure usuelle d’un intégron. 

Un intégron est composé d’une plateforme fonctionnelle avec 3 éléments clés : un gène intI qui code une 
intégrase, un site spécifique de recombinaison attI et un promoteur Pc. Une région dite variable, localisée 
en aval de la plateforme fonctionnelle, renferme un réseau de cassettes. Pc: promoteur des cassettes ; C1, 
C2 : cassettes ; attI, attC1, attC2 : sites spécifiques de recombinaison ; intI: gène de l’intégrase.  
 

 

1. La plateforme fonctionnelle 

a. L’intégrase IntI 

L’intégrase IntI appartient à la famille des recombinases à tyrosine spécifiques 

de site [6]. Cette grande famille rassemble des protéines d’origine procaryote et 

eucaryote (levures) impliquées dans des processus communs de recombinaisons entre 

deux molécules d’ADN. L’intégrase du phage λ est la protéine référence de cette 

famille. L’alignement du site catalytique des différentes protéines a montré qu’elles 

possédaient toutes des motifs communs, et notamment une tétrade hautement conservée 
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R-H-R-Y (arginine, histidine, arginine, tyrosine) qui assure l’interaction avec la 

molécule d’ADN. La tyrosine fait partie du site catalytique de la protéine, elle est 

indispensable à la coupure de l’ADN. 

 

Cinq classes d’IR ont été définies en fonction de la séquence en acides aminés 

de leurs intégrases IntI [4] : 

- les IR de classe 1 sont caractérisés par l’intégrase IntI1 qui comporte 337 acides 

aminés. 

- les IR de classe 2 sont caractérisés par l’intégrase IntI2 qui comporte 325 acides 

aminés. Elle présente la particularité d’être interrompue par un codon stop (TAA) en 

position 179, ce qui la rend non fonctionnelle [7]. 

- les IR de classe 3 sont caractérisés par l’intégrase IntI3  qui comporte 346 acides 

aminés.  

- les intégrons de classe 4 et 5 ont été identifiés via leur implication dans la résistance 

au triméthoprime. Ils ont été décrits chez des espèces du genre Vibrio, associés à des 

transposons conjugatifs. Leur implication en microbiologie clinique est considérée à 

ce jour comme nulle. 

 

 

Il existe une très forte identité entre les séquences protéiques de ces 5 intégrases, 

notamment entre les intégrases 1, 2 et 3 [Figure 2]. Par exemple, IntI2 présente 46 % 

d’identité avec IntI1 ; IntI3 partage près de 60 % d’identité avec IntI1 [Tableau 1].  

 

 

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

en acides aminés des intégrases des classes 1, 2 et 3. D'après [8]. 

Intégrase IntI1 IntI2 IntI3
IntI1 100 46,5 59,6
IntI2 63 100 46,3
IntI3 72,8 59,7 100
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Figure 2 : Alignement des protéines IntI1, IntI2 et IntI3.  

Les 2 motifs les plus conservés au sein de ces 3 intégrases sont les domaines 1 et 2 qui hébergent la 
tétrade R-H-R-Y (arginine, histidine, arginine, tyrosine). La tyrosine est surlignée en rouge, les acides 
aminés RHR en jaune. L’alignement des séquences a été réalisé avec le logiciel ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html, juin 2007). Les étoiles indiquent les acides aminés 
communs entre les 3 intégrases. 

 

Les IR de classe 1, 2 et 3 (IntI1, IntI2, IntI3) sont les plus étudiés et les plus 

prévalents, ceux de classe 4 et 5 n’ont été décrits qu’une seule fois.  

 

b. Le site spécifique de recombinaison attI 

Il existe autant de sites attI que de gènes intI : le site attI1 est toujours associé au 

gène intI1, le site attI2 au gène intI2 et le site attI3 au gène intI3. Les différents sites attI 

des différents IR n’ont pas de réelle identité [9], excepté le triplet 5’ GTT 3’. 

Contrairement aux gènes intI, l’alignement des sites attI [9] ne montre pas de réelle 

identité structurale, excepté une séquence de 7 paires de bases GTTRRRY (R : purine, 

Y : pyrimidine) appelé core site  [Figure 3]. 
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Figure 3 : Alignement des séquences nucléotidiques des sites attI1, attI2 et attI3.  

Une région de 64 paires de bases, suffisante pour l’activité de recombinaison du site attI1, est alignée 
avec les séquences des sites attI2 et attI3. La flèche verticale indique la zone de jonction entre la région 
5’CS et la première cassette. D'après [9]. 
 
 

Les sites  attI comportent au moins 2 sites d’attachement de l’intégrase, nommés 

L et R. Concernant le site attI1, deux sites possédant le motif consensus GTTR assurent 

la liaison avec IntI1 : un site de forte liaison, critique pour l’activité de recombinaison et 

un site de faible liaison qui en améliore l’efficacité [10],[Figure 4].  

 

 

Figure 4 : Organisation du site attI1. Exemple de la jonction attI1/qacE. 

La ligne noire définit le site attI1. Les rectangles blancs correspondent aux quelques bases 
supplémentaires impliquées dans la reconnaissance d’IntI1. Sont représentés les sites de liaison d’IntI1 à 
attI1 (weak binding site, strong binding site), ainsi que le site unique (simple site, motif formé de 2 
séquences inversées répétées séparées par un espace de 6 nucléotides) impliqué dans les recombinaisons 
attI x attI. Les lettres en gras sont reliées à une séquence consensus de 7 paires de bases GTTRRRY 
appelé core site (surligné en jaune) ; DR1 et DR2 sont des séquences directes répétées (direct repeats). La 
flèche verticale bleue indique la zone de jonction entre la région 5’CS et la cassette qacE. D'après [10]. 

 

Il existe une forte spécificité des intégrases pour leur site attI mais des 

recombinaisons peuvent intervenir de façon moins efficace avec les sites attI d’autres 

IR. Par exemple, IntI1 reconnaît aussi les sites attI2 et attI3 [11].   
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c. Le promoteur des cassettes Pc 

Pc est le promoteur qui assure l’expression des gènes de cassettes, celles-ci ne 

possédant pas de promoteur propre à de rares exceptions près (cassettes cml et qac 

[12]). La région promotrice des IR de classe 1 a été la plus étudiée [13, 14]. Pc est situé 

dans la séquence codante d’IntI1, plus de 200 bases en amont de la première cassette. 

Chez 10 % des IR de classe 1, il existe un deuxième promoteur des cassettes P2 localisé 

dans le site attI1, environ 90 bases en aval de Pc. Le promoteur P2 est dû à une insertion 

de 3 G entre 2 boîtes -10 et -35 potentielles, permettant un espacement suffisant pour un 

promoteur efficace. Il existe différents variants de Pc  dont les différentes forces 

induisent des niveaux d’expression et donc de résistance aux antibiotiques différents 

(voir «  régulation de l’expression des gènes de cassettes »). 

Chez les IR de classe 3, Pc est aussi localisé dans la séquence codante d’IntI3. Il 

existe au moins 2 variants, TAGACA-N17-TAGGCT [15] vs TAGACA-N17-TAGGAT 

[16] dont les forces relatives n’ont pas été évaluées. 

Chez les IR de classe 2, la localisation de Pc diffère. En effet, il n’est pas 

localisé dans la séquence codante d’IntI2, mais au contraire dans le site attI2 ; sa 

séquence a été récemment déterminée :  TTTAAT-N16-TAAAAT [17]. 

 

2. La région variable : les cassettes 

Les cassettes constituent la partie variable des intégrons, en aval de la plateforme 

fonctionnelle [Figure 1]. D’une taille moyenne de l’ordre de 1000 pb, une cassette est 

définie par l’association d’un cadre ouvert de lecture (orf) et d’un site spécifique de 

recombinaison attC reconnu par l’intégrase IntI. Les cassettes constituent des unités 

fonctionnelles indépendantes, non réplicatives, mobilisables de manière 
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individuelle [18] : elles existent sous forme linéaire au sein d’un intégron ou sous forme 

circulaire à l’état libre. Les IR hébergent en moyenne 2 à 3 cassettes [19]. Jusqu’à 9 ont 

été décrites au sein d’un même IR (DQ112222) , mais ce chiffre est parfois nul [20]. 

 

a. Les gènes de cassettes 

La plupart des gènes de cassettes des IR codent une résistance aux 

antibiotiques ou aux antiseptiques ; d’autres orf codent des protéines de fonction 

inconnue. Une revue de 2009 recense au sein des IR plus de 130 cassettes différentes 

codant des résistances à des antibiotiques et plus de 60 cassettes gcu (gene cassette of 

unknown function) codant des protéines de fonction inconnue [19].  

Quasiment tous les antibiotiques sont concernés : 

- de nombreuses cassettes sont impliquées dans la résistance aux ββββ-lactamines ; les 

gènes codent des β-lactamases de spectre plus ou moins large : pénicillinases (blaP), 

oxacillinases (blaoxa), β-lactamases à spectre élargi ou BLSE (ges, veb…), voire 

carbapénémases (imp, vim…). 

- les cassettes dfr (dfrA et dfrB) confèrent une résistance au triméthoprime  

- la résistance aux aminosides est très fréquente ; les enzymes codées sont 

essentiellement des acétyltransférases (aacA, aacC, aac(6’)-Ib) et des 

nucléotidytransférases (aadA, aadB). Les cassettes sat codent des résistances à la 

streptothricine.  

- la résistance au chloramphénicol est conférée par un mécanisme enzymatique via 

une acétyltranférase (catB) ou par un mécanisme d’efflux (cmlA, cmlB). 

- la résistance à la fosfomycine est médiée par les gènes des cassettes fos. 
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- la résistance aux macrolides est médiée par les cassettes ere qui confèrent une 

résistance à l’érythromycine ; celle aux lincosamides est due aux cassettes lin.  

- la résistance à la rifampicine  est conférée par les cassettes arr.  

- la résistance aux quinolones est due aux cassettes qnrVC et acc(6’)-Ib-cr. 

- les cassettes qac confèrent une résistance aux ammoniums quaternaires.  

 

La nomenclature des cassettes reste complexe, une même cassette pouvant être 

désignée par 2, voire 3 appellations (aacA4 = aac(6’)-Ib ; dfrA12 = dhfrXII = dfr12 ; 

oxa10 = PSE-2 ; …). De plus, des cassettes différentes peuvent avoir le même nom. Des 

banques de données recensent et annotent les différents variants de cassettes [21, 22]. 

La plupart des cassettes ont été décrites chez des IR de classe 1. Les IR de classe 

2 hébergent souvent les trois mêmes cassettes : dfrA1, sat et aadA1 [2] du fait de la non 

fonctionnalité de l’intégrase IntI2 qui rend impossible le mouvement de ces cassettes et 

l’acquisition de nouvelles. Quelques IR de classe 2 avec d’autres réseaux de cassettes 

ont été néanmoins décrits [23-25]. Les rares descriptions des IR de classe 3 ont montré 

que ceux-ci hébergent souvent des cassettes de résistance aux β-lactamines ou de 

résistance aux aminosides [16, 26]. Certaines cassettes sont retrouvées dans plusieurs 

classes d’IR : par exemple, aadA1 a été décrit chez les IR de classe 1 et 2, aac(6’)-Ib 

chez les IR de classes 1 et 3. A noter que les cassettes dfr et aad sont les plus répandues. 

 

b. Le site de recombinaison attC 

Le site attC entre dans la définition même d’une cassette [27]. Il s’agit d’un site 

spécifique de recombinaison reconnu par l’intégrase IntI.  
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A chaque gène de cassette donné est associé un site attC qui lui est propre. Les 

sites attC ont une structure complexe : ils diffèrent en séquence et en longueur (57 à 141 

pb) en fonction du gène auquel ils sont associés, mais ils possèdent une organisation 

palindromique comparable [Figure 5] : à leurs extrémités 5’ et 3’ se trouvent deux 

séquences inversées répétées de 7 paires de bases [28] désignées respectivement 2L-2R 

et 1L-1R qui encadrent une région centrale de séquence et de longueur variable (20 à 

104 pb) [4, 19]. Les séquences 2L et 2R sont des palindromes imparfaits, 2L possédant 

1 base supplémentaire (soit 8 pb). Les séquences palindromiques 1R et 1L possèdent 

systématiquement les 2 triplets GTT et AAC, elles sont aussi appelées site core 

(généralement GTTRRRY) et site core inverse (RYYYAAC) [28].  

 

 

Figure 5 : Organisation du site attC. Exemple de la jonction aadB/qacE. 

Le rectangle noir définit le site attC. Les rectangles blancs correspondent aux quelques bases 
supplémentaires impliquées dans la reconnaissance d’IntI. Le core site est surligné en jaune, l’inverse 
core site en vert. Les séquences de liaison à IntI, reliées au core site, sont en gras (1L, 1R, 2L, 2R) ; leur 
orientation est indiquée par des flèches. L’astérisque indique une base supplémentaire en 2L par rapport à 
2R. La flèche verticale bleue indique la zone de jonction entre les cassettes aadB et qacE. Elle correspond 
à la numérotation 0 de la séquence. LH : left-hand, RH : right-hand. D'après [10]. 

 

A chaque extrémité des sites attC, se trouvent deux domaines (LH et RH) de 25 

paires de bases environ dénommées simple site [Figure 5]. Ils présentent des séquences 

inversées répétées imparfaites l’une de l’autre ; ce sont les sites de reconnaissance et de 

liaison de l’intégrase IntI. Cette organisation palindromique permet de générer une 
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structure secondaire tige-boucle essentielle pour la reconnaissance par l’intégrase, qui 

interagit avec le site attC sous forme simple-brin et plus spécifiquement le brin du bas  

(bottom strand) [29].  

Des différences notables existent entre la liaison de l’intégrase avec les sites attC 

et attI [30]: la liaison à un site attC est beaucoup moins forte [9] et contrairement aux 

sites attI [7, 31], il n’existe pas de spécificité des sites attC pour telle ou telle intégrase, 

preuve en est la présence de mêmes cassettes au sein d’IR de classes différentes. 

 

3. La région 3’ 

La  région en aval du réseau de cassettes diffère selon les classes d’intégrons. 

Celle-ci revêt un intérêt en terme de résistance uniquement pour les IR de classe 1. En 

effet, chez certains IR de classe 1, peut se trouver en aval des cassettes, une région 

comportant en général 3 gènes : qacE∆1, sul1 et orf5. Le gène qacE∆1 (348 pb) est un 

dérivé tronqué de qacE, qui code une pompe d’efflux et confère à la bactérie une 

résistance aux antiseptiques et désinfectants, notamment vis-à-vis des ammoniums 

quaternaires et agents intercalants [32]. Le gène qacE∆1 est fusionné avec le gène sul1 

(840 pb) qui code une dihydroptéroate synthétase indispensable à la synthèse des folates 

qui confère une résistance aux sulfamides. Chez l’intégron In1 situé sur le plasmide 

R46, un promoteur permettant la transcription de qacE∆1 et de sul1 a été mis en 

évidence 20 paires de bases en amont du codon d’initiation de qacE∆1 [33]. La 

séquence codante orf5 (501 pb) code une protéine de fonction inconnue qui a une région 

promotrice propre. La région 3’ des IR de classe 1 a été initialement dénommée région 

3’CS à l’image de la région 5’CS. Néanmoins, bon nombre de publications font 
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aujourd’hui état d’IR de classe 1 dont la région 3’CS est absente ou incomplète, ce qui 

d’ailleurs prend en défaut bon nombre de PCR utilisées pour amplifier la région 

variable, voire même pour détecter un IR de classe 1 [34].  

Chez les IR de classe 2, la région en aval du réseau de cassettes comporte des 

gènes tns impliqués dans des fonctions de transposition ; chez les IR de classe 3, elle est 

très peu décrite et donc mal connue.  

 

 

 

B. Les mouvements de cassettes 

Les intégrases IntI sont capables de catalyser, via des recombinaisons 

spécifiques impliquant les sites attI et attC, des réarrangements de cassettes (excision ou 

intégration) au sein d’un IR ou entre deux IR [2, 7, 31], [Figure 6].  

Les événements d’excision de cassettes se font préférentiellement par 

recombinaison entre deux sites attC. Les premiers travaux de Collis et Hall dans les 

années 1990 ont mis en évidence la capacité d’excision d’une ou de plusieurs cassettes 

par l’intégrase IntI1, suite à une recombinaison entre deux sites attC ou entre un site 

attC et le site attI1 [35]. Cette recombinaison peut s’opérer de deux façons différentes : 

soit via la formation et la résolution de cointégrats entre deux plasmides porteurs d’un 

intégron, soit via l’excision des cassettes sous forme circulaire [18].  

L’ intégration d’une cassette se fait préférentiellement par recombinaison entre 

les sites attC et attI [3, 36], permettant ainsi l’intégration de la cassette au plus près du 

promoteur Pc [37] et assurant ainsi une expression maximale du gène associé. 
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Figure 6 : Mécanisme de recombinaison des cassettes. 

IntI assure l’insertion et l’excision des cassettes dans l’intégron. L’intégration d’une cassette se fait 
préférentiellement au site attI. Dans cet exemple (A), une cassette circulaire C3 est intégrée sous forme 
linéaire par recombinaison spécifique de site entre le site attI et son site attC3. L’excision d’une cassette 
se fait préférentiellement par recombinaison entre 2 sites attC. Dans cet exemple (B), la cassette C1 est 
excisée après recombinaison entre les sites attC1 et attC3. Pc: promoteur des cassettes ; attI, attC1, attC2, 
attC3 : sites spécifiques de recombinaison ; intI: gène de l’intégrase ; C1, C2, C3 : cassettes. 
 
 

L’événement de recombinaison a été finement caractérisé sur le plan moléculaire 

pour les IR de classe 1 [29, 38-40]. L’interaction d’une intégrase avec un site attC a été 

confirmée par cristallisation avec l’intégrase VChIntIA de V. cholerae [41]. Le motif 

indispensable à une recombinaison catalysée par IntI est le motif consensus 

GTTRRRY ; la recombinaison s’effectue entre le G d’un premier site GTT et le premier 

T d’un deuxième site GTT. L’événement de recombinaison a pour conséquence de 

toujours orienter la ou les cassettes intégrées dans le même sens, à savoir d’abord le 

gène, puis son site attC [27, 36], ce qui est indispensable à l’expression du gène. 
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L’intégrase reconnaît les sites attI sous leur forme double-brin et les sites attC 

sous leur forme simple-brin (brin bottom) [29, 42].  

Les séquences palindromiques des sites attC permettent à la molécule d’ADN 

sous sa forme simple brin d’adopter une conformation repliée qui génère un site de 

recombinaison double brin [Figure 7] reconnu par l’intégrase [29].  

 

 

Figure 7 : Séquence du site attC de la cassette aadA7 (attCaadA7 ds) et structure secondaire 

du brin bottom (attCaadA7 bs). 

Les séquences inversées répétées 1L, 1L, 1R, 2R sont indiquées par des flèches noires. L’astérisque 
indique la base G supplémentaire en 2L par rapport à 1L. Les séquences encadrées sont les sites de liaison 
de l’intégrase. Le core site est surligné en jaune, l’inverse core site en vert. La flèche verticale bleue 
indique le site de crossing-over. Les bases surlignées en rouge représentent le motif de 6 nucléotides 
encadrant 2 bases non appariées (T-N6-G) rencontré le plus fréquemment au sein des sites attC et pour 
lequel l’activité d’excision d’IntI1 est maximale. D’après [29, 43] avec modifications. 
 

 

La reconnaissance des sites attC par les intégrases est fortement influencée par 

l’asymétrie de la structure secondaire générée par les bases « extra-hélice » non 

appariées du brin bottom [44]. La composition de ces bases et leur espacement, de 

généralement 6 nucléotides, influencent les capacités de recombinaison de la cassette. 

Ainsi, avec les motifs T-N6-G ou T-N6-C [Figure 7], IntI1 présente une meilleure 

efficacité d’excision, contrairement à IntI3 qui reconnaît un nombre plus restreint de 

motifs, et à IntI2 qui, elle, est plus « tolérante », capable notamment d’exciser des 

cassettes avec les motifs A-N7-8-C, ce qu’IntI1 peut difficilement faire [43]. 
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C. Régulation de l’expression de l’intégrase et des 

gènes de cassettes. 

1. Régulation de l’expression de l’intégrase 

Malgré les formidables capacités d’échanges de cassettes au sein du système 

intégron, certaines données montrent que ce système est en fait relativement stable. 

Preuves en sont la stabilité des réseaux de cassettes au sein de bactéries d’origine 

diverse [19, 45] et la persistance au sein de ces réseaux de gènes codant des résistances 

à des antibiotiques peu ou non usités aujourd’hui (aad, sat). La découverte récente d’un 

site de fixation de la protéine LexA au niveau de la région promotrice de l’intégrase Pint 

a permis de comprendre que l’expression d’IntI est régulée par la réponse SOS [46]. 

Ceci a été démontré expérimentalement pour IntI1 et pour l’intégrase du super-intégron 

de V. cholerae. Une analyse in silico a montré que LexA contrôlait l’expression du 

promoteur de plus de 600 intégrases différentes, suggérant que l’ancêtre commun des 

intégrases était déjà régulé par LexA [47]. 

La protéine LexA est le répresseur transcriptionnel de la réponse SOS 

bactérienne qui est impliquée dans la réparation des dommages que l’ADN subit lors de 

différents stress [48]. LexA réprime les gènes du régulon SOS en se fixant sur un site 

spécifique (boîte LexA) dans la région promotrice de ces gènes. Lors d’un stress, 

différentes voies conduisent à la formation d’ADN simple brin reconnu par la protéine 

RecA. Le filament nucléoprotéique ainsi formé est lui-même recruté par LexA et ce 

complexe active alors la capacité autoprotéolytique de LexA, entraînant son clivage et 

la libération de son site de fixation [Figure 8], permettant ainsi l’expression des gènes 

du régulon SOS.  
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Figure 8 : Régulation de l’expression d’IntI par LexA.  

A. La protéine LexA chevauche le promoteur de l’intégrase Pint. B. Lors d’un stress conduisant à la 
formation d’ADN simple brin, par exemple par un antibiotique dont la résistance est codée par la 
3e cassette, le filament nucléoprotéique ADNsb/RecA conduit à l’autoprotéolyse de LexA et donc à 
l’activation de la réponse SOS. Le promoteur de l’intégrase est alors libéré. C. L’intégrase alors produite 
effectue un réarrangement des cassettes, ramenant la 3e cassette en première position, pour permettre à la 
bactérie de résister au stress antibiotique qu’elle subit. Pc: promoteur des cassettes ; attI, attC1, attC2, 
attC3 : sites spécifiques de recombinaison ; intI: gène de l’intégrase ; Pint, promoteur de l’intégrase ; C1, 
C2, C3 : cassettes. D’après [49]. 

 

Ainsi, il a été montré chez E. coli qu’en réponse à des agents chimiques ou des 

antibiotiques inducteurs de la réponse SOS (ciprofloxacine, triméthoprime et 

ampicilline), il y avait une induction de l’expression de l’intégrase de classe 1 d’un 
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facteur 4. De plus, l'induction de la synthèse de l'intégrase est corrélée à une 

augmentation de 140 fois de son activité recombinase. La régulation de l’expression 

d’IntI par la réponse SOS offre plusieurs avantages à la bactérie : d’une part une 

économie énergétique, IntI n’étant produite que lorsqu’elle est nécessaire à la bactérie 

pour s’adapter à un stress, et d’autre part une stabilité des cassettes présentes dans 

l’intégron. Ce système permet à la bactérie de « conserver » plusieurs gènes de 

résistance aux antibiotiques dont certains loin de Pc et donc silencieux car peu ou pas 

exprimés, mais qui, en cas de besoin, pourront être, après activation de l’intégrase, 

rapprochés de Pc permettant alors un niveau d’expression supérieur. Cette régulation 

démontre que les antibiotiques eux-mêmes sont capables d’induire via la réponse SOS 

la capture de gènes de résistance. De nombreuses cassettes codant des résistances à des 

antibiotiques inducteurs (triméthoprime, β-lactamines, quinolones) sont présentes chez 

les IR, montrant le rôle de la réponse SOS dans l’acquisition de gènes de résistance 

nécessaires à la bactérie pour survivre dans des conditions de stress. Une étude récente  

a montré que la réponse SOS était aussi induite lors de la conjugaison bactérienne qui 

génère des fragments d’ADN simple brin [50]. Les auteurs ont montré que la réponse 

SOS induite par la conjugaison était capable de déclencher l’expression de l’intégrase. 

La conjugaison est un phénomène utilisé par les bactéries pour des transferts 

horizontaux de gènes et est notamment impliquée dans la propagation des gènes de 

résistance aux antibiotiques. 
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2. Régulation de l’expression des gènes de cassettes 

 
Les gènes de cassettes, généralement dépourvus de promoteur, sont exprimés 

comme dans un opéron sous la dépendance du promoteur Pc. Chez les IR de classe 1, il 

existe pas moins de 20 combinaisons possibles Pc-P2 permettant l’expression des gènes 

de cassettes. Cinq combinaisons sont les plus fréquemment représentées (PcS, PcH1, 

PcW, PcW+P2 et PcWTGN-10) et correspondent à 5 niveaux de transcription variant de 1 

à 25, PcS étant le variant le plus fort et PcW le variant le plus faible [Tableau 2] [14, 

51]. De plus, en raison de la proximité des 3 promoteurs Pc, P2 et Pint, il a été montré 

que des interférences transcriptionnelles existent et varient selon la force du promoteur 

et sa séquence [52]. Le promoteur fort PcS empêche l’expression d’IntI1 même lorsque 

celle-ci est induite par la réponse SOS alors que les promoteurs faibles n’ont pas 

d’influence sur l’expression de l’intégrase. En revanche, l’expression de l’intégrase, 

lorsqu’elle est induite par la réponse SOS, n’a aucune incidence sur l’activité des 

promoteurs, quel que soit le variant, ceci ayant été étudié pour les variants les plus 

fréquents [52]. 

Par ailleurs, en raison de la localisation de Pc dans le gène intI1, la séquence de 

Pc influe sur la séquence en acides aminés de l’intégrase IntI1. Selon le variant de Pc, il 

existe différents variants d’IntI1 dont les activités de recombinaison des cassettes 

varient [Tableau 2]. Il existe une relation inverse entre la force de Pc et l’activité de 

recombinaison de l’intégrase IntI1 associée : plus le promoteur Pc est faible, plus 

l’activité de recombinaison de l’intégrase est forte. Cette « balance » entre force 

d’expression des cassettes et force de recombinaison d’IntI1 a été notamment démontrée 

en ce qui concerne l’activité d’excision de l’intégrase [14] ; d’autres auteurs, dans un 

modèle différent, ont retrouvé un effet sur l’activité d’intégration [53].  
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Variant 
de Pc 

Séquence 
nucléotidique 

Fréquence 
Force 

relative 
de Pc 

Variant 
d’IntI1 

Activité 
d’excision 

d’IntI1 
PcS TTGACA  – N14 – TCNTAAACT  24,3 % 25 IntI1R32_N39 ++ 

PcH1 TGGACA  – N14 – TCNTAAACT  28 % 6 IntI1R32_H39 +++++ 

PcW TGGACA – N14 – TCNTAAGCT  16,5 % 1 IntI1R32_H39 +++++ 

PcWTGN-10 TGGACA – N14 – TGNTAAGCT  16,8 % 18 IntI1P32_H39 + 

PcH2 TTGACA  – N14 – TCNTAAGCT  4,4 % 20 IntI1R32_N39 ++ 

 

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

Les boîtes -35 et -10 du promoteur Pc sont indiquées en gras. La base G du motif TGN-10 est soulignée 
dans la séquence nucléotidique du PcWTGN-10. Les valeurs de fréquence émanent d’une analyse in silico. 
La force des variants de Pc est rapportée à celle du promoteur Pc le plus faible (PcW = 1). D’après [14]. 

 

Par ailleurs, le rôle potentiel des sites attC comme terminateurs de transcription 

avait initialement été suggéré [54] mais ceci a été remis en cause récemment. Les sites 

attC agiraient en fait sur le versant traductionnel via la présence au sein de certains sites 

attC de peptides qui joueraient un rôle de régulateur traductionnel [55]. Enfin, en ce qui 

concerne la traduction, certaines cassettes sont dénuées de régions d’initiation de la 

traduction (TIR). Dans le cas où ces cassettes sont en première position, il a été montré 

chez les IR de classe 1 que l’expression des gènes de cassettes était couplée à la 

traduction d’un petit peptide ORF11 lui-même précédé d’une région TIR [56]. La 

séquence orf11 est localisée dans le site attI1 mais le codon stop est dans la première 

cassette. Cette régulation n’a donc lieu que dans le cas où la séquence de la première 

cassette apporte le codon stop nécessaire à la production du peptide ORF11.  

L’expression des gènes de cassette peut donc être extrêmement variable en 

fonction de trois paramètres principaux: (i) la force du variant Pc, (ii) la position de la 

cassette au sein de l’intégron [54] - les gènes les plus éloignés de Pc sont plus 

faiblement exprimés que ceux situés à proximité, (iii) la nature du site attC et donc de la 

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

 
Des centaines de publications font état de la présence d’IR dans le monde vivant, 

aussi bien chez l’homme (sujets sains et malades) que chez l’animal (animaux de ferme, 

sauvages, domestiques…) ou dans l’environnement (sols, lacs, rivières, fumier, eaux 

usées…).  

La prévalence des IR dans ces différents écosystèmes est impossible à déterminer 

et les études sont difficiles à comparer en raison de la trop grande diversité d’approches 

méthodologiques employées :  

(i) les populations ciblées ne sont pas les mêmes : hommes sains, hommes 

malades, avec ou sans traitement antibiotique, aux modes de vie différents…, 

(ii) les échantillons analysés diffèrent : selles, liquides biologiques, fumier, lisier, 

sols, rivières, boues de stations d’épuration…,  

(iii) le support génétique analysé n’est jamais le même : certains auteurs travaillent 

à partir de souches bactériennes, de façon empirique ou en se focalisant sur des souches 

résistantes aux antibiotiques ou encore sur une espèce bactérienne donnée, d’autres 

travaillent de façon plus globale directement à partir d’un extrait d’ADN d’un 

échantillon donné dans le but de pouvoir apporter une réponse quantitative,  

(iv) les classes d’IR recherchées ne sont pas toujours les mêmes : la classe 1 est la 

plus fréquemment recherchée et donc la plus retrouvée,  

(v) les méthodes et techniques de détection employées diffèrent : PCR ciblant les 

intégrases, PCR de la région variable, PCR recherchant les cassettes, PCR en point 

final, PCR en temps réel, hybridation,… 
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Quoi qu’il en soit, les IR sont retrouvés chez pratiquement tous les êtres vivants et 

écosystèmes explorés, avec des taux de prévalence qui pour les raisons invoquées ci-

dessus peuvent varier selon les études de quasiment 0 % à près de 100 %.  

 

A. Les IR de classe 1, 2 et 3 

1. IR de classe 1 : les plus prévalents  

La très large majorité des publications s’intéresse à la description des IR de 

classe 1. Ils ont été les premiers découverts, sont les plus recherchés et restent les plus 

décrits dans la littérature à ce jour. Même s’il est légitime de constater que les IR de 

classe 1 sont les plus prévalents, il faut néanmoins garder à l’esprit qu’ils sont 

recherchés en priorité et qu’il existe donc des biais de détection des deux autres classes 

car la majorité des travaux sont menés sur des bactéries multirésistantes. Or, la très 

grande variabilité en cassettes des IR de classe 1 [19] leur permet de conférer des 

résistances bien plus diverses et nombreuses que celles conférées par les cassettes plus 

stables et moins variées des autres classes d’IR. Ainsi, la bactérie hôte peut résister à 

plusieurs familles d’antibiotiques simultanément.  

 

2. IR de classe 2 : la stabilité 

Les IR de classe 2 présentent une grande stabilité dans leur réseau de cassettes 

avec la présence quasi-constante de 4 cassettes [Figure 9] : dfrA1 (résistance au 

triméthoprime), sat2 (streptothricine), aadA1 (streptomycine et spectinomycine) et orfX 

[7]. Cette stabilité du réseau, confirmée par une étude argentine portant sur 130 souches 
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intI2+  [25], est vraisemblablement attribuable à la non fonctionnalité d’IntI2 

interrompue par un codon stop intermédiaire. L’association de ces IR au transposon Tn7 

et à ses dérivés leur confère néanmoins une mobilité importante [57, 58]. Quelques 

publications font état de réseaux atypiques, avec par exemple une cassette ereA [24], les 

cassettes aadB, catB2 [23] ou encore blaCARB-4 [25].  

L’épidémiologie des IR de classe 2 a été chamboulée en 2006 suite à la 

description chez deux souches bovines de Providencia stuartii d’un IR de classe 2 avec 

une intégrase dénuée de codon stop intermédiaire [59] qui retrouve sa fonctionnalité [7], 

et un réseau de 9 cassettes hébergeant chacune des gènes de fonction inconnue. Une 

souche d’E. coli isolée d’une urine d’un patient a depuis été décrite avec une protéine 

IntI2 fonctionnelle et la cassette dfrA14 [60]. La prévalence de ces IR de classe 2 

fonctionnels semble bien plus élevée qu’attendu, notamment dans l’environnement [61].  

 

 

 

 

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

L’intégrase intI2 est non fonctionnelle (*) car interrompue par un codon stop en position 179. Le plus 
souvent, sont associées les cassettes dfrA1 (résistance au triméthoprime), sat (résistance à la 
streptothricine) et aadA1 (résistance à la streptomycine et spectinomycine). La séquence orfX code un 
gène de fonction inconnue. Côté 3’, 5 gènes tns orientés en sens inverse assurent la fonction de 
transposition de Tn7. IRL et IRR désignent les séquences inversées répétées qui délimitent le transposon 
Tn7. 
 
 
 
 

3. IR de classe 3 : la rareté 

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

classe 3 décrits jusqu’alors associent une cassette de résistance aux β-lactamines à une 
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cassette aac(6’)-Ib (résistance à kanamycine, tobramycine, nétilmicine et amikacine). 

La première découverte remonte à 1995 au Japon [15] chez une souche de Serrratia 

marcescens résistante aux carbapénèmes (blaIMP-1). A ensuite été décrite au Portugal en 

2003 une souche de Klebsiella pneumoniae avec un phénotype de BLSE (blaGES) [16] ; 

le même réseau a été retrouvé en Suisse chez une souche d’E. coli d’origine urinaire 

[62]. D’autres IR ont été identifiés chez des souches de Pseudomonas putida [63], sans 

caractérisation du réseau de cassettes. L’épidémiologie des IR de classe 3 a évolué 

depuis la découverte en 2007 de 2 souches environnementales du genre Delftia, (D. 

acidovorans et D. tsuruatensis), isolées d’eaux usées, qui possédaient un intégron de 

classe 3 atypique [64] avec des cassettes dont les gènes codaient des fonctions 

inconnues. La détection en quantité importante d’IR de classe 3 à partir d’ADN extraits 

d’environnements hydriques [65, 66] laisse suggérer qu’ils jouent un rôle bien plus 

important au niveau environnemental qu’en microbiologie clinique où leur impact 

semble anecdotique. 

 

4. Intégrons complexes, intégrons chimériques 

Certains IR de classe 1 ont été nommés intégrons complexes en raison d’une 

structure particulière [67]. Ils ont la particularité de présenter une duplication parfois 

partielle de la région « 3’conservée » associée à la présence d’un élément transposable 

nommé ISCR1 [68]. De nombreux gènes impliqués dans la résistance aux antibiotiques 

ont été décrits en aval de cette ISCR1 [69-72] : catA2 (résistance au chloramphénicol), 

blaDHA-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-9 (β-lactamines), dfrA10, dfrA19 (triméthoprime), qnrA, 

qnrB (quinolones)... Ces gènes ne sont pas inclus dans des cassettes car non associés à 

un site attC ; ils ne sont donc pas mobilisables par une intégrase IntI. 
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Il existe des IR chimériques ou hybrides qui possèdent des éléments associés à 

plusieurs classes d’IR. A ainsi été décrit un IR de classe 2 avec la région 3’ des IR de 

classe 1 [73]. A également été décrit au sein d’IR de classe 1 la présence du réseau de 3 

cassettes dfrA1, sat1, aadA1 plutôt associé aux IR de classe 2 [74]. Une publication 

récente [75] rapporte chez un IR de classe 1 la description de la cassette orfB décrite 

jusqu’alors chez des IR de classe 3 [64]. Ces données suggèrent que des échanges de 

cassettes surviennent in vivo entre IR de classes différentes. 

 

B. Les bactéries hôtes 

1. Bactéries à Gram négatif (BGN) 

La quasi-totalité des IR décrits sont hébergés par des BGN. Quasiment toutes les 

espèces de la famille des Enterobacteriaceae sont concernées, notamment Escherichia 

coli qui est le principal représentant [5, 60, 62, 76-79], Klebsiella [16, 80, 81], 

Enterobacter [12, 82-84] ou encore Serratia [15, 85, 86]. De nombreux travaux 

indiquent la présence d’IR chez Salmonella [87-91] et Shigella [45, 92, 93], S. sonnei 

étant un hôte fréquent des IR de classe 2 [94-96]. Les descriptions au sein d’autres 

genres (Proteus, Morganella, Citrobacter, Yersinia…) sont plus rares [74, 97-99]. Chez 

les autres BGN non fermentaires, Pseudomonas aeruginosa est un hôte fréquent [20, 

100-103] avec des cassettes codant souvent des résistances vis-à-vis des β-lactamines 

(BLSE, carbapénémases), tout comme Acinetobacter baumannii qui est également un 

hôte habituel [23, 73, 104, 105]. Les descriptions d’IR concernant d’autres BGN sont 

plus rares, voire exceptionnelles : Stenotrophomonas [106, 107], Burkholderia [108], 
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Vibrio [109-112], Aeromonas [113-115], Campylobacter [116, 117], Helicobacter 

[118], Bordetella [119, 120]… 

 

2. Bactéries à Gram positif (BGP) 

Seule une dizaine de publications fait état de la description d’IR, de classe 1 

principalement, chez des bactéries à Gram positif. Le plus souvent, il s’agit de BGP à 

haut GC%, tels Mycobacterium fortuitum [121], des espèces du genre Corynebacterium 

(C. glutamicum [122, 123], C. asperum AJ871915, C. resistens FN825254, C. 

diphtheriae FR822749), ou encore les bactéries Arcanobacterium pyogenes [124, 125] 

et Arthrobacter [126]. Les IR semblent être présents parmi les BGP à une prévalence 

plus importante qu’il n’y paraît, des travaux s’intéressant à la litière de volailles ont 

ainsi montré que les BGP constitueraient un réservoir majeur d’IR [127]. L’une des 

premières descriptions d’un IR de classe 1 chez une bactérie d’intérêt médical remonte à 

1999 avec la mise en évidence par une équipe américaine d’une cassette aadA1 chez un 

isolat d’Enterococcus faecalis [128]. Plusieurs travaux chinois publiés depuis 2006 par 

une même équipe décrivent des IR de classe 1 chez des BGP d’importance majeure en 

bactériologie médicale : Staphylococcus, Enterococcus et Streptococcus [129] avec 

souvent les mêmes réseaux de cassettes dfrA12-orfF-aadA2 ou aadA2. Plusieurs 

souches de staphylocoques à coagulase négative ont été recensées [130] ainsi que des 

souches de S. aureus (SASM et SARM) [131-133]. Les mêmes auteurs ont décrit aussi 

des IR de classe 2 chez des souches d’entérocoques (E. faecalis, E. faecium) [134]. 
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C. Rôle des IR dans la dissémination de la résistance 

aux antibiotiques 

1. En microbiologie humaine 

Des centaines de publications décrivent la présence d’IR chez l’homme. Les IR 

ont été mis en évidence chez de très nombreuses BGN à partir de tout type de 

prélèvements, et chez tout type de sujets, patients sains ou hospitalisés. Le nombre très 

important de descriptions est en partie lié au fait que bon nombre d’auteurs se sont 

intéressés aux IR par le biais des bactéries résistantes aux antibiotiques. Il est très 

difficile voire impossible d’évaluer la prévalence des IR en microbiologie clinique, les 

différentes études épidémiologiques menées n’étudiant pas les mêmes facteurs : cette 

prévalence dépend de trop nombreux paramètres liés à la bactérie elle-même, à son 

phénotype de résistance aux antibiotiques, au patient, au site d’isolement, ou encore au 

lieu d’hospitalisation, ou encore à la façon dont la détection des IR a été réalisée… Il est 

cependant acquis que les IR de classe 1 sont beaucoup plus répandus que les IR de 

classe 2, ceux de classe 3 étant exceptionnels.  

Les données les plus abondantes concernent les IR retrouvés chez des BGN 

entéropathogènes. Plus de 200 publications décrivent des IR chez des salmonelles, 

shigelles et E. coli isolées de selles. Concernant les salmonelles, les études de 

prévalence restent néanmoins rares car les auteurs se focalisent le plus souvent sur un 

sérotype donné, une résistance ou un phénotype de résistance donné ou encore un clone 

donné. Une étude publiée en 2009 qui s’est intéressée à plus de 800 souches de 

salmonelles collectées durant 2 ans à Hong Kong a retrouvé une prévalence de 13 % 

d’IR de classe 1 [135]. Une autre étude menée en Iran portant sur près de 150 souches 
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rapporte une prévalence plus importante (47 %) avec description d’IR de classes 1 et 2, 

mais les salmonelles présentaient des niveaux de multirésistance aux antibiotiques plus 

importants [136]. Les shigelles sont des hôtes fréquents des IR, notamment des IR de 

classe 2 pour lesquels les prévalences sont particulièrement importantes. Une étude 

s’intéressant uniquement aux IR de classe 1 a ainsi retrouvé une prévalence de 

seulement 13 % [137] alors que des données coréennes [138] et sénégalaises [94] 

portant sur un nombre significatif d’isolats de S. sonnei ont au contraire retrouvé des 

prévalences très élevées en IR de classe 2 de respectivement 100 % et 93 %.  

Concernant les prévalences d’IR détectés à partir des bactéries isolées 

d’hémocultures, celles-ci semblent en augmentation depuis quelques années. Un taux de 

10,9 % a par exemple été rapporté par une étude norvégienne en 2004 à partir de 192 

entérobactéries, quel que soit leur phénotype de résistance [139]. Une étude 

longitudinale allemande basée sur 700 entérobactéries isolées d’hémocultures a montré 

une augmentation significative de la prévalence d’IR au cours du temps passant de 4,7% 

en 1993 à 9,7 % en 1996 pour atteindre 17,4 % en 1999 [140]. Une étude espagnole 

plus récente menée en 2007 a trouvé une prévalence de 40 % sur 135 souches d’E. coli 

isolées [141]. Les études s’intéressant aux infections urinaires retrouvent des 

prévalences élevées, régulièrement supérieures à 40 %. Une étude australienne rapporte 

ainsi une prévalence d’IR de 49 % à partir de souches tout venant, sélectionnées sans 

tenir compte de leurs résistances [142]. Une autre étude coréenne comparable qui s’est 

intéressée à l’espèce E. coli révèle une prévalence stable entre 1980 et 2002, aux 

alentours de 54 % pour les IR de classe 1 et de 5 % pour ceux de classe 2 [143].  
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Quelques études se sont intéressées au portage en IR dans la communauté en 

analysant les bactéries commensales du tube digestif chez des sujets sains. Même s’il 

existe quelques variations liées à la sélection des sujets, à leur âge ou à leur mode de 

vie, ainsi qu’aux bactéries analysées, les différentes études retrouvent des prévalences 

en IR à peu près comparables, de l’ordre de 15-30 %. Une des premières études menée 

en 2002 aux Pays-Bas a évalué ce portage à 19 % en recherchant les IR à partir 

d’entérobactéries [144]. Une autre étude grecque s’intéressant uniquement aux E. coli a 

retrouvé un portage en IR de 11,1 % [145]. Enfin, une étude espagnole plus récente 

menée en 2007 qui a aussi travaillé sur des souches d’E. coli retrouve un portage en IR 

un peu plus élevé de 29 % [146]. Plusieurs paramètres semblent influencer le portage 

digestif en IR, notamment l’âge et le mode de vie. Une étude norvégienne a ainsi 

montré que les taux de portage en IR de classe 1 des E. coli différaient selon l’âge des 

sujets : 53 % chez des enfants versus seulement 17 % chez des sujets âgés [147]. Des 

travaux français ont montré que la prévalence variait selon le mode de vie des sujets : 

les taux d’IR retrouvés à partir d’E. coli commensaux était de 6,4 % chez des 

Amérindiens de Guyane Française versus 12,2 % chez des cadres français du secteur 

bancaire et des assurances versus 18,5 % chez des éleveurs de porcs [79]. La même 

équipe a montré, en prenant le cas de sujets expatriés en zone tropicale, que ce taux 

n’était pas statique et évoluait selon les conditions environnementales [148]. 

L’hospitalisation et l’antibiothérapie sont deux autres paramètres qui influencent le 

portage digestif en IR mais aussi d’une façon plus générale la prévalence en IR des 

bactéries pathogènes ; ces paramètres sont discutés dans le chapitre « Pression de 

sélection antibiotique ». 
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2. Dans le monde animal 

Les IR ont été mis en évidence chez des bactéries commensales ou pathogènes 

chez pratiquement tous les animaux qu’il s’agisse d’animaux domestiques ou sauvages : 

chiens, chats, chevaux, bovins, ovins, porcins, volailles, animaux de zoo, tortues, 

mouettes, rennes… [149-154]. Les piscicultures et aquacultures constituent aussi un 

réservoir important [155, 156] avec un rôle semble-t-il majeur des Aeromonas [157]. 

Même si comme chez l’homme, les prévalences varient selon les espèces 

animales, les espèces bactériennes et les phénotypes de résistance retenus, il semble que 

les animaux de la ferme constituent un réservoir en IR plus important que les animaux 

de compagnie pour lesquels les prévalences observées sont moindres : 22 % de portage 

en IR à partir d’E. coli commensaux chez des chiens et chats dans cette étude [158] 

versus 52% de portage chez du bétail, des porcs, et des poulets, ou encore 29 % de 

portage (27 % d’IR de classe 1, 2 % d’IR de classe 2) dans cette autre étude portant sur 

des isolats cliniques d’E. coli isolées également de chiens et chats [159]. Les 

prévalences en IR chez les animaux sauvages sont quant à elles encore plus faibles, 

voire même nulles selon certaines études [160, 161]. 

Les descriptions d’IR chez les animaux de la ferme sont très nombreuses 

notamment chez les bovins [59, 162, 163], les porcins [126, 164, 165] et la volaille 

[116, 127, 166, 167]. Une étude rapporte ainsi une prévalence en IR de classe 1 de 34 % 

chez des salmonelles isolées d’animaux de la ferme [168], une autre fait état d’une 

prévalence de 30 % d’IR de classe 1 sur plus de 300 souches d’E. coli isolées de bovins, 

porcins et volailles [169]. Les chiffres les plus importants concernent les porcins et les 

volailles, peu de données sont disponibles concernant les ovins [170]. Les portages 

digestifs en IR des porcs en bonne santé sont généralement retrouvés à des taux très 



40 
 

importants, que ce soit à partir de salmonelles commensales (45 % d’IR de classe 1 et 

17 % d’IR de classe 2 dans une étude au Chili [171], 51 % dans une autre étude au 

Japon [172]), ou à partir d’E. coli commensaux (23 % d’après une étude coréenne 

[173]). Des taux élevés ont été décrits chez les porcs malades avec par exemple une 

prévalence de 64,2 % en IR de classe 1, à partir d’E. coli isolées de diarrhées [174]. Les 

volailles constituent également un réservoir majeur d’IR, deux études, grecque et 

coréenne, ont décrit des taux de portage d’IR de classe 1 de l’ordre de 45-50% chez des 

E. coli commensaux [145, 173] ; des chiffres comparables ont été retrouvés dans une 

étude chinoise chez des poulets malades (prévalence de près de 50 %) [167]. 

Les chiffres de prévalence constatés, bien que déjà élevés sont très 

vraisemblablement sous-estimés. En effet, la quasi-totalité des auteurs ne s’intéresse 

qu’aux BGN, voire même à une seule espèce bactérienne, qui plus est sans passer par 

une étape d’enrichissement de l’échantillon. Autrement dit, seules les BGN majoritaires 

sont isolées et analysées pour estimer le portage en IR. Une étude s’intéressant à la 

litière de poulet a ainsi montré une prévalence en IR de classe 1 de quasiment 100 %, 

imputable essentiellement aux bactéries à Gram positif qui représentaient plus de 85 % 

des bactéries présentes [127]. Ce portage par des BGP a été retrouvé sur le sol de 

porcheries et sur des échantillons de selles au sein de bactéries du genre Arthrobacter et 

Corynebacterium avec des prévalences non négligeables : 12 % à partir du sol, 17 % à 

partir des selles [126]. Une autre étude menée chez les bovins a montré que les chiffres 

obtenus directement à partir d’extraits d’ADN de bouillons d’enrichissement de selles 

étaient bien supérieurs à ceux retrouvés à partir des BGN: 86 % d’IR de classe 1 et 94 % 

d’IR de classe 2 avec la technique d’enrichissement versus « seulement » 50 % et 28 % 

avec la culture conventionnelle [163]. 
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Les produits dérivés de la viande ont aussi fait l’objet d’études recherchant les 

IR, notamment à partir des bactéries du genre Salmonella. Une étude américaine en 

2001 s’est intéressée à de la viande hachée et a montré que sur 200 échantillons, 20 % 

renfermaient des salmonelles et près de 50 % d’entre elles étaient porteuses d’IR [175]. 

De même, en 2004 sur de la viande achetée en Chine et aux Etats-Unis, 54 % des 

salmonelles résistantes à au moins deux antibiotiques étaient porteuses d’IR [176] ; en 

2005, une étude semblable menée en Allemagne en 2005 a retrouvé une prévalence en 

IR de 65 % pour les IR de classe 1 et 10 % pour ceux de classe 2 [177]. Une autre étude 

norvégienne menée sur de la viande et des produits dérivés d’origine bovine, ovine, 

porcine ou aviaire a retrouvé une prévalence en IR de 18 % à partir de souches d’E. coli 

résistantes à au moins un antibiotique testé [178]. D’autres études plus récentes ont 

retrouvé des taux d’IR de plus de 40 % et même de 60 % à partir d’E. coli isolés de 

viandes de poulet et de dinde [179, 180]. La présence d’IR dans la chaîne alimentaire 

est problématique : outre les risques liés aux souches pathogènes, les IR peuvent être 

une source de dissémination de gènes de résistance auprès des consommateurs [181]. 

 

3. Dans l’environnement 

Les sols et milieux aquatiques naturels sont une source importante d’IR. Une 

étude a rapporté dès 1999 une prévalence de 3,6 % d’IR de classe 1 à partir de 3000 

BGN isolées d’un estuaire en Ecosse [182]. Des études plus récentes retrouvent des 

chiffres un peu plus importants : une étude portant sur des rivières turques a recensé une 

prévalence de 7,6 % d’entérobactéries porteuses d’IR de classe 1 et 2,7 % porteuses 

d’IR de classe 2 [183] ; une étude française a dénombré quant à elle 11 % d’IR de 

classes 1 et 2 chez 279 E. coli isolés de la Seine avec des pourcentages variant de 2,7 % 
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à 14,7 % selon les lieux de prélèvements, le plus fort pourcentage étant constaté à 

l’embouchure du fleuve [184]. La plupart des études se sont intéressées à des bactéries 

ayant acquis des mécanismes de résistance aux antibiotiques ; selon les espèces 

bactériennes considérées, leurs résistances acquises et leurs origines géographiques, les 

prévalences retrouvées étaient de l’ordre de 30-40 % [185-187] avec des valeurs 

extrêmes qui oscillaient entre 15 % [188] et 66 % dans cette étude s’intéressant aux 

entérobactéries de phénotype BLSE [189].  

Des équipes ont réussi grâce à l’emploi de techniques de qPCR à quantifier les 

IR de classe 1 à partir d’échantillons environnementaux [190-192] ; selon les auteurs, 

les quantités d’IR de classe 1 retrouvés à partir des rivières sont de l’ordre de 103-104 à 

106-107 copies par litre [191], les différences s’expliquant vraisemblablement, outre 

l’emploi de techniques d’extractions et d’amplifications différentes, par des eaux de 

« qualité » différentes, certaines étant peu polluées par des activités anthropiques [192], 

d’autres au contraire étant plus « contaminées » par des activités industrielles ou 

agricoles [191]. Les ratios obtenus en normalisant ces valeurs par la quantité totale de 

bactéries (évaluée par quantification du gène codant l’ARN 16S) apportent une 

information plus pertinente car ils évaluent le nombre moyen d’IR par bactérie. Ce ratio, 

dans le cas des rivières et de leurs sédiments, est de l’ordre de 0,01 à 0,05, ce qui 

signifie que 1 à 5 % des bactéries hébergent un IR de classe 1 [190, 193]. Ces valeurs 

peuvent varier selon la qualité de l’eau analysée (eau de rivière, eau d’estuaire, eau de 

rejet industriel ou eau urbaine) avec des rapports pouvant osciller entre 0,0001 dans des 

sédiments d’estuaires préservés de toute activité humaine [192] à plus de 1, voire même 

3 ou 4 dans des sédiments d’eaux urbaines ou industrielles pollués par des métaux 

lourds [193]. Une équipe a souligné ce lien entre ratio élevé d’IR par bactérie et 
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« mauvaise qualité écologique » de l’échantillon prélevé et a montré qu’il existait une 

corrélation entre présence d’IR de classe 1 et stress environnemental de type urbain 

[190]. A noter qu’il existe une certaine variabilité selon le type d’échantillon analysé 

(eau ou sédiments ou biofilms) pour un même site de prélèvement [192]. 

Plusieurs travaux ont montré que certains IR de classe 1 environnementaux 

n’étaient pas les mêmes que ceux isolés de souches cliniques ; ils peuvent être  

retrouvés chez des espèces bactériennes peu ou pas impliquées en bactériologie 

médicale tels que les genres Acidovorax ou Azoarcus [194], héberger des cassettes dont 

les gènes ne codent pas une résistance à un antibiotique [194-196]. Ces IR de classe 1 

environnementaux, qu’il est possible de différencier des IR « cliniques » par des 

techniques d’électrophorèse capillaire en raison d’une diversité de séquences de 

l’intégrase IntI1 [197], seraient en fait des IR de classe 1 ancestraux qui auraient évolué 

à partir de β-protéobactéries originelles [198]. 
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III.  Pression de sélection antibiotique et rôle des 

intégrons sur l’acquisition de résistances 

 

A. La pression de sélection antibiotique 

Il est relativement difficile de trouver une définition claire et précise de cette 

terminologie pourtant très largement employée. L’Institut de Veille Sanitaire (InVS) 

donne une définition quelque peu complexe qui est la « présence d’antibiotique 

perturbant le métabolisme d’une souche bactérienne et favorisant son adaptation par 

l’apparition d’un mécanisme de résistance à cet antibiotique » 

(http://www.invs.sante.fr/surveillance/resistance/glossaire.htm#p). De façon plus 

explicite, il s’agit en fait d’un concept très général qui fait référence aux conditions 

environnementales qui favorisent l’émergence puis la diffusion de souches bactériennes 

résistantes aux antibiotiques, quel que soit le mode d’acquisition de cette résistance 

[199]. Il est généralement admis que la pression de sélection antibiotique est une 

condition indispensable à l’émergence et à la diffusion d’une bactérie résistante ; dans 

un environnement dépourvu d’antibiotiques, la bactérie résistante ne peut survivre.  

In vitro, une pression de sélection antibiotique peut être exercée par 

l’expérimentateur de différentes façons dans le but, le plus souvent, de sélectionner des 

mutants résistants [200]. In vivo, cette pression est liée à la consommation des 

antibiotiques, estimée chaque année dans le monde à 100 000 à 200 000 tonnes (dont 50 

à 70 % de β-lactamines), 50 % de la production étant destinée à l’homme et 50 % à 

l’animal [201]. Cette pression est clairement responsable de l’émergence et de la 
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diffusion de certaines bactéries, comme cela a par exemple été montré chez l’homme 

pour les pneumocoques de sensibilité diminuée à la pénicilline (PSDP) dont la 

prévalence dans un pays est corrélée à sa consommation de pénicilline ; la même 

association est retrouvée pour les E. coli résistants aux fluoroquinolones [202, 203].  

La pression de sélection antibiotique s’exerce dans un premier temps à l’échelon 

individuel. Elle s’exerce auprès des bactéries responsables de l’infection mais surtout 

sur les bactéries non impliquées dans l’infection qui font partie des flores commensales: 

peau, muqueuses, et surtout tube digestif. Cet effet « invisible » pour le patient est 

considéré aujourd’hui comme un authentique effet indésirable de l’antibiothérapie. 

Ainsi, lors de chaque traitement antibiotique, on peut observer la sélection de bactéries 

résistantes au sein des diverses flores commensales de l’individu [204]. Sont ainsi 

sélectionnées des bactéries naturellement résistantes ainsi que des bactéries ayant acquis 

une résistance par mutation chromosomique ou apport de matériel étranger (par 

conjugaison, transformation, ou plus rarement transduction). Les flores commensales, 

notamment le colon, sont un lieu où l’inoculum bactérien est extrêmement important 

(1011 à 1012 bactéries par gramme de selles) et où les échanges de matériel génétique 

sont privilégiés. Les conséquences collectives d’un usage « intensif » des antibiotiques 

sont l’émergence de bactéries résistantes qui peuvent ensuite diffuser soit par 

dissémination de souches résistantes entre individus soit par transferts de vecteurs 

génétiques de la résistance entre bactéries via des transferts horizontaux de gènes de 

résistance. Cette diffusion a lieu aussi bien en ville qu’à l’hôpital comme en témoigne 

par exemple l’émergence depuis quelques années d’entérobactéries productrices de 

BLSE, notamment celles de type CTX-M [205], et dont les supports génétiques variés 

permettent une efficacité de diffusion [206].  
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L’environnement joue également un rôle dans la diffusion de la résistance ; les 

antibiotiques utilisés en agriculture, en pisciculture ou encore en arboriculture, sont 

retrouvés sous forme native ou de métabolites dans les sols et les eaux où ils 

maintiennent une pression de sélection [207, 208]. Les techniques d’épandage de fumier 

ou lisier, voire de boues de stations d’épuration, entretiennent ce phénomène [Figure 

10]. Les effluents et les stations d’épuration (STEP) sont d’ailleurs considérés comme 

de véritables « hot-spots » qui favorisent les échanges horizontaux de matériels 

génétiques en raison de concentrations bactériennes importantes, de la présence de 

bactéries d’origine différente (humaines, animales, environnementales), dans un 

environnement riche en matières organiques, et  en présence de centaines de molécules 

antibiotiques ou de leur métabolites [209]. L’impact chez l’homme de cette pression de 

sélection antibiotique environnementale reste extrêmement difficile à évaluer étant 

donné la complexité des écosystèmes. 

 

 

Figure 10 : Flux des gènes de résistance dans différents écosystèmes.  

Les flèches larges représentent les pressions de sélection majeures qui s’exercent sur les gènes de 
résistance aux antibiotiques, les petites flèches montrent les directions des flux de gènes. D’après [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 antibiotiques est une 

terminologie qui n’a pas de définition consensus ; elle est établie de façon arbitraire par 

les auteurs pour une étude donnée, ce qui non seulement pose des problèmes 

d’interprétabilité des résultats selon la « stringence » employée mais aussi empêche 

toute comparaison entre les études. Les paramètres employés pour définir la 

multirésistance tiennent compte de nombreux facteurs, les deux principaux étant le 

panel d’antibiotiques choisi et le chiffre retenu pour définir la multirésistance 

(résistance à 2, 3, parfois 4 antibiotiques). Les résultats peuvent ainsi être très différents 

et voir leur interprétation changer selon le choix et le nombre de familles d’antibiotiques 

testés, mais aussi le choix et le nombre de molécules testées au sein de chaque famille. 

En effet, un seul et même mécanisme de résistance peut toucher plusieurs molécules et 

faire considérer une souche comme multirésistante, alors même que d’autres 

mécanismes ne touchent parfois qu’un seul antibiotique. Enfin, les notions de résistance 

naturelle et de résistance acquise sont rarement prises en compte, ce qui conduit à 

assimiler entre elles des souches réellement multirésistantes à d’autres qui en fait le sont 

déjà naturellement. Il semble ainsi judicieux d’aller plus loin dans l’analyse et de 

raisonner en termes de phénotype de résistance acquis ou de résistance à une famille 

d’antibiotiques plutôt qu’en termes de molécules stricto sensu, tout en sélectionnant un 

panel d’antibiotiques adapté à la problématique initialement posée.  
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Des dizaines de travaux ont étudié le lien entre présence d’IR et multirésistance 

bactérienne, notamment en ce qui concerne les entérobactéries [210-214]. Les travaux 

de Martinez-Freijo ont souligné dès 1998 l’association entre IR et moindre sensibilité 

aux antibiotiques [214] : sur 163 souches bactériennes isolées de 14 hôpitaux européens 

différents, celles qui hébergeaient un IR (43 % de prévalence) étaient statistiquement 

plus résistantes aux aminosides (streptomycine et spectinomycine non testés), aux        

β-lactamines (notamment les pénicillines et inhibiteurs de β-lactamases) et même aux 

fluoroquinolones. De même, Leverstein-van Hall et collaborateurs ont montré en 

étudiant près de 900 entérobactéries d’origines hospitalière et communautaire qu’il 

existait une relation significative entre IR et résistance à au moins 2 antibiotiques (71 % 

des BGN avec 2 résistances étaient intI1+), et ce, quelles que soient l’espèce considérée 

ou son origine [211]. Cette étude a montré (i) que la résistance aux antibiotiques 

suivants - tobramycine, gentamicine, cotrimoxazole, sulfaméthoxazole, ciprofloxacine, 

amikacine, pipéracilline/tazobactam, céfuroxime, ceftriaxone, amoxicilline/acide 

clavulanique, pipéracilline, et ampicilline - était significativement associée aux IR, (ii) 

que la résistance au sulfaméthoxazole, au cotrimoxazole, à la gentamicine, à la 

tobramycine, à l’ampicilline, à la pipéracilline, ou au céfuroxime était prédictive de la 

présence d’IR (p < 0,05) chez E. coli et P. mirabilis.  

Bien que les données soient moins nombreuses, le lien IR - multirésistance a 

également été retrouvé avec d’autres espèces bactériennes. Des travaux chinois récents 

ont montré sur près de 100 souches d’A. baumannii dont deux tiers hébergeant un IR de 

classe 1, que les taux de résistance des souches intI1+  étaient plus importants que ceux 

des souches intI-. La différence était significative vis-à-vis de l’ensemble des 

antibiotiques employés en pratique clinique, par exemple plus de 85 % de souches 
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résistantes dans le groupe intI1+ vs 30 % dans le groupe intI1- pour les pénicillines et 

inhibiteurs de β-lactamases, 66,7 % vs 16,6 % pour les fluoroquinolones [215]. Des 

résultats très comparables ont été retrouvés pour cette espèce par une équipe taïwanaise 

[216]. Concernant P. aeruginosa,  le lien IR - multirésistance est moins évident [217], à 

l’exception peut-être de la résistance aux aminosides liée à la présence fréquente de 

cassettes aac et aad au sein d’IR de classe 1 [218]. Enfin, même si les données sont à 

prendre avec précautions car liées à l’épidémiologie, l’équipe chinoise qui a détecté des 

IR de classe 1 chez des souches de SARM (170 SARM dont 42,5 % intI1+) a montré 

qu’il existait une différence significative entre souches de SARM intI1+ et souches 

intI1- vis-à-vis de l’amikacine, de la gentamicine, de l’érythromycine, de la tétracycline 

et du cotrimoxazole [133].  

Il est cependant extrêmement difficile de lier la présence d’IR et la résistance à 

tel ou tel antibiotique tellement les études diffèrent entre elles selon les origines des 

bactéries, les espèces bactériennes considérées (entérobactéries, E. coli, P. aeruginosa, 

A. baumannii…), les espèces pour lesquelles un antibiogramme a été déterminé, les 

antibiotiques testés, les classes d’IR recherchées ou encore la définition apportée par les 

auteurs à la notion de multirésistance. Le caractère prédictif de la présence d’un IR vis-

à-vis d’une résistance à tel ou tel antibiotique semble donc difficile à apporter, excepté 

peut-être vis-à-vis du cotrimoxazole (SXT) dont la résistance est très fortement associée 

à la présence des IR de classe 1 en raison de la présence fréquente d’une cassette dfr et 

du gène sul1 de la région 3’. Ce lien a été souligné par plusieurs études aussi bien pour 

l’espèce E. coli [219-221] que pour les entérobactéries [222, 223] ou pour l’espèce S. 

maltophilia [224]. Les prévalences des IR de classe 1 parmi les souches résistantes au 

SXT varient en général entre 85 % et 100 % selon les études et les espèces. 
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2. Pression de sélection antibiotique et réarrangement 

de cassettes 

Comme indiqué précédemment dans le chapitre sur la régulation de l’expression 

de l’intégrase, il a été clairement démontré que les antibiotiques induisaient l’expression 

de l’intégrase et les recombinaisons catalysées par cette intégrase conduisant à des 

intégrations ou excisions de cassettes [46]. Cependant, le système est plus complexe car 

chez les IR de classe 1, cette induction d’expression peut être sans effet en fonction du 

promoteur des cassettes présent, le promoteur PcS empêchant toute transcription du 

gène intI1 [52]. De plus, les possibilités d’induction diffèrent selon les espèces 

bactériennes et les antibiotiques. En effet, il a été récemment démontré que si les 

quinolones, les β-lactamines et le triméthoprime sont communément reconnus comme 

inducteurs de la réponse SOS, les aminosides, le chloramphénicol et la tétracycline 

induisent la réponse SOS et l’expression de l’intégrase chez V. cholerae mais pas chez 

E. coli [225]. De plus, chez les IR de classe 1, il existe différentes combinaisons 

possibles Pc-P2 entrainant des possibilités très variées d’expression de la résistance 

pour une même cassette. In vivo, l’effet de la pression antibiotique sur le réarrangement 

des cassettes au sein d’un intégron et sur leur expression est donc très complexe et fait 

intervenir différents facteurs.  

La pression de sélection antibiotique permettrait via l’induction de l’expression 

de l’intégrase des réarrangements de cassettes au sein de l’IR (ou l’acquisition de 

nouvelles cassettes) et favoriserait les bactéries dont les cassettes ont été réarrangées de 

façon telle que les cassettes nécessaires soient localisées au plus près du promoteur Pc 

[Figure 11]. L’expression ainsi plus importante du ou des gène(s) de cassettes 

permettrait alors à la bactérie d’assurer sa survie et sa diffusion dans le milieu [49]. 
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L’avantage écologique majeur de cette régulation est que cela permet à la bactérie 

d’avoir à sa disposition un « pool » de gènes de résistance aux antibiotiques présents 

dans le réseau de cassettes de l’IR dont les plus éloignés de Pc sont « silencieux » et ne 

seraient exprimés qu’en cas de nécessité, réduisant ainsi le coût biologique de la 

résistance pour la bactérie [Figure 11], avec les effets pervers d’une bactérie qui 

paraitrait phénotypiquement sensible à un antibiotique alors qu’elle a tout l’arsenal 

génétique lui permettant d’y résister si besoin. 

 

 

Figure 11 : Effet de la pression de sélection antibiotique sur les réarrangements de 

cassettes au sein d’un IR. 

L’hypothèse est la suivante : si l’on soumet une bactérie hébergeant un IR à une pression de sélection par 
un antibiotique (éclair rouge) dont la résistance est codée par la dernière cassette (couleur rouge), 
l’intégrase IntI serait capable d’exciser la dite cassette, puis de la réintégrer en une position plus proche 
de Pc. Ainsi, l’expression du gène qu’elle renferme est plus forte et la bactérie est capable de résister à 
l’antibiotique considéré. Pc : promoteur des cassettes. Les flèches oranges représentent les niveaux 
d’expression des gènes de cassettes qui sont d’autant plus importants que la cassette est proche de Pc. 
NB : dans un souci de clarté, les sites attC n’ont pas été représentés. 

 

 

Cependant, les expériences de réarrangements de cassettes sous pression de 

sélection antibiotique ont été peu nombreuses et peu concluantes [35, 36]. Une équipe 

allemande a constaté des réarrangements de cassettes sous pression de sélection 

antibiotique mais ceux-ci se sont produits pour une cassette qui ne codait pas la 

Pc

Pc
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résistance à l’antibiotique qui assurait la pression de sélection [226]. Les auteurs ont en 

effet constaté une duplication de la cassette oxa2 au sein de l’IR oxa2-orfE aboutissant à 

une plus grande résistance de la bactérie à l’ampicilline (oxa2-orfE-oxa2) alors même 

qu’ils appliquaient une pression de sélection par de la tétracycline. Leurs essais de 

pression de sélection par de l’ampicilline pour renouveler l’expérience n’a pas permis 

de mettre en évidence de nouveau la duplication d’oxa2, mais au contraire la présence 

d’une séquence d’insertion (IS) chromosomique en amont d’oxa2 qui, via l’apport d’un 

promoteur, permettait d’augmenter le niveau d’expression du gène, conférant ainsi une 

plus grande résistance à la bactérie.  

 

 

3. Etudes cliniques, animales et environnementales sur 

le lien entre pression de sélection antibiotique et présence 

d’intégrons de résistance 

 

La plupart des études s’intéressant à des écosystèmes soumis à une forte 

pression de sélection antibiotique va dans le sens d’une plus grande prévalence des IR, 

que ce soit chez l’homme, chez l’animal ou dans l’environnement. 

 

a. Chez l’homme 

Qui dit pression de sélection antibiotique chez l’homme dit hôpital et notamment 

unités de soins intensifs (USI). Des centaines d’études y décrivent la présence d’IR mais 

elles se focalisent sur une espèce bactérienne donnée, sur un phénotype de résistance 
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particulier, sur la caractérisation d’un IR inhabituel ou encore sur une situation 

épidémique qui implique un clone hébergeant un IR.  

Peu d’études se sont intéressées à l’impact de la pression de sélection 

antibiotique sur les IR dans un contexte non épidémique. Les travaux de Njissen et 

collaborateurs ont essayé de répondre à cette question même si là encore les auteurs se 

sont focalisés uniquement sur les bactéries présentant une résistance aux 

céphalosporines de 3ème génération (C3G) [210]. L’étude a recherché pendant 8 mois à 

raison de 2 écouvillonnages rectaux par semaine la présence de bactéries résistantes aux 

C3G porteuses d’IR chez des patients hospitalisés en USI durant toute leur durée de 

séjour. Les résultats ont montré que 75 % des patients acquéraient des bactéries 

résistantes aux C3G porteuses d’IR durant leur séjour, et que le taux d’acquisition était 

de 8 à 10 cas pour 1000 journées d’hospitalisation en USI avec majoritairement des cas 

de transmission croisée. L’étude a aussi montré que la durée d’hospitalisation (ainsi 

qu’un âge jeune) était un facteur de risque d’acquisition de ces souches porteuses d’IR. 

Une étude grecque a montré que les prévalences des IR chez des bactéries pathogènes 

isolées d’hémocultures différaient selon l’origine communautaire (13,4 %), associée aux 

soins (40,7 %) ou nosocomiale (42,2 %) des entérobactéries isolées [212]. Cette équipe 

a recensé comme facteurs de risque d’acquisition d’IR, une durée d’hospitalisation plus 

longue, une hospitalisation antérieure dans une USI, ainsi qu’une administration 

antérieure (dans les 4 mois) d’une antibiothérapie. Dans cette étude, une administration 

antérieure d’aztréonam, de cotrimoxazole, de pénicillines ± inhibiteurs de β-lactamases, 

d’aminosides ou de quinolones augmentait de façon significative le risque de portage 

d’IR, contrairement à une administration de céphalosporines, de carbapénèmes, de 

macrolides, de métronidazole, de glycopeptides ou de clindamycine.  
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En dehors du cadre hospitalier, quelques travaux se sont intéressés de façon plus 

ou moins directe à la pression de sélection antibiotique. Une étude précédemment citée 

concernant le portage digestif en IR des Amérindiens, banquiers/assureurs et éleveurs de 

porcs [79] investiguait le mode de vie des sujets dans le but avoué de comparer ces 

prévalences selon les pressions de sélection antibiotique « indirectes » exercées. Les 

prévalences en IR étaient différentes entre les 3 groupes de sujets aux modes de vie 

différents (6,4 %, 12,2 %, 18,5 % respectivement) et allaient dans le sens d’un effet de 

la pression de sélection antibiotique. D’autres études ont montré que les IR pouvaient  

être hébergés et persister dans des bactéries commensales malgré l’absence de 

traitement antibiotique récent et une exposition indirecte minime à ces molécules [227, 

228]. 

Deux études apportent des éléments de réflexion concernant la pression de 

sélection par l’association triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT). Le cas du Royaume-

Uni apporte un exemple particulièrement intéressant : en 1995, le gouvernement 

britannique a décidé de limiter le plus possible l’usage du SXT dans le traitement des 

infections urinaires, suite à des essais cliniques montrant une efficacité équivalente du 

triméthoprime seul et à des cas d’allergie imputés au sulfaméthoxazole. Le fait de 

limiter considérablement la pression de sélection par les sulfamides laissait augurer 

d’une baisse de la prévalence des IR de classe 1. Or, il n’a pas été observé de baisse 

significative  de la prévalence en IR de classe 1 chez des E. coli isolés de différents 

prélèvements en 1991 et en 1999: 16,4 % de souches IR+ en 1991 versus 17,5 % en 

1999 [229]. Ces résultats mettent en avant le fait qu’une diminution même drastique de 

la pression de sélection antibiotique ne réduit pas nécessairement la résistance, la 

principale explication avancée était l’existence d’un lien génétique entre les IR et 
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d’autres marqueurs de résistance. Une étude de recherche clinique plus récente a évalué 

l’effet du SXT versus placebo sur le portage en IR des entérobactéries de la flore 

digestive ; il a été montré que l’effet était transitoire, avec une augmentation de la 

prévalence des IR dans le groupe antibiotique après 6 semaines de suivi post-traitement 

(80 % d’enfants porteurs d’entérobactéries intI1+), puis un retour aux valeurs initiales et 

comparables avec le groupe placebo après 12 semaines (20 à 30 % de porteurs) [230]. 

 

b. Chez l’animal 

Cinquante pour cent de la production mondiale d’antibiotiques est utilisée chez 

les animaux de ferme avec un emploi dans près de 90 % des cas à visée prophylactique 

ou en tant que promoteur de croissance (même si ce dernier usage est désormais interdit 

dans l’Union Européenne [231]). La « logique » voudrait donc qu’une forte prévalence 

en IR soit associée à cet usage important d’antibiotiques, mais les études ne vont pas 

toutes dans ce sens.  

La prévalence d’IR de classe 1 inférieure à 5 % chez des E. coli résistants à 

l’ampicilline isolés de selles bovines dans une ferme écossaise pratiquant l’agriculture 

biologique était un premier argument en faveur de la relation faible pression de 

sélection antibiotique - faible prévalence d’IR [232]. Mais plusieurs autres études 

menées chez des bovins et volailles rapportent des résultats contraires. Une première 

étude américaine qui a comparé des populations d’E. coli entre fermes laitières 

biologiques et fermes laitières conventionnelles a retrouvé une association significative 

en terme de résistance (relation fermes biologiques - faible multirésistance des 

bactéries), mais sans pour autant retrouver de différences pour les IR [233]. De même, 

les taux élevés d’IR retrouvés à la fois dans des poulaillers n’utilisant pas 



56 
 

d’antibiotiques et dans ceux où leur usage (cyclines et fluoroquinolones) y était 

systématique vont à l’encontre du lien pression de sélection antibiotique - IR [234]. 

Cette étude soulignait en outre que d’autres facteurs sont à prendre en compte tels que 

l’âge des poulets ou encore la litière et la façon dont celle-ci est renouvelée. Des travaux 

aux résultats discordants ont été publiés par une même équipe australienne à un an 

d’intervalle, alors que la méthodologie employée était la même, basée sur la recherche 

d’IR directement à partir d’ADN extraits de bouillons d’enrichissement de selles. Les 

travaux se sont intéressés à la comparaison du portage digestif en IR de classes 1 et 2 

chez des bovins élevés selon 3 modes d’élevage différents : fermes biologiques, élevage 

avec nourriture du bétail à l’herbe, élevage avec nourriture du bétail aux grains [235, 

236]. La première étude publiée en 2008 a montré des prévalences en IR de classe 1 de 

100 % dans les 3 groupes (idem pour les IR de classe 2 à l’exception d’un groupe où 

elle était moindre)  laissant suggérer que le mode d’élevage n’avait aucun impact sur le 

portage en IR [235], alors même que la deuxième étude publiée en 2009 montrait des 

prévalences croissantes entre les 3 groupes aussi bien pour les IR de classe 1 (25 %,     

52 %, 71 % respectivement) que pour ceux de classe 2 (11 %, 30 %, 62 %) [236], 

suggérant au contraire que la pression de sélection antibiotique influençait le portage en 

IR. L’étude la plus récente sur le sujet s’est intéressée à l’usage des antibiotiques en tant 

que promoteurs de croissance, pratique durant laquelle les antibiotiques sont administrés 

à des concentrations sub-thérapeutiques [237]. Cette étude canadienne a comparé la 

prévalence des IR de classe 1 à partir d’E. coli résistants à la tétracycline chez 3 groupes 

de bovins : un premier groupe ne recevant pas d’antibiotique, un deuxième recevant des 

cyclines et un troisième une association cyclines et sulfamides. Les analyses menées 

après 197 jours d’administration d’antibiotiques ont montré que les taux d’IR étaient 



57 
 

significativement différents entre les 3 groupes avec des prévalences respectives de 7 %, 

28 % et 33 % ; suite aux analyses génétiques des bactéries et IR, les auteurs concluaient 

que la pression de sélection antibiotique était responsable à la fois de la diffusion 

clonale de bactéries porteuses d’IR mais aussi du transfert horizontal des IR via des 

plasmides conjugatifs. 

Enfin, les prévalences du portage digestif en IR diffèrent selon le mode de vie 

des animaux et donc vraisemblablement selon leur exposition à une pression de 

sélection antibiotique. Une étude de 2006 a ainsi retrouvé à partir d’E. coli commensaux 

des prévalences de portage en IR nulles chez des animaux sauvages vivants éloignés de 

l’homme (en Antarctique et au Gabon) alors qu’elles étaient respectivement de 7 % et 

16 % chez des animaux de ferme et des chiens vivant au contact de l’homme [160].    

 

 

c. Dans l’environnement 

L’impact « indirect » de la pression de sélection antibiotique dans 

l’environnement est un paramètre de plus en plus étudié en ce qui concerne les IR ; de 

nombreux travaux publiés ces dernières années se sont ainsi intéressés aux effets 

environnementaux des rejets industriels, des épandages de fumier ou lisier sur les sols 

agricoles ou encore aux rejets des STEP. 

Même s’il ne s’agit pas d’antibiotiques, la pollution des sols par les ammoniums 

quaternaires [238, 239] impacte sur la sélection des IR, ce qui paraît concordant en 

raison de l’existence des cassettes qac. L’une des premières études à ce sujet a ainsi 

montré que les bactéries isolées d’effluents d’une usine de laine employant de fortes 

quantités d’ammonium quaternaires étaient plus résistantes à cet antiseptique et 
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hébergeaient des IR de classe 1 associés dans 95 % des cas à la cassette qacE [238]. La 

prévalence d’IR de classe 1 dans les bactéries isolées des sols contaminés par ces 

effluents traités par filtration sur lit de roseaux était de 0,65 % (rapport de la quantité de 

gène intI1 par celle du gène codant l’ARNr 16S), alors même que la prévalence chez 

des bactéries isolées de de sols non pollués était inférieure de plus de 2 log (0,0036 %) 

[240]. 

 

En agriculture, l’épandage est une technique couramment utilisée pour assurer 

une meilleure fertilité des sols ; les études montrent que 30 à 90 % des antibiotiques 

vétérinaires sont éliminés avec le fumier ou le lisier à raison de plusieurs milligrammes 

par kilogramme de matière ; ils sont ensuite retrouvés pour les plus stables d’entre eux 

(cyclines, sulfamides, macrolides) dans les sols à des concentrations de l’ordre de 

plusieurs microgrammes par kilogramme [241]. L’une des premières équipes travaillant 

sur épandage et IR a montré qu’il existait une dynamique au sein des IR avec un effet 

sur leur abondance et leur diversité en fonction de la présence ou non d’antibiotiques 

rajoutés expérimentalement dans du fumier. Un mois après épandage de fumier de porc 

additionné de sulfamides, outre une quantité plus importante de bactéries résistantes aux 

sulfamides, les auteurs ont constaté, à partir du sol, la présence d’IR non retrouvés à J1, 

avec de nouveaux réseaux de cassettes contenant plusieurs variants de cassettes aadA 

[242]. La même équipe en utilisant différents fumiers de porc de différentes origines a 

confirmé que leur épandage était une source importante d’IR de classe 1 et de cassettes 

aadA [243]. Une autre équipe travaillant sur l’épandage de fumier additionné de 

sulfamides et de cyclines a constaté une prévalence en bactéries résistantes aux 

sulfamides plus importante à partir des sols après application de fumier qu’à partir des 
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sols avant application, avec des bactéries hébergeant de façon inattendue plus d’IR de 

classe 2 que d’IR de classe 1 [244]. Les données les plus pertinentes émanent de la 

même équipe anglaise qui a quantifié le gène intI1 par qPCR. A partir de fumier de porc 

pour lequel la prévalence en IR de classe 1 était estimée à 0,65 %, le nombre de 

bactéries du sol qui hébergeaient un IR de classe 1 était multiplié par 50 un jour après 

l’épandage du fumier (0,01 % versus 0 ,0002 % à J0) et cette proportion restait 20 fois 

supérieure (0,004 %) près de 300 jours après [245]. Les boues de STEP sont également 

couramment employées pour l’épandage des sols agricoles ; la prévalence en IR de 

classe 1 est supérieure à celle des fumiers, estimée dans cette étude à 1,01 % [240]. De 

la même façon que pour l’épandage de fumier, les sols bénéficiant de l’épandage de 

boues de STEP voient les IR de classe 1 persister pendant plusieurs années : les taux 

diminuent au fil des années, passant de 0,36 % après 1 mois à 0,01 % après 2 ans, tout 

en restant près de 100 fois supérieurs à ceux constatés dans des sols vierges de tout 

épandage (0,0036 %) [240]. 

 

Les STEP sont des lieux où sont retrouvés des centaines de molécules 

antibiotiques ou leur métabolites à des concentrations sub-inhibitrices [209]. Elles 

constituent l’un des principaux réservoirs hydriques en IR et sont très propices à des 

transferts horizontaux de gènes de résistance [246]. Des dizaines de travaux décrivent la 

présence de bactéries porteuses d’IR isolées à partir de STEP ; les prévalences 

déterminées à partir de ces bactéries varient selon les études entre 10% et 35 % pour les 

IR de classe 1 [247-253] et entre 4 et 7 % pour les IR de classe 2 [248, 249, 251, 253]. 

Une seule publication décrit la présence de bactéries porteuses d’intégrons de classe 3 

[64], même si des analyses d’hybridation sur des extraits d’ADN total ont montré qu’ils 
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étaient présents en grande quantité [65]. Les valeurs des taux de prévalence diffèrent 

bien entendu selon les espèces bactériennes recherchées (E. coli le plus souvent) et le 

type de STEP sélectionné (STEP dédiées aux effluents urbains, hospitaliers, 

d’abattoir…) ; elles sont bien entendu plus importantes dès lors que les auteurs se 

focalisent sur des bactéries résistantes à un ou plusieurs antibiotiques [254]. Bien que 

les résultats doivent être interprétés avec beaucoup de précautions en raison d’une 

analyse focalisée sur les seules bactéries isolées et qui ne peut donc être exhaustive, les 

études précédemment citées tendent à montrer que le traitement des effluents par les 

STEP ne permettrait pas de diminuer la prévalence des IR [247], voire même 

l’augmenterait [248, 252]. 

Les travaux menés directement à partir d’ADN extraits d’effluents de STEP 

apportent des données plus pertinentes à la fois en ce qui concerne la prévalence des IR 

au sein des STEP, mais aussi sur les capacités de celles-ci à les éliminer. Les études 

quantitatives concernent les seuls IR de classe 1 et mettent en évidence, de façon 

attendue, des quantités bien plus importantes que celles retrouvées dans les eaux de 

rivière ; elles oscillent entre 1010 et 1012 copies par litre d’effluents entrant dans la STEP 

[191, 250]. Les quantités mesurées dans les boues activées sont de l’ordre de 109 à 1012 

copies par litre. Contrairement aux études menées à partir des bactéries, ces études 

quantitatives montrent que la quantité d’IR diminue de l’ordre de 3 log après passage 

dans la STEP avec une quantité estimée de 107 à 109 copies par litre d’effluent de sortie. 

Cette réduction relative des IR n’est cependant pas toujours constatée et diffère selon les 

procédés de traitement des eaux de la STEP, les procédés de méthanisation thermophile 

semblant être les plus efficaces  [255, 256]. 
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Enfin, deux études se sont intéressées à l’effet « grandeur nature » d’une 

pression de sélection antibiotique exercée au niveau des STEP en analysant les bactéries 

porteuses d’IR issues de STEP dédiées à des usines de production d’antibiotiques. La 

première étude concernait la STEP d’une usine de production de pénicilline G [257], 

l’autre d’une usine de production d’oxytétracycline [258]. Si dans les deux cas, les 

bactéries isolées de l’effluent et de la rivière en aval de l’usine présentaient des 

multirésistances plus importantes que les bactéries isolées de la rivière en amont de 

l’usine, les prévalences en IR de classe 1 étaient, elles, très différentes : concernant 

l’usine de production de pénicilline G, la prévalence était de 14 % (9 % dans la rivière 

en aval,  0 % en amont), soit une valeur habituellement constatée (voir paragraphe 

II.C.3), alors que pour l’usine de production d’oxytétracycline, la prévalence atteignait 

97,4 % (86,2 % dans la rivière en aval, 3 % en amont) montrant clairement un effet 

sélectif de cet antibiotique sur les bactéries porteuses d’IR de classe 1. A noter que la 

faible diversité des réseaux de cassettes (aad, dfr, qac)  ne pouvait expliquer la 

multirésistance des bactéries. Cette sélection des IR s’expliquait vraisemblablement par 

le support génétique plasmidique commun des gènes tet et des IR. 
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Conclusion 

Découverts il y a maintenant plus de 20 ans, les intégrons sont plus que jamais 

d’actualité, comme en témoigne le nombre croissant de publications s’y rapportant 

[Figure 12]. Les 3-4 dernières années auront été très riches d’enseignement et ont 

permis de dévoiler quelques-uns des secrets des IR, aussi bien sur le plan mécanistique 

que sur le plan épidémiologique. Malgré une plate-forme fonctionnelle somme toute 

assez simple, les processus de recombinaison et de régulation de l’expression de 

l’intégrase et des cassettes se révèlent très complexes mais permettent in fine d’assurer à 

la bactérie, avec un coût énergétique minime, une importante plasticité qui lui offre de 

formidables capacités d’adaptation et d’évolution, à l’origine vraisemblablement de leur 

succès et de leur très large répartition dans tous les écosystèmes microbiens. Il reste 

encore beaucoup de travaux à réaliser afin d’explorer la « partie immergée de 

l’iceberg » ; l’effet in vitro et in vivo de la pression de la pression de sélection 

antibiotique sur ce support génétique en est un. 

 

 

Figure 12 : Nombre de publications et de citations sur les intégrons depuis leur découverte.  

Avec la requête « integron », il existe environ 2000 publications recensées à partir du site « PubMed » 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed) (* requête effectuée le 28/11/2011).   
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Chapitre 2 :  

Présentation du travail de thèse 
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Les recherches menées durant ce travail de thèse ont porté sur deux axes :  

  

� un axe fondamental visant à comprendre quel est l’effet in vitro d’une pression de 

sélection exercée par les antibiotiques sur le réarrangement des cassettes au sein 

d’un intégron,  

� un axe épidémiologique visant à évaluer la présence des intégrons dans différents 

écosystèmes, selon l’exposition des bactéries qui les hébergent à différentes 

pressions de sélection antibiotique. Une technique de PCR en temps réel (qPCR) a 

ainsi été développée dans un premier temps avant de pouvoir l’appliquer  à partir de 

souches bactériennes et d’échantillons biologiques plus complexes permettant ainsi 

de mieux appréhender l’importance in vivo des IR et leur lien avec la pression de 

sélection antibiotique. 

 

Le travail concernant l’axe fondamental est basé sur le fait qu’il est considéré, 

mais non démontré à ce jour, que la pression de sélection antibiotique va favoriser les 

bactéries dont les cassettes ont été réarrangées au sein de l’intégron de façon telle à 

rapprocher les cassettes nécessaires au plus près du promoteur Pc. Pour explorer la 

possibilité d’une telle régulation par réarrangement de cassettes, nous avons construit un 

intégron synthétique avec 4 cassettes dont la dernière code une résistance au 

chloramphénicol.  Nous avons ensuite testé l’effet de la pression de sélection par le 

chloramphénicol sur les capacités de réarrangement de cassettes, et ceci en fonction des 

différents variants de Pc ou d’expression induite ou constitutive de l’intégrase. Ce 

travail présenté ci-après sous forme d’article sera soumis pour publication dans une 

revue internationale. 
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Le travail relatif à l’axe épidémiologique a été subdivisé en plusieurs parties :  

o la Partie 1 concerne la mise au point d’une technique de PCR en temps réel (qPCR) 

multiplex permettant de détecter et de quantifier avec les meilleures sensibilités et 

spécificités possibles les 3 principales classes d’intégrons de résistance. Ce travail a 

fait l’objet d’une publication internationale en 2010 dans Journal of Antimicrobial 

Chemotherapy. Elle a en outre permis pour partie le dépôt d’un brevet aux Etats-

Unis en septembre 2010. 

o la Partie 2 concerne la caractérisation d’IR chez des isolats bactériens détectés 

grâce à la technique de qPCR : (i) un IR de classe 1 retrouvé chez un isolat clinique 

de Corynebacterium diphtheriae, ce travail a fait l’objet d’une publication 

internationale en 2011 dans Emerging Infectious Diseases ; (ii) un IR de classe 3 

retrouvé chez un Enterobacter cloacae isolé d’un effluent hospitalier, ce travail sera 

soumis pour publication dans une revue internationale. 

o la Partie 3 s’intéresse à la détection d’IR directement à partir d’échantillons de 

selles humaines chez des individus soumis à différentes pressions de sélection 

antibiotique. Ces données ont été comparées aux résultats obtenus à partir de la 

culture bactérienne. Ces travaux présentés en français seront soumis pour 

publication dans une revue internationale. 

o La Partie 4 s’intéresse au lien entre les IR et la résistance aux antibiotiques avec 

comme objectif principal d’évaluer la valeur prédictive du marqueur IR. Ce travail a 

été mené au sein du laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiène du CHU 

Limoges à travers le protocole « Hemotion » pour lequel  nous avons détecté la 

présence d’IR directement à partir de flacons d’hémocultures positives à bacilles à 

Gram négatif. 
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Axe fondamental 

 

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

le réarrangement des cassettes au sein d’un intégron de résistance 
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L’objectif de nos travaux était d’évaluer la capacité de l’intégrase à réarranger 

des cassettes au sein d’un IR chez une bactérie soumise à une pression de sélection 

antibiotique. Nous avons construit un IR synthétique avec 4 cassettes dont la dernière 

codait une résistance au chloramphénicol (Cm) et testé l’effet de la pression de sélection 

par le Cm sur les réarrangements de cassettes, en fonction de différents variants de Pc et 

avec une expression constitutive ou induite de l’intégrase.  

Une souche d’Escherichia coli DH5α hébergeant l’IR intI1-aac(6’)Ib-dfrA15-

aadA1-catB9 a été soumise à des cultures continues en concentrations croissantes de 

Cm. Les expériences ont été menées avec les variants PcS, PcWTGN-10 et PcW, avec 

l’intégrase exprimée de façon basale ou déréprimée par mutation du site de fixation de 

LexA. Des expériences ont également été menées avec une intégrase surexprimée en 

trans sous le contrôle d’un promoteur fort. La position de catB9 a été déterminée par 

PCR chaque jour du protocole sur 100 colonies différentes.  

Tous les réarrangements obtenus ont montré un rapprochement de catB9 de Pc, 

augmentant ainsi le niveau de résistance de la bactérie au Cm. Le principal 

réarrangement obtenu, quel que soit le type de Pc, a été intI1-aac(6’)-Ib-catB9. Lorsque 

l’intégrase était surexprimée, les durées des protocoles de pression de sélection étaient 

raccourcis mais le nombre des réarrangements restaient identiques, excepté pour 

l’intégrase IntI1R32_H39 qui est l’intégrase correspondant au variant PcW.  

Nous avons pu montrer dans notre modèle expérimental que l’intégrase était 

capable de générer des réarrangements de cassettes qui conduisaient à un 

rapprochement de catB9 de Pc, majoritairement par délétions des deux cassettes 

dfrA15et aadA1. Les résultats sont présentés sous forme de manuscrit pour soumission 

pour publication dans un journal international. 
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Partie 1 : 

 

Mise au point d’une PCR en temps réel multiplex 
pour la détection des intégrons de résistance de 

classe 1, 2 et 3.  
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L’objectif était de développer une technique de PCR en temps réel (qPCR) 

permettant la détection simultanée des 3 principales classes d’IR non seulement sur des 

souches, mais aussi à partir d’environnements génétiques plus complexes.   

Nous avons dessiné 3 couples d’amorces et 3 sondes Taqman® ciblant les gènes 

d’intégrases intI1, intI2 et intI3. La sensibilité et l’efficacité des réactions de PCR ont 

été déterminées avec des gammes témoins de plasmides, la spécificité avec des souches 

témoins hébergeant ou non un intégron. Des gammes croisées de chacun des 3 gènes 

intI ont été testées. La technique a ensuite été appliquée sur des souches cliniques et sur 

des échantillons biologiques (urine, sérum, liquides biologiques…). 

Pour chacun des 3 gènes, et quelle que soit la quantité des autres gènes présents, 

la sensibilité de la réaction était de 102 copies par réaction. Dans les différentes 

conditions expérimentales, les amplifications étaient spécifiques et la technique s’est 

révélée quantitative de 103 à 107 copies pour chacun des gènes intI. Les efficacités 

globales d’amplification étaient de 99 % pour intI1, 102 % pour intI2 et 98 % pour 

intI3, avec un coefficient de variation inférieur à 2 %. La technique a permis la 

détection d’intégrons aussi bien à partir d’ADN extrait de souches cliniques qu’à partir 

d’ADN extrait d’échantillons biologiques sans culture préalable. 

La PCR développée est une technique facile, spécifique et sensible de détection 

des IR. Elle permet de cribler rapidement des centaines d’échantillons et d’envisager 

ainsi des études épidémiologiques à grande échelle. 
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Partie 2 : 

 

Caractérisation d’intégrons de résistance chez 
des isolats bactériens 

  



108 
 
 
 

La technique de qPCR nous a permis de réaliser un « screening » rapide des IR 

parmi des milliers de souches bactériennes isolées lors des différents travaux entrepris 

au sein du laboratoire ou via un travail de collaboration avec d’autres équipes de 

recherche.  

 

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

- une souche de Corynebacterium diphtheriae toxinogène hébergeant l’IR de classe 1 

ΔintI1-dfrA16-qacH lui conférant une résistance inhabituelle au triméthoprime-

sulfaméthoxazole. L’environnement génétique a montré que cet intégron délété dans 

sa partie 5’ était présent au sein d’un transposon composite. Ce travail mené en 

collaboration avec le Centre National de référence des Corynébactéries toxinogènes 

(Institut Pasteur, Paris) a été accepté en 2011 pour publication dans Emerging 

Infectious Diseases.  

 

- une souche d’Enterobacter cloacae isolée d’un effluent hospitalier avec l’IR de 

classe 3 intI3-blaOXA-10-aac(6’)-Ib lui conférant une résistance aux pénicillines et à 

certains aminosides. Cet intégron a pour environnement génétique un plasmide 

mobilisable de 9 kilobases. Ce travail présenté sous forme de manuscrit sera 

prochainement soumis pour publication dans une revue internationale.  
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Partie 3 : 

 

Prévalence du portage digestif 

des intégrons de résistance chez l’homme 
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Les données de la littérature concernant le portage digestif en IR ont 

essentiellement été déterminées à partir des prévalences en IR constatées chez les 

bactéries à Gram négatif, notamment chez E. coli. Les chiffres déterminés chez des 

sujets sains oscillent entre 15 et 30 % de portage selon les études [144, 147]. Or, cette 

approche a l’inconvénient de se limiter aux seules bactéries cultivables sur les milieux 

utilisés qui sont généralement adaptés à des bactéries retrouvés en clinique. Peu 

d’études se sont intéressées à déterminer cette prévalence par une approche plus 

globale ; les travaux de Barlow réalisés chez l’animal ont montré des prévalences 

beaucoup plus importantes (> 85 %) dès lors que l’analyse était faite à partir d’un 

bouillon d’enrichissement de selles [163]. 

Le but de ce travail était de comparer deux approches d’étude de la prévalence 

du portage digestif d’IR de classe 1, 2 et 3 chez l’homme, (i) une approche 

conventionnelle basée sur la culture des BGN isolées des selles, (ii) une approche 

globale faite directement à partir de l’ADN extrait des selles, avec et sans étape 

d’enrichissement. Nous avons comparé par ces approches le portage digestif des IR 

chez des individus issus de 2 populations soumises à des pressions de sélection 

antibiotique différentes : (i) des patients hospitalisés en Unité de Soins Intensifs soumis 

a priori à une forte pression de sélection antibiotique, (ii) des patients de la « population 

générale » peu ou pas soumis à des traitements antibiotiques. Pr ailleurs, une analyse 

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

Ce projet a été soutenu par la Direction de la Recherche Clinique et de 

l’Innovation du CHU de Limoges avec un financement de 38 000 €. Il a été réalisé en 

collaboration avec le Centre d’Investigation Clinique (CIC-P 0801) du CHU de 

Limoges. 
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Deux cents cinquante (250) individus ont été inclus dans chacune des 2 

populations étudiées. Seuls des IR de classe 1 et 2 ont été détectés ; aucun IR de classe 3 

n’a été mis en évidence. L’approche globale a permis de détecter plus d’IR que 

l’approche conventionnelle : pour les 2 populations analysées, les prévalences des IR 

déterminées par l’approche globale sans étape d’enrichissement étaient près de 2 fois 

supérieures à celles déterminées par l’approche conventionnelle (environ 50 % versus 

25 %). Avec une étape d’enrichissement, les prévalences dépassaient les 60 %. 

Lorsque les données issues de l’approche conventionnelle étaient prises en 

compte, la différence de portage digestif des IR entre les 2 populations n’était pas 

significative : 22,8 % pour les patients de la population générale versus 28,4 % pour 

ceux hospitalisés en USI ; avec les données issues de l’approche globale sans étape 

d’enrichissement, la différence entre les 2 groupes était significative (43,6 % versus 

53,2 %, p = 0,039). La quantification des IR de classe 1 (estimée en nombre de copies 

du gène intI1 par gramme de selles) n’a pas montré de différence significative entre les 

patients des 2 groupes. 

La très large majorité des BGN isolés appartenait à la famille des entérobactéries 

(E. coli principalement) avec une diversité plus importante dans le groupe de patients 

hospitalisés en USI. Au sein des entérobactéries, le lien entre IR et multirésistance 

acquise aux antibiotiques a été montré, avec une significativité pour plusieurs 

antibiotiques : amoxicilline, streptomycine, triméthoprime, sulfamides, cyclines… Cette 

significativité était plus importante et plus large pour les entérobactéries n’appartenant 

pas à l’espèce E. coli  avec un lien fort pour les autres aminosides, les fluoroquinolones 

et la plupart des β-lactamines… Chez l’espèce E. coli, le marqueur IR s’est révélé avoir 

une très bonne valeur prédictive négative vis-à-vis de la résistance aux antibiotiques.  
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Matériels et Méthodes : 

Patients inclus 

Pour estimer une prévalence de portage d’IR de 20% avec une précision de 5%, un 

risque α de 5% et une puissance de 80%, il a été déterminé qu’il était nécessaire de 

disposer de 246 individus dans chaque groupe (faible et forte pression de sélection par 

les antibiotiques).  

Les critères d’inclusion étaient : 

� Patients adultes (> 18 ans). 

� Possibilité de recueillir les renseignements cliniques concernant une 

antibiothérapie récente (< 3 mois). 

� Groupe 1 : faible pression de sélection par les antibiotiques. 

Sujets appartenant au personnel de restauration du CHU de Limoges, 

convoqués de manière systématique par le Département de Santé au Travail et 

pour lesquels un examen bactériologique des selles est pratiqué dans le cadre du 

dépistage annuel systématique du portage sain de salmonelles et shigelles chez 

les professionnels des cuisines.  

� Groupe 2 : forte pression de sélection par les antibiotiques. 

Patients admis depuis au moins 48 heures dans le service de Réanimation 

Polyvalente du CHU Limoges. 

Il n'apparaissait pas nécessaire de réaliser un appariement entre les deux populations 

étudiées. En effet, l’analyse de la littérature n’a apporté aucun renseignement permettant 

de mettre en évidence un éventuel lien entre des facteurs tels l'âge ou le sexe et le 

portage digestif des IR.  
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De décembre 2007 à avril 2010, 500 patients différents issus des 2 groupes (250 dans 

chaque groupe) ont été inclus. Un prélèvement de selles a été obtenu pour chaque 

patient. L’antibiothérapie dans les 3 mois précédant le recueil de selles a été recherchée. 

 

Ensemencement des échantillons  

La [Figure 1] résume les différentes étapes techniques du matériel et méthodes. 200 mg 

de selles étaient inoculés dans 5 millilitres de bouillon cœur-cervelle (AES) à 37°C 

pendant une nuit, sans agitation. Dix microlitres (10 µL) du bouillon d’enrichissement 

étaient ensemencés sur gélose Drigalski (bioMérieux). Après 18 à 24 heures 

d’incubation à 37°C, les bacilles à Gram négatif (BGN) étaient repérés visuellement et 

isolés sur géloses Cled (bioMérieux) incubées 18 à 24 heures à 37°C. 

 

Identification et antibiogramme des BGN 

L’identification des isolats a été réalisée à l’aide du système Vitek2 avec les cartes 

Vitek2-ID-GNB (bioMérieux). Un antibiogramme a été réalisé par diffusion en milieu 

gélosé selon les recommandations du CA-SFM (http://www.sfm-microbiologie.org/) 

avec les 26 antibiotiques suivants : β-lactamines (amoxicilline, ticarcilline, amoxicilline 

+ acide clavulanique, ticarcilline + acide clavulanique, céfoxitine, céfotaxime, 

ceftazidime, aztréonam, céfépime, imipénem), aminosides (streptomycine, 

spectinomycine, kanamycine, tobramycine, nétilmicine, amikacine, gentamicine, 

isépamicine), quinolones (acide nalidixique, péfloxacine, ciprofloxacine), 

triméthoprime, sulfaméthoxazole, cotrimoxazole, tétracycline et chloramphénicol. Dans 

l’analyse des résultats, les souches intermédiaires (I) et résistantes (R) ont été agrégées 



142 
 
 
 

(I+R). La multirésistance a été définie comme la résistance acquise à au moins 3 

antibiotiques testés. L’analyse n’a porté que sur les entérobactéries.  

 

Extraction de l’ADN 

- à partir des selles 

L’ADN total a été extrait à partir de 200 mg de selles en utilisant le kit QIAamp DNA 

stool mini kit (Qiagen) selon les recommandations du fabricant. Le volume d’élution 

était de 200 µL. 

- à partir du bouillon d’enrichissement 

Un millilitre (1 mL) du bouillon d’enrichissement était centrifugé à 10 000 g pendant 10 

min à température ambiante, puis l’ADN total était extrait à partir du culot avec le kit 

QIAamp DNA mini kit (Qiagen) selon les recommandations du fabricant. Le volume 

d’élution était de 200 µL. 

- à partir des BGN 

Les ADN bactériens ont été extraits par ébullition (“boiling”) [33]. 

 

Détection des IR 

La recherche des 3 classes d’IR a été réalisée à partir des ADN extraits des selles, du 

bouillon d’enrichissement et des BGN (5µL) en employant la technique de qPCR 

développée et décrite précédemment dans cette thèse). L’appareil utilisé était le système 

SmartCycler II 2.0 (Cepheid®) ou le système MX3005P (Stratagene®). Pour tous les 

échantillons pour lesquels la qPCR intégron s’est révélée négative, une vérification de la 

présence d’inhibiteurs a été réalisée en ciblant le gène codant l’ARN ribosomal 16S. 
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Quantification des IR 

Le gène intI1 a été quantifié à partir de l’ADN extrait des selles de patients et rapporté 

en nombre de copies par gramme de selles.   

 

Tests statistiques 

Le lien IR – multirésistance aux antibiotiques a été déterminé en employant le test du 

chi2. Un test exact de Fisher a été utilisé lorsque les effectifs étaient  inférieurs à 5. 

 

 

 

Figure 1 : Schéma représentant le processus de traitement des échantillons de selles. 

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

1. Approche conventionnelle 

1.1. Répartition des espèces bactériennes [Figure 2] 

Dans le Groupe 1, au moins 1 BGN a été isolé à partir de 245 échantillons, soit     

chez 98 % des sujets. 649 BGN ont été isolés (moyenne de 2,6 BGN par sujet), dont 

98,2% d’entérobactéries. Des souches d’E. coli ont été identifiées chez 84,4 % des 

patients. 

Dans le Groupe 2, au moins 1 BGN a été isolé à partir de 176 échantillons, soit     

70,4 % des sujets ; aucune culture de BGN n’a donc été observée pour 74 patients    

(29,6 %). 418 BGN ont été isolés (soit 1,67 BGN en moyenne par sujet), dont 93,5 % 

d’entérobactéries et 5,7% de P. aeruginosa. Des souches d’E. coli ont été identifiées 

chez 60,5 % des patients.  

 

 
Figure 2 : Répartition des BGN isolés dans les 2 groupes. La catégorie « autres » rassemble les BGN 

appartenant aux genres Acinetobacter, Stenotrophomonas ou Aeromonas. 
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1.2. Résistance des souches bactériennes aux antibiotiques 

Les résistances (I+R) des entérobactéries isolées des selles des patients des 2 

Groupes ont été déterminées vis-à-vis des 26 antibiotiques testés [Figure 3]. 

 

  

 
Figure 3 : Résistance (I+R) des entérobactéries isolées des 2 groupes vis-à-vis des antibiotiques testés.  

AMX : amoxicilline, AMC : amoxicilline + acide clavulanique, TIC : ticarcilline, TCC : ticarcilline + acide 
clavulanique, FOX : céfoxitine, CTX : céfotaxime, CAZ : ceftazidime, FEP : céfépime, ATM : aztréonam, IMI : 
imipéneme, NET : nétilmicine, SPT : spectinomycine, Kana : kanamycine, Strepto :  streptomycine, Amika : 
amikacine, Tobra : tobramycine, Genta : gentamicine, Isépa : isépamicine, TMP : triméthoprime, SSS : 
sulfaméthoxazole, SXT : cotrimoxazole, Nal : acide nalidixique, Peflo : péfloxacine, Cipro : ciprofloxacine, Tétra : 
tétracycline, Chloram : chloramphénicol. 
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Les entérobactéries isolées des patients du Groupe 1 étaient globalement plus 

sensibles aux antibiotiques que celles isolés des patients du Groupe 2. 

Les résistances aux antibiotiques ont été analysées en séparant l’espèce E. coli 

[Figure 4] des entérobactéries non E. coli [Figure 5].   

 

 

 

Figure 4 : Résistance (I+R) des E. coli isolés des 2 groupes vis-à-vis des antibiotiques testés. 

Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la Figure 3. 
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Figure 5 : Résistance (I+R) des entérobactéries non E. coli isolés des 2 groupes vis-à-vis des 

antibiotiques testés. Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la Figure 3. 

 

 

La différence de sensibilité aux antibiotiques constatée entre les 2 groupes 

s’expliquait par la plus grande résistance au sein du Groupe 2 des bactéries appartenant 

à l’espèce E. coli [Figure 4] mais surtout par la plus grande résistance des 

entérobactéries non E. coli [Figure 5]. 
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1.3. Prévalence des IR [Tableau 1] 

Dans le Groupe 1, 12,9 % des souches hébergeaient un IR, à raison de 76 souches 

intI1+ (11,7 %), 6 intI2+ (0,9 %) et 2 intI1+ et intI2 + (0,3 %). Le taux d’IR était 13,2 % 

chez les entérobactéries et 13,9% au sein de l’espèce E. coli. 

Dans le Groupe 2, 21,8 % des souches hébergeaient un IR, à raison de 85 souches 

intI1+ (20,3 %) et 6 souches intI2+ (1,4 %). Le taux d’IR était de 22,0 % chez les 

entérobactéries, de 22,9 % au sein de l’espèce E. coli et de 20,8 % au sein de l’espèce  

P. aeruginosa. Aucun IR de classe 3 n’a été détecté dans les 2 groupes. 

 

 
Tableau 1 : Nombre et prévalence des IR au sein des BGN isolés des 2 groupes.  

Plusieurs souches intI+ pouvant être isolées chez un même patient, le taux de 

portage digestif d’IR en considérant les BGN, était de 22,8 % dans le Groupe 1, soit 57 

des 250 individus (dont 4 individus porteurs exclusifs d’IR de classe 2). Le portage 

digestif d’IR dans le Groupe 2 était de 28,4 %, soit 71 des 250 patients (dont 6 

individus porteurs exclusifs d’IR de classe 2). 

BGN Entérobactéries E.coli
Entérobactéries 

(hors E.coli )
Autres

intI1+ seul 76 76 69 7 0

intI2+ seul 6 6 5 1 0

intI1+, intI2+ 2 2 2 0 0

intI+ 84 84 76 8 0

% intI+ 12,9% 13,2% 13,9% 9,0% 0,0%

intI- 565 553 472 81 12

Total 649 637 548 89 12

BGN Entérobactéries E.coli
Entérobactéries 

(hors E.coli )
P. aeruginosa Autres

intI1+  seul 85 80 56 24 5 0

intI2+ seul 6 6 2 4 0 0

intI1+, intI2+ 0 0 0 0 0 0

intI+ 91 86 58 28 5 0

% intI+ 21,8% 22,0% 22,9% 20,3% 20,8% 0,0%

intI- 132 305 195 110 19 3

Total 418 391 253 138 24 3

Groupe 1 

Groupe 2 
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1.4. Résistance aux antibiotiques et lien avec les IR 

Etant donné la forte proportion d’E. coli dans le Groupe 1 de personnes du service 

de restauration et la sensibilité naturelle de cette espèce à l’ensemble des antibiotiques 

testés, il nous a paru plus pertinent de s’intéresser aux résistances acquises. Ainsi, dans 

le Groupe 1, 27,3 % des souches présentaient une multirésistance acquise versus     

38,1 % dans le Groupe 2  de patients de réanimation. 

Quel que soit le groupe, le taux de BGN intI+ était d’autant plus important que le 

nombre de résistances acquises aux antibiotiques augmentait [Figure 6]. Parmi les BGN 

intI-, environ 20 % étaient multirésistants c’est-à-dire présentaient une résistance 

acquise à au moins 3 antibiotiques testés (17,5 % dans le Groupe 1 et 22,0 % dans le 

Groupe 2) alors que parmi les BGN intI+, plus de 90 % étaient multirésistants (91,7 % 

dans le Groupe 1 et 95,3 % dans le Groupe 2), soit une différence significative (p<0,05). 

 

 

 
Figure 6 : Nombre de résistances acquises et présence d’IR dans les 2 groupes.   
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La [Figure 7] représente la proportion de souches hébergeant un IR (intI+) ou 

n’en hébergeant pas (intI-) parmi les entérobactéries résistantes à chacun des 

antibiotiques testés. 

 
 

 

Figure 7 : Prévalence des IR parmi les bactéries résistantes (I+R) à tel ou tel antibiotique. 

Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la Figure 3. Les tableaux à gauche des 

graphiques indiquent le nombre de souches résistantes pour chacun des antibiotiques testés.  

 

Les valeurs dans le Groupe 1 sont à prendre avec réserve étant donné le faible 

nombre de souches résistantes (par exemple, seules 6 souches étaient résistantes à la 

péfloxacine, elles hébergeaient toutes un IR, soit une valeur de 100 %...).  
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Au sein des bactéries du Groupe 2 où le nombre de bactéries résistantes était 

suffisamment important, les résultats ont été analysés en séparant l’espèce E. coli des 

entérobactéries non E. coli [Figure 8]. 

 

 
Figure 8 : Groupe 2 : prévalence des IR parmi les E. coli et les entérobactéries non E. coli résistantes 

(I+R) à tel ou tel antibiotique.  

Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la Figure 3. Les tableaux à gauche des 

graphiques indiquent le nombre de souches résistantes pour chacun des antibiotiques testés. 

 

Les résultats dans le Groupe 2 montrent une association entre résistance aux 

aminosides et présence d’un IR. Cette relation est surtout constatée pour les 

entérobactéries n’appartenant pas à l’espèce E. coli. 
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Afin de pouvoir évaluer un lien statistique entre IR et antibiotiques, il est 

nécessaire de considérer l’ensemble des résistances ou sensibilités des entérobactéries 

aux antibiotiques testés avec en regard la présence ou l’absence d’IR. Ce lien est 

représenté dans la [Figure 9] qui indique parmi les entérobactéries qui hébergent (ou 

n’hébergent pas) un IR combien sont résistantes à tel ou tel antibiotique. 

  

  
Figure 9 : Lien IR et résistance aux antibiotiques les entérobactéries.  

Cette figure représente parmi les entérobactéries qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pourcentage d’entre 

elles qui sont résistantes à un antibiotique donné. Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles 

employées dans la Figure 3. L’astérisque indique un lien statistique significatif. 
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Les données montrent qu’il existe un lien statistiquement significatif entre la 

présence d’IR et la résistance à de nombreux antibiotiques. Le lien est particulièrement 

marqué pour les pénicillines et inhibiteurs de β-lactamases, les aminosides, le 

triméthoprime, le sulfaméthoxazole, la tétracycline et le chloramphénicol. 

La [Figure 10] et la [Figure 11] représentent le même lien IR – antibiotique en 

séparant E. coli des entérobactéries non E. coli. 

 

  

  
Figure 10 : Lien IR et résistance aux antibiotiques chez E. coli.  

Cette figure représente parmi les E. coli qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pourcentage d’entre eux qui sont 

résistants à un antibiotique donné. Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la 

Figure 3. L’astérisque indique un lien statistique significatif. 
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Figure 11 : Lien IR et résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries non E. coli.  

Cette figure représente parmi les entérobactéries non E. coli qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pourcentage 

d’entre elles qui sont résistantes à un antibiotique donné. Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles 

employées dans la Figure 3. L’astérisque indique un lien statistique significatif.  NB : Le graphique  correspondant au 

Groupe 1 est à considérer avec prudence étant donné le très faible nombre d’entérobactéries non E. coli résistantes. 

 

La distinction entre l’espèce E. coli et les entérobactéries non E. coli permet de 

rendre compte de certaines associations statistiques : le lien statistique observé entre la 

résistance des entérobactéries aux C3G et les IR n’est en réalité, dans notre étude, vrai 

que pour les entérobactéries non E. coli ; le lien entre la résistance aux pénicillines 

(amoxicilline et ticarcilline) n’est, dans notre étude,  vrai lui que pour E. coli. Ceci serait 

à confirmer avec des effectifs plus importants de souches d’E. coli résistantes 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 été évalué à 54,8 % dans le Groupe 1 

(137 individus), dont 44,8 % d’individus intI1+, 3,6 % intI2+ et 6,4 % qui étaient 

porteurs des 2 classes d’IR.  

Dans le Groupe 2, le taux de portage digestif d’IR était de 58,8 % (147 patients), 

dont 48,4 % de patients intI1+, 2,8 % intI2+ 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 été évalué à 43,6 % dans le Groupe 1 

(109 individus), dont 37,2 % d’individus intI1+, 2,8 % intI2+ et 3,6 % qui étaient 

porteurs des 2 classes d’IR.  

Dans le Groupe 2, le taux de portage digestif d’IR était de 53,2 % (133 patients), 

dont 46,8 % de patients intI1+, 2,8 % intI2+ 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 quantification du gène intI1 a montré que 

« l’excrétion » d’IR de classe 1 était très comparable entre les 2 groupes non seulement 

en ce qui concerne la médiane aux alentours de 107 copies par gramme de selle 

(1,46.107 Groupe 1 vs 2,93.107 dans le Groupe 2), mais aussi en ce qui concerne la 

répartition autour de cette valeur [Figure 12]. 

NB : la quantification du gène intI2 n’a pas été réalisée étant donné le faible 

nombre de patients porteurs dans les 2 groupes (Groupe 1, n = 16 ; Groupe 2, n = 16). 
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Figure 12 : Représentation type « boîte à moustache » du nombre de copies du gène intI1 par gramme de 

selle au sein des patients porteurs d’IR de classe 1 des groupes 1 et 2.  

Q1 : 1er quartile, Q3 : 3ème quartile, Min valeur minimale, Max, valeur maximale. 

 

2.3. Comparaison des 2 approches globales 

Les résultats obtenus entre les 2 approches globales (qPCR sur les selles et 

qPCR sur les bouillons d’enrichissement) pour les 2 groupes sont présentés et comparés 

dans le [Tableau 2].  

 

 

Tableau 2 : Comparaison des résultats obtenus par qPCR à partir des extraits d’ADN des selles et des 

bouillons d’enrichissement. Les cases surlignées en jaune représentent les résultats concordants.  
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Il est difficile de parler de « concordance » ou « discordance » entre les 2 qPCR 

étant donné que les matrices ne sont pas les mêmes ; néanmoins, les résultats sont 

« concordants » (surlignage jaune) dans près de 80 % des cas dans le Groupe 1 et plus 

de 85 % des cas dans le Groupe 2. 

Dans 10 à 15 % des cas, des patients ont été détectés intI+ à partir des bouillons 

d’enrichissement alors qu’ils étaient intI- à partir des selles. L’enrichissement a permis 

de détecter des IR qui n’étaient pas détectables à partir des selles en raison d’une 

quantité initiale inférieure au seuil de détection de la qPCR.  

Une dizaine de résultats « discordants » dans chacun des groupes (soit 4 % des 

échantillons) concernent des patients détectés intI+ à partir des selles alors qu’ils sont 

détectés intI- à partir des bouillons d’enrichissement. Ces résultats peuvent s’expliquer 

par une compétition au sein du bouillon d’enrichissement qui a vu le nombre de 

bactéries intI+ diminuer vis-à-vis d’autres bactéries intI-, les faisant passer en deçà du 

seuil de détection de la technique.    

 

 

 

 

3. Analyse des résultats 

L’objectif de ce travail était d’évaluer le portage digestif en IR par des approches 

plus globales que la culture des BGN, tout en comparant l’impact de la pression de 

sélection antibiotique au sein de 2 populations différemment exposées. Le [Tableau 3] 

rassemble les résultats obtenus avec les 3 approches qui ont permis de déterminer le 

portage en IR des patients des 2 groupes. 
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 Approche 
conventionnelle 

Culture BGN 

Approche globale 

 
Bouillons 

d'enrichissement Selles 

Groupe 1 
(n = 250) 

22,8 % 
(n = 57) 

54,8 % 
(n = 137) 

43,6 % 
(n = 109) 

Groupe 2 
(n = 250) 

28,4 % 
(n = 71) 

58,8 % 
(n = 147) 

53,2 % 
(n = 133) 

Test du χ² p = 0,18 p = 0,42 p = 0,039 
 

Tableau 3 : Prévalences du portage en IR. Comparaison des résultats obtenus entre l’approche 

conventionnelle et les 2 approches globales. Le test statistique a comparé entre les 2 groupes les 

prévalences obtenues par chacune des méthodes. 

  

Les valeurs obtenues à partir de la culture des BGN donnent les prévalences les 

plus faibles qui correspondent aux chiffres classiquement retrouvés dans la littérature 

(15 à 30 %, cf partie bibliographique). Les valeurs se situent dans la tranche haute, mais 

il ne faut pas oublier qu’elles sont issues de cultures de BGN obtenues après 

enrichissement des selles. Par cette approche, malgré une tendance à une plus forte 

prévalence dans le Groupe 2, la différence entre les 2 groupes n’était pas significative  

(p = 0,18). 

Les valeurs de prévalence issues de l’approche globale sont beaucoup plus 

importantes (plus de 2 fois) avec des différences par rapport à l’approche 

conventionnelle qui sont toutes significatives (p < 0,05), que ce soit à partir des 

bouillons d’enrichissement ou des selles. Ces données peuvent s’expliquer par plusieurs 

hypothèses : (i) certains BGN intI+ n’ont pas été isolés à la culture, (ii) certains BGN 

n’ont pu croître sur gélose Drigalski en raison d’une compétition avec d’autres BGN 

plus nombreux (iii) d’autres bactéries telles que les bactéries à Gram + ou les anaérobies 

qui n’ont pas été recherchés hébergeaient des IR, (iv) des bactéries dites viables non 

cultivables impossibles à mettre en évidence peuvent héberger des IR.  
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Quoi qu’il en soit, l’approche globale permet de rendre compte d’une prévalence 

en IR surement plus juste que celle issue des données de l’approche conventionnelle. Si 

l’on se base sur les valeurs issues des extraits d’ADN de selles, qui sont les valeurs les 

plus représentatives des quantités réelles d’IR présentes dans le tube digestif, Les 

patients du Groupe 2 hébergeaient plus d’IR que ceux du Groupe 1 (p = 0,035). 

 

Les données concernant l’antibiothérapie dans les 3 mois précédant le recueil de 

selles ont montré que parmi les sujets du Groupe 1, 6,8 % avaient pris une 

antibiothérapie (soit 17 patients) ; ce pourcentage était de 84,8 % (soit 213 patients) 

parmi les patients du Groupe 2. La majorité des patients du Groupe 2 avaient bénéficié 

d’une double ou triple antibiothérapie avec l’emploi dans près de 80 % des cas de β-

lactamines et dans 40 % des cas de fluoroquinolones [Figure 13].  

A noter que parmi les patients du Groupe 2 qui n’avaient pas d’antécédents de 

prise d’antibiotique (n = 37), 65 % étaient porteurs d’IR, alors que parmi ceux qui 

avaient des antécédents (n = 213), 52 % étaient porteurs d’IR. 

 

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

 

Protocole « Hemotion » :  

Evaluation de la valeur prédictive du marqueur 
intégron recherché à partir de flacons 

d’hémocultures positifs à bacilles à BGN 
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Des pathologies sévères telles que le Sepsis nécessitent une rapidité de prise en 

charge et une antibiothérapie probabiliste adaptée qui conditionne la probabilité de 

survie du patient. Les techniques conventionnelles de bactériologie ne répondent pas à 

cette exigence: en effet, il faut 36 à 48 heures pour disposer de l’antibiogramme de la 

bactérie responsable de l’infection, imposant au clinicien d’instaurer une antibiothérapie 

probabiliste, choisie en fonction d’éléments d’orientation clinique et de données 

épidémiologiques. L’émergence actuelle de bactéries multirésistantes (BMR) aussi bien 

en ville qu’à l’hôpital vient compliquer ce choix thérapeutique. Des techniques de 

biologie moléculaire concernant la détection de la résistance aux antibiotiques ont 

récemment été mises au point mais s’intéressent principalement à des déterminants 

impliquées dans la résistance des bactéries à Gram positif. Chez les BGN, des centaines 

de gènes de résistance ont été décrits, rendant difficile une détection génotypique 

aisément réalisable en routine ; les techniques génotypiques existantes ne sont pas pour 

l’instant utilisables à partir de prélèvements cliniques. Il nous est apparu pertinent de 

rechercher un marqueur de résistance plus global retrouvé chez les BGN. Un lien entre 

IR et multirésistance aux antibiotiques a été montré par plusieurs études 

épidémiologiques (voir Chapitre 1). 

 

L’objectif principal du protocole « Hemotion » était de déterminer si les IR 

pouvaient constituer un marqueur prédictif (positif ou négatif) d’acquisition de 

résistance aux antibiotiques chez les BGN. L’objectif secondaire était de savoir si la 

technique de qPCR développée au laboratoire permettait de détecter directement à partir 

de flacons d’hémocultures positifs à BGN la présence des 3 principales classes d’IR, 

avant même les résultats de la culture bactérienne et de l’antibiogramme.  
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Deux cents cinq (205) flacons d’hémocultures correspondants à 205 patients ont 

été inclus dans le protocole Hemotion, soit un total de 235 BGN dont 81,7 % 

d’entérobactéries. Seuls des IR de classe 1 et 2 ont été détectés pour une prévalence au 

sein des patients de 25,9 % ; aucun IR de classe 3 n’a été mis en évidence. Les résultats 

de la détection des IR à partir des flacons d’hémoculture étaient concordants avec ceux 

obtenus à partir des BGN dans 98,5 % des cas.  

Au sein des entérobactéries, le lien entre IR et multirésistance acquise aux 

antibiotiques a été montré, avec une significativité pour la plupart des antibiotiques 

utilisés en pratique clinique : pénicillines, aminosides, fluoroquinolones, cotrimoxazole. 

La distinction entre l’espèce E. coli et les autres entérobactéries a permis de montrer que 

ce lien n’était pas exactement le même : les résistances aux C3G et aux aminosides 

n’étaient ainsi liées statistiquement qu’aux entérobactéries non E. coli. Le lien entre IR 

et résistance acquise aux β-lactamines était dû chez E. coli au phénotype pénicillinase 

alors qu’il était dû au phénotype BLSE chez les autres entérobactéries. Excepté pour les 

phénotypes pénicillinase haut niveau et céphalosporinase déréprimée, les liens entre IR 

et les différents phénotypes de résistance acquis étaient tous significatifs, notamment en 

ce qui concerne la résistance acquise aux β-lactamines et aux fluoroquinolones.  

L’étude a montré que le marqueur IR présentait de très bonnes valeurs 

prédictives négatives (VPN) en ce qui concerne la résistance aux antibiotiques : 93,5 % 

vis-à-vis des aminosides, 91,4 % vis-à-vis de la ciprofloxacine, 97,8 % vis-à-vis du 

cotrimoxazole, et plus de 92 % vis-à-vis des C3G (97 % pour l’espèce E. coli). Les 

VPN pour une résistance acquise de type pénicillinase de haut niveau, céphalosporinase 

de haut niveau et BLSE étaient respectivement de  95,7 %, 93,5 % et 99,3 %.  
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Matériels et Méthodes : 

Prélèvements 

Au sein du laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiène du CHU Limoges, de mars à 

août 2010, tous les flacons d’hémoculture aérobie et/ou anaérobie détectés positifs par 

l’appareil d’hémoculture BactAlert® 3D (bioMérieux) et pour lesquels des BGN étaient 

observées à la coloration de Gram, ont été inclus dans le protocole. 

Lorsque, pour un même patient, plusieurs flacons d’hémoculture étaient positifs avec 

des BGN, les identifications et antibiogrammes n’étaient réalisés que sur un seul flacon, 

sous réserve que les cultures des différents flacons étaient concordantes.  

 

Culture bactérienne,  identification et antibiogramme 

Les flacons d’hémoculture positifs à BGN étaient pris en charge en routine selon les 

bonnes pratiques de laboratoire. Chaque flacon d’hémoculture positif à BGN était 

repiqué sur gélose Columbia au sang, une gélose chocolat et une gélose Cled. Pour les 

flacons aérobies, l’identification et l’antibiogramme étaient réalisés avec le système 

Vitek® (bioMérieux) ; pour les flacons anaérobies contenant du charbon, un 

antibiogramme par diffusion en milieu gélosé sur milieu Muller-Hinton était réalisé 

selon les recommandations du CA-SFM, avec un panel d’antibiotiques couramment 

utilisés en thérapeutique. Les antibiotiques testés communs aux deux techniques et pour 

lesquels une analyse a été menée étaient au nombre de 16, répartis en 4 familles : (i) β-

lactamines : amoxicilline, amoxicilline + acide clavulanique, ticarcilline, pipéracilline 

+ tazobactam, céfalotine, céfoxitine, céfotaxime, ceftazidime, imipéneme ; 

(ii) aminosides : gentamicine, tobramycine, nétilmicine, amikacine ; (iii) quinolones : 
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acide nalidixique, ciprofloxacine, (iv) cotrimoxazole. Dans l’analyse des résultats, les 

souches intermédiaires (I) et résistantes (R) ont été agrégées (I+R).  

 

Détection des IR par qPCR 

- à partir des flacons d’hémoculture 

La détection des IR par la qPCR a été réalisée directement à partir d’une dilution au 

1/100ème du flacon d’hémoculture positif, sans centrifugation préalable, aussi bien pour 

les flacons aérobies que pour les flacons anaérobies : 100 µL de prélèvement étaient 

dilués dans 900 µL d’eau stérile, puis une nouvelle dilution de 100 µL dans 900 µL 

d’eau stérile étaient réalisées. La qPCR de détection des IR a été faite à partir de 5 µL 

de cette deuxième suspension en utilisant l’automate Smart Cycler II V2.0 (Cepheid®). 

- à partir des BGN 

La détection des IR à partir des BGN était considérée comme le « gold standard ». 

Elle a été réalisée à partir de 5 µL d’une suspension visuellement trouble de quelques 

colonies bactériennes mises en eau stérile. 

 

Lien IR et résistance aux antibiotiques 

En raison des effectifs, l’étude du lien entre présence d’IR et résistance aux 

antibiotiques n’a été effectuée que sur les souches d’entérobactéries. Pour chaque 

paramètre, les résultats ont concerné l’ensemble des entérobactéries, ainsi que l’espèce 

E. coli et les « entérobactéries non E. coli ». La multirésistance a été définie comme la 

résistance acquise à au moins 3 antibiotiques testés. Les liens entre IR et résistances aux 

antibiotiques ont été déterminés en employant le test statistique du chi2 (χ²). Un test 

exact de Fisher a été utilisé lorsque les effectifs étaient inférieurs à 5. 
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Résultats : 

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

 

1. Hémocultures 

Sur les 205 patients, 158 hémocultures étaient mono-bactériennes, 47 étaient 

positives à au moins deux germes [Tableau 1]. 

 

 

Tableau 1 : Répartition des cultures issues des hémocultures (HC) du protocole « Hemotion ».  

Les « autres cas » rassemblent les cultures à BGN non entérobactéries ou l’association entérobactéries et levures. 

 

2. Les souches bactériennes [Figure 1] 

Le nombre d’isolats bactériens était de 259 (soit 1,26 par patient), dont 235 BGN. 

Parmi les BGN, 81,7 % appartenaient à la famille des entérobactéries (n=192), 44,7 % à 

l’espèce E. coli (n = 105). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

pour les 192 entérobactéries, ils sont présentés dans la [Figure 2]. 

 

 
Figure 2 : Pourcentage de résistance (I+R)  par antibiotique des entérobactéries isolées. 

AMX : amoxicilline, AMC : amoxicilline + acide clavulanique, TIC : ticarcilline, TZP : pipéracilline + tazobactam, 
CF : céfalotine, FOX : céfoxitine, CTX : céfotaxime, CAZ : ceftazidime, IMI : imipéneme, Amika : amikacine, 
Genta : gentamicine, Nétil : nétilmicine, Tobra : tobramycine, Acide Nal : acide nalidixique, Cipro : ciprofloxacine, 
SXT : cotrimoxazole (triméthoprime + sulfméthoxazole). 

Une représentation comparable a également été réalisée pour les E. coli et les 

entérobactéries non E. coli [Figure 3]. 
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Figure 3 : Pourcentage de résistance (I+R)  par antibiotique des E. coli et entérobactéries non E. coli. 

Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la Figure 2. 

 

3. Détection des IR 

3.1.  A partir des BGN 

53 des 205 patients hébergeaient dans leurs hémocultures au moins 1 BGN intI+ 

(classe 1 et/ou classe 2, aucun IR de classe 3 n’a été détecté), soit une prévalence au 

sein des patients de 25,9 %.  

Concernant les BGN, 57 hébergeaient un IR, soit une prévalence de 24,3 %, à 

raison de 50 BGN intI1+ (21,3 %), 4 intI2+ (1,7 %) et 3 intI1+/intI2+ (1,3 %). Au sein 

des entérobactéries, cette prévalence était de 27,6% (36,2 % au sein de l’espèce E. 

coli) ; 17,4 % des isolats de P. aeruginosa hébergeaient un IR [Tableau 2]. 

 

 
Tableau 2 : Répartition des IR (classe 1 et 2) au sein des BGN. 
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intI+ 57 53 15 38 4 0 0

% intI+ 24,3% 27,6% 17,2% 36,2% 17,4% 0,0% 0,0%

intI- 178 139 72 67 19 12 8

Total 235 192 87 105 23 12 8

Hemotion 

Hemotion 



168 
 
 
 

3.2. A partir des flacons d’hémoculture 

Les résultats ont été concordants avec la détection des IR à partir des BGN dans 

98,5 % des cas [Tableau 3]. 

 

 

Tableau 3 : Tableau de concordance qPCR sur flacons d’hémoculture / qPCR sur BGN correspondants. 

 

 

 

Deux types de discordances ont été retrouvés pour 3 échantillons (1,5 % des cas) :  

- qPCR intI1+ à partir d’un flacon, qPCR intI- à partir des BGN isolés (1 cas).  

La remise en culture du flacon a permis de mettre en évidence un 5ème BGN 

porteur d’IR qui n’avait pas été isolé initialement. 

- qPCR intI- à partir d’un flacon, qPCR intI1+ à partir des BGN isolés (2 cas). 

Cette discordance s’explique par la présence d’inhibiteurs de PCR dans le flacon 

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

4.1. IR et nombre de résistances naturelles et acquises confondues 

Les résistances vis-à-vis des 16 antibiotiques testés ont été regroupées en 3 

groupes : 0 à 2, 3 à 4, 5 à 6 et supérieur à 6 antibiotiques [Figure 4].  

 

 

 

Figure 4 : IR et nombre de résistances (entérobactéries, E. coli et entérobactéries non E. coli).  

NB : Les échelles ne sont pas les mêmes entre les 3 diagrammes. 

 

 

Globalement, plus le nombre de résistances était important, plus le nombre de 

souches hébergeant un IR était important ; ces chiffres sont à pondérer en raison des 

nombreuses résistances naturelles chez les entérobactéries non E. coli. 
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4.2. IR et nombre de résistances acquises 

Les résistances acquises vis-à-vis des 16 antibiotiques testés ont été séparés en 3 

groupes : 0 à 2, 3 à 4, 5 à 6 et supérieur à 6 antibiotiques [Figure 5]. 

 

 

 
Figure 5 : IR et nombre de résistances acquises (entérobactéries, E. coli et entérobactéries non E. coli). 

NB : Les échelles ne sont pas les mêmes entre les 3 diagrammes. 

 

Parmi les entérobactéries intI-, 26,6 % présentaient une résistance acquise à au 

moins 3 antibiotiques (32,8 % pour E. coli, 20,8 % pour les non E. coli) ; parmi les 

entérobactéries intI+, 86,8 % était multirésistantes (valeurs identiques pour E. coli et 

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

entérobactéries non E. coli avec plus de 6 résistances acquises hébergeaient un IR. 
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4.3. Lien IR et résistance par antibiotique 

Afin de mettre en évidence le lien IR – résistance pour chacun des antibiotiques 

testés, la [Figure 6] montre parmi les entérobactéries résistantes à tel ou tel antibiotique, 

combien sont IR+ et combien sont IR-. Les résultats sont présentés en pourcentage 

(somme des pourcentages intI+ et intI- égale à 100 %). Pour chaque antibiotique, le 

dénominateur est différent car on ne considère pour cet antibiotique que les souches I/R. 

 

  
Figure 6 : Lien IR – résistance par antibiotique chez les entérobactéries.  

La lecture du graphique doit être faite de la façon suivante : « parmi les souches I/R à tel antibiotique,  x % hébergent 

un IR ». Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la Figure 2. Les tableaux à 

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

 
Les souches résistantes au cotrimoxazole hébergeaient dans 93,6 % des cas un 

IR. Parmi les entérobactéries résistantes aux aminosides, 60 à 70 % hébergeaient un IR. 

Parmi les entérobactéries résistantes à la ciprofloxacine, 70 % hébergeaient un IR. 

Le lien IR – résistance pour chacun des antibiotiques testés a également été 

déterminé pour les bactéries appartenant à l’espèce E. coli et pour les entérobactéries 

non E. coli [Figure 7]. 
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Figure 7 : Lien IR – résistance par antibiotique chez l’espèce E. coli et les entérobactéries non E. coli. 

La lecture du graphique doit être faite de la façon suivante : « parmi les souches I/R à tel antibiotique,  x % hébergent 

un IR ». Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la Figure 2 Les tableaux à 

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

 

Le lien IR – résistance aux β-lactamines est peu marqué pour l’espèce E. coli, il 

est plus marqué vis-à-vis des fluoroquinolones (71,4 % des souches résistantes à la 

ciprofloxacine hébergent un IR) et du cotrimoxazole (90,9 %). Le lien IR – résistance 

aux antibiotiques est surtout marqué pour les entérobactéries non E. coli, notamment 

avec les aminosides (88,9 % de souches résistantes à l’amikacine hébergent un IR) et 

surtout le cotrimoxazole (lien égal à 100 %).  
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Afin de pouvoir évaluer un lien statistique entre IR et antibiotiques, il est 

nécessaire de considérer l’ensemble des résistances ou sensibilités des entérobactéries 

aux antibiotiques testés avec en regard la présence ou l’absence d’IR. Ce lien est 

représenté dans la [Figure 8] qui indique parmi les entérobactéries qui hébergent (ou 

n’hébergent pas) un IR combien sont résistantes à tel ou tel antibiotique. 

  

Figure 8 : Lien IR et résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries.  

Cette figure représente parmi les entérobactéries qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pourcentage d’entre 

elles qui sont résistantes à un antibiotique donné. Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles 

employées dans la Figure 2. L’astérisque indique un lien statistique significatif. 

Les données montrent qu’il existe un lien statistiquement significatif entre la 

présence d’IR et la résistance à de nombreux antibiotiques. Le lien est particulièrement 

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

cotrimoxazole.  

La [Figure 9] représente le même lien IR – antibiotiques en séparant E. coli des 

entérobactéries non E. coli. 
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Figure 9 : Lien IR et résistance aux antibiotiques chez E. coli et les entérobactéries non E. coli. 

Cette figure représente parmi les E. coli et entérobactéries non E. coli qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le 

pourcentage d’entre eux qui sont résistants à un antibiotique donné. Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes 

que celles employées dans la Figure 2. L’astérisque indique un lien statistique significatif. 

La distinction entre l’espèce E. coli et les entérobactéries non E. coli permet de 

rendre compte de certaines associations statistiques : la différence la plus évidente dans 

notre étude concerne les résistances aux C3G et aux aminosides qui ne sont liées 

statistiquement qu’aux entérobactéries non E. coli (excepté la tobramycine pour E. coli). 
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Une autre façon de présenter les choses est de déterminer les valeurs prédictives 

positives (VPP) et négatives (VPN) du marqueur IR pour chacun des antibiotiques 

testés [Figure 10]. Les VPP et VPN ont également été déterminés pour les bactéries 

appartenant à l’espèce E. coli et pour les entérobactéries non E. coli [Figure 11]. 

 

 
Figure 10 : Valeurs prédictives positives (VPP - rouge) et négatives (VPN - bleu) du marqueur IR pour  

chacun des antibiotiques testés vis-à-vis des entérobactéries. 

Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la Figure 2. 
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Figure 11 : Valeurs prédictives positives (VPP - rouge) et négatives (VPN - bleu) du marqueur IR pour  

chacun des antibiotiques testés vis-à-vis des bactéries appartenant à l’espèce E. coli et des  entérobactéries 

non E. coli. Les abréviations des antibiotiques sont les mêmes que celles employées dans la Figure 2. 

 

Les VPN vis-à-vis des C3G étaient > 92 % pour l’ensemble des entérobactéries, 

et égales à 97 % pour l’espèce E. coli. Vis-à-vis de la gentamicine, de la tobramycine et 

de la nétilmicine, les VPN étaient de 93,5 % ; pour l’amikacine, la VPN était de 97,1 %. 

Vis-à-vis de la ciprofloxacine et du cotrimoxazole, les VPN étaient respectivement 

égales à 91,4 % et 97,8 %.  

Les VPP les plus élevées (93,3 %) concernaient les entérobactéries non E. coli 

vis-à-vis de l’acide nalidixique, de la ciprofloxacine et du cotrimoxazole. 

 

4.4. Lien IR et résistance par phénotype de résistance acquise 

Cette représentation s’intéresse aux phénotypes de résistance acquise notamment 

vis-à-vis des β-lactamines (pénicillinases de bas et haut niveau, céphalosporinase 

déréprimée, BLSE) ainsi que des résistances acquises à 1 ou plusieurs familles 

d’antibiotiques. Les 4 familles d’antibiotiques considérées sont les β-lactamines, les 

aminosides, les fluoroquinolones et le cotrimoxazole [Figure 12]. Pour chaque 
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phénotype, le dénominateur est différent car on ne considère que les souches présentant 

tel ou tel phénotype.  

 

 

Figure 12 : Lien IR – résistance par phénotype de résistance acquise chez les entérobactéries.  

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

 

La même représentation a été réalisée pour les bactéries appartenant à l’espèce 

E. coli et pour les entérobactéries non E. coli [Figure 13]. 
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Figure 13 : Lien IR – résistance par phénotype de résistance acquise chez les bactéries 

appartenant à l’espèce E. coli et les entérobactéries non E. coli.  

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

 

 

Parmi les souches ayant un phénotype BLSE (n=9), 88,9 % hébergeaient un IR, 

ce chiffre était de 100 % pour les « entérobactéries hors E. coli » (n=6), mais les 

dénominateurs étaient faibles. Parmi les souches ayant acquis une résistance à 2 familles 

d’antibiotiques, 78,6 % possédaient un IR. Ce chiffre passait à 93,1 % pour les souches 

ayant acquis une résistance à 3 familles d’antibiotiques.  

  

A l’image du lien déterminé entre les IR et les antibiotiques, le lien entre les IR 

et les phénotypes de résistance acquis ont été déterminés. Ce lien est représenté dans la 

[Figure 14] qui indique parmi les entérobactéries qui hébergent (ou n’hébergent pas) un 

IR combien présentent un phénotype de résistance acquise aux β-lactamines, aux 

aminosides… à 1 ou plusieurs familles d’antibiotiques. La distinction entre les 

principaux phénotypes de résistance aux aminosides a également été faite. 
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Figure 14 : Lien IR et phénotypes de résistance acquis aux antibiotiques chez les entérobactéries. 

Cette figure représente parmi les entérobactéries qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pourcentage d’entre 

elles qui présentent un phénotype de résistance acquis de type résistance aux β-lactamines, BLSE… Pase BN : 

pénicillinase de bas niveau ; Pase HN : pénicillinase de haut niveau ; Case déréprimée : céphalosporinase déréprimée. 

BLSE : β-lactamase à spectre élargi. L’astérisque indique un lien statistique significatif. 

 

Excepté pour les phénotypes pénicillinase haut niveau et céphalosporinase 

déréprimée, les liens entre IR et les différents phénotypes de résistance acquis sont tous 

statistiquement significatifs, notamment en ce qui concerne la résistance acquise aux β-

lactamines et aux fluoroquinolones. La résistance acquise à 1, 2, 3 ou 4 familles 

d’antibiotique est statistiquement lié à la présence d’un IR. 

 

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

pour l’espèce E. coli et les entérobactéries non E. coli [Figure 15]. 
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Figure 15 : Lien IR et phénotypes de résistance acquis aux antibiotiques de l’espèce E. coli et des 

entérobactéries non E. coli.  

Cette figure représente parmi les souches qui hébergent (ou n’hébergent pas) un IR, le pourcentage d’entre elles qui 

présentent un phénotype de résistance acquis de type résistance aux β-lactamines, BLSE… Les abréviations sont les 

mêmes qu’à la figure 14. L’astérisque indique un lien statistique significatif. 

La principale information apportée, dans cette étude, est que le lien entre les IR 

et la résistance acquise aux β-lactamines est dû chez E. coli au phénotype pénicillinase 

alors qu’il est dû au phénotype BLSE chez les entérobactéries non E. coli. De plus, le 

lien avec la multirésistance à plusieurs familles d’antibiotiques semble plus important 

pour les entérobactéries non E. coli.  
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A l’image des résultats présentés par antibiotique, les VPN et VPP ont été 

déterminées vis-à-vis des phénotypes de résistance acquis ou du nombre de résistances 

acquises à 1 ou plusieurs familles d’antibiotiques [Figures 16 et 17]. 

 

 
Figure 16 : Valeurs prédictives positives (rouge) et négatives (bleu) du marqueur IR pour les 

entérobactéries selon le phénotype de résistance acquise ou le nombre de résistances acquises à 1 ou 

plusieurs familles d’antibiotiques.  
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Figure 17 : Valeurs prédictives positives (rouge) et négatives (bleu) du marqueur IR pour les E. coli et les 

entérobactéries non E. coli selon le phénotype de résistance acquise ou le nombre de résistances acquises 

à 1 ou plusieurs familles d’antibiotiques.  

 

Les VPN des IR pour une résistance acquise de type pénicillinase de haut 

niveau, céphalosporinase de haut niveau et BLSE étaient respectivement de 95,7 %, 

93,5 % et 99,3 %. La VPN pour une résistance acquise aux aminosides était de 94,2 % 

(95,8 % pour les entérobactéries non E. coli). La VPN des IR pour une résistance 

acquise à 2 familles d’antibiotiques était de 91,4 %, et de 98,6 % pour une résistance 

acquise à 3 familles (100 % pour les entérobactéries non E. coli). 

 

La VPP pour une résistance acquise à 1 famille était de 98,1 %  (100 % pour les 

entérobactéries non E. coli) et de 83,0 % pour une résistance acquise à 2 familles. La 

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

L’objectif principal du protocole « Hemotion » était de déterminer si les IR 

pouvaient constituer un marqueur prédictif (positif ou négatif) d’acquisition de 

résistance aux antibiotiques chez les BGN. 

Les résultats observés dans cette étude ont montré que le marqueur IR pouvait 

surtout constituer un marqueur intéressant en termes de valeur prédictive négative 

(VPN), particulièrement en ce qui concerne l’espèce E. coli. En effet, avec des VPN 

supérieures à 90 % pour les principales molécules utilisées en thérapeutique (97,0 % 

vis-à-vis des C3G, 95,5 % vis-à-vis de l’amikacine, 91,0 % vis-à-vis de la 

ciprofloxacine et 95,5 % vis-à-vis du cotrimoxazole), la détection du marqueur IR 

pourrait constituer une aide au clinicien dans son choix d’antibiothérapie probabiliste, 

qui plus est à l’heure de l’émergence de souches bactériennes totorésistantes. La bonne 

VPN de ce marqueur pourrait s’avérer intéressant dans un but de préservation de 

l’arsenal thérapeutique. En termes de valeur prédictive positive (VPP), le marqueur s’est 

révélé décevant excepté en ce qui concerne la résistance acquise à 1 famille 

d’antibiotique (98,1 % pour l’ensemble des entérobactéries). 

La bonne détection du marqueur IR directement à partir des flacons 

d’hémoculture positifs à BGN (98,5 % de concordance avec la culture) est un élément 

important : il semble nécessaire dans le cadre d’une potentielle utilisation du marqueur 

IR en clinique de pouvoir le détecter directement à partir de liquides biologiques avant 

l’obtention de la culture bactérienne. Néanmoins de nombreux tests sont à réaliser pour 

valider cela, les essais dans Hemotion s’étant cantonnés à des flacons d’hémoculture 

positifs contenant de grandes quantités de bactéries et pour lesquels il n’était donc pas 

nécessaire d’avoir une grande  sensibilité pour détecter les IR s’ils sont présents. 
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Chapitre 3 :  

Discussion générale 
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 L’objectif de ce travail de thèse était d’étudier l’effet de la pression de sélection 

antibiotique sur les intégrons de résistance (IR). Pour cela nous avons abordé différents 

aspects (i) étudier les capacités de l’intégrase à assurer des réarrangements de cassettes 

au sein d’un IR chez une bactérie réceptrice soumise à une pression de sélection 

antibiotique choisie et maîtrisée, (ii) détecter les IR de façon sensible et spécifique à 

partir d’environnements complexes pour lesquels un effet de la pression de sélection 

antibiotique est connu. Pour cela, il a été nécessaire de développer une technique de 

détection rapide, sensible et spécifique des IR, (iii) évaluer la valeur prédictive des IR 

comme marqueur de résistance acquise aux antibiotiques.  

 

1) Pression de sélection antibiotique et réarrangement de cassettes 

d’intégrons de résistance  

 

Les principaux travaux concernant les réarrangements de cassettes au sein d’un 

IR ont été menés il y a une quinzaine d’années par une équipe australienne avec pour 

objectif principal non pas de mettre en évidence un effet de la pression de sélection 

antibiotique sur le réarrangement de cassettes mais plutôt de mettre en évidence les 

capacités d’intégration et d’excision de cassettes par l’intégrase [18, 27, 35, 36]. Dans 

leurs expériences, l’intégrase était surexprimée pour pouvoir visualiser avec une 

fréquence suffisamment importante des réarrangements de cassettes. Les auteurs 

disposaient d’un IR hébergeant les 3 cassettes aacC1-orfE-aadA2 et avaient montré que 

l’intégrase IntI1R32_H39 surexprimée en trans était capable de réaliser, des excisions de 

cassettes (aacC1-orfE), voire même à une plus faible fréquence des duplications de 
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cassettes (aadA2- aacC1-orfE-aadA2), et ce, sans qu’ils aient exercé de pression de 

sélection antibiotique, mais simplement en réalisant des cultures sur la nuit en milieu 

liquide [35]. Lorsqu’ils réalisaient la même expérience en sélectionnant la culture issue 

du milieu liquide sur un milieu contenant de la spectinomycine (résistance codée par 

aadA2), ils avaient constaté des réarrangements supplémentaires qui contribuaient tous 

à augmenter l’expression d’aadA2 et donc le niveau de résistance à cet antibiotique : 

duplications de la cassette aadA2, excisions des autres cassettes situés en amont 

rapprochant ainsi aadA2 de Pc, déplacement de la cassette aadA2 en première position 

avec notamment le réarrangement aadA2-aacC1-orfE observé une fois. Suite à cette 

observation, le modèle de réarrangements de cassettes « à façon » permettant de 

mobiliser la cassette ad hoc selon la pression de sélection antibiotique exercée, a été 

considéré comme une quasi-règle par la plupart des auteurs. Certains pourtant se sont 

heurtés à l’impossibilité de mettre en évidence un réarrangement de cassettes sous 

pression de sélection antibiotique telle cette équipe allemande qui n’a pu constater de 

mouvement de la cassette blaOXA-2 en soumettant des bactéries à une pression de 

sélection par de l’ampicilline [226]. 

Nos travaux avaient pour but de mieux comprendre les capacités de 

réarrangement de cassettes par l’intégrase IntI1 lorsqu’une bactérie E. coli hébergeant 

un IR, dans notre étude l’IR synthétique intI1-aac(6’)-Ib-dfrA15-aadA1-catB9, était 

soumise à une pression de sélection par du chloramphénicol (résistance codée par 

catB9). Les essais ont été menés avec différents variants de Pc (et donc différents 

variants d’intégrase), avec ou sans surexpression de l’intégrase. Le principal résultat de 

notre travail est d’avoir montré que dans les conditions les plus proches de la réalité, 

c’est-à-dire sans surexpression de l’intégrase, celle-ci était capable de rapprocher catB9 
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de Pc, permettant ainsi à la bactérie de croître en présence de concentrations de 

chloramphénicol plus importantes que la CMI initialement mesurée. Cette observation, 

systématiquement observée quel que soit le variant de Pc, était toujours due à la délétion 

des cassettes dfrA15 et aadA1 conduisant au réarrangement intI1-aac(6’)-Ib-catB9. Le 

réarrangement attendu qui aurait vu un « déplacement » de catB9 en première position 

(intI1-catB9-aac(6’)-Ib-dfrA15-aadA1) n’a pas été observé, y compris lors des 

expérimentations menées avec une surexpression de l’intégrase. Le fait que la cassette 

catB9 n’a jamais été retrouvée en première position lors des expérimentations menées 

en l’absence de surexpression de l’intégrase pourrait s’expliquer par le fait que la 

cassette aac(6’)-Ib semble particulièrement difficile à exciser de sa première position en 

raison d’une mauvaise affinité d’IntI1 pour le motif C-N6-G de son site attC [43]. Des 

expériences in vitro permettant d’étudier le pouvoir recombinogène de chacun des sites 

attC des 4 cassettes sont en cours. Ainsi, nous pourrons étudier si certaines cassettes 

sont plus facilement « excisables » que d’autres.  

Par ailleurs, ce travail a confirmé le fait que toutes les intégrases ne présentent 

pas la même efficacité de recombinaison [14] : l’intégrase IntI1R32_H39, correspondant 

aux variants PcW et PcH1, est celle qui, dans un modèle de laboratoire, possédait la 

plus grande activité de recombinaison [14] ; dans notre travail, elle a été effectivement 

la seule capable, lorsqu’elle était surexprimée, de générer des recombinaisons de toutes 

les cassettes de l’IR et notamment d’amener catB9 en première position. Les 

expériences avec les autres intégrases, même surexprimées n’ont pas permis d’obtenir 

de réarrangements multiples autres que le réarrangement aac(6’)-Ib-catB9. Ce résultat 

est en accord avec les recombinaisons multiples observées par les auteurs australiens 

[35, 36] qui avaient employé l’intégrase IntI1R32_H39 (ils n’avaient pas mené d’essais 



188 
 
 
 

avec les 2 autres intégrases IntI1R32_N39 et IntI1P32_H39). Cette intégrase IntI1R32_H39 est 

celle qui correspond aux IR de classe 1 ayant les variants faibles de Pc (PcW et PcH1). 

Or, une étude chez des souches de E. coli isolées de prélèvements en clinique et de 

sujets sains a montré que effectivement ces variants faibles étaient majoritaires [259] 

alors qu’une autre étude in silico avaient montré que le variant fort PcS était le plus 

fréquent [14]. Cependant, le lien entre prédominance des intégrases avec les variants 

faibles de Pc et la capacité accrue de réarrangements est à confirmer dans d’autres 

situations et avec d’autres espèces bactériennes.  

Dans notre travail, les résultats de réarrangements multiples n’ont été obtenus 

que lorsque l’intégrase IntI1R32_H39 était surexprimée en trans ; dans les conditions 

natives, elle n’a pas permis plus de réarrangements, même lorsque l’inhibition par LexA 

était inefficace (site de fixation de LexA muté). Il a été suggéré qu’il existait un 

équilibre entre expression des cassettes et capacité de réarrangements [14] ; en effet, les 

intégrons avec les variants de Pc les plus forts sont ceux dont les intégrases ont la moins 

bonne efficacité et de plus il existe une interférence transcriptionnelle entre le variant 

fort PcS et le promoteur de l’intégrase empêchant l’expression de celle-ci [52]. Or dans 

notre travail, nous avons obtenu une augmentation de la résistance au chloramphénicol 

avec toutes les intégrases et de façon surprenante, même lorsqu’elles étaient réprimées 

par LexA. Une autre régulation de l’expression de l’intégrase est à envisager. Il a été 

montré récemment que l’intégrase serait aussi sous la dépendance de régulations liées 

aux protéines du nucléoïde avec notamment une répression par la protéine FIS dont 

l’expression n’est pas constante selon la phase de croissance [260]. Ainsi, il pourrait y 

avoir au cours du cycle de croissance de la bactérie une levée de la répression par FIS 

permettant une faible expression de l’intégrase même en présence de LexA.  
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Enfin, nous avons confirmé le lien entre position de la cassette au sein d’un IR et 

niveau d’expression du gène hébergé. Plus la cassette catB9 était proche de Pc, plus le 

niveau d’expression du gène était important, confirmant ce qui avait été montré 

antérieurement sur l’influence de la position de la cassette sur son expression [54]. La 

quantification des transcrits a montré qu’il y avait une relation entre la position de la 

cassette et la quantité de transcrits produits. Cependant, nous avons obtenu des CMI 

identiques (256mg/l) alors que la cassette catB9 avait différentes positions au sein du 

réseau et que le nombre de transcrits était différent. L’analyse des transcrits ne reflète 

que la transcription alors que la traduction peut avoir aussi des effets sur l’expression de 

la résistance. En effet, les régions d’initiation de la traduction ne sont pas de même 

efficacité selon les cassettes et des couplages traductionnels ont été décrits, soit à partir 

de ORF11 [56], soit à partir de certains sites attC contenant des ORFs [55]. Ce couplage 

traductionnel a été observé pour des cassettes n’ayant pas de région d’initiation de la 

traduction, soit environ 20% des cassettes connues [55]. Or, le gène catB9 possède une 

région d’initiation de la traduction qui devrait être efficace. Par ailleurs, l’analyse de la 

séquence du site attC de la cassette aac(6’)-Ib n’a pas permis de mettre en évidence une 

ORF qui pourrait jouer un rôle de couplage traductionnel. 

Ce travail a montré que l’expression d’un gène et les capacités de réarrangement 

des cassettes au sein d’un IR étaient liées : une bactérie pouvant être initialement 

considérée comme sensible (S) (cas de la bactérie hébergeant l’IR avec PcW avec une 

CMI initiale à 8 mg/L et donc catégorisée sensible selon le Comité de l’Antibiogramme 

de la Société Française de Microbiologie, recommandations 2011) peut voir le niveau 

d’expression du gène augmenter et la faire alors catégoriser comme résistante (R). Ce 

système permet donc à la bactérie une épargne énergétique : en effet, une bactérie peut 
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ainsi posséder des gènes de résistance qui ne sont pas ou peu exprimés et une intégrasse 

peu ou pas exprimée car réprimée par LexA. En présence d’un stress qui peut être un 

stress antibiotique, l’activation de l’intégrase va pouvoir réarranger l’ordre des cassettes 

permettant ainsi à la bactérie d’exprimer de façon plus importante un gène en le 

rapprochant du promoteur Pc.   

Au vu de ces résultats, l’intégrase catalyserait des réarrangements de cassettes de 

façon aléatoire puis les bactéries ayant les réarrangements qui permettent d’assurer sa 

survie seraient sélectionnées par l’antibiotique. Il serait intéressant de reproduire ce 

travail avec une autre cassette et un autre antibiotique pour voir si les résultats obtenus 

ici ne sont pas dus à notre modèle.  

 

 

2) Pression de sélection antibiotique et intégrons de résistance dans 

des environnements complexes 

 

Les réarrangements de cassettes constatés sous pression de sélection antibiotique 

n’ont, à notre connaissance, jamais été observés dans des situations « naturelles » de 

pression de sélection. Dans un premier temps, il nous fallait développer un outil qui 

nous permette de détecter aisément les trois principales classes d’IR non seulement à 

partir d’isolats bactériens mais aussi à partir d’échantillons biologiques plus complexes 

dans lesquels une pression de sélection antibiotique peut exister (environnement, 

animal, homme).  
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a. Mise au point d’une qPCR de détection des 3 principales classes d’IR 

Les intégrases IntI1, IntI2 et IntI3 présentent de très fortes identités en acides 

aminés [8] ; elles sont également très importantes en terme de nucléotides. Un 

alignement des séquences réalisé avec le logiciel T-Coffee (http://www.igs.cnrs-

mrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi) a montré une identité de 74 % entre intI1 et intI2, 

de 77 % entre intI2 et intI3 et de 89 % entre intI1 et intI3. Ces valeurs élevées 

expliquent la difficulté d’emploi d’une PCR consensus pour détecter les IR ; il existe 

des dizaines d’amorces localisées sur toute la séquence du gène intI pour détecter les IR, 

avec parfois des problèmes de spécificité [261]. L’objectif lors de la mise au point de 

notre qPCR était d’obtenir la meilleure spécificité possible et d’éviter des amplifications 

aspécifiques tant entre les différentes intégrases qu’avec d’autres séquences. Les essais 

menés lors de la mise au point de la qPCR n’ont pas révélé de réactions croisées 

aspécifiques, aussi bien avec de fortes concentrations en plasmides témoins qu’avec les 

ADN génomiques de souches témoins renfermant les deux autres intégrases. Disposer 

d’une bonne sensibilité de la réaction était aussi un paramètre souhaité afin de pouvoir 

étudier des environnements génétiques plus complexes qu’un simple isolat bactérien et 

donc détecter des concentrations en IR parfois faibles (dans les liquides biologiques 

notamment). La technique de qPCR permet de détecter, en condition multiplex, jusqu’à 

102 copies d’un gène d’intégrase, et ce, quelle que soit la concentration des autres gènes 

d’intégrase présents. Elle présente néanmoins comme principal écueil de ne pas disposer 

de témoin interne d’amplification : elle ne permet pas de distinguer la présence 

d’inhibiteurs (faux négatif) d’un vrai négatif. L’ajout d’un autre couple d’amorce et 

d’une autre sonde ciblant par exemple le gène codant l’ARN ribosomal 16S ou le gène 

codant la β2-microglobuline est possible mais au risque de perturber les efficacités 
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d’amplification des trois autres réactions. La solution la plus simple est soit de réaliser 

en parallèle une autre qPCR ciblant un autre gène sur le même échantillon, soit de 

réaliser une contamination volontaire de l’échantillon en rajoutant dans une deuxième 

réaction une quantité fixe d’un gène cible (par exemple intI3). Outre les risques de 

contamination, cette méthodologie implique des coûts supplémentaires. 

La technique de qPCR a dans un premier temps été utilisée pour cribler un grand 

nombre de souches pour tester sa robustesse. 

 

b. Détection d’IR chez Corynebacterium diphtheriae  

Grâce à une collaboration avec le CNR des corynébactéries toxinogènes à 

l’Institut Pasteur de Paris, nous avons pu identifier parmi des dizaines de C. diphtheriae 

un isolat toxinogène, FRC24, qui hébergeait un IR de classe 1. Le réseau de cassettes, 

dfrA16-qacH, était sous contrôle du variant fort PcWTGN-10 suivi de la région 3’ 

conservée des IR de classe 1 avec notamment le gène sul1. La souche, isolée d’une plaie 

cutanée, présentait un haut niveau de résistance à l’association triméthoprime-

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

Cet IR s’ajoute aux quelques dizaines de descriptions d’IR retrouvées chez des 

bactéries à Gram positif et notamment chez des corynébactéries. A été mis en évidence 

pour la première fois dans le genre Corynebacterium une cassette de type dfr conférant 

une résistance inhabituelle de cette espèce au triméthoprime. La résistance globale à 

l’association triméthoprime-sulfaméthoxazole est d’un intérêt clinique important en 

raison de l’utilisation importante de cet antibiotique dans les pays en voie de 

développement notamment dans le traitement des affections digestives ; malgré une 



193 
 
 
 

histoire clinique non connue, étant donné l’origine géographique de l’isolat et la 

localisation cutanée, il est possible d’émettre l’hypothèse que FRC24 a pu être 

sélectionné par un traitement antibiotique ou antiseptique antérieur. Cette hypothèse 

peut également être évoquée suite à la mise en évidence tout récemment à partir d’une 

lésion cutanée d’une autre souche de C. diphtheriae, d’origine indienne, multirésistante 

aux antibiotiques et notamment au cotrimoxazole [262] ; la multirésistance chez l’agent 

de la diphtérie est un phénomène rare et semble-t-il émergent ; il semble désormais 

judicieux de rechercher la présence d’IR chez de telles bactéries. 

L’environnement génétique de l’IR, à savoir le transposon IS6100 a déjà été 

décrit antérieurement chez d’autres espèces de corynébactéries hébergeant des IR [122, 

123] mais aussi chez Mycobacterium [121] : cet élément génétique pourrait jouer un 

rôle dans la diffusion des IR au sein des bactéries à Gram positif. 

 

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

i. Les effluents 

 Les effluents hospitaliers contiennent d’importantes concentrations 

d’antibiotiques et de leurs métabolites ; ils sont des lieux privilégiés en termes de 

pression de sélection antibiotique [209]. Nous avons recueilli un échantillon d’effluent 

du CHU de Limoges et réalisé une mise en culture à la recherche d’un maximum de 

BGN porteurs d’IR. L’un des isolats, LIM73, appartenant à l’espèce E. cloacae, 

hébergeait un IR de classe 3 inédit localisé sur un plasmide mobilisable IncQ-like. Le 

réseau de cassettes contenait, comme chez la plupart des IR de classe 3 décrits dans un 

contexte clinique [15, 16, 62], une cassette de résistance aux β-lactamines (blaOXA-10) et 
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une cassette de résistance aux aminosides (aac(6’)-Ib). L’IR était proche de celui décrit 

chez K. pneumoniae [16] et E. coli [62] à la différence près que la cassette blaOXA-10 

n’était pas tronquée. La localisation de cet IR sur un plasmide mobilisable IncQ-like à 

large spectre d’hôte permet sa diffusion efficace au sein du monde bactérien.  

L’origine de la bactérie reste difficile à déterminer étant donné l’origine de 

l’échantillon ; la découverte d’autres entérobactéries isolées d’urines avec des IR de 

classe 3 de contenu identique en cassettes [15, 16, 62] est en faveur d’une probable 

origine humaine de LIM73 mais la découverte d’un IR de classe 3 dans des effluents 

alors même qu’aucun IR de classe 3 n’a été mis en évidence à partir de 500 échantillons 

de selles humaines (cf Axe épidémiologique - Partie 3) va à l’encontre de cette 

hypothèse et fait plutôt évoquer une origine hydrique de la bactérie, plusieurs études 

retrouvent d’ailleurs des intégrons de classe 3 dans les environnements aqueux [64-66]. 

De plus, l’analyse de l’environnement génétique a montré que cet IR de classe 3 a été 

inséré dans le plasmide pUL3AT par un événement de transposition ; cette 

caractéristique permet d’émettre une hypothèse quant à l’origine de cet IR, ainsi qu’à 

celle des autres IR isolés en clinique : il est envisageable que dans un premier temps, un 

intégron de classe 3 chromosomique « s’ intègre » par un événement de transposition 

sur un plasmide (IncQ-like dans notre cas) avant qu’il n’acquière secondairement des 

cassettes de résistance aux antibiotiques, si présence dans la même bactérie d’IR de 

classe 1 avec des cassettes de résistance. L’événement inverse a d’ailleurs été décrit 

récemment avec la découverte au sein d’un IR de classe 1 de la cassette orfB [75] 

initialement décrite au sein du réseau de cassette de l’intégron chromosomique de classe 

3 décrit chez l’espèce Delftia tsuruhatensis [64] indiquant que des échanges de cassettes 

se produisent entre IR de classe différentes comme cela avait été montré 
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expérimentalement. Il a effectivement été montré auparavant que chaque intégrase IntI 

présente une certaine spécificité pour son site attI bien que l’intégrase IntI1 se montre 

toutefois la plus tolérante et peut catalyser des recombinaisons avec attI2 ou attI3 [263, 

264]. En revanche, toutes les intégrases sont capables de recombiner tous les sites attC. 

Outre le réseau de cassettes inédit, la principale caractéristique de l’IR de classe 

3 identifié chez LIM73 est la présence d’un codon rare AUA en lieu et place du codon 

AUG usuel de l’intégrase IntI3. Si ce codon AUA était le codon d’initiation, l’intégrase 

IntI3 serait probablement produite en petite quantité, un tel codon ayant été décrit 

comme fonctionnel mais avec peu d’efficacité [265, 266]. Cette mutation inédite remet 

en cause la position du codon d’initiation de la traduction de l’intégrase, une valine 

pouvant faire office de codon d’initiation une trentaine de bases en amont ; en outre, elle 

serait compatible avec le 2ème promoteur évoqué par Collis et al [31]. Cependant, le site 

de fixation de la protéine LexA chevauche le gène intI3 et la mutation G-A entraine une 

séquence CTGGATGCATAAACAG (au lieu de CTGGATGCATGAACAG) plus 

proche du site idéal et consensus de LexA CTGTATATATATACAG [47] ; néanmoins, 

des essais de retard sur gel ont montré que LexA se fixait aussi bien sur cette boîte que 

sur celle de la séquence de l’IR de classe 3 In3-1[15]. Même si cela reste à démontrer, 

étant donné la localisation « éloignée » de la boîte LexA, il semble peu probable que le 

2ème promoteur PintI3 évoqué précédemment puisse être régulée par la réponse SOS. 

Des expériences pour déterminer quel est le promoteur d’intI3, mais aussi pour 

identifier le codon d’initiation de la traduction de la protéine IntI3 sont en cours 

d’investigation au laboratoire.  

Au total, ce travail a souligné l’intérêt de rechercher des IR de classe 3 à partir 

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

L’objectif de nos travaux sur le portage digestif en IR était double : (i) évaluer le 

portage par une approche novatrice basée sur la détection des IR directement à partir 

d’un extrait d’ADN d’un échantillon de selles et d’un bouillon d’enrichissement, tout en 

le comparant aux résultats d’une approche conventionnelle de culture des BGN, (ii) 

comparer 2 populations de patients dont les pressions de sélection antibiotique étaient a 

priori différentes, l’une soumise à une pression de sélection considérée comme faible 

(250 individus de la population générale = Groupe 1), l’autre à une pression de sélection 

considérée comme forte (250 patients hospitalisés en unités de soins intensifs = Groupe 

2). 

L’approche conventionnelle a mis en évidence, indépendamment des IR, une 

variété d’espèces bactériennes beaucoup plus large dans le Groupe 2 même si E. coli 

restait l’espèce majoritaire dans les 2 groupes (84,4 % versus 60,5 % des BGN isolés). 

Cette différence n’est pas anodine car plusieurs espèces autres qu’E. coli hébergeaient 

des IR dans le Groupe 2. Ainsi, alors que dans le Groupe 1, E. coli était l’espèce 

responsable de 93 % du portage d’IR (seuls 4 patients étaient porteurs d’IR via d’autres 

BGN), elle n’expliquait que 2/3 du portage en IR dans le Groupe 2, K. pneumoniae et  

P. aeruginosa expliquant respectivement 15,5 % et 7 % des portages. Ces données 

soulignent l’importance lors d’une approche conventionnelle visant à déterminer le 

portage digestif en IR de ne pas se cantonner à la seule espèce E. coli, qui est pourtant, à 

de rares exceptions près [144], la seule espèce considérée lors des études antérieures de 

portage digestif en IR [145-147]. Nous avons déterminé le portage digestif en IR en 

considérant les 3 principales classes d’IR, ce qui chez l’homme n’avait jamais été 

évalué, les auteurs ciblant uniquement les IR de classe 1. 
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Au total, par cette approche conventionnelle, le taux de portage en IR a été 

déterminée à 22,8 % dans le Groupe 1 et à 28,4 % dans le Groupe 2, soit des taux très 

comparables à ceux retrouvés dans la littérature avec des valeurs qui oscillent 

généralement entre 15 et 30 % [144-147]. Ces taux était imputables quasi-

exclusivement aux IR de classe 1, les taux de portage en IR de classe 2 étant de 2,4 % 

dans les 2 groupes (soit seulement 6 patients) et ceux en IR de classe 3 de 0 %. La 

différence de pourcentage entre les 2 groupes n’était pas significative (p = 0,18) même 

si une « tendance » allait dans le sens d’études antérieures  et rejoignait l’idée que la 

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

Les données de prévalence en IR obtenues par l’approche globale ont été plus 

importantes et significativement différentes (p < 0,05) des données issues de l’approche 

conventionnelle. Ces prévalences aux alentours de 50 % sont difficiles à comparer avec 

d’autres études car aucune menée chez l’homme n’a utilisé ce type d’approche. 

Néanmoins, nos résultats rejoignent ceux d’une étude comparable menée chez des 

bovins où les portages digestifs en IR de classe 1 et 2 avaient été déterminés à partir de 

bouillons d’enrichissement de selles [163]. Les auteurs avaient mis en évidence des taux 

de portage plus de 2 fois supérieurs à ceux retrouvés à partir des BGN : 86 % d’IR de 

classe 1 et 94 % d’IR de classe 2 avec la technique d’enrichissement versus 50 % et    

28 % avec la culture conventionnelle. Ces résultats suggèrent que d’autres BGN non 

isolés sont porteurs d’IR mais aussi très vraisemblablement d’autres bactéries non 

recherchées (BGP, anaérobies, microaérophiles…) ou dites viables non cultivables. Les 

phénomènes de compétition peuvent également expliquer le fait que certains BGN intI+ 

ne poussent pas sur gélose ; des milieux sélectifs contenant des antibiotiques auraient pu 

être utilisés en parallèle de la gélose Drigalski afin de dévoiler leur présence. Dans notre 
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étude, les taux d’IR constatés à partir des bouillons d’enrichissement étaient supérieurs 

à ceux constatés à partir des extraits d’ADN de selles : ceci semble logique et s’explique 

par le fait que des bactéries intI+ présentes dans les selles en quantités très faibles, 

inférieures au seuil de détection de la qPCR, aient vu leur quantité augmenter et passer 

au-dessus de ce seuil après enrichissement en bouillon BHI. Pour les quelques cas où le 

phénomène inverse s’est produit, on peut penser qu’après enrichissement, en raison des 

phénomènes de compétition, une bactérie intI+ détectée à partir des selles ait vu sa 

quantité relative diminuer et passer en deçà du seuil de détection de la technique.    

Les données recueillies concernant l’antibiothérapie ont clairement montré que 

les patients des 2 groupes n’étaient pas soumis à la même pression de sélection 

antibiotique, 6,8 % des patients du Groupe 1 ayant pris un traitement antibiotique dans 

les 3 mois précédents le prélèvement, versus 84,8 % des patients du Groupe 2. Pour 

autant, les chiffres de prévalence des IR étaient importants dans les 2 groupes, ce qui 

tend à montrer que la prise d’antibiotique n’a en fait que peu d’influence sur le portage 

des IR. Cette hypothèse est même confortée par le fait qu’au sein des patients du 

Groupe 2 qui n’avaient pas reçu d’antibiotiques, 65 % étaient porteurs d’IR versus 52 % 

parmi ceux qui avaient reçu des antibiotiques. L’influence d’autres facteurs tels que 

l’âge, le sexe, les antécédents d’hospitalisation, le mode de vie, les pathologies 

chroniques ou l’alimentation nécessiteront d’être explorées dans des études futures afin 

de mettre en évidence un éventuel facteur qui explique qu’un sujet soit porteur d’IR et 

pas un autre. A noter que les patients du Groupe 1 n’étaient peut-être pas parfaitement 

représentatifs de la population dite « générale » : il s’agissait de personnel de 

restauration collective n’ayant pas de contact direct avec des patients mais travaillant 

néanmoins dans un environnement hospitalier. Un taux de portage moindre aurait peut-
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être été observé si ce groupe avait été constitué de volontaires sains sans lien direct avec 

l’hôpital. Concernant les patients du Groupe 2, ils ont été recrutés à un instant t après au 

moins 48 heures d’hospitalisation en USI mais un seul échantillon de selles a été  

recueilli. Il serait intéressant de développer une étude étudiant le portage digestif en IR 

tout au long du séjour du patient et d’étudier si des facteurs de risque influent sur ce 

portage. 

 

 

3) Pression de sélection antibiotique et intégrons de résistance : un 

lien pertinent ? 

Ayant pu détecter de façon efficace des IR chez des souches bactériennes et dans 

des environnements plus complexes, nous avons voulu évaluer si les IR pouvaient être 

utilisés comme marqueurs de la résistance aux antibiotiques. Pour cela, il fallait étudier 

s’il y avait un lien entre résistance acquise aux antibiotiques et présence d’IR.  

Dans l’étude décrite précédemment sur le portage digestif des IR dans 2 groupes 

de sujet, le lien entre résistance aux antibiotiques et présence d’IR a été évalué pour les 

entérobactéries. Bien qu’analysées séparément, les données colligées à partir des 

entérobactéries isolées des 2 groupes de patients sont quasi-identiques. Le lien IR – 

multirésistance, définie dans notre étude comme la résistance acquise à au moins 3 des 

antibiotiques testés, était significative avec 20 % de multirésistance parmi les 

entérobactéries intI- versus plus de 90 % de multirésistance parmi les entérobactéries 

intI+. Les données ont montré une association forte entre la résistance à certains 
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antibiotiques et les IR, notamment en ce qui concerne les aminosides (parmi les 

entérobactéries résistantes à la spectinomycine, 75,5 % étaient intI+ ; ce chiffre était de 

82,9 % pour la résistance à la tobramycine, de 82,4 % pour la résistance à la nétilmicine 

et de 86,4 % pour la résistance à la gentamicine) ; il en était de même pour la résistance 

au triméthoprime (88,5 % de souches intI+) et au cotrimoxazole (87,8 % de souches 

intI+). Cette relation paraît concordante avec les cassettes classiquement retrouvées 

chez les IR : dfr, aad, aac... et est conforme aux données de la littérature [211, 214]. 

Bien que non expliqué par des cassettes, la prévalence constatée d’IR parmi les 

entérobactéries non E. coli résistantes aux fluoroquinolones étaient de 78,6 %. Sur un 

plan statistique qui prend en compte l’ensemble des souches testées, le lien présence 

d’IR – résistance aux antibiotiques était significatif pour plusieurs antibiotiques : les 

pénicillines et inhibiteurs de β-lactamases, les aminosides, le triméthoprime, le 

sulfaméthoxazole, le cotrimoxazole, les quinolones et fluoroquinolones, la tétracycline 

et le chloramphénicol (p < 0,05). Ces résultats sont en accord avec ceux retrouvés par 

Leverstein-van Hall et collaborateurs [211]. Une donnée intéressante que notre étude 

met en évidence est la différence entre E. coli et les autres entérobactéries : le lien IR – 

résistance aux antibiotiques est beaucoup plus fort et significatif pour les entérobactéries 

non E. coli ; de plus certains antibiotiques tels que les C3G sont associés de façon 

significative aux IR, alors qu’ils ne le sont pas avec l’espèce E. coli. Ce résultat doit être 

pris avec beaucoup de prudence et nécessitera d’être confirmé étant donné les très 

faibles effectifs de souches résistantes aux C3G. 

Les différences de prévalence constatées entre les 2 groupes étaient 

significatives pour ce qui concerne les chiffres issus des selles (43,6 % dans le Groupe 1 

versus 53,2 % dans le Groupe 2, p = 0,035). Ces chiffes, contrairement à ceux issus des 
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bouillons d’enrichissement et de la culture conventionnelle, sont les plus représentatifs 

de la quantité réelle d’IR initialement présente dans le tube digestif des individus. Ils 

iraient dans le sens d’un effet de la pression de sélection antibiotique sur le portage 

digestif des IR, malgré différents biais de l’étude (Groupe 1 personnel de l’hôpital et 

donc peut-être plus à risque de portage de bactéries résistantes et Groupe 2 non 

homogène). Cependant, la quantification des IR de classe 1 a montré, au sein des sujets 

porteurs, que le nombre de copies d’IR de classe 1 par gramme de selle était équivalent 

entre les individus des deux groupes. Ces données devront être confirmées et affinées 

avec un plus grand nombre de sujets en recueillant de façon précise la prise 

d’antibiotiques.  

Par ailleurs, l’étude menée ici était une photographie à un instant t ; il serait 

intéressant de réaliser une cinétique du portage en IR sur plusieurs mois chez des 

individus pour lesquels il est possible de recueillir facilement des échantillons de selles 

ainsi que les traitements antibiotiques administrés, comme par exemple les sujets 

hospitalisés en gériatrie. 

 

L’objectif de la seconde étude chez l’homme, protocole « Hemotion », était 

d’évaluer la valeur prédictive du marqueur IR par rapport à la résistance aux 

antibiotiques de BGN isolées de flacons d’hémoculture. Afin de se mettre dans les 

conditions les plus réelles, à même d’évaluer la prédictivité du marqueur IR, nous avons 

réalisé la détection des IR à la fois à partir des BGN mais aussi directement à partir des 

flacons d’hémoculture positifs à BGN. Les antibiotiques testés et retenus pour l’analyse 
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ont été ceux utilisés dans la pratique clinique, streptomycine, spectinomycine, 

tétracycline et chloramphénicol par exemple ont été exclus.  

 Les BGN isolés lors de cette étude étaient, contrairement à l’étude précédente de 

portage, des germes isolés en situation pathogène. Les entérobactéries représentaient la 

très marge majorité des BGN (81,7 %), E. coli était toujours l’espèce majoritaire au sein 

de la famille (54,7 % des entérobactéries, 44,7 % des BGN totaux). Les entérobactéries 

isolées étaient globalement plus résistantes aux antibiotiques que celles isolées lors de 

l’étude sur le portage digestif. Ces données démographiques sont le reflet de 

l’épidémiologie microbienne moyenne retrouvée au CHU de Limoges ; elles ne sont 

donc pas directement transposables aux autres centres hospitaliers, même si 

globalement les résistances sont proches. Le rapport de l’ONERBA en 2008 

(http://www.onerba.org/IMG/pdf/onerba_rapport2008_LD.pdf) donne ainsi des niveaux 

de résistance proches (réseau AZAY-résistance 2007) avec par exemple pour les E. coli 

isolés d’hémoculture, une résistance à l’amoxicilline de 62,2 % (62,9 % dans notre 

étude), aux C3G de 4,9 % (3,8 %), à la gentamicine de 6,0 % (10,5 %), à la 

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

La prévalence des IR au sein des entérobactéries était importante, 27,6 % dont 

plus d’un tiers d’E. coli porteur (36,2 %), soit des valeurs supérieures aux études les 

plus anciennes [139, 140] mais plus proches des études les plus récentes, 40 % par 

exemple dans cette étude espagnole s’intéressant aux E. coli isolés d’hémocultures 

[141]. Ces comparaisons sont néanmoins très difficiles à faire et à considérer avec 

prudence étant donné les niveaux de résistance globaux des bactéries isolées qui ne sont 

pas les mêmes, ce d’autant que les antibiotiques testés ne sont pas non plus les mêmes ; 
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en outre, elles dépendent de l’origine des patients inclus dans les études (type de 

pathologie, service d’hospitalisation…).  

      Concernant le lien entre les IR et la résistance aux antibiotiques, alors qu’il 

s’agit d’une étude différente de celle concernant le portage digestif, nous retrouvons des 

résultats très comparables. Tout d’abord, le lien IR – multirésistance est à nouveau très 

significatif alors même que les critères de définition de la multirésistance dans cette 

étude (résistance acquise à au moins 3 des antibiotiques testés) étaient plus stringents 

étant donné le nombre moindre d’antibiotiques testés (seulement 16) : parmi les 

entérobactéries intI-, 26,6 % étaient multirésistantes versus 86,8 % parmi les intI+ (p < 

0,05) ; la différence était encore plus importante pour les entérobactéries non E. coli 

(20,8 % versus 86,7 %). De façon là aussi très comparable aux résultats de l’étude sur le 

portage digestif, parmi les souches résistantes aux antibiotiques, les souches intI+ 

étaient majoritaires pour ce qui concerne la résistance aux aminosides (environ 70 % 

selon les molécules), à la ciprofloxacine (70,7 %) et au cotrimoxazole (93 ,6 %) avec  

des pourcentages encore plus importants pour les entérobactéries non E. coli. Sur le plan 

statistique qui prend en compte l’ensemble des souches testées, le lien présence d’IR – 

résistance aux antibiotiques était significatif pour les mêmes antibiotiques que ceux 

retrouvés dans l’étude sur le portage digestif, à savoir les pénicillines et inhibiteurs de β-

lactamases, les aminosides, les quinolones et fluoroquinolones et le cotrimoxazole (p < 

0,05). La distinction entre l’espèce E. coli et les autres entérobactéries a conduit aux 

mêmes conclusions, à savoir que la résistance aux C3G n’était liée aux IR de façon 

significative que pour les entérobactéries non E. coli, tout comme la résistance acquise 

aux aminosides qui n’était significative chez E. coli que pour la tobramycine alors 

qu’elle l’était pour l’ensemble des aminosides chez les autres entérobactéries. De la 
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même façon que dans l’étude sur le portage, ces données sont à prendre avec prudence 

en raison des effectifs et devront être confirmées par d’autres études. Dans cette étude, 

l’analyse a été poussée plus loin en tenant compte des phénotypes de résistance acquis. 

Nous avons pu mettre en évidence que la significativité du lien entre IR et résistance 

aux β-lactamines n’était en fait pas lié au même phénotype chez E. coli et chez les 

autres entérobactéries ; pour E. coli, le lien était significatif seulement par le phénotype 

« pénicillinase bas niveau » alors que pour les autres entérobactéries, le lien était dû 

uniquement au phénotype BLSE. Le fait que certaines résistances acquises, comme par 

exemple la résistance aux fluoroquinolones, soient associées de façon significative aux 

IR ne peut pas être expliqué par le seul réseau de cassettes des IR.  Au-delà du pool de 

cassettes qu’ils peuvent héberger, les IR doivent être considérés, de façon plus générale, 

comme des marqueurs d’acquisition de matériel génétique. Il faut garder à l’esprit que 

les IR sont portés par des plasmides ou transposons qui, indépendamment du système 

IR qu’ils portent, peuvent eux aussi héberger d’autres gènes de résistance aux 

antibiotiques. L’argument en faveur de cette explication est la prédominance au sein des 

IR des cassettes dfr et aad qui confèrent respectivement une résistance au triméthoprime 

et à la streptomycine/spectinomycine alors même que les souches sont multirésistantes 

vis-à-vis d’autres antibiotiques tels que d’autres aminosides ou des β-lactamines [139, 

142].  

Concernant la valeur prédictive du marqueur IR, nous avons pu montrer grâce à 

cette étude que les VPP ne constituaient pas un outil très intéressant, la plupart des 

pourcentages étant cantonnés à des valeurs inférieures à 90 %. Seules les VPP mesurées 

chez les entérobactéries non E. coli vis-à-vis des quinolones, des fluoroquinolones et du 

cotrimoxazole étaient importantes (93,3 % chacune). A contrario, le calcul des VPN a 
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montré des résultats particulièrement intéressants dans un objectif futur d’utilisation du 

marquer IR. En effet, les VPN calculées chez les entérobactéries vis-à-vis des 

aminosides, des fluoroquinolones et du cotrimoxazole étaient toutes supérieures à 90 %, 

voire même 95 % pour certaines molécules. En outre, pour l’espèce E. coli, les VPN 

vis-à-vis des C3G étaient de 97 %. Les C3G étant utilisées en première intention dans le 

traitement des bactériémies à BGN, cette forte VPN laisse augurer d’un potentiel du 

marqueur IR lorsque celui-ci est détecté négatif. Des études complémentaires sur un 

plus grand nombre de souches seront bien entendu nécessaires, mais la détection des IR 

pourrait s’avérer être particulièrement intéressante à l’heure où les autorités demandent 

un bon usage des antibiotiques en raison d’un arsenal thérapeutique qui ne progresse pas 

alors même que nous sommes confrontés à l’émergence grandissante de souches 

multirésistantes [267]. 

Dans ce contexte, le caractère prédictif du marqueur IR n’a  d’ailleurs d’intérêt 

que si celui-ci est utilisé directement à partir de liquides biologiques, avant même que la 

culture bactérienne n’ait été obtenue. L’emploi de la qPCR directement à partir des 

flacons d’hémoculture était une première étape afin de savoir si cette technique 

développée était suffisamment sensible. Sans réaliser d’extraction de l’échantillon, avec 

une simple dilution au 1/100ème du mélange sang / bactéries, nous avons obtenu un 

résultat très encourageant avec une concordance dans la détection des IR de 98,5 % par 

rapport à la culture des BGN, soit seulement 3 résultats discordants sur 205. A noter que 

l’un des résultats obtenus à partir des flacons n’est en fait pas une discordance puisqu’il 

a permis de détecter un IR alors même qu’aucun IR n’avait été trouvé à partir des 4 

BGN isolées du flacon ; la mise en culture a posteriori du flacon a permis d’identifier 

un BGN intI+ non détecté initialement.  
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 La détection des IR avait déjà été mise à profit par plusieurs équipes comme un 

outil épidémiologique employé, en association avec d’autres techniques de génotypage, 

pour « typer », notamment via le réseau de cassettes, des clones épidémiques 

d’Acinetobacter, de Pseudomonas ou d’entérobactéries porteuses d’IR ou encore pour 

identifier une origine commune de contamination [105, 268, 269]. Le protocole 

Hemotion constitue une première étape, une preuve de concept, de l’utilisation du 

marqueur IR comme un outil diagnostique de détection précoce des résistances ; il 

présente aussi comme intérêt d’être un test unique plus simple à mettre en œuvre qu’une 

multitude de PCR ciblant les centaines de gènes de résistance aux antibiotiques décrits 

chez les BGN, PCRs qu’il serait quasi-impossible à appliquer en routine, qui plus est à 

partir de liquides biologiques. Afin de franchir une étape supplémentaire qui pourrait 

conduire à une aide à la prise en charge thérapeutique des patients et à un usage 

rationnel des antibiotiques, un projet de recherche clinique nommé IRIS (Intérêt de la 

Recherche des Intégrons dans le Sepsis) va débuter ; il  sera plus proche de la « vraie 

vie » et visera à évaluer la valeur prédictive du marquer IR directement à partir de 

liquides biologiques recueillis chez des patients en Sepsis sévère ou choc septique à 

point de départ urinaire ou digestif (en raison de la forte prévalence des IR dans ces 

pathologies). Ce projet IRIS vient d’être accepté à l’appel d’offre recherche 

translationnelle Inserm-DGOS 2012.  
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Conclusion 

 
Malgré une découverte datant de plus de 20 ans, les intégrons de résistance 

constituent un support génétique de résistance aux antibiotiques qui recèle encore de 

nombreux secrets. Sa plateforme fonctionnelle concentre en seulement quelques 

centaines de nucléotides des systèmes complexes de régulation et d’expression des 

gènes de cassettes et du gène de l’intégrase, qui, assurent un équilibre fin entre force 

d’expression des gènes de cassettes et capacités de recombinaison de l’intégrase. La 

pression de sélection antibiotique agit sur cet équilibre ; les effets de celle-ci, constatés 

dans ce travail de thèse, ont montré une autre facette du système, cette fois dans son 

adaptabilité à l’environnement extérieur. Il n’en reste pas moins que ces essais ont été 

menés dans des conditions planctoniques de laboratoire et qu’ils ne reflètent pas 

forcément ce qu’il peut se passer dans la « vraie vie » ; ils nécessiteront d’être 

transposés à d’autres modèles plus proches de la réalité, comme par exemple au sein 

d’un biofilm ou dans un modèle murin. 

Le rôle et la présence des IR dans l’environnement en général et dans le portage 

digestif en particulier restent des paramètres encore mal explorés. Le lien entre la 

pression de sélection antibiotique et le portage digestif de bactéries multirésistantes 

(BMR) a déjà été démontré par plusieurs études conduisant aujourd’hui à un dépistage 

quasi-systématique des BMR chez les patients hospitalisés dans les USI [270, 271]. 

Etant donné le lien fort démontré entre les IR et la multirésistance aux antibiotiques, il 

semble judicieux de poursuivre les études menées sur le portage digestif des IR en les 

élargissant à d’autres populations tout en les agrémentant d’un aspect dynamique. 
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