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Les intégrons sont des supports génétiques bactériens de résistance aux antibiotiques.
IIs constituent un systéme de capture et d'expression de génes de résistance sous forme de
cassettes. Portés par des éléments mobiles tels que les plasmides ou les transposons, ils sont
des acteurs majeurs impliqués dans la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques.

Les intégrons, dont il existe 3 classes, ont été décrits chez de trés nombreuses espéces
bactériennes, notamment au sein des bacilles a Gram négatif, aussi bien chez ’homme ou
I’animal que dans I’environnement. Chez ’homme, leur présence est associée 4 une grande
résistance des bactéries hotes, voire a une multirésistance. Leur détection revét donc un intérét

majeur sur le plan épidémiologique en terme de surveillance des résistances.

Les techniques actuelles de détection des intégrons, qui s’effectuent par amplification
génique, se heurtent 4 plusieurs problémes techniques, et notamment & un manque de
spécificité de la réaction. Devant cette problématique, il a été décidé de développer une
technique de PCR en temps réel multiplex capable de détecter rapidement et de facon
spéeifique les 3 classes d’intégrons de résistance non seulement au sein de souches
bactériennes, mais aussi au sein d’environnements génétiques plus complexes.

Deux applications de la technique ont été mendes : la premiére a porté sur ’analyse de
souches isolées d’hémocultures, la seconde sur la détection d’intégrons & partir de liquides

biologiques prélevés chez des patients a la phase aigué d’un sepsis sévére.

i1
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l. Les intégrons

A. Généralités

1. Historique

Les intégrons sont des supports génétiques de résistance aux antibiotiques dont la
découverte est relativement récente. En 1989, suite & des travaux d’alignements de séquences
nucléotidiques, des auteurs australiens ont mis en évidence et désigné sous le terme
«intégron » ou «élément d’intégration de I’ADN», une nouvelle famille d’éléments
génétiques bactériens capables de promouvoir Pacquisition de génes de résistance aux
antibiotigues [ 1].

Bien que retrouvés au sein de supports génétiques divers (plasmides, transposons), les
intégrons ont été décrits comme ayant des propriétés communes : leur organisation leur
permet d’intégrer des éléments génétiques grice & des recombinaisons spécifiques de site, et
ils sont de plus capables d’assurer I’expression des génes intégrés. La structure décrite alors
par les auteurs était la méme pour tous les intégrons : deux régions conservées (3 conserved
segment ou 5°CS et 3° conserved segment ou 3°CS) encadrent une région dite variable ol sont

localisés des génes de résistance aux antibiotiques dont le nombre et la nature différent.

2. Définition

On entend par intégron un systéme de capture et d'expression de génes sous forme de
cassettes. Celles-ci constituent des ¢léments génétiques mobiles capables d'étre intégrés ou
excisés par un mécanisme de recombinaison spécifique de site, catalysé par une intégrase. Un
intégron est en lui-méme immobile, mais, porté¢ par des éléments mobiles tels que les
plasmides ou transposons, il contribue a la dissémination des génes de résistance aux
antibiotiques.

La définition moléculaire actuelle d’un intégron se limite & la seule présence de la
région 5’ conservée (5°CS): cette structure immobile constitue la plateforme fonctionnelle
d’un intégron. Elle est composée de 3 éléments indispensables [Figure 1] :

- un gene intl qui code une intégrase,

- un site spécifique de recombinaison at#/,

- un promoteur Pe {2].

14
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région 5’ CS

Figure 1 : Structure générale d’un intégron (définition moléculaire).

La définition moléculaire d’un intégron se limite a la région 5 CS (5° conserved segment). Elle est constituée
du géne de Iintégrase intl, de son promoteur P;,, supposé mais non caractérisé a ce jour, du site de
recombinaison att/ et du promoteur des cassettes P..

L’intégrase est la protéine qui catalyse I’intégration, mais également 1’excision des
cassettes situées en aval du site artl. L’expression de celles-ci est assurée par le promoteur
commun Pc. A noter que le promoteur de ’intégrase Pint n’a pas été caractérisé a ce jour ; sa

séquence supposée se situerait toutefois dans le site at/.

3. Structure des intégrons

Méme si la description de la région 5°CS suffit & définir un intégron, il n’en reste pas
moins que la plupart des intégrons décrits dans la littérature possédent en aval de cette
plateforme structurale une région variable faite de cassettes [Figure 2]. Les cassettes sont des
éléments génétiques constitués de deux éléments: un geéne, codant le plus souvent une

résistance a un antibiotique, associé 4 un site de recombinaison attC.

int] " cassetté(s)
région 5 CS

région 3’

région variable

Figure 2 : Structure habituelle d’un intégron.

Classiquement, un intégron est composé d’une région 5’ conservée (5’CS) qui constitue la plateforme
fonctionnelle avec un géne intl, un site attl et un promoteur Pc. Encadrée par la région 5°CS et par une région 3°,
une région dite variable renferme des cassettes. Sont représentées sur cette figure, de fagon arbitraire, 3 cassettes
avec leur site attC respectif.
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a. Larégion 5’ conservée (5’ conserved segment)

» e oéne intl et la protéine Inil

o Famille des recombinases a tyrosine

Le géne int] des intégrons code une protéine, Iintégrase Intl, qui appartient a la
famille des recombinases & tyrosine spécifiques de site {3]. 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 A 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 R-H-
R-Y (arginine, histidine, arginine, tyrosine) qui assure I’interaction avec la molécule d’ADN.
La tyrosine fait partie du site catalytique de la protéine, elle est indispensable 4 la coupure de
I’ADN.

o Les 5 classes d’intégrons de résistance

La composition en acides aminés de la protéine Intl d’un intégron permet de définir 5
classes d’intégrons impliquées dans la résistance aux antibiotiques :

- les intégrons de classe 1 sont caractérisés par I'intégrase Intkl qui comporte 337 acides
aminés, soit une séquence nucléotidique de 1014 paires de bases.

- les intégrons de classe 2 sont caractérisés par ’intégrase Intl2 qui comporte 325 acides
aminés, soit 978 paires de bases. Elle présente la particularité d’étre interrompue par un
codon stop (TAA) en position 179, ce qui la rend non fonctionnelle {4].

- les intégrons de classe 3 sont caractérisés par I’intégrase IntI3 qui comporte 346 acides
aminés, soit 1041 paires de bases.

- les intégrons de classe 4 et 5 ont été identifiés via leur implication dans la résistance au
triméthoprime. Ils ont été décrits chez des especes du genre Vibrio, associés a des
transposons conjugatifs. Leur implication en microbiologie clinique est considérée comme

nuile.
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1l existe une trés forte identité entre les séquences protéiques de ces 5 intégrases,
notamment entre les intégrases 1, 2 et 3 [Figure 3]. Par exemple, IntI2 présente 46 %
d’identité avec Intl1, Intl3 partage prés de 60 % d’identité avec Intll [5, Tableau 1].

Intégrase Intl1 Intl2 IntI3
IntI1 100 46,5 59,6
IntI2 63 100 46,3
IntI3 72,8 59,7 100

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'aprés [5].

intIl MK---—-TATAPLPPLRSVKVLDQLRERIRYLHYSLRTEQAYVNWVRAFIRF----HG-VR 51
intI3 MNRYNGSAKPDWVPPRS IKLLDQVRERVRYLHYSLOTEKAYVYWAKAFVLWTARSHGGFR 60
IREI2 20 meressLaaassa MSNSPFLNSIRTDMROKGYALKTEKTYLHWIKRFILF----HK-KR 41
PR T & it S o O AU S R " *
intll HPATLGSSEVEAFLSWLANERKVSVSTHRQALAALLFFYGKVLCTDLPWLQEIGRPRPSR 111
intI3 HPREMGQAEVEGFLTMLATEKQVAPATHRQALNALLFLYRQVLGMELPWMQQOIGRPPERK 120
intI2 HPQTMGSEEVRLFLSSLANSRHVAINTQOKIALNALAFLYNRFLOOPLGDIDYIPASKP-R 100
* & :l-. *a. ami—: ii‘-::*: i—:: % **x *_-k :‘+ * e * .
intIl RLPVVLTPDEVVRILGFLEGEHRLFAQLLYGTGMRISEGLQLRVKDLDFDHGTIIVREGK 171
intI3 RIPVVLTVQEVQTLLSHMAGTEALLAALLYGSGLRLREALGLRVKDVDFDRHAIIVRSGK 180
inti2 RLPSVISANEVORILOVMDTRNQVIFTLLYGAGLRINECLRLRVKDFDFDNGCITVHDGK 160
&:* ir:: :iv* :i C g i *ﬁ'k*:*:i: * * 1}Iii.ii'*' - i::.lvt
intIl GSKDRALMLPESLAPSLREQLSRARAWWLKDQAEGRSGVALPDALERKYPRAGHSWPWFW 231
intI3 GDKDRVVMLPRALVPRLRAQLIQVRAVWGQDRATGRGGVYLPHALERKYPRAGESWAWEW 240
intI2 GGKSRNSLLPTRLIPAIK-LIEQARLIQQDDNLQG-VGPSLPFALDHKYPSAYROAAWME 218
§'*-* :** * * - . :'* .& 3 * * & i-k::-l-*i * o .i::
intIl VFAQHTHSTDPRSGVVRRHHMYDQTFQRAFKRAVEQAGIT-KPATPHTLRHSFATALLRS 290
intl3 VFPSAKLSVDPQTGVERRHHLFEERLNRQLKKAVVQAGIA-KHVSVHTLRHSFATHLLQA 299
intI2 VFPSSTLCNHPYNGKLCRHHLHDSVARKALKAAVOKAGIVSKRVTCHTFRHSFATHLLOA 278
-kiv‘. - = _l _& **Q:':. ol :k * :*k*. * e i*:*ii#*- il::
intIl GYDIRTVQDLLGHSDVSTTMIETHVLKVGGAGVRSPLDALPPLTSER 337
intIl3 GTDIRTVQELLGHSDVSTTMIY¥ THVLKVAAGGTSSPLDALALHLSPG 346
intI2 GRDIRTVQELLGHNDVKTTQIiTHVLGQHFAGTTSPADGLMLLINQ- 324

* dode ke ok ok e ko kR * ok * & * k& ok ok * *k * K

Figure 3 : 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. 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.
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= Le site attl : site spécifique de recombinaison

11 existe autant de sites at#l que de geénes intl : le site artl] est toujours associé au geéne
intll, le site attI2 au géne intl2 et le site antI3 au géne intl3. Contrairement aux geénes intl,
I’alignement des sites att/ [6] ne montre pas de rcelle identité structurale, excepté une
séquence de 7 paires de bases GTTRRRY (R: purine, Y : pyrimidine) appelé core site
[Figure 4].

aitl] TCGATE T T TG AT TATGEAGCAGCARCGATGI TACGCAGCAGGGCAGTCGLCC TARRACARAGTTR RRYNNNNNNNINNN
attl? AT ATATTAATTAACGGTAAGCATCAGCGGGTGACARAACGAGCATGC TP ACTAATA AAATG TTRRRY NNNNNNNNNNN
anl3 CCGTECGACTTTGTT TAACGACC ACGGTTETCEGTATCCGGTGTTTGETCAGATAAACCACAAGTTRRRY NHNNNNINNNN

Figure 4 : Alignement des séquences nucléotidiques des sites a1, antl2 et attl3.

Une région de 64 paires de bases, suffisante pour I'activité de recombinaison du site attl], est alignée avec les
séquences des sites artl2 et attl3. La fléche verticale bleue indique la zone de jonction entre la région 5°CS et
la premiére cassette. D'aprés [6].

Le site attl est un site spécifique de recombinaisons qui comporte des sites
d’attachement de Pintégrase Intl. Le site azl] est le site qui a ét¢ le plus étudié : deux sites
possédant le motif consensus GTTR assurent la liaison avec Intll : un site de forte liaison,
critique pour D’activité de recombinaisonet un site de faible liaison qui en améliore

efficacité [7, Figure 5].

attlllqacE

70 6l -50 40 -30 -20 -10 +10 +20

|
CGTGGGTCGATGTTTGAT GTTATGGAGCAGC AACGATETTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTARAAACAAAGEEagat.geactaageacata
GCAC l.':('fr‘u'iCTACm\.ACTAmTACCTCGT‘CGTTGCTh%TGCGTCGTCCCG’YCAGCG«GGATT"ETGT”!‘TQBBtcta-.c:qr_qa:t::g‘:.gta:

3 3 2 1
L /| ! il L ]
weak binding strong binding simple site
site site
DR2 DRI

Figure 5 : Organisation du site az/1. Exemple de la jonction a#l1/qacE.

Le rectangle noir définit le site a#t/1. Les rectangles blancs correspondent aux quelques bases supplémentaires
impliquées dans la reconnaissance d’Intl1. Sont représentés les sites de liaison d’Intll & attl] (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 aftl x attl.

Les lettres en gras sont reliées 4 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 fleche verticale
bleue indique la zone de jonction entre la région 5°CS et la cassette gacE. Elle correspond a la numérotation 0
de la séquence. D'aprés [7].
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Les sites aftl2 et attl3 ont été moins étudiés. La protéine Intl2, rendue fonctionnelle
par modification du codon stop intermédiaire, présente une trés forte spécificité pour le site
attl2 et ne peut assurer de recombinaison avec un site at/l. Intll au contraire est moins
spécifique et peut, certes avec une plus faible efficacité, effectuer des recombinaisons avec le

site artI2 [4]. L’organisation du site att/3 est trés similaire a celle d’aftl1 [8].

= Le promoteur des cassettes Pc

Troisiéme élément caractéristique de la région 5° CS d’un intégron : le promoteur Pc.
Ce promoteur joue un rdle fondamental dans la fonctionnalité d’un intégron car il assure
I’expression des cassettes situées en aval, ces derniéres ne possédant pas la plupart du temps
de promoteur propre.

La région promotrice des intégrons de classe 1 a été la plus étudice. Il existe en réalité
deux promoteurs Pc : Pcl est situé plus de 200 bases en amont de la premiére cassette, au sein

méme du géne intl1, alors que Pc2 est localisé environ 90 bases en aval de Pcl [Figure 6].

P(A 1 {.J“_. 2}

—»
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ait!

intl ] Py
L J
région 5" CS
Figure 6 : Région 5° conservée d’un intégron de classe 1.
La région promotrice d’un intégron de classe 1 comporte 2 promoteurs Pcl et Pc2 situé dans attll. Le

promoteur Pc2 est le plus souvent inactif, car 1’espacement entre les boites -10 et -35 est insuffisant. Le
promoteur Pint supposé, mais non caractérisé, fait « téte-béche » avec Pc2.

Selon la séquence nucléotidique des boites -10 et -35, 3 variants du promoteur Pcl [9]

ont été caractérises :
- un variant fort : TTGACA-N7-TAAACT
- un variant faible : TGGACA-N;;-TAAGCT
- un variant hybride : TGGACA- N;7- TAAGCT
Le promoteur Pc2 n’est que rarement fonctionnel du fait d’'un espacement entre les

boites -10 et -35 limité & 14 paires de bases (TTGTTA- Ni4-TACAGT), ce qui est insuffisant
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4 la fixation de ’ARN polymérase. Néanmoins, chez quelques intégrons de classe 1, suite a
P’insertion d’un triplet GGG dans 1’espaceur, il redevient fonctionnel. Depuis ces travaux,

d’autres variants de Pel ont été décrits, mais ils restent minoritaires.

b. La région variable

La plateforme fonctionnelle d’un intégron est capable d’intégrer en aval du site attl
des génes sous forme de cassettes [ 10].

Les cassettes, dont la taille moyenne est de Pordre de 1000 paires de bases, sont
définies par l'association d’un géne et d’un site de recombinaison a#fC, reconnu par
I’intégrase Intl. Ce sont des unités fonctionnelles indépendantes, non réplicatives,
mobilisables de maniére individuelle : elles existent sous forme linéaire au sein d’un intégron,
mais également sous forme circulaire, & 1’état libre [11]. Au sein d’un méme intégron, jusqu’a

huit cassettes ont été déerites | 12], mais ce nombre est parfois nul [13].

» Les génes de cassettes

Concernant les intégrons rencontrés en microbiologie clinique (intégrons des classes 1,
2 et 3), les génes de cassettes codent le plus souvent une résistance a un antibiotique. Certains
néanmoins codent une résistance 4 un antiseptique, tels les génes gac (résistance aux
ammoniums quaternaires vig un efflux) ; d’autres codent des fonctions totalement inconnues.

Plus de 70 génes de résistance différents ont été déerits [Tableau 2}, Ils codent des
résistances vis-a-vis de la quasi-totalité des familles d’antibiotiques existantes [ 14, {5] :

- de trés nombreux génes sont impligués dans la résistance aux B-lactamines : ils codent
des P-lactamases dont le spectre est plus ou moins large : simple pénicillinase, (-
lactamase a spectre élargi (BLSE), voire carbapénémase.

- la résistance aux aminosides est trés {réquente et touche la totalité¢ des molécules
commercialisées. La cassette aadAl (aminoside adényltransférase) confére par
exemple une résistance 2 la streptomycine et la spectinomycine, la cassette aac(6’)-1b

(aminoside acétyltransférase) a la tobramycine, la nétilmicine et I’amikacine.
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- les génes dfi (synthése d’une dihydrofolate réductase) conferent une résistance au

triméthoprime.

- les génes cat (synthése d’une chloramphénicol acétyliranférase) et cml (synthése d’une

pompe d’efflux) conférent une résistance au chloramphénicol.

- les génes ere conferent une résistance a "érythromycine, les génes lin aux

lincosamides...
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Tableau 2 : Cassettes décrites chex les intégrons de classe 1,2 et 3.
En face de chaque géne déerit correspond le numéro d’aceés a la banque de données, consultable sur Internet
it /fwww. nehinlmntheovisites/onrey, . Diaprés {14,
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La plupart des cassettes mentionnées dans le tableau 2 ont ¢été décrites chez des
intégrons de classe 1. Les intégrons de classe 2 hébergent souvent les mémes cassettes (dfi-d1,
sat, aadAl)[5]; les rares descriptions des intégrons de classe 3 ont montré que ceux-ci
hébergent souvent un géne codant une carbapénémase [16]. Certaines cassettes sont
retrouvées dans plusieurs classes d’intégrons : par exemple, aadAl a été décrit chez les

intégrons de classe 1 et 2, aac(6’)-Ib chez les intégrons de classes 1 et 3.

= [ site de recombinaison attC

Le site attC, dénommé parfois 59-base element, constitue la définition méme d’une
cassette [17]. 11 s’agit d’un site spécifique de recombinaisons reconnu par ’intégrase Intl. A
chaque géne de cassette donné est associ¢ un site a#/C qui lui est propre.

Les sites at2C différent en séquence et en longueur (57 & 141 paires de bases) en
fonction du géne auquel ils sont associés, mais leur organisation palindromique est
comparable : aux deux extrémités, se trouvent deux séquences inversées répétées de 7 paires

de bases désignées site core (GTTRRRY) et site core inverse (RYYYAAC) [18, Figure 7].

cassette
GITTRRRY  géne [RYYYAAC--------------G|TTRRRY

core inverse core

aftC

Figure 7 : Structure simplifiée d’une cassette.

Une cassette comporte deux éléments : un géne qui code le plus souvent une résistance a un antibiotique, et un
site spécifique de recombinaison a#C reconnu par I’intégrase. Le point de clivage lors de la recombinaison étant
situé entre le G et le T, une cassette débute au premier T du site core et englobe le G du site core suivant.

En réalité, Parchitecture d’un site a#/C est plus complexe que la simple notion des sites
core et core inverse [Figure 8]. A chaque extrémité des sites attC, se trouvent deux domaines
de 25 paires de bases environ dénommées simple site. Ils présentent des séquences inversées

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

I’intégrase Intl.
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Figure 8 : Organisation du site a#C. Exemple de la jonction aadB/qacE.

Le rectangle noir définit le site a#C. Les rectangles blancs correspondent aux quelques bases supplémentaires
impliquées dans la reconnaissance d’Intl. Le core site est surligné en jaune, ’inverse core site en vert. Les
séquences de liaison a Intl, reliées au core site, sont en gras (1L, 1R, 2L, 2R) ; leur orientation est indiquée par
des fleches. L’astérisque indique une base supplémentaire en 2L par rapport a 2R. La fléche verticale bleue
indique la zone de jonction entre les cassettes aadB et gacE. Elle correspond & la numérotation 0 de la
séquence. LH : left-hand, RH : right-hand. D'aprés [7].

A I’image du site attl, le site attC est un site spécifique de recombinaisons catalysées
par I’intégrase Intl. Des différences notables existent entre la liaison de I’intégrase avec un
site attC et celle avec un site a#/ : la liaison a un site a#fC est beaucoup moins forte [6] et
contrairement aux sites aftl [4, 19], il n’existe pas de spécificité des sites a#tC pour telle ou
telle intégrase, preuve en est sans doute la présence de cassettes identiques au sein d’intégrons

de classes différentes.

c. Larégion 3’

En aval de la région variable, se trouve une région dénommée région 3’ de I’intégron.
Celle-ci revét un intérét en terme de résistance uniquement pour les intégrons de classe 1. En
effet, chez les intégrons de classe 2, elle comporte des genes tns impliqués dans des fonctions
de transposition et chez les intégrons de classe 3, elle est trés peu décrite et donc mal connue.

Décrite dés la fin des années 1980 par Stokes et collaborateurs [1], la région 3’ des
intégrons de classe 1 comporte habituellement 3 séquences codantes [Figure 9] :

- le géne gacEAI (348 pb) code une pompe d’efflux qui confére a la bactérie une

résistance aux antiseptiques et désinfectants, notamment vis-a-vis des ammoniums
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quaternaires et agents intercalants [20]. Ce géne ne posséde pas de promoteur
propre, son expression est donc directement dépendante du promoteur Pc.

- le géne sull (840 pb) code une dihydroptéroate synthétase indispensable a la
synthése des folates. Celle-ci confére une résistance aux sulfamides.

- La séquence codante orf5 (501 pb) code une protéine de fonction inconnue. Elle

posséde une région promotrice propre.

ey U T OB
qaceat

Figure 9 : Région 3’ d’un intégron de classe 1.
La région 3° d’un intégron de classe 1 comporte classiquement 3 cadres de lectures : gacEAI, sull et orf5. Les

génes gacEAI et sull se chevauchent ; Uexpression du géne gacEAI est sous la dépendance de Pc ; sull et orfd
possédent un promoteur propre.

La région 3’ des intégrons de classe 1 a été initialement dénommée région 3°CS
(conserved segment) a I’image de la région 5°CS. Néanmoins, bon nombre de publications
font aujourd’hui état d’intégrons de classe 1 dont la région 3’ est absente ou incompléte. C’est

la raison pour laquelle la définition d’un intégron est aujourd’hui limitée a la simple présence

de la région 5’ conservée.

4. Mécanistique des intégrons

a. Les réarrangements de cassettes

L’intégrase Intll est capable, via des recombinaisons impliquant les sites attl! et attC,
de générer des réarrangements de cassettes au sein d’un méme intégron ou entre deux
intégrons [2]. Ces capacités de recombinaison ont également été démontrées pour I’intégrase

IntI3 [19] et pour I’intégrase Intl2 aprés mutation de son codon stop intermédiaire [4].
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= Excision de cassettes

Les premiers travaux de Collis et Hall dans les années 1990 ont mis en évidence les
capacités d’excision d’une ou de plusieurs cassettes par Iintégrase Intll, suite a une
recombinaison entre deux sites attC (événement préférentiel) ou entre un site attC et attl!
[21]. Cette recombinaison peut s’opérer de deux fagons différentes : soit via la formation et la
résolution de cointégrats entre deux plasmides porteurs d’un intégron, soit via I’excision des

cassettes sous forme circulaire [ 11, Figure 10].

= Insertion de cassettes

Outre la possibilité d’insertion de cassettes via la formation et la résolution de
p
cointégrats, les cassettes sous forme circulaire peuvent étre intégrées au sein de I'intégron via

une recombinaison entre les sites spécifiques at/C et/ou attl. [22, Figure 10].

R

région 5' conservée .
attl Figure 10 : Mécanisme d’intégration des casscttes.
L’intégrase Intl assure ’insertion d’une cassette dans
ntl I’intégron. Une cassette circulaire est intégrée sous
forme linéaire par recombinaison spécifique de site
entre le site aftl et son site artC. L’intégration d’une
deuxiéme cassette sc fait préférentiellement au site
attl.
L’excision d’une cassette est également possible ; elle
B, se fait préférenticllement par recombinaison entre 2

l I attl attCl sites attC. D’aprés [15].

cassette 1

attCl

N
cassette 2 F ?,

Dans le cadre de l’insertion d’une cassette, la recombinaison atfC x attl est
préférentielle 4 une recombinaison atfC x attC. Ceci a pour conséquence de positionner la
cassette intégrée juste en aval de la région 5° conservée, au plus prés du promoteur Pe [23].

A noter qu’il existe une trés grande spécificité de chacune des intégrases pour le site
attl qui lui est associé : ainsi, des recombinaisons d’intégration médiées par Intll avec un site

attl2 ou attl3 sont exceptionnelles [24].
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»  Mdécanisme de recombinaison

Le motif indispensable & une recombinaison catalysée par I’intégrase Intl est le motif
consensus GTTRRRY. L’événement de crossing-over s’effectue entre le G d’un site
consensus et le premier T d’un deuxiéme site consensus.

L’événement de recombinaison a été finement caractérisé sur le plan moléculaire trés
récemment [25]. 11 implique en réalité le site aztC uniquement sous sa forme simple brin (brin
bottom). Les séquences palindromiques des sites az#C permettent a la molécule d’ADN sous
sa forme simple brin d’adopter une conformation repliée qui génére un site de recombinaison
double brin [Figure 11]. Le site a# reste quant & lui dans une conformation double-brin lors
de 1a recombinaison. Ce mécanisme a été confirmé par la cristallisation de la structure lors de

I’interaction de I’intégrase Intl avec un site attC [26].

R L" L’ R’
—l <+ — g

5 ATGTCTAACAATTHATTCAAGCLGACGCCGCTTCGCGGCECEGCTTAATTCARGACTTAGAUAT s attCaaqa7 Us
3’ TACAGATTCITTAAGTAAGTTCGGCTGCGGCGAAGCGCCGCGCUCGAATTAAGTTC CAATCTGEA 5
+* ~

1\

- -
s <A e
5 ATSTCTARCG 1T AITAR gepecaccac Sy o .
_TACAGATTGIT. AA. JTAATTCGGCECGGCG.,/ W o0~ -aada7
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L

Figure 11 : Séquence du site atzC de la cassette aadA7 et structure secondaire du brin bottom.

Les séquences inversées répétées L, L’”, R’, R’ sont indiquées par des fléches noires. L’astérisque indique
la base G supplémentaire en L’ par rapport & L’. Les séquences encadrées sont les sites de liaison de
I’intégrase. Le core site est surligné en jaune, 1'inverse core site en vert. La fleche verticale bleue indique le
site de crossing-over. D’aprés [25].

L’événement de recombinaison, impliquant directement le core sife, a pour
conséquence de toujours orienter la cassette intégrée dans le méme sens, & savoir d’abord le
géne, puis son site attC [17, 22]. Cette orientation est indispensable pour I’expression du

gene.
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b. L’expression des génes de cassettes

La plupart des cassettes intégrées au sein d’un intégron ne possédent pas de promoteur
propre, leur expression est donc directement dépendante du promoteur Pc situ¢ dans la région
5°CS. 11 existe néanmoins quelques exceptions, telles que les cassettes cmiA et gac [27].

Outre la force du promoteur Pc, la position de la cassette au sein d’un intégron est un
élément essentiel dans I’expression du géne qu’elle renferme [28]. 11 a été montré que les
génes les plus éloignés de Pc sont plus faiblement exprimés que ceux situés a proximité de la
région 5°CS. Ainsi, lorsqu’une cassette se situe en premiére position au sein d’un intégron, le
niveau de résistance conféré par le géne qu’elle contient est plus important que lorsque la
méme cassette est précédée d’une ou de plusieurs autres. La nature de la ou des cassettes

situées en amont influence également le niveau d’expression.

c. Effet de la pression de sélection antibiotique

11 est considéré, mais non démontré a ce jour, que la pression de sélection antibiotique
favorise les bactéries dont les cassettes ont été réarrangées au sein de I’intégron, de facon telle
que les cassettes nécessaires soient Jocalisées au plus prés du promoteur Pc [21, 28, F igure
12]. La régulation de I’expression des cassettes au sein d’un intégron en fonction de la
pression de sélection antibiotique permettrait ainsi a la bactérie d’avoir a sa disposition des
génes de résistance aux antibiotiques qui ne seraient exprimés qu’en cas de nécessité,

réduisant ainsi le coiit biologique de la résistance pour la bactérie.
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Figure 12 : Effet de la pression de sélection antibiotique sur les réarrangements de cassettes d’un intégron.
L’hypothése émise par Collis et collaborateurs est la suivante : si I’on soumet une bactérie hébergeant un
intégron & une pression de sélection par un antibiotique (éclair rose) dont la résistance est codée par la derni¢re
cassette (couleur rose), I’intégrase Intl serait capable d’exciser la dite cassette, puis de la réintégrer en une
position plus proche de Pec. Ainsi, ’expression du géne qu’elle renferme est plus forte et la bactéric est capable
de résister a I’antibiotique considéré.
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5. Les superintégrons

A la fin des années 1990, a été identifiée au sein du chromosome 2 de Vibrio cholerae,
une structure de plus de 100 kilobases comprenant une nouvelle intégrase, VchIntIA, associée
a plusieurs centaines de cassettes. Cette structure d’organisation comparable & un intégron de
résistance a été dénommé « superintégron » [29]. D’autres superintégrons ont ensuite €té
caractérisés sur le génome de différentes especes de Vibrio (V. mimicus, V. anguillarum, V.
parahaemolyticus...), mais ¢également chez d’autres bactéries de I’environnement :
Xanthomonas campestris, Pseudomonas alcaligenes, Shewanella putrefaciens. .. [30].

D’un point de vue structural, un superintégron, porté par le chromosome, reste
toujours immobile. La principale différence avec un intégron de résistance réside dans les
cassettes [Figure 13] : leur nombre est bien supérieur (plusieurs dizaines, voire centaines), les
sites attC, nommés dans ce cas VCRs (pour Vibrio cholerae repeats), présentent plus de 85 %
d’identité entre eux, et enfin la nature des cassettes est différente : méme si quelques geénes
codant une résistance a un antibiotique ont été décrits, la plupart des cassettes de
superintégrons hébergent des geénes dont les fonctions restent inconnues. Quelques génes

codant des fonctions métaboliques ou des facteurs de virulence ont été mis en évidence.

intl1 aacAd_gack  emiAZ - oxad gacEA sull
Integrase 3 conserved segment
artC sites
Variable region, 45-128 nucleotides
RYY YAAC s e GTTRRRY
b R!’ RI

_roml
infC° rplT  indA

[F3 L35L20 Integrase
- (130 kb, 3% of the genome, 176 cassettes) i
VCR

>85% identical, 114-116 nucleotides

[—_I_"__|
RYYYAAC sy s GTTRRRY
P astlsite P PatCsites [P VCR (Vibric cholerae repeats) R r

Figure 13 : Comparaison d’un intégron de résistance et d’un superintégron, D’aprés [31].

a. Intégron de classe 1, In40 [27] portant 4 cassettes de résistance avec des sites attC trés différents.

b. Superintégron de V. cholerae, portant 176 cassettes avec une trés grande homogénéité entre les sites VCRs.
A noter I’orientation parfois inversée de certains génes de cassettes de superintégrons.
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6. Origine des intégrons

La découverte des superintégrons a permis d’émettre des hypothéses trés intéressantes

quant & I"origine des intégrons de résistance renconirés en pratique clinique.

Les similitudes structurales entre casseties de superintégrons et casseties d’intégrons
de résistance laissent & penser fortement que les intégrons de résistance ont pu, via leur
intégrase, « capturer » différents génes a partir des pools de cassettes des superintégrons.
Cette hypothése est corroborée par plusicurs arguments : certains sites aftC sont identiques &
certains sites VCRs, des génes de cassettes homologues a ceux des intégrons de résistance ont
été identifiés au sein des superintégrons {32]. De plus, il a ét¢ montré récemment que
I’intégrase Intll était capable d’exciser une cassette d’un superintégron afin de I'intégrer au
sein de son intégron de résistance [33]. Il est a noter que les cassettes associées aux différents
superintégrons semblent é&tre spécifiques d’espéce, ce qui laisse & penser que les

superintégrons constituent un énorme réservoir de genes.

Par ailleurs, les analyses phylogénétiques des ADN codant les intégrases ont montré
que les intégrons étaient des structures tres anciennes [31], qui existaient bien avant
Iintroduction des antibiotiques, preuve en est la présence de superintégrons chez une souche
de Vibrio metschnikovii datant de 1888 [29]. Les intégrons ont sans doute coévolué avec les
génomes bactériens durant des centaines de millions d’années, subissant des transferts
latéraux nombreux, tout en conservant des homologies trés fortes, comme en attestent les

dendrogrammes établis & partir des intégrases des bactéries marines et d’eau douce [3 1, 34].

1l reste encore beaucoup 2 explorer en ce qui concerne 'origine et I’évolution des
intégrons. Leur présence décrite dans prés de 10 % des génomes bactériens séquenceés atteste
de leur role majeur dans I’évolution [34]. De nouvelles intégrases sont réguliérement décrites
[35, 36], et les tous derniers travaux qui ont mis en évidence des intégrases jusqu’alors
inconnues dans des cheminées hydrothermales du fond des océans, permettront peut-étre de

mieux comprendre |’origine et la complexité de ces éléments génétiques [37].
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B. Epidémiologie des intégrons de résistance

La prévalence des intégrons de résistance (intégrons de classe 1, 2 et 3) dans le monde
vivant est majeure. Des centaines de publications font état de leur présence aussi bien dans
Penvironnement (riviéres, eaux usées...) que chez I’animal (selles de différents animaux,

litiere de poulets...) ou qu’en microbiologie clinique.

1. Les 3 classes d’intégrons de résistance

a. Intégrons de classe 1 : la plus grande prévalence

Une trés large majorité de publications est consacrée a la description d’intégrons de
classe 1. lls ont ¢té les premiers découverts, les plus étudiés et restent les plus décrits dans la
littérature a ce jour, quelles que soient leurs origines (humaine, animale, environnementale) et
les bactéries qui les hébergent. La plupart des références mentionnées dans les paragraphes

suivants concernent des intégrons de classe 1.

Méme s’il est 1égitime de penser que les intégrons de classe 1 sont les plus prévalents
des intégrons de résistance, il faut néanmoins garder 4 Pesprit qu’ils sont recherchés en
priorité et qu’il existe donc des biais de détection des deux autres classes d’intégron. De
nombreux auteurs font le choix de ne s’intéresser qu’a la recherche des intégrons de classe 1.
Ce raisonnement est basé sur des considérations historiques, financiéres, mais aussi sur le fait
que la majorité des travaux sont menés sur des bactéries multirésistantes. Or, la trés grande
variabilité en cassettes des intégrons de classe I [Tableau 2] 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’intégrons. Il est donc logique de détecter beaucoup plus
souvent des intégrons de classe I, notamment en microbiologie clinique.

La quasi-totalité des casseites décrites dans le tableau 2 ont été isolées au sein
d’intégrons de classe 1. Cette trés grande diversité, qui permet a la bactérie hote de résister
souvent a plusieurs familles d’antibiotiques simultanément, est 4 Dorigine de leur succés,

notamment en microbiologie humaine.
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b. Intégrons de classe 2 : la stabilité

Bien qu’a priori moins répandus, les intégrons de classe 2 n’en restent pas moins fort
intéressants par leur organisation structurale. Ces intégrons présentent une stabilité dans leur
organisation qui est assez remarquable : ils sont systématiquement associés 4 un transposon de
la famille du transposon Tn7 [38] et arborent une structure en cassettes quasi immuable, avec
la présence des trois cassettes dfid1, sat et aadA1 (certaines comme dfrA1 parfois absentes) et
d’une séquence orfX [4]. Dans la région 3’, se trouvent les genes ins nécessaires a la

transposition [Figure 14].

IR mfci IRR|
: : > > > —— e — ——— —— ——
intI2* dhAL sat aadAl orfX  InsE itnsD tnsC tnsB  insA

Figure 14 : Organisation usuelle d’un intégron de classe 2 associé a la famille du transposon Tn7.
L’intégrase int]2 est non fonctionnelle (*) car interrompue par un codon stop en position 179. Le plus souvent,
sont associées les cassettes dfidl (résistance au triméthoprime), sat (résistance a la streptothricine) et aadAl
(résistance 4 la streptomycine et spectinomycine). La séquence orfX code un géne de fonction inconnue. Coté 3°,
5 geénes tns orientés en sens inverse assurent la fonction de transposition. IR, et IRg désignent les séquences
inversées répétées qui délimitent le transposon Tn7.

Cette stabilité de ’agencement des cassettes peut vraisemblablement étre attribuée a la
non fonctionnalité de ’intégrase Intl2. Néanmoins, le fait d’étre associé au transposon Tn7
confére & Pintégron une mobilité importante, tant au sein de chromosomes bactériens [39] que
de plasmides conjugatifs [40].

De rares publications font état d’arrangements de cassettes différents, avec par
exemple la seule présence de la cassette sar2 [41], la présence d’une cassette ere(d) qui code
une résistance aux macrolides [42], ou encore I’insertion d’une cassette aadB (résistance a la
gentamicine, la kanamycine et la tobramycine), d’une pseudocassette cazB2 (résistance au
chloramphénicol) délétée de son site atC et une duplication de sa/2 au sein d’un arrangement
trés inhabituel [43]. L’épidémiologie des intégrons de classe 2 risque d’étre prochainement
chamboulée suite a la description récente d’un intégron de classe 2, certes toujours associé a
un transposon de la famille 7n7, mais qui héberge 9 génes codant des fonctions inconnues, et
surtout une intégrase dénuée de codon stop intermédiaire [44]. Or, Hansson et collaborateurs
[4] ont montré qu’en mutant le codon stop, Iintégrase Intl2 devenait une intégrase

fonctionnelle capable de catalyser des réarrangements de cassettes.
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c. Intégrons de classe 3 : la rareté

Moins d’une dizaine de publications font état de la description d’intégrons de classe 3.
Pourtant, ceux-ci présentent des caractéristiques comparables aux intégrons de classe 1, avec
notamment une intégrase IntI3 fonctionnelle, douée des mémes capacités de recombinaisons
que lintégrase IntIl [19].

La premiére description d’un intégron de classe 3 remonte & 1995 au Japon {45] chez
une souche de Serrratia marcescens avec une cassette blap.; codant une carbapénémase, et
un géne aac(6’)-Ib-like codant une résistance 4 la tobramycine, la nétilmicine et I’amikacine.
Au Portugal en 2003 a été déerit chez une souche de Klebsiella pneumoniae, un intégron de
classe 3 avec une cassette blagps.; codant une B-lactamase & spectre élargi (BLSE) et une
cassette issue de la fusion de blapya.io et &’ aac(6’)-Ib codant une résistance 2 la kanamycine
[46]. Quelques rares autres intégrons de classe 3 ont été décrits au Japon, notamment chez
Pseudomonas putida, mais sans caractérisation compléte de U'intégron [47].

A Pimage des intégrons de classe 2, 1’épidémiologie des intégrons de classe 3 risque
d’évoluer dans les prochaines années suite a la découverte toute récente de deux souches
environnementales du genre Delftia, isolées & partir d’eaux usces, qui possédent un intégron
de classe 3 [48]. Les deux intégrons décrits hébergent, non pas des cassettes de résistance aux
antibiotiques, mais des cassettes dont les genes codent des fonctions jusqu’alors inconnues.
Qui plus est, ces casseties sont suivies de genes vraisemblablement impliqués dans des rbles
de transposition. Ces données laissent suggérer que méme si les intégrons de classe 3
semblent jouer un rdle mineur en microbiologie clinique, leur impact au niveau

environnementa)l est peut-étre non négligeable.

d. Intégrons chimériques

Des publications font état d’intégrons « chimériques » ou « hybrides ». A été décrit un
intégron de classe 2 possédant en aval des cassettes, la région 3’ compléte d’un intégron de
classe 1 avec les trois génes gacEAL, sull ¢t ORFS [49]. D autres publications font état de la
présence des 3 cassettes dfrdl, sat, aadAl, normalement associées aux intégrons de classe 2,
au sein d’intégrons de classe 1 [50, 51].

Ces données tendent & montrer que des échanges, vraisemblablement médiés part

Iintégrase Intl1, surviennent entre intégrons de classes différentes.
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2. Les bactéries hotes

a. Bactéries a Gram négatif

La quasi-totalité des intégrons décrits sont hébergés par des bactéries a Gram négatif.
La majorité des publications concernent les entérobactéries, mais d’autres familles

bactériennes sont également concernées.

= Entérobactéries

Quasiment toutes les espéces de la famille des Enterobacteriaceae ont été décrites
comme porteuses d’intégrons notamment Escherichia coli qui est le représentant le plus
important [12, 52, 53, 54], Klebsiella [46, 69], Serratia chez qui a été isolé le premier
intégron de classe 3 [45, 56] ou encore Enterobacter [27, 57]. De nombreux travaux indiquent
la présence d’intégrons chez les espéces des genres Salmonella [58, 59, 60] et Shigella [61,
62, 63], parfois responsables de diarrhées épidémiques. Shigella sonnei est un hote fréquent
des intégrons de classe 2. Les descriptions au sein d’autres genres (Proteus, Morganella,

Yersinia...) restent plus anecdotiques [50, 51, 64].

= Autres bacilles & Gram négatif

Pseudomonas aeruginosa est un hote fréquent des intégrons de résistance [ 13, 65, 60,
67]. Les cassettes hébergées par cette bactérie codent souvent des résistances vis-a-vis des -
lactamines, et notamment vis-a-vis des carbapénémes.

Acinetobacter baumanii est également souvent impliqué comme héte des intégrons,
particuliérement certaines souches épidémiques [43, 49, 68, 69].

Les intégrons de résistance concernent de nombreuses autres genres bactériens a Gram
négatif, mais dont les descriptions sont plus rares, voire exceptionnelles : Campylobacter 70,
711, Aeromonas (72, 73], Stenotrophomonas |74, 15], Vibrio [76, 77], Helicobacter [78],
Bordetella |79, 80|, Burkholderia [81]...
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b. Bactéries a Gram positif

Quelgues publications font état de la description d’intégrons chez des bactéries a4 Gram
positif. Le premier intégron, certes incomplet, identifié chez une bactérie Gram positif, a été
décrit chez Mycobacterium fortuitum [82}1. Par la suite, un intégron complet, associé¢ a une
cassette aadA2a (résistance a la streptomycine et 4 la spectinomycine) a ét¢ mis en évidence
chez une souche de Corynebacterium glutamicum {83], puis un autre au sein de la méme
espéce avec cette fois-ci une intégrase interrompue [84].

Certains éléments suggerent que les intégrons sont présents parmi les bactéries a Gram
pdsitif a une prévalence beaucoup plus importante que la petite dizaine de publications qui en
font état ne le laisse paraitre : description d’une cassette aadd chez une souche
d’Enterococcus  faecalis [85], présence d’orf513 (séquence associée a certains types
d’intégrons) chez une souche d’Enterococcus faecium et une souche de streptocoque du
groupe G [86], présence du géne gacEAl chez des dizaines de souches de Staphylococccus
aureus et Enterococcus faecalis [871. Enfin, une publication récente a montré que les
bactéries a Gram positif constituent un réservoir majeur d’intégrons dans les litidres de
volailles [88], reléguant les bactéries a Gram négatif porteuses d’intégrons a un réle mineur.
Plus grave, une ¢tude chinoise s’intéressant a des souches cliniques de Staphylococcus,
Enterococcus et Streptococcus a mentionné une prévalence en intégrons de 100 % avec certes

toujours la méme organisation en cassette [39],

3. Place des intégrons de résistance dans I’environnement

a. Une tres large répartition, de fortes prévalences

= Faux et sols

Le milieu aquatique naturel (riviéres, estuaires, lacs....) est une source potentielle
d’intégrons de résistance. Les publications qui en font état ne manquent pas. Rosser et
collaborateurs ont rapporté dés 1999 une prévalence de 3,6 % d’intégrons de classe | & partir
de 3000 bactéries & Gram négatif isolées d’un estuaire en Ecosse |90} ; en 2006, la prévalence

du géne intl! chez des bactéries résistantes a 1’ampicilline isolées d’un estuaire fortement
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pollué du Portugal était de pres de 30 % parmi les entérobactéries et plus de 20 % parmi les
bactéries du genre Aeromonas [91]. Une équipe indienne qui s’est intéressée a la présence
d’intégrons chez des bactéries multirésistantes (& au moins 3 antibiotiques) isolées d’une
riviére a montré une prévalence de 40% des intégrons de classe 1 [92]. L’analyse de I’eau du
fleuve Rio Grande entre le Mexique et les Etats-Unis a également montré la présence
d’intégrons de classe 1 et 2 dans des souches d 'Escherichia coli [93]. De fagon plus
surprenante, ont aussi été découverts des intégrons de classe 1 chez des espéces a priori non
impliquées en pathologie humaine, isolées du sol [94].

Les piscicultures et aquacultures ont également dté décrits comme réservoir
d’intégrons de résistance [95, 96]. Les bactéries du genre Aeromonas semblent étre
particuliérement impliquées dans le portage des intégrons, comme le montrent les travaux
d’une équipe danoise ou la présence d’intégrons de classe 1 concerne 45% des bactéries
testées [97]. Les usines de traitement des eaux usées, les égouts et autres lieux ou la pollution
est majeure constituent assurément 1’un des principaux réservoirs hydriques en intégrons de
résistance [98, 99] : ces environnements sont de plus trés propices a des transferts latéraux de
génes de résistance [100]. A noter que les cassettes retrouvées dans ce type d’environnement
codent la plupart du temps des résistances au triméthoprime (cassettes dfr) et aux aminosides

(cassettes aadA 1 notamment).

=  Monde animal

Les intégrons de résistance ont été mis en évidence chez des bactéries commensales ou
pathogénes isolées chez de nombreuses especes animales, qu’elles soient domestiques ou
sauvages : chien, cheval, animaux de zoo, tortues, poissons, mouettes, rennes. .. [101-107].

Outre les piscicultures et aquacultures mentionnées précédemment, le plus grand
réservoir animal en intégrons de résistance concerne assurément les animaux de la ferme : le
bétail [44, 108], les porcs [109, 110] et la volaille notamment [70, 88, 109, 111]. Une
publication rapporte par exemple une prévalence de 34 % de souches de salmonelles isolées
d’animaux de la ferme positives en int/1 [112], une autre fait état d’une prévalence de 30 %
d’intégrons de classe 1 sur plus de 300 souches d’Escherichia coli testées [113]. Les volailles
sont un réservoir majeur d’intégrons de résistance : une étude de 2004 réalisée en Chine
montre une prévalence en intégrons de classe 1 de prés de 50 % chez des souches

d’Escherichia coli isolés de poulets malades [109]. Nandi et ses collaborateurs [88], qui se
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sont intéressés & la litiére de poulet, ont montré une prévalence en intégrons de classe 1 de
quasiment 100 %, imputable essentiellement aux bactéries & Gram positif qui représentent
plus de 85 % des bactéries présentes. Ce portage important en intégrons de résistance par les
bactéries & Gram positif a été retrouvé sur le sol de porcheries et sur des échantillons de selles
au sein de bactéries du genre Arthrobacter et Corynebacterium avec une prévalence non
négligeable pour ces seules espéces : 12 % a partir du sol, 17 % & partir des selles [ {0]. Plus
préoccupant encore, Barlow et collaborateurs qui ont travaillé directement & partir de ’ADN
total extrait d’échantillons de selles bovines, rapportent une prévalence en intégrons de classe
1 de 86 % et de classe 2 de 94 %, alors que les chiffres correspondant  la culture bactérienne

classique ne sont que de 50 % et 28 % respectivement [ 1 14].

»  Produits alimentaires

Les produits dérivés de la viande ont été I’objet d’études visant & détecter des bactéries
hébergeant des intégrons. Un intérét particulier a concerné les bactéries du genre Salmonella.
Une étude américaine en 2001 s’est penchée sur de la viande hachée et a montré que sur 200
échantillons, 20 % renfermaient des salmonelles et que prés de 50 % de celles-ci étaient
porteuses d’intégrons {!15]. Des études comparables ont montré des fortes prévalences en
intégrons de résistance : en 2004 sur de la viande achetée en Chine et aux Etats-Unis, 54 %
des salmonelles résistantes 4 au moins deux antibiotiques, étaient porteuses d’intégrons
[t16]; en 2005, en Allemagne, la prévalence parmi des salmonelles résistantes a au moins
deux antibiotiques, isolées de produits alimentaires, a atteint un taux de 65 % en intégrons de
classe 1 et 10 % en intégrons de classe 2 [1i7]. Une étude norvégienne a rapporté une
prévalence en intégrons de 18 % (classe 1: 12 %, classe 2: 6 %) parmi des souches
d’Escherichia coli résistants 4 au moins un antibiotique testé isolés de viande et produits de la
viande d’origine bovine, ovine, porcine ou aviaire [ 1 181

La présence d’intégrons d’origine animale au sein de la chaine alimentaire est un réel
probiéme : outre les conséquences cliniques pour le patient, une dissémination des génes de
résistances aux antibiotiques s’opére. Une étude portugaise a montré en 2004, le transfert
d’une souche de Salmonella Typhimurium hébergeant un intégron de classe 1 avec une
cassette de résistance aux [-lactamines, chez des patients ayant ingérés de la graisse de porc

et des saucisses | [ 19].
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b. Usage des antibiotiques et environnement

Malgré un usage désormais limité et contrdlé, du moins en Union Européenne, les
antibiotiques sont et ont été utilisés en grandes quantités dans le monde agricole, non
seulement a visée prophylactique et/ou thérapeutique, mais aussi comme facteurs de
croissance.

Les différents articles précédemment cités tendent 3 montrer que Pusage parfois
intensif d’antibiotiques, que ce soit dans les piscicultures, les porcheries, les poulaillers, ou
encore les étables, semble étre associé & une forte prévalence en intégrons de résistance. Ce
« sentiment » est accentu¢ par une publication qui s’est intéressée a des bovins issus d’une
ferme écossaise pratiquant 1’agriculture biologique ot I’usage des antibiotiques y est limité. A
été rapportée une prévalence en intégrons de classe 1 trés faible, inférieure a 5 %, parmi les
Escherichia coli résistants isolés [120]. Néanmoins, 'impact de ’antibiothérapie sur les
intégrons de résistance reste difficile a évaluer comme le montre une étude menée récemment
dans des poulaillers ot malgré une absence d’utilisation d’antibiotiques, la prévalence en
mtégrons de classe 1 reste importante, et ne semble pas inférieure a celle retrouvée dans des
fermes ol 1'usage des antibiotiques y est systématique [121}]. Une autre étude menée par
Skurnik et ses collaborateurs en 2006 {122} apporte des €léments tres intéressants quant a
I’impact de I’homme et donc indirectement des antibiotiques sur les résistances dans le monde
animal. Des bactéries de Vespéce Escherichia coli ont été isolées a partir de selles animales
réparties en trois groupes: des animaux sauvages (avec des sous-groupes d’animaux
exceptionnellement exposé & des humains, d’autres vivants dans une zone a faible densité
humaine et d’autres encore vivants dans une zone a forte densité humaine), des animaux de
ferme et des chiens. Il a été¢ montré que plus la présence de ’homme est proche, plus les
résistances sont importantes. Quant a la présence d’intégrons, elle n’a été retrouvée que chez

ies bactéries 1solées d’animaux de ferme et des chiens.

4. Place des intégrons en microbiologie humaine

C’est dans ce secteur qu’est recensé le plus grand nombre d’intégrons. Des centaines
de publications décrivent la présence d’intégrons de résistance a partir de souches isolées en

clinique. IIs ont été mis en évidence chez de trés nombreuses espéces bactériennes 4 Gram
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négatif (famille des entérobactéries notamment), 4 partir de quasiment tout type de
prélévement : urines, selles, hémocultures. .. , et chez tout type de patients. Leur distribution
mondiale concerne tous les hopitaux, ce qui pose un probléme majeur en pratique clinique car

Jeur présence est associée & une plus grande résistance aux antibiotiques.

a. Prévalence

1} est difficile d’évaluer la prévalence en intégrons de résistance en microbiologie
clinique : elle dépend de nombreux parameétres liés & la bactéric elle-méme, au patient, & sa
pathologie, au lieu d’hospitalisation... Les données les plus abondantes concernent les
bactéries isolées du tractus urinaire et d’hémocultures,

Concernant les bactéries isolées d’infections urinaires, la plupart des études
fournissent des prévalences élevées. Par exemple, une étude australienne note une prévalence
de prés de 50 % en intégrons & partir de souches tout venant, sélectionnées sans tenir compte
de leurs résistances [ 123]. Une autre étude coréenne comparable qui s’est intéressée a espéce
Escherichia coli révéle une prévalence stable entre 1980 et 2002, aux alentours de 54 % pour
Intll et 5 % pour Intf2 [124].

Les prévalences calculées 2 partir des bactéries isolées d’hémocultures sont plus
rassurants avec par exemple un taux de 10,9 % rapporté par une étude norvégienne en 2004
sur 192 entérobactéries, quel que soit leur phénotype de résistance [[25}]. Unec étude
allemande basée sur 700 entérobactéries isolées d’hémocultures donne également une
prévalence plutdt faible, mais, fait inquidtant, celle-ci augmente de fagon significative au fil
des années passant de 4,7 % en 1993 29,7 % en 1996 pour atteindre 17,4 % en 1999 [126].

b. Lien entre intégrons et résistance

Les travaux menés par différentes équipes montrent que la présence des intégrons est
statistiquement associée a4 une augmentation de la résistance bactérienne. Preuve en est la
prévalence bien plus élevée dés lors que les auteurs se concentrent sur des bactéries

résistantes : le chiffre de 10,9 % cité précédemment dans 1’étude norvégienne {125} passe a
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37 % si 'on considére les bactéries résistantes & au moins un des antibiotiques testés. Une
étude américaine concernant des bactéries Escherichia coli et Klebsiella sp. multirésistantes
donne une prévalence en intégrons de classe 1 de 57 % [127]. Une autre étude montre que
parmi des souches d’Escherichia coli uropathogénes résistantes au cotrimoxazole, 63 %
étaient porteuses d’intégrons de classe 1 {1281,

Les travaux de Martinez-Freijo dés 1998 ont souligné ’association entre intégrons et
moindre sensibilité bactérienne aux antibiotiques { {29]. Leverstein-van Hall et collaborateurs
ont clairement montré en étudiant pres de 900 souches d’origine hospitaliére et
communautaire qu’il existe une relation significative entre les intégrons et les entérobactéries
résistantes 4 au moins 2 antibiotiques testés, et ce, quelles que soient ’espéce considérée ou
son origine [ 130]. La prévalence en intégrons parmi les entérobactéries analysées était de 71
%. Deux conclusions ont émané de cette étude : il a été montré que la résistance a chacun des
antibiotiques  testés  (tobramycine, gentamicine, cotrimoxazole, sulfaméthoxazole,
ciprofloxacine, amikacine, céfuroxime, ceftriaxone, pipéracilline/tazobactam,
amoxicilline/acide clavulanique, pipéracilline, ampicilline) était significativement associée
aux intégrons et que la résistance au sulfaméthoxazole, au cotrimoxazole, 4 la gentamicine, a
la tobramycine, & ’ampicilline, & la pipéracilline, ou au céfuroxime était prédictive de la
présence d’un intégron. A noter que nombre de fravaux [123, {25] soulignent la
prédominance des cassettes dfi et aad qui conférent une résistance respective au

triméthoprime et aux aminosides.

c. Effet de la pression de sélection antibiotique

La relation étroite entre intégrons et résistance laisse A penser que la pression de
sélection antibiotique joue un rdle majeur dans I’émergence des bactéries multirésistantes
isolées en clinique et donc dans I’émergence de bactéries porteuses d’intégrons.

Cette pression s’exerce particuliérement a I’hdpital, notamment dans les services o la
consommation d’antibiotiques est importante, comme par exemple les services de réanimation
et de soins intensifs. C’est généralement dans ces secteurs que la prévalence en intégrons est
la plus forte. Néanmoins, la vision que I’on a de la pression de sélection antibiotique est

quelque peu biaisée par le fait qu’elle ne porte que sur des germes hospitaliers, isolés en
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situation clinique. Il est nécessaire de pouvoir comparer les multiples données obtenues a
I’hopital avec d’autres issues de la communauté et de bactéries de portage.

Tres peu de publications s’intéressent a la prévalence des intégrons chez I"homme en
dehors d’un cadre hospitalier. En 2002, le préiévement rectal de patients le jour de leur
admission & ’hépital a montré une prévalence en intégrons de 19 % parmi les entérobactéries
isolées, chiffre non négligeable qui contribue vraisemblablement & la multirésistance a
I"hopital [ 131]. Des travaux récents se sont intéressés au portage en intégrons d’'Escherichia
coli intestinaux isolés de trois groupes de patients aux modes de vie différents qui n’avaient
pas pris d’antibiotiques depuis plus d’un mois [132] : des Amérindiens de Guyane frangaise,
des fermiers élevant des porces et enfin des cadres du secteur bancaire et des assurances vivant
en milicu urbain. Les résultats ont été les suivants : la prévalence significativement la plus
importante a concerné les €leveurs de porcs (18,5 % d’intégrons de classe 1, 7,4 % de classe
2), suivie des cadres (12,2 % et 4,1 %) et enfin les Amérindiens (6,4 % et 1,3 %). Ces
résultats montrent 4 la fois que des intégrons peuvent persister dans des bactéries
commensales malgré ’absence de traitement antibiotique récent, et deuxiémement, que le
mode de vie joue un rdle majeur dans le portage des intégrons.

Le cas du Royaume-Uni apporte un exemple particulidérement intéressant concernant
les intégrons et la pression de sélection par les antibiotiques et mérite de s’y attarder quelque
peu. En 1995, le gouvernement britannique a décidé de limiter le plus possible 'usage du
cotrimoxazole (association triméthoprime et sulfaméthoxazole, commercialisé sous le nom
Bactrim®) dans le traitement des infections urinaires, suite & des essais cliniques montrant une
efficacité équivalente du triméthoprime seul et & 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 intégrons de classe 1. Or, une
étude publiée dans The Lancet en 2001 [ 133} qui a comparé la prévalence en intégrons de
classe | chez des Escherichia coli isolés de différents prélevements en 1991 et en 1999 n’a
pas montré de baisse significative : 16,4 % de souches positives en 1991 versus 17,5 % en
1999. Ces résultats mettent en avant le fait qu’une diminution méme drastique de la pression
de sélection antibiotique ne réduit pas nécessairement la résistance, la principale explication
avancée étant I’existence d’un lien génétique entre les intégrons et d’autres marqueurs de

résistance.
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d. Qutils épidémiologiques

Les intégrons peuvent constituer des outils épidémiologiques intéressants. En effet, la
diffusion épidémique d’un clone hébergeant un intégron n’est pas rare. La détection de cet
élément génétique peut contribuer au suivi de I’épidémie, sans avoir besoin de mettre en
ceuvre des méthodes génotypiques plus lourdes comme 1’¢lectrophorese en champ pulsé par
exemple. Une telle analyse revét une importance particulidrement grande dans des unités de
soins intensifs et de réanimation, permettant alors de metire en ceuvre les mesures
thérapeutiques et d’hygiéne adéquates. Plusieurs études soulignent I’intérét des intégrons

comme outil épidémiologique, notamment dans les infections 8 Acinetobacter |69, 134].

5. Stabilité des intégrons

Méme si I'intégrase Intl est capable in vitro d’assurer des réarrangements de cassettes
au sein d’un intégron, voire d’en recruter de nouvelles, il n’en reste pas moins que ces
propriétés catalytiques ne s’opérent qu’a de tres faibles fréquences {21, 22]. De plus, dans le
monde vivant, aucune publication a4 I’heure actuelle ne rapporte Pacquisition ou le
mouvement de cassettes de résistance au sein d’un méme intégron suite 4 une pression de
sélection antibiotique. Les transferts latéraux de résistance concernant les intégrons se font via
la structure génétique mobile qui les héberge a savoir un transposon ou un plasmide :
Pintégron est alors transféré en bloc d’une bactérie & une autre dans le cas d’un plasmide,
d’un plasmide 4 un autre ou d’un plasmide & un chromosome dans Je cas d’un transposon.

Ce transfert en bloc des intégrons est un argument avancé par plusieurs auteurs. Une
étude de 1999 [135] qui a recensé plus d’une vingtaine d’intégrons isolés dans différents
hépitaux européens a constaté une stabilité dans leur agencement en cassettes, ¢t ce quelles
gue soient les espéces bactériennes hotes et les origines géographiques. Seules trois régions
variables différentes ont été détectées : aacA4, aadA et dfr1-aadA. Qui plus est, ces cassettes
étaient toujours associées au méme type de promoteurs Pc. De méme, les travaux récents
d’une équipe bordelaise ont montré des organisations en cassettes {rés communes chez des
souches de Shigella pourtant d’origines géographiques diverses, et ce aussi bien pour les

intégrons de classe 1 que pour ceux de classe 2 [ 136].
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6. La partie immergée de I'iceberg ?

Le lien entre intégrons et résistance crée un biais inévitable de détection des intégrons.
Les recherches d’intégrons se concentrent sur des bactéries multirésistantes, mais il ne peut
8tre exclu de mettre en évidence un intégron au scin de bactéries dites sensibles. Il est
également 4 noter que certaines publications recherchent les intégrons de classe 1 en
amplifiant par PCR la région variable ; mais cette méthode d’investigation est mauvaise et
crée également un biais, étant donné ’absence non négligeable de région 3 parmi les
intégrons de classe 1.

Un autre point a souligner est que la plupart des travaux menés aujourd’hui
s*intéressent 4 la recherche d’intégrons directement sur les souches bactériennes. Un premier
biais est de ne s’intéresser qu’aux bactéries aérobies 2 Gram négatif (voire méme & une seule
espéce bactérienne telle Escherichia coli) qui, il est vrai, rassemblent la guasi-totalité des
intégrons décrits, mais ¢’est metire de c6té une immense population bactérienne susceptible
d’héberger des intégrons. L’étude de Barlow et collaborateurs en 2004 en est le parfait
exemple {114]. Le fait de s’intéresser & la recherche d’intégrons directement a partir d’ADN
total extrait de selles de beeufs permet de révéler la présence de bien plus d’intégrons, et
notamment dans ce cas précis d’intégrons de classe 2 que ne peut en détecter la seule culture.
Pour rappel, dans cette étude, la prévalence sans phase de culture s’¢levait & 86 % pour les

intégrons de classe 1 versus 50 % avec la culture, et 94 % pour ceux de classe 2 versus 28 %,

Afin de mieux appréhender la réelle épidémiologie des intégrons de résistance, il
semble indispensable aujourd’hui non seulement de s’intéresser & ensemble des bactéries
cultivables, mais également de disposer de méthodes de détection suffisamment sensibles qui
permettent la mise en évidence des intégrons des trois classes au sein d’environnements
génétiques plus complexes, en g’affranchissant, dans un premier temps, des méthodes

conventionnelles de culture bactérienne.
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La PCR en temps réel
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Il. La PCR en temps réel

A. Rappels sur la PCR classique, dite en point final

La réaction de polymérisation en chaine ou PCR (Polymerase Chain Reaction) est une
technique de biologie moléculaire mise au point il y a 20 ans [137]. Sa découverte a
représenté une véritable révolution ; ses applications a I’heure actuelle sont nombreuses et ne
se limitent pas au seul domaine de la recherche. Bon nombre de diagnostics médicaux, que ce
soit en infectiologie, en hématologie, ou encore en biochimie reposent sur cette méthode
d’amplification des séquences nucléiques.

Son principe, relativement simple, est basé sur la capacité de ’ADN polymérase a
synthétiser un brin compliémentaire d’une séquence d’ADN servant de matrice [{38]. De
courts fragments &’ ADN (15-30 bases environ) appelés amorces (ou primers) permettent de
cibler de fagon spécifique la séquence d’intérét & amplifier, et surtout d’initier le processus. A
partir de ces amorces, ’ADN polymérase incorpore les bases élémentaires préalablement
rajoutées dans le mélange réactionnel (ANTP) et assure la synthése du brin complémentaire de

la matrice. Au final, un ADN double brin est synthétisé.

La réaction de PCR consiste en une succession de trois étapes répétées de maniere
cyclique, classiquement 25 4 40 fois, a PPaide d’un thermocycleur [Figures 15, 16]:
1) La dénaturation thermique. Elle permet la séparation des deux brins de I’ADN par
rupture des liaisons hydrogéne. Elle se situe le plus souvent aux alentours de 95°C.
2y L’hybridation des amorces. Le milieu réactionnel comporte deux amorces, chacune
complémentaire d’un des brins d’ADN. La température choisie, qui varie de 50 a
65°C en général, est inférieure au Tm des amorces. Le Tm correspond au point de
fusion des amorces, valeur de température pour laquelle 50 % de ’hybride ADN
cible / amorce est sous forme double brin.
3} L’élongation. Unme ADN polymérase incorpore les désoxyribonuciéotides
complémentaires au brin matrice. La synthése s’effectue toujours dans le sens 5°-
3’. La température optimale pour la plupart des enzymes est de 72°C et la durée
d’¢longation est fonction de la taille de la séquence cible & amplifier.
Chaque étape d’un cycle dure le plus souvent entre 30 secondes et 1 minute, soit une

durée moyenne de réaction d’environ 2 & 3 heures.
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Figure 15 : Cycles de températures effectués durant une PCR.
Chaque cycle est composé de 3 températures : a 95°C, dénaturation des brins d’ADN, puis a4 55°C dans cet
exemple, hybridation des amorces et enfin & 72°C, élongation des amorces par ’ADN polymérase. Une PCR

comprend généralement 25 a 50 cycles.
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Figure 16 : Principe de la PCR. Produits formés au cours des 3 premiers cycles. D’aprés [138].

Le cycle 1 montre les 3 étapes fondamentales de la PCR: (a): dénaturation thermique de I’ADN, (b):
hybridation des amorces & leur cible, (c) : élongation des amorces par I’ADN polymérase dans le sens 5° - 3°.

A la fin du premier cycle (d), obtention de 2 copies de la séquence cible. L’augmentation du nombre de copies
est ensuite exponentielle : 4 copies a la fin du cycle 2, puis 8 copies 4 la fin du cycle 3. Chaque produit amplifié

est appelé amplicon.
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A chaque cycle, la quantité d’ADN présente est doublée, soit une croissance
exponenticlle en produits amplifiés. En théorie, pour n cycles, le nombre de copies d’ADN
obtenues est 2", soit par exemple au bout de 30 cycles, 2% copies, clest-a-dire plus de 10°
copies pour I copie d’ADN initialement présente. Néanmoins, cette relation entre la quantité
de produits amplifiés et le nombre de cycles effectués n’est linéaire que pendant une phase
exponentielle. Au-deld, la réaction de PCR «s’affaiblit » (dégradation de la polymeérase,
épuisement des réactifs, accumulation d’ADN...} et une phase dite de plateau survient

[Figure 171
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Figure 17 : Cinétique d’une réaction PCR., D’aprés [ 1381

La cinétique d’une réaction PCR est composée de 3 phases : une phase d’initiation, une phase exponentielle oil la
quantité de produits amplifiés est proportionnelle au cycle d’amplification, puis une phase de plateau. La courbe
obtenue a un aspect sigmoide.

Dans le cas d’une PCR classique, la détection des produits amplifiés, réalisée par
¢lectrophorése sur gel d’agarose le plus souvent {Figure 18], est une étape supplémentaire
indispensable qui doit étre effectuée 4 la fin de la réaction de PCR, c’est-a-dire lotsque les

différents produits amplifiés ont atteint la phase de plateau.

Figure 18 : Electrophorése sur gel d’agarose de produits de PCR.

Les produits visualisés sur gel d’agarose a Pissue d’une PCR en point final
correspondent aux produits présents a la fin de la phase de plateau. Ils sont
révélés grice 4 la présence d’un agent intercalant, le bromure d’éthidium le
plus souvent, L’intensité du signal n’est pas proportionnelle 4 la quantité
d’ADN initialement présente dans "échantillon. Le seul paramétre accessible
est la taille de I'échantillon qui est évaluée grace au dépdt d’un marqueur de
poids moléculaires connus.

Ligne I : marqueur de poids moléculaires, lignes 2 et 3 : produits de PCR.

Dans le cas de la PCR en point final, les données lors de la phase exponentielle ne sont
pas accessibles. La conséquence directe est qu’il n’est pas possible de quantifier une cible au

sein d’un échantillon : cette technique se limite a des données qualitatives.
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B. Principe de la PCR en temps réel

La PCR en temps réel a été mise au point dans les années 1990 ; elle combine la réaction
de PCR classique a la détection en temps réel des produits amplifiés. La réaction
d’amplification est ainsi suivie pendant toute sa durée, elle ne se limite pas a la phase de
plateau [ [39].

Le principe de la PCR en temps réel est fondé sur la détection des produits amplifiés par
un signal fluorescent émis par un fluorophore. L’intensité de celui-¢i est proportionnelle 2 la
quantité de produits amplifiés. L’accés a la quantité de produits formés durant la phase
exponentielle rend possible la quantification de PADN cible initialement présent dans

I’échantillon.

1. Les différentes chimies utilisées

La détection en temps réel des produits amplifiés nécessite la présence d’un
fluorophore dont I'intensité de fluorescence est directement proportionnelle & la quantité de
produits formés. Il existe différents types de fluorophores rassemblés en deux grands

groupes : les agents intercalants et les sondes fluorogéniques [ 140, 141].

a. Les agents intercalants

Un agent intercalant est capable, grice a sa structure, de s’insérer de maniére non
spécifique dans la double hélice d’une molécule d’ADN double brin. En PCR en temps réel,

Pagent intercalant utilisé est le SYBR® Green 1] 142, Figure 19].

e

NSNS
| Figure 19 : Structure chimique de la molécule de SYBR® Green 1.
e Vi K' Cette molécule est un agent intercalant capable de s’incorporer dans la
double hélice d’une molécule d’ADN double brin. La structure

polyénique aromatique confére des propriétés de fluorescence 4 la
molécute.
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A chaque étape d’hybridation et d’élongation d’un cycle, la molécule de SYBR®
Green 1 s’intercale entre les bases nucléotidiques de I’ADN double brin. Excitée par des
rayonnements lumineux, elle émet alors un signal de fluorescence [Figure 20]. La mesure de
I’intensité du signal de fluorescence a la fin de chaque étape d’élongation permet le suivi

cycle par cycle de la réaction de PCR.

SYBR Green

Primer 1 1 7 N
~

T 5
| FERL

Polymerase

Figure 20 : Mode d’action du SYBR® Green.

La molécule de SYBR® Green I n’est capable de s’incorporer 4 de ’ADN que lorsque celui-ci est sous forme
double brin, ¢’est-a-dire, lors d’une PCR durant les phases d’hybridation (schéma 2) et d’élongation (schéma 3).
La fluorescence émise suite a ’excitation de la molécule par des rayonnements lumineux est proportionnelle a la
quantité de SYBR® Green incorporée, c'est-a-dire & la quantité d’ADN présente. En chimie SYBR® Green, le
signal de fluorescence est détecté a la fin de la phase d’élongation de chaque cycle.

Ce systéme de détection est simple et ne nécessite aucune expertise de mise au point
particuliere. C’est un systeme tres sensible, mais de spécificité limitée. En effet, la molécule
de SYBR® Green I s’incorpore dans toute molécule d’ADN double brin, qu’elle soit
spécifique ou non de la séquence d’intérét (amplification parasite, diméres d’amorces). La
spécificité de la réaction de PCR repose sur les amorces utilisées. L’établissement d’une
courbe de fusion post-PCR permet de vérifier la spécificité de la réaction en déterminant la
température de fusion du produit amplifié¢ (température pour laquelle 50 % du produit

amplifié est sous forme double brin) [143].

b. Les sondes fluorogéniques

Les sondes fluorogéniques sont des séquences nucléotidiques simple brin, spécifiques
du fragment cible amplifié, qui sont marquées a ’'une ou ’autre de leur extrémité par un
fluorophore. L’emploi de telles sondes n’améliore pas la sensibilité d’une réaction par rapport
au SYBR® Green, mais par contre la spécificité est accrue. Plusieurs chimies ont été
développées ; les deux plus répandues sont le systtme TagMan® constitué d’une seule sonde
marquée, et le systtme FRET (Fluorescence Resonance Energy Tramsfert) qui requiert

I’emploi de deux sondes marquées espacées de quelques bases.

48



= Les sondes d’hydrolyse ou sondes Tagman®

Les sondes d’hydrolyse ou sondes Tagman® ou sondes doublement marquées
représentent la chimie la plus utilisée en PCR temps réel [144]. Leur succés est notamment lié
a leur conception plus aisée que les autres chimies disponibles.

Une sonde Tagman® est un oligonucléotide simple brin, lindaire, marqué a ses
extrémités 5° et 3° par deux fluorophores. Classiquement, le fluorophore greffé en 5° est
appelé fluorophore donneur, émetteur ou reporter (par exemple FAM qui est un dérivé de la
fluorescéine) ; celui greffé en 3’ est appelé fluorophore extincteur ou quencher (par exemple
TAMRA qui est un dérivé de la rhodamine). La séquence d’une sonde étant courte, 20 a 30
nucléotides en moyenne, les deux fluorophores sont séparés de seulement quelques dizaines
d’angstroms. Dans ces conditions, 1’excitation du fluorophore donneur par un rayonnement
lumineux conduit & 1’émission d’une fluorescence de longueur d’onde plus élevée, dont
I’énergie est absorbée par le fluorophore extincteur présent en 3°. Autrement dit, lorsque le

reporter d’une sonde native est excité, il n’émet aucun signal de fluorescence [Figure 21].

Figure 21 : Représentation schématique d’une sonde native Tagman®.
Une sonde Tagman® est un oligonucléotide marqué en 5° par un fluorophore émetteur (ou reporter, représenté en
vert) et en 3’ par un fluorophore extincteur (ou quencher, représenté en rouge). Lorsque le fluorophore émetteur
est excité par un rayonnement (hv), la fluorescence réémise est absorbée (fléche bleue) par le quencher situé en
3°. Aucun signal de fluorescence n’est détecté. R : reporter, Q : quencher.

Les sondes Taqman® tirent partie de D’activité 5°-3” exonucléasique de I’ADN
polymérase utilisée. Lors de la phase d’élongation, I’ADN polymérase rencontre la sonde
préalablement hybridée & sa séquence spécifique. Grace a son activité exonucléasique, elle est
capable de cliver la sonde, séparant ainsi le reporter du quencher [Figure 22]. A ce stade, la
fluorescence émise par le reporter n’est plus absorbée par le quencher du fait de
I’éloignement de ce dernier. Dans le cas d’une chimie Tagman®, la lecture de la fluorescence
s’effectue a la fin de la phase d’élongation de chaque cycle, lorsque toutes les sondes
hybridées ont été¢ hydrolysées. Le signal lumineux mesuré est directement proportionnel a la

quantité de sondes hydrolysées, soit au nombre de copies d’ADN cible amplifiées.
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Figure 22 : Principe de la chimie Tagman® en PCR en temps réel.

Lors des étapes de dénaturation et d’hybridation, la sonde Tagman® est sous sa forme native. Une éventuelle
excitation lumineuse du reporter ne générerait aucune fluorescence, du fait de I’absorption de cette dernicre par
le quencher. Lors de I’élongation, I’ADN polymérase grice a son activité 5°-3’ exonucléasique hydrolyse la
sonde, séparant ainsi le reporter du quencher. En cas d’excitation du reporter, la fluorescence ¢émise est
mesurable : elle est proportionnelle & la quantité de sonde hydrolysée et donc d’ADN cible amplifi€. Sa mesure
s’effectue en fin de phase d’élongation.

Afin que ce systéme fonctionne, la condition sine qua non est que la sonde se soit
hybridée avant que ’élongation ne s’opere. Pour se faire, il est nécessaire que le Tm de la
sonde soit supérieur d’environ 10°C a celui des amorces et il est de plus préférable d’utiliser
des conditions d’amplification particuliéres avec des cycles en 2 étapes : aprés I’étape de
dénaturation, une méme température rassemble les phases d’hybridation et d’élongation.
Classiquement, un programme de PCR temps réel en chimie Tagman® comprend une
quarantaine de cycles avec une étape de dénaturation vers 94-95°C et une étape
d’hybridation-élongation aux alentours de 60°C.

Par ailleurs, certaines exigences sont nécessaires quant a la synthése des sondes
Taqman® : la taille (20 & 40 bases), le contenu en GC (40-50 %), I’absence de séquences
répétées, I’absence de séquences chevauchantes avec les amorces, ’absence d’une base G en
5’ qui a un effet quencher, un Tm supérieur de 6-10°C a celui des amorces sont autant de
paramétres a prendre en compte qui contribuent a I’optimisation de la réaction de PCR. De
plus, idéalement, le produit d’amplification doit étre d’une taille inférieure a 150 paires de

bases en raison de la moindre activité d’élongation de la polymérase a 60°C. Ces différentes
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régles ne sont pas toujours applicables car dictées par la séquence du fragment a amplifier : il
faut alors réaliser des compromis.

Les sondes Taqman®~MGB ont été développées récemment [145]. Le MGB (minor
groove binder) est une molécule accrochée au guencher en 3° qui est capable de s’insérer dans
le petit sillon de la double hélice ’ADN formée par la sonde et la séquence cible. Cette
structure moléculaire augmente le Tm de la sonde, ce qui permet de synthétiser des sondes
plus courtes et plus faciles & concevoir (12-20 bases). De plus, la spécificité de la réaction est

augmentée.

w  [e FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert)

Développé par la société Roche®, le systéme FRET [146] est également basé sur le
principe du couple reporter | quencher, mais son application est quelque peu différente. Il
repose sur I’emploi d’un couple de sondes d’hybridation courtes portant chacune un
fluorophore. Celles-ci s hybrident 2 la séquence cible de telle sorte que 1’espacement entre les
deux sondes est limité & 1 & 5 bases. La premiere sonde porte a son extrémité 3’ un

fluorophore reporter, la seconde un fluorophore quencher en 5’ [Figure 23].
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Figure 23 : La technologie FRET.

Dans la technologie FRET, deux sondes simplement marquées sont spécifiques de la séquence amplifiée : ['une
des sondes porte un reporter en 3°, I’autre un guencher en 5°. La mise au point est telle que I’espacement entre
les deux sondes, lorsqu’elles sont hybridées a la séquence cible (en bleu), est limité & moins de 5 bases. Dans ces
conditions la fluorescence émise par le reporter excité est absorbée par le quencher.

Deux technologies sont applicables : soit le spectre d’émission du reporter chevauche
le spectre d’excitation du quencher, auquel cas, un signal de fluorescence sera mesuré (FRET
classique [Figure 24]); soit la fluorescence émise par le reporter est absorbée par le
quencher, auquel cas c’est la perte de fluorescence qui est mesurée (quenched FRET). Dans
les deux cas, la mesure du signal de fluorescence est faite lors de I’étape d’hybridation. L’une

ou I’autre des technologies est applicable, elle dépend de I’appareil utilisé.
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Figure 24 : Principe de la chimie FRET en PCR en temps réel (FRET classique). D'apres [141].

a. Lors de 1’étape de dénaturation, les sondes sont & I’état libre dans le milieu réactionnel.

b. Au moment de I’hybridation, les deux sondes se fixent & leur cible et se retrouvent cote a cote. Leur proximité
permet le transfert de I’énergie du fluorophore donneur vers le fluorophore accepteur, d’oll un transfert d’énergie
et une émission de fluorescence par le quencher.

c. Lors de I’élongation, les deux sondes sont libérées dans le milieu réactionnel. Il n’y a plus de signal de
fluorescence émis par le quencher.

Quelle que soit la technologie employée (FRET classique ou quenched FRET), la
chimie FRET ne conduit pas a une hydrolyse des sondes. Il est donc possible, a I'image du
SYBR® Green, de réaliser en post-PCR 1’établissement d’une courbe de fusion. Cette chimie
est trés sensible mais son utilisation est plus limitée : outre un cofit plus élevé que les sondes

Taqman®, leur conception est plus délicate.

» Les balises moléculaires (molecular beacons)

Les balises moléculaires ou molecular beacons sont de conception plus récente [147].
11 s’agit de sondes dont la structure est en forme d’épingle a cheveu : est associé a une boucle
simple brin spécifique de ’ADN cible, un tronc ou queue double brin dont chaque extrémité
est marquée par un reporter et un quencher [Figure 25]. Sous cette configuration, la proximité
des deux fluorophores fait qu’aucun signal de fluorescence émis par le reporter n’est

détectable : 1’énergie émise est absorbée par le guencher.
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Figure 25 : Balise moléculaire (molecular beacon).
La boucle est une séquence simple brin qui correspond & la partie
spéeifique de ’ADN cible. Le tronc est une séquence double brin

hv arbitraire : a chacune des deux extrémités, se trouvent un reporter ct
,\’\,\ un quencher. Sous cette configuration, I’énergie émise par le reporter
<1/ excitée est absorbée par le quencher. Aucun signal de fluorescence

n’est détecté. R : reporter, Q : quencher.

A la température d’hybridation de la sonde, les conditions thermodynamiques
deviennent favorables a I’ouverture de la balise moléculaire : celle-ci prend une forme linéaire
plus stable et s’hybride a sa cible. A ce stade, la fluorescence émise par le reporter n’est plus

absorbée par le guencher : elle devient mesurable [Figure 26].
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Figure 26 : Principe de la chimie balise moléculaire (molecular beacon).

Lors de I’hybridation de la sonde  sa cible, la balise moléculaire change de conformation spatiale et se linéarise.
L’excitation lumineuse du reporter génére une fluorescence dont I’énergie n’est plus absorbée par le quencher,
du fait de son éloignement spatial. Un signal de fluorescence est alors quantifiable.

Les balises moléculaires permettent d’obtenir une treés grande spécificité : la variation
d’un seul nucléotide sur la séquence cible empéche I’hybridation de la sonde. L’inconvénient

majeur de ces sondes réside dans leur colt de synthése, mais aussi dans leur difficulté de

conception.

= Autres chimies

D’autres systémes trés ingénieux ont été développés comme par exemple les sondes
Sc:orpions® [148], mais leurs utilisations restent rares, liées notamment a leur difficulté de

mise au point et & leur coiit plus élevé.
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2. Sondes fluorogéniques et multiplexage

L’emploi d’agents intercalants, tels que le SYBR® Green, limite généralement la
réaction de PCR en temps réel a la détection et la quantification d’une seule cible. Au
contraire, les sondes fluorogéniques permettent de détecter et de quantifier des geénes
différents dans un méme milieu réactionnel ; cette possibilité de PCR multiplex réside dans le
marquage de chacune des sondes cibles par des fluorophores différents. Travailler en PCR en
temps réel multiplex présente l’avantage évident de limiter le nombre de réactions
d’échantillonnage, de s’affranchir également de problemes de pipetage, mais les mises au
point sont plus complexes car soumises a de nombreuses contraintes physiques et chimiques.

Les contraintes physiques sont de deux ordres : disposer de fluorophores dont les
spectres d’absorption et d’émission de fluorescence sont bien distincts, et deuxi¢me condition
qui est lide, disposer de systémes optiques adaptés capables de focaliser finement a la fois la
longueur d’onde de la lumiére excitatrice, mais aussi celle de la lumicre fluorescente réémise.
A D’heure actuelle, ces contraintes physiques sont mieux maitrisées, grice a la synthése de
nouveaux fluorophores dont les spectres sont plus resserrés et séparés entre eux [Figure 21 et
grice 4 des appareils plus performants dont les systémes optiques sont capables de focaliser

les lumiéres excitatrices et émettrices avec une bande passante la plus étroite possible.

Intensité
=
8

o 0 0 P o ) 700
A Longueur d’onde A (nm)

B Longueur d’onde A {(nm)

Figure 27 : Exemples de spectres d’absorption (A) et d’émission (B) de 4 fluorophores utilisés en PCR
temps réel : FAM, Cy3, Texas Red et Cy5.

FAM est un dérivé de la fluorescéine dont le spectre est comparable a celui du SYBR® Green. Afin de visualiser
correctement I’hybridation d’une sonde marquée par FAM, le milieu réactionnel doit étre éclairé par une lumiere
de longueur d’onde voisine de 495 nm et la lecture de la fluorescence réémise doit se faire en focalisant la
longueur d’onde vers 519 nm. De méme, pour les autres fluorophores présentés sur ce schéma : Cy3 (550 — 570
nm), Texas Red (589 — 610 nm), Cy5 (649 — 670 nm). Il est important de disposer de filtres efficaces afin
d’obtenir les bandes passantes les plus étroites possibles.
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La mise sur le marché des dark quenchers tels que le DABCYL [149] ou les black
hole gquenchers (BHQ®) a grandement contribué 4 Pamélioration du systtme de
multiplexage : & Pinverse des ancicns guenchers, comme le TAMRA, qui réémettait une
partie de la lumigre absorbée, les dark quenchers absorbent ’énergie transmise par le reporter
et la restituent sous forme de chaleur, sans émission de fluorescence parasite. Ces différentes
améliorations font qu’il est possible aujourd’hui de distinguer jusqu’a quatre, voire cing
signaux de fluorescence différents.

Les contraintes chimiques restent plus difficiles a solutionner car liées a
’expérimentation que ’on souhaite réaliser. Pour chaque cible & amplifier, deux amorces et
une sonde sont nécessaires, soit par exemple pour la mise au point d’une PCR ftriplex trois
couples d’amorces et trois sondes, soit un total de neuf oligonucléotides différents. La
conception des différents couples d’amorces et sondes est grandement compliquée car il faut
tenir compte au mieux des éventuelles hybridations entre tous ces oligonuciéotides, tout en
conservant Ie plus possible les régles de conception des couples d’amorces et des sondes. Par
ailleurs, les risques de compétition sont augmentés, risquant d’affecter Iefficacité
d’amplification de chacune des réactions de PCR. Ce phénoméne est particuli¢rement vrai
lorsqu’une des cibles est en trés forte concentration par rapport aux autres, la réaction la

concernant ayant tendance & consommer plus de réactifs (MgCl, dNTP...).

3. Considérations mathématiques

L’application premiére de la PCR en temps réel est de déterminer la quantité initiale
(Qo) d’un ADN cible présent dans un échantillon. Or, la seule possibilité offerte par un
appareil de PCR en temps réel est de mesurer a ’issue de chaque cycle (n) une intensité de
fluorescence proportionnelle & la quantité cumulée d’ADN amplifié (Q,). Il est donc
nécessaire d’établir une relation entre Qq et Q, de fagon & déterminer la valeur d’intérét Q.

Théoriquement, durant la phase exponentielle, aprés chaque cycle de PCR, la quantité
d’ADN présente dans le milieu réactionnel est doublée :

A la fin du premier cycle : Q=2 x Qp

Alafin dudeuxiéme cycle : Q=23 Qi =2x(2x Qo) = 2*x Qp

Et ainside suite Q3 =2 x Q=2 x (23 Qo) =2 x Qy

Au final, la relation entre Q, et Qg est la suivante : Q= Qo x 2",
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a. Notion d’efficacité

La relation précédente n’est vraie qui si, a chaque cycle de PCR, la quantité d’ADN est
doublée. Dans ce cas-13, Pefficacité (E) de la réaction de PCR est de 100 %, soit égalea 1. En
pratique, cette régle n’est que rarement vraie, et si 'on souhaite connaitre la valeur de Qq, il
est indispensable d’intégrer dans 1’équation I’efficacité de la réaction.

I ’efficacité E est définie comme le rapport entre la quantité de molécules synthétisées
3 Ia fin d’un cycle (Qu-Qn) et la quantité de molécules présentes au début du méme cycle
(Qn), soit :

E = (Qn+1-Qn) / Qu ou encore Qpey = Qn X (1+E)

En intégrant Qp :
Q1= Qo x (1+E)
puis Q; = Q1 x (1+E) = Qo x (1+E) x (I+E) = Qo x (1+E)’
et ainsi de suite Q3 = Q x (1+E) = Qo x (1+E)’
Au final, en intégrant la notion d’efficacité, la relation entre QunetQoest: Qu==0Qp X (1+E)" .

Cette relation n’est valable que dans la zone exponenticlle d’amplification.

La valeur de Q, n’est pas directement accessible. En effet, I’appareil mesure seulement
une émission de fluorescence a Iissue du cycle n. Afin d’établir la relation entre Q, et
I’intensité de fluorescence, il est nécessaire de disposer d’une gamme témoin comprenant des
quantités connues d’ADN cible. Généralement, UADN cible est cloné dans un plasmide ;
aprés extraction de ce demnier et mesure de sa concentration, des dilutions successives

permettent d’établir une gamme. Le plus souvent, des dilutions de 10 en 10 sont réalisées.

b. Notion de seuil (t) et de cycle seuil (Cy)

Dans les premiers cycles d’une PCR, le signal fluorescent est trop faible pour &tre
détecté par P'appareil. Au bout d’un certain nombre de cycles, fonction de la quantité
d’échantillon présente, une augmentation significative du signal fluorescent apparait. Ce
signal, déterminé par le logiciel ou I'opérateur lui-méme, est appelé seuil ou threshold (t). 11

est fixé de fagon & pouvoir distinguer du bruit de fond un signal fluorescent li¢ & une
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amplification des produits PCR. Ce seuil se situe dans la phase exponentielle de la réaction de

PCR. Son intersection avec la courbe d’acquisition de fluorescence (intensité de fluorescence

= f(cycles)) permet de déterminer un cycle seuil appelé C, [Figure 28].

Phase plateau
9.-0*0 o000

d
d
f Phase exponantielle
d
F
#
P

'
a8

[ O [ igne ke base
Phase dinitiation

Intensité du signal fluorescent émis

0 5 0 15 20 25 30 35 40 45 50

Nombre de cycles PCR

Figure 28 : Suivi en temps réel d’une réaction PCR.
Chaque point bleu de la courbe correspond a la
mesure du signal de fluorescence a la fin de chaque
cycle. La ligne de base refléte le bruit de fond. La
ligne seuil correspond & une détection significative de
la fluorescence. Le point d’intersection de la courbe
cinétique avec le seuil détermine un cycle seuil C, qui
est directement 1ié 4 la quantité de cible initialement
présente dans I’échantillon.

La valeur du C; est inversement proportionnelle au logarithme de la quantité d’ADN

présente dans le milieu réactionnel : plus les échantillons sont fortement concentrés en ADN

cible, plus leurs C; sont précoces, et inversement.

c. Equation de la droite C; = f (Qo)

Gréce au passage d’une gamme témoin, il est possible d’établir une droite exprimant

les C, en fonction des différentes concentrations en ADN. Avec ’équation de cette droite, la

quantité Qp d’un échantillon inconnu peut étre déterminée.

Fixer la valeur du seuil t revient dans I’équation précédente Qn = Qo x (1+E)" a

transposer Q, en unité de fluorescence.

Dot : t=Qp x (1+E)™

soit log (t) = log (Qo x (1+E)®) = log (Qo) + log (1+E)' = log (Qo) + C; x log (1+E)

Aprés réarrangement des équations, I’équation de la droite [Figure 29] est :

C¢= [-log (Qo) / log (1+E)] + [log (t) / log (1+E)]

avec y=GC
a (pente) =-1/log (1+E)
x =1log (Qo)

b (ordonnée a I’origine) = log () / log (1+E)
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Figure 29 : Exemple de résultats obtenus a Pissue d’une expérimentation de PCR en temps réel.

A. Une gamme d’un géne cible s’étendant de 10% & 10° copies a été soumise & une réaction de PCR en temps réel.
Aprés fixation du seuil (ligne rouge horizentale), correspond pour chaque point de gamme un cycle seuil C,
(lignes rouges verticales).

B. Le report des C, en fonction du logarithme de la concentration des points de gamme permet de tracer une
droite et de poser son équation. Sa pente permet de calouler Pefficacit¢ (dans cet exemple, -3,291, soit 101 %),
I’ordonnée A Porigine correspond au C, d’une seule copie du géne cible. Le cocfficient de corrélation (r-squared)
établit la dispersion des points par rapport & la droite. Idéalement, sa valeur doit étre de 1.

Cette cxpérimentation a été réalisée sur Iappareil SmartCycler® I1.

Le calcul de la pente (a) de la courbe est fondamental car il donne accés & I’efficacité
de la réaction de PCR : E = -1 + 10", quand E est égal & 1, soit une efficacit¢ de 100 %, la
pente de la droite est de -3,32. Une trés faible augmentation de la pente conduit & une baisse
de Vefficacité : -3,6 par exemple correspond & une efficacité de 90 %. II n’existe pas de
véritable régle concernant une valeur minimale d’efficacité, néanmoins, une efficacité d’au
moins 90 % est recommandée. Plus I’efficacité est proche de 100 %, plus la réaction de PCR
est considérée comme robuste. Un paramétre A retenir est que pour une efficacité de 100 %,
deux points qui différent d’un rapport de concentration de 1 a 10 sont sépares de 3,32 cycles.

L’ordonnée & origine (b) est un autre paramétre intéressant ; elle donne le Ct qui
correspond & la détection d’une copie de I’ADN cible (log(Qo) = 0, soit Qp = 1). Le Ct d’un

échantillon, supérieur a cette valeur, n’a mathématiquement pas de sens.

d. Quantification

In fine, 1’établissement de I’équation de la droite permet facilement de connaitre la
quantité ¢’ADN présente dans un échantillon inconnu. Il suffit tout simplement de reporter sa
valeur de C, sur la courbe C, = f(logQy) et de déterminer alors Qp [Figure 30]. A noter que
dans le cas d’une réaction multiplex, il est trés difficile d’étre quantitatif du fait des réactions

de compétition quasiment inévitables entre les différentes amorces et sondes présentes.
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Figure 30 : Exemple de résultats obtenus a Pissue d’
Le secuil (ligne rouge) permet de déterminer les Ct des

une expérimentation de PCR en temps réel.
différents échantillons. A chaque point de gamme (10*a

10" copies) du géne testé (catB9 dans cet exemple) correspond une valeur de C,. La droite bleue Ct=f(log
[catB9)) est tracée par le logiciel. Le C, des échantillons, reporté sur la courbe (fleche rouge) permet alors de
connaitre leurs concentrations en ADN cible. Cette expérimentation a été réalisée sur I’appareil LightCycler®.

C. Avantages de la PCR en temps réel

La PCR en temps réel présente de multiples avantages par rapport a la PCR en point
final [Tableau 3] : sa sensibilité est accrue ; sa spécificité est augmentée lorsque sont utilisées
des sondes fluorogéniques. La durée du rendu de résultat est plus courte : les programmes
d’amplification sont plus rapides et aucune manipulation en post-PCR n’est nécessaire, ce qui
réduit non seulement les temps de manipulation, mais aussi les risques de contamination.
Travailler avec des sondes permet de plus de s’affranchir des risques cancérigenes des agents
intercalants. La PCR en temps réel, et c’est son application premicre, permet de quantifier
1’ ADN cible au sein d’échantillons inconnus de fagon beaucoup plus reproductible et précise
que la PCR en point final qui se limite & du semi-quantitatif. Enfin, elle offre une grande

capacité de multiplexage et vu sa rapidité, une grande capacité d’échantillonnage.
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Comparaison de la PCR en temps rbel versus PCR -~ classique »

PCR en temps réel

PCR classique

Rapidité

Reproductinlliteé
Sensibilitd

Spécificité

Détection des produits
amplifiés

Possibilite: de
multiplexage

Les risques de
contamination

Possibilité de courbes
de fusion

Possibilité de quantification

du preduit amplifié

Trds rapide : nécessite 30-60 min pour
amplifier 25-30 cycles

Excellente
Bonne, idem PCR classique
Bonna, idem PCR classique

Détection rapide : la détection et 'amplification
sont réalisés en una scule élape. Les deux lapes
aont réalisdées en 2 h, au maximum

Oul. La PCR en lemps réel posséde une grande
capacité de multiplexage :

« une & plusieurs mutations ou agents pathogénes
pouvent étre mis en évidence dans 1 seul tube |
« amplification o1 détection simultanees

Lies automates de PCR en temps réel ont 'avantage
d'dtre un sysiéme fermé. Par conséquent,
les risques de contamination sont réduits

Certains appareils de PCR en temps réel permettent
de réallser une courbe de fusion grace a I'utiisation
des sondes telles que les balises motéculires, sonde
FRET. Ceci permel :

« |3 détection de mutation éventueile de

ia cible amplifite ;

« de mettre en évidence plusicurs agents pathogdnes
dans le méme wbhe :

o la détection de une & plusieurs mutations dans le
méme tube

La PCR en temps réel permet la éétection et ia
quantification de la cible dans un échantillon.
Grdce au Ct (cyche seull) qui est inversement
proportionnel & la quantite de la cible présente
dans I'échantillon :

s un Ct précoce cormespond & une concentration
dlevire de la cible avant I'amplification ;

» un Ct Glevé correspord & une concentration fasole
dans I'échantilion avant "amplification

Les appareits de PCR en temps réel sont relativement
chers. Cependant, leur capacité de multiplexage permet
la mise en évidence de une 4 plusieurs multations

ou agents pathogénes dans le méme tube ce qul réduit
considérablement le prix par analyse. De plus,
I'absence d'étape de postPCR

permet de réduire les colts du maténel nécessaire

4 la détection dos produits amplifiés. Enfin, le colt

en temps de maind'ceuvie est considérabloment

réduit

Moins rapide : nécessite 1-2 h pour
amplifier 25-30 cycles

Bonne
Bonne, (dem PCR en temps réel
Bonne, idem PCR en temps réel

Trds longue 1 la dbtection est I'amplifica-
tion sont réalisées en deux ¢tapes qul
nécossitenmt 24 472 h

Posaible, mais ©

« {a mise au point est difficite

« nicessite différents marquagles et/ou
enzymes pour différencier les produits
amplifiés ;

« technique lourde

Risques éicyveés

Non

Non

Les thermocycleurs utilisés en PCR clas-
sique sont relativement peu chers,
Cependant, fa PCR classique nécessite
une étape de ditection [entymes,
marquages radioactifs, hybridation).

La PCR, classigue, én raison de sa
durde d'exécution longue. ne permet
aucun gain de temps de maind'awre

Tableau 3 : Comparaison de la PCR en temps réel et de la PCR en point final. D'apres [138].

Son principal écueil reste aujourd’hui son codt lié¢ a l’achat de I’appareil, des
consommables, des réactifs et des sondes. Mais, pris dans son ensemble (moindre temps de
manipulation, moindre temps de main d’ceuvre, économie de matériel utilisé en post-PCR...),
il reste modéré. Pour toutes ces raisons, cette technologie devient de plus en plus accessible et

tend & supplanter la PCR en point final. A terme, la PCR en temps réel devrait s’imposer sur

le marché.
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D. Appareils de PCR en temps réel

Les appareils de PCR en temps réel combinent un thermocycleur et un fluorimétre.
Les principales différences d’un appareil a lautre résident dans leur capacité
d’échantillonnage et dans leur systéme optique d’émission (laser, diode électroluminescente
ou lampe halogéne) et de détection du signal lumineux. Seuls les appareils les plus récents
permettent de réaliser du multiplexage (4, voire 5 canaux).

Au final, chaque appareil dispose de ses caractéristiques techniques propres avec ses
avantages et inconvénients respectifs. Le choix d’un appareil de PCR en temps réel dépend
bien entendu de ses caractéristiques techniques, mais il réside aussi dans I’utilisation que
I’operateur souhaite en faire. Dans un contexte d’urgence diagnostique par exemple, le choix
d’un appareil comme le SmartCycler® II qui dispose de blocs indépendants s’impose ; au
contraire, une utilisation plus routiniére avec un objectif de quantification s’orientera plutdt

vers un appareil comme le LightCycler®4 Enfin, dans le cas d’une utilisation intensive, mieux

vaut préférer un appareil & grande capacité qui permet de travailler en plaque de 96 puits

[Figure 31].

Figure 31 : Exemple de 3 appareils de PCR en temps réel.

Photo 1 : SmartCycler® IT (Cepheid®). Cet appareil est dédié a des diagnostics d’urgence. Il est composé de blocs
indépendants qui permettent de lancer des recherches d’ADN cibles différents ayant des programmes
d’amplification différents.

Photo 2 : LightCycler® (Roche®). Cet appareil est 1’un des premiers a avoir ét¢ mis au point. Il permet de passer
sur une méme série une trentaine d’échantillons.

Photo 3 : MX3005P" (Stratagene®). 11 s’agit d’un appareil de grande capacité qui permet de travailler en plaques
de 96 puits.
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E. Applications de la PCR en temps réel

Griice notamment 2 sa grande rapidité et ses capacités de quantification, la PCR en
temps réel trouve des applications dans tous les domaines de la biologie médicale

(microbiologie, hématologie, oncologie, immunologie. ..), mais aussi environnementale [ 138].

La microbiologie est assurément }’un des domaines ou la PCR en temps réel s’est le plus
développée [ 150].

La virologie a trés tot bénéficié des capacités de quantification de la PCR en temps réel
{151]. La quantification des virus dans différents liquides biologiques, comme par exemple le
sang, est d’un intérét évident pour le suivi des patients infectés. De nombreux articles
emploient la technique de PCR en temps réel pour la quantification des virus du SIDA [152],
des hépatites B et C {153]. Cette technologie est désormais appliquée en routine dans le suivi
thérapeutique de patients infectés. De plus, des travaux mettent a profit les capacités de
multiplexage de la PCR en temps réel [154, 155]. En bactériologie, la PCR en temps réel est
également largement utilisée : détection de certaines bactéries non cultivables (Trophyrema
whipplei | 156]), détection de génes ou de mutations de résistance [ 1571 La recherche rapide
du géne mecd responsable de la résistance des staphylocoques aux P-lactamines est d’un
intérét majeur pour les cliniciens, sa présence conditionnant un changement dans
P antibiothérapie instaurée. Gréce & la PCR en temps réel, il est désormais possible de détecter
le géne mecA sur une souche, voire directement 3 partir d’un prélévement, et d’en informer le
clinicien en quelques heures, d’ott un intérét évident pour le patient [158]. De méme, la
recherche des principaux germes responsables de méningites revét un intérét fondamental
dans la prise en charge urgente des patients |{ | 591 : 1a PCR en temps réel apporte un diagnostic
beaucoup plus rapide et plus sensible qu’une culture bactérienne classique ; elle revét un
intérét majeur dans les cas de méningites décapitées. 11 est également possible via la PCR en
temps réel de connaitre en quelques heures seulement le sérogroupe de méningocoque
responsable d’une méningite, et de déclencher au besoin une prophylaxie vaccinale dans
I’entourage du malade [ 160].

Une autre application de la PCR en temps réel en biologie est la quantification des
transcrits. Par exemple, la quantification des transcrits de I’oncogeéne ber-abl est utilisée chez
des patients atteints de leucémie my€loide chronigue dans le suivi de leur traitement et la

détection d’une maladie résiduelle [ 161].

62



Introduction a I’étude expérimentale

PCR en temps réel et intégrons
Objectifs
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Depuis la découverte des intégrons, des dizaines de couples d’amorces ont été décrits et
employés pour la détection des intégrons de classe 1, 2 et 3 par PCR en point final. Cette
multiplicité des couples d’amorces reflete Iabsence de consensus dans le choix de la
détection des intégrons de résistance, mais aussi les difficultés rencontrées par les chercheurs
pour disposer d’un outil fiable. Une étude trés intéressante en 2005 s’est attachée & répertorier
les couples d’amorces décrits par plusieurs auteurs afin de choisir les couples les plus
spécifiques en vue d’une PCR multiplex en point final [162]. Il ressort de cette étude que
méme dans des conditions de PCR simplex, certains couples d’amorces conduisent a des
amplifications non spécifiques : par exemple, certains couples utilisés pour I’amplification du
géne intll amplifient également des fragments non spécifiques avec les génes inil2 et intl3,
d’autres amplifient le géne intl3 avec la méme taille de fragment. De méme, certains couples
utilisés pour la détection du géne int/2 amplifient un fragment du géne intl3 de taille
équivalente. Les auteurs ont de plus montré lors de PCR multiplex la possibilité chez certaines
espéces bactériennes dépourvues d’intégrons, d’amplifications parasites dont les tailles
peuvent parfois correspondre & celle attendue d’un fragment d’intégrase.

Des travaux réalisés au sein du laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiéne du CHU
de Limoges, visant également & mettre au point une réaction de PCR multiplex en point final
pour la détection simultanée des trois classes d’intégrons, ont conduit 4 des conclusions
similaires : non seulement il a été trés difficile de valider la technique sur des souches (bandes
parasites), mais lorsqu’il a fallu la transposer & un extrait d’ADN polybactérien, les résultats

devenaient ininterprétables.

Un des éléments permettant d’expliquer toutes ces réactions non spécifiques repose sur
la trés grande homologie des génes des intégrases, non seulement avec d’autres génes de la
famille des tyrosines 4 recombinase, mais aussi entre eux. Un alignement des séquences
nucléotidiques des trois intégrases de résistance révele de fortes identités, notamment entre les
génes intl] et intl3 [Figure 321, De plus, certaines séquences se retrouvent répétées sur 6, 7,
voire 8 bases en plusieurs positions des génes. Dans de telles conditions, le choix de couples
d’amorces les plus performants pour I’amplification de chacune des intégrases est délicat, et il

devient quasiment inévitable d’obtenir des amplifications non spécifiques.
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Figure 32 : Alignement des séquences
nucléotidiques des intégrases 1,2 et 3.
L’alignement des séquences a été réalis¢ avec
le logiciel T-Coffee (http://www.igs.cnrs-
mrs.fr/Teoffee/tcoffee_cgi/index.cgi).

Plus la couleur surlignée est rouge, plus
P’identité de séquences est importante. Les
astérisques indiquent les bases identiques entre
les trois génes. D aprés ce logiciel, I’identité
entre intl1 et intl2 est de 74 %, 77 % entre intl2
et intI3 et 89 % entre intll et intl3.

Seules deux publications font état de I’utilisation de la PCR en temps réel pour la

détection des intégrons de résistance. Maguire et ses collaborateurs [163] ont été les premiers

en 2001 a appliquer cette technique, mais ils ne se sont attachés qu’a la détection des
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intégrons de classe 1 et n’ont travaillé que sur de PADN de souches. Par ailleurs, leur
technique faisait appel 4 la chimic SYBR® Green. En 2005, Skurnik et ses collaborateurs ont
mis au point une PCR en temps réel multiplex avec chimie SYBR® Green pour la détection
des trois classes d’intégrons sur des souches d’Escherichia coli [132]. Malgré I'intérét
épidémiologique évident de cette publication, la description de la partie technique concernant
la PCR en temps réel est plus que sommaire et largement critiquable : aucune coutbe
d’amplification ni de dissociation n’apparait, aucune expérimentation ne mentionne le
comportement de cette PCR multiplex en cas de souche hébergeant deux intégrons. De plus,
rien n’indique si cette technique est applicable & des échantillons d’ADN autres que des
souches d’Escherichia coli : aucune information ne permet de connaitre la sensibilité de Ia
réaction, ni sa spécificité. La technique développée par les auteurs reste néanmoins
performante et @ priori bien adaptée a I'utilisation qu’ils ont soubaitée en faire : ils Iont
d’ailleurs mise a profit & nouveau en 2006 sur une collection de prés de 350 souches
&’ Escherichia coli isolés d’animaux [122], sans apporter plus de précision quant a la mise au

point de leur technique.

I’ensemble des données bibliographiques concernant les intégrons montre qu’il est
indispensable, tant sur le plan des résistances que sur le plan épidémiologique, de rechercher
les trois classes d’intégrons de résistance a la fois sur des souches bactériennes, mais aussi &
partic de prélévements polybactériens (selles par exemple) ou environnementaux dans
lesquels les concentrations en intégrons sont faibles. Pour ce faire, il est nécessaire de
disposer d’un outil performant qui allie une grande sensibilité et une grande spécificité, tout
en garantissant une détection simultanée et rapide des trois classes d’intégrons de résistance,
aussi bien sur des souches bactériennes qu’a partir d’échantillons extraits d’environnements
plus complexes. La PCR en temps réel multiplex, réalisée avec des sondes fluorogéniques de

type Tagman®, nous a semblé étre 1outil le mieux adapté a ce type de problématique.

L’ objectif principal de nos travaux était de mettre au point une PCR en temps réel
multiplex capable de détecter rapidement et de facon spécifique des intégrons de résistance au
sein de souches bactériennes, mais aussi au sein d’environnements génétiques plus
complexes. Deux applications de la technique ont ¢ét€ menées: la premiére a porté sur
I’analyse de souches isolées d’hémocultures, la seconde sur la détection d’intégrons & partir

de liquides biologiques prélevés chez des patients 2 la phase aigué d’un sepsis séveére.
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La détection des intégrons directement dans les liquides biologiques peut présenter un
intérét non seulement épidémiologique dans des études de surveillance de résistance, mais
aussi un intérét clinique dans la prise en charge de patients admis & I"hdpital pour un épisode
septique. En effet, différentes études ont montré qu’il existait un lien entre présence
d’intégrons chez des bactéries et multirésistance aux antibiotiques [ 123, 129]. La présence
d’intégrons est donc un marqueur pertinent de résistance aux antibiotiques. De plus en plus,
les études surveillant la résistance aux antibiotiques s’attachent 4 détecter non sculement les
bactéries multirésistantes (BMR), mais aussi 4 identifier les supports génétiques de ces

résistances.

67



Matériels et méthodes
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Matériels et méthodes

A. Souches bactériennes et plasmides

1. Souches et plasmides témoins

Les souches bactériennes et plasmides mentionnés dans le tableau 4 ont ¢i¢ utilisés

lors de la mise au point de la PCR en temps réel comme témoins positifs d’amplification.

Souches bacténennes SRS L Caracténstnqucs S S_Oi_l_'t‘(_:'eﬁ S 'Phéno'type*.
E S‘Cfi'(.’f ichia (_oh DHSoc 3614 Bactérie :enfcrmant le vecteur pSL/38 Amr!’ac/ mli I- Laboratoire Km', Cnf
catB9. EA 3175
Escherichia coli IM109 3682 Bactérie hébergeant le vectewe pGEM T Easy::intl2, Laboratoire Amp”
EA 3175
Escherichia coli DHS5e 3603 Bactérie hébergeant le vectour pBAD: tinti3. Dr Didier Mazel  Amp®
(Institut Pastcur)
Shigellu dysenteriae 35h Bactérie hébergeant un intégron de classe 1 : casselies Laboratoire Tmp", S\, Sp', Sulf
dfiAlS etaaddl . EA 3175
Shigella sonnel 218h Bactéric hébergeant un intégron de classe 2 : cassettes Laboratoire Tmp", Sm', §p°
dfrd -aadd {-satl . EA 3175
Shigella dysenteriae 285k Bactérie hébergeant un intégron de classe 1 et un intégron Laboratoire Tmp', Sul’
de classe 2. EA3L7S
Plasmides ot Caracténsthues Lol Souree Phérotype
pSU3S- A tot[ ac/ cintl]- ca!BQ Plasmlde dc.nvu dc pSU38 . Le promoteur du géne !ac/ a Laboratoire Tra’, Mob
&té délété ainsi que son codon initiateur ATG. L'intégron EA 3175 Knt'. Crd

intlI-catB9 a été construit par PCR assemblage ct cloné
dans ce vecteur aux sites EcoRl -BamHi .

pGEM®-T Eosy: :intl2 Le géne intf2 a été cloné de son codon start A son codon Laboratoire Tra', Mob”
stop dans le vecteur pGREM oy Eqasy (Promega). EA 3175 Amp'

pBADIS: intl3 Le géne intf3 a été cloné de son codon start 4 son codon Dr Didier Mazel Tra', Mob’
stop dans le vecteur pBADIS . {Iastitut Pasteur) Amp’

Tableau 4 : Souches bactériennes utilisées lors de la mise au point de la PCR en temps réel.
La cassette catB9 {chloramphénicol acétyltransférase) confére une résistance au chloramphénicol. La cassette
dfirdl5 (dihydrofolate réductase) confére une résistance au triméthoprime. La cassette aad4l (aminoside
acélyhransférase) confére une résistance 4 la streptomycine et 4 la spectinomycine.

* Km, kanamycine. Amp, ampicilline. Tmp, triméthoprime. Sm, streptomycine. Sp, spectinomycine. Sul,
sulfaméthoxazole. Cm, chloramphénicol.

De plus, 19 souches bactériennes de phénotype sauvage, c’est-a-dire présentant
seulement leur phénotype de résistance naturelle aux antibiotiques, ont ¢té sélectionnées au
laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiéne du CHU de Limoges. Ces souches, sang
aucune résistance acquise, et donc a priori dénuées d’intégrons de résistance, ont servi de
témoins négatifs. Ont ainsi été sélectionnées 12 bactéries & Gram négatif (plusieurs espéces
d’entérobactéries :  Fscherichia coli, Salmonella Typhimurium, Klebsiella oxytoca,

Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Morganella morganii, mais
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aussi d’autres bacilles & Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia, Campylobacter coli, Vibrio alginolyticus) et 6 bactéries a
Gram positif (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Clostridium difficile). De plus, une souche
de Vibrio cholerae a été utilisée afin d’évaluer une éventuelle réaction croisée avec le géne
d’intégrase Vehintl présent au sein du superintégron localisé sur le chromosome de cette

bactérie.

2. Souches cliniques

¢ Souches isolées d’hémocultures chez des patients hospitalisés en Réanimation

Aprés dédoublonnage (souche de méme espece et de méme antibiogramme isolée a
plusicurs reprises chez un méme patient), 49 souches de bactéries 2 Gram négatif ont €té
isolées d’hémocultures chez 43 patients hospitalisés dans le service de Réanimation
Polyvalente du CHU de Limoges entre le 1% janvier et le 31 décembre 2006 : 37 souches
appartenaient & la famille des entérobactéries dont plus d’un tiers a ’espéce Escherichia coli,
les 12 autres a des bactéries non fermentantes, majoritairement du genre Pseudomonas

[Tablcau 51.

oo o Nombre de.

Espéces bactériennes .. @ oo el

ot e souches isolées

Escherichia coli 13

Serratia marcescens 4

Proteus mirabilis 3

Enterobacter cloacae 3

Enterobacter aerogenes 2

Klebsiella oxytoca 2

Citrobacter koseri 2 o o s L Nombre de
. Espéces bactériennes - oo s

Morganella morganii 2 oo gotiches 1901ées

Proteus vulgaris 1 Pseudomonas aeruginosa 7

Citrobacter freundii 1 Pseudomonas putida |

Klebsiella preumoniae t Acinetobacter baumannii I

Hafnia alvei i Acinetobacter johnsonii I

Salmonella Typhimuriam t Acinetobacter Iwoffii I

Salmonella Dublin § Stenolrophomonas maltophilia I

Tableau 5 : Souches bactériennes isolées d’hémocultures chez des patients hospitalisés dans le service de
Réanimation Polyvalente du CY¥U de Limoges entre le 1 janvier et Ie 31 décembre 2096.
Le tableau de gauche rassemble les entérobactéries, celui de droite les bacilles & Gram négatif non fermentants,

70



e Souches isolées d hémocultures et de liquides biologiques chez des patients 4 la phase

Aprés dédoublonnage (souche de méme espéce et de méme antibiogramme isolée de
différents sites chez un méme patient), 11 souches de bactéries & Gram négatif ont été isolées
d’hémocultures ou de liquides biologiques prélevés chez 24 patients & la phase aigué d’un
sepsis sévere. Les bactéries isolées comprenaient 9 souches d’entérobactéries (5 Escherichia
coli, 1 Klebsiella oxytoca, 1 Enterobacter aerogenes, | Enterobacter cloacae, 1 Citrobacter

koseri) et 2 souches de Pseudomonas aeruginosa.

B. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

I’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches cliniques a été réalisée 3 1’aide
de I'automate Vitek®2 grice aux cartes AST-NO17 et GN (bioMérieux, Marcy 1’Etoile,
France) ou par la technique de diffusion en milieu gélosé sur milieu Miiller-Hinton 2
{bioMérieux, Marcy I’Etoile, France), selon les recommandations du Comité de

I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) { 164].

C. Prélévements biologiques des patients en sepsis sévére

Entre le 13 juillet 2006 et le 2 mat 2007, pour tout patient admis dans le service de
Réanimation Polyvalente du CHU de Limoges et répondant & des critéres de sepsis sévére
[165], ont été prélevés le jour de I’admission des flacons d’hémoculture par ponction
périphérique, des tubes secs de sang total sur le méme bras de ponction, et des liquides
biologiques en fonction du lieu suspecté de I’infection (urine, aspiration bronchique, liquide
péritonéal...). Les hémocultures ont été incubdes dans ’automate BacT/ALERT® 3D
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) ; celles positives ont été analysées dans le cadre de
Pactivité de routine du laboratoire. Aprés centrifugation des tubes de sang total, les sérums
ont ét¢ conservés a -80°C jusqu’ad extraction de ’ADN. Les liquides biologiques ont été
divisés en deux parties : une partie a été congelée a -80°C jusqu’a extraction de PADN,

’autre a ét€ ensemencée et analysée dans le cadre de ’activité de routine du laboratoire.
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D. Extraction de FADN

1. Souches bactériennes

Les ADN génomiques ont été extraits par la méthode dite d’ébullition ou boiling : une
suspension dense de colonies bactériennes, équivalente a 3 McFatland, a €té réalisée dans
400 pL d’eau distillée. Aprés homogénéisation, le milieu a été mis a bouillir 20 minutes puis

centrifugé 5 minutes 4 12 000 g. Les essais ont été réalisés a partir de 5 pL du surnageant.

2. Plasmides

L’extraction des ADN plasmidiques a été réalisée & I'aide du kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification system (Promega, Charbonni¢res les bains, France) selon les

recommandations du fabricant.

3. Liquides biologiques

Les ADN des 24 sérums de patients en phase aigué de sepsis sévere et des 34 liquides
biologiques correspondants collectés ont été extraits 3 1aide du kit QlAamp® DNA Mini kit
(Qiagen, Courtabceuf, France). Ils ont été soumis 4 la réaction de PCR en temps réel multiplex

a raison de 5 pL d’extrait.

E. Préparation des gammes de plasmides témoins

Les plasmides pSU38Atot-lucZ: intl-catB91, pGEM®-T Easy::intl2 et pBAD :::ini3
ont servi de gamme pour la quantification respective des génes intl], intl2 et intI3. Les ADN
plasmidiques extraits aprés culture sur la nuit dans un bouillon cceur-cervelle ont été dosés par

spectrophotométrie 4 la longueur d’onde de 260 nm.
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Le nombre de copies de plasmides par microlitre a été estimé en utilisant la formule

suivante :

6,023.10% (copies.mol™) x concentration ADN plasmidique (g.uL™")

Poids moléculaire du plasmide (g.mol™)

Une dilution adéquate a été réalisée de fagon a obtenir une concentration en ADN
cible de 10° copies par 5 pL. Cette concentration a été aliquotée, puis conservée a la
température de -80°C. Par la suite, des dilutions successives de chaque plasmide extrait ont
été préparées extemporanément & partir d’un aliquot 4 10° copies, afin de générer une gamme

d’étalonnage allant de 10%a 10" copies d’ADN cible par 5 pL.

F. Choix des amorces et des sondes

Les amorces et sondes utilisées dans le cadre de la PCR quantitative ont été dessinées

a I’aide du logiciel Primer 3 (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi , juin

2006). Leur conception a été faite selon plusieurs critéres, certains liés aux génes cibles,

d’autres aux amorces et sondes elles-mémes.

1. Critéres liés aux génes

Concernant le géne int/] tout d’abord, plus d’une centaine de séquences publiées ont
ét¢ comparées a I’aide d’un logiciel informatique d’alignements multiples, ClustalW,

disponible sur Internet (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html, juin  2006).

L’objectif €tait de positionner les amorces et les sondes dans les zones du géne les plus
conservées afin de détecter la totalité des variants du géne.
Malgré un nombre de descriptions et donc de séquences analysées moindre, la méme

procédure a été réalisée pour les génes intl2 et intl3.
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2. Critéres liés aux amorces

Les amorces utilisées ont été dessinées de fagon a ce qu’elles possédent toutes un Tin
plus ou moins équivalent, situé aux alentours de 60°C. Ce choix de Tm comparable enire
toutes les amorces était la condition sine qua non de la mise au point d’une PCR multiplex.
Un autre critére majeur a ¢ét¢ de limiter au maximum Uhybridation d’une amorce non
seulement avec elle-méme et avec !’amorce du méme couple, mais aussi avec les autres
amorces et sondes utilisées pour I’amplification des autres génes. De plus, les amorces ont été
choisies de facon 2 éviter au maximum une hybridation non spécifique sur un autre site du
geéne et sur ’un ou les deux autres génes d’intégrases.

La taille des amorces a été fixée entre 18 et 25 nucléotides, avec un GC % entre 40 et
60 %. Les couples retenus devaient amplifier des fragments de taille inférieure 4 200 paires de
bases, comme souvent recommandé en PCR temps réel (idéalement, moins de 150 paires de

bases).

3. Critéres liés aux sondes

Le choix des sondes s’est rapidement porté sur les sondes fluorogéniques de type
Taqman®, grice notamment a leur facilité de conception. Chaque sonde a été marquée par un
fluorophore différent : la sonde ciblant intf] par 6-FAM, celle ciblant intI2 par TexasRed et
celle ciblant intl3 par Cy3. En raison du multiplexage, des quenchers de type BHQ® ont été
retenus. Les sondes ont été dessindes de fagon 4 ce qu’elles possédent toutes un Tm situé aux
alentours de 70°C, écart de température avec le Tm des amorces nécessaire 3 une PCR en
temps réel réalisée en chimie Taqman®. A Timage des amorces, les hybridations de la sonde
avec elle-méme et avee les autres sondes et amorces ont été limitées au maximum. Leur taille
a €té fixee entre 20 et 35 nucléotides. Celles possédant une guanine en 5° ont été exclues &
cause de Ueffet guencher de cette base.

Les amorces et sondes utilisées ont ét€ synthétisées par le laboratoire Sigma-Proligo
(St-Quentin, France). Une seule sonde par géne a été synthétisée, différents couples
d’amorces encadrant les sondes ont été retenus. Les séquences des amorces et sondes testées

sont détaillées dans le tableau 6.
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vl Atporces: o i T SR :: Séquerices (537
intf1-LCI GCC TTG ATG TTA CCC GA(J AG
inth1-L.C2 TTC GTG ATGCCTGCT TGT T
intli-L.C3 GCCCTT GAG CGG AAGTAT C
iml1-LC4 TGA TGC CTG CTT GTT CTA CG
iml1-LC5 GAT CGG TCG AAT GCG TGT
intf2-LC1 GGG CAGTGA AGAGGTCAG G
int{2-LC2 TGC TYT TCCCACCCTTACC
intl2-LC3 GAC GGC TACCCT CTGTTATCT C
intf3-LC1 GCC ACCACTTGT TTG AGG A
intl3-LC2 GGA TGT CTG TGC CTG CTT G
i Sondées oo SR -~ Séquences (5230
intll-probe {6- Fam) ATT CCT GGC CGT GGT TCT GGG TTT T (BHQI)
intI2-probe (TexasRed) TGG ATA CTC GCA ACCAAG TTATTT TTA CGC TG (BHQ2)
intl3-probe {Cy3) CGC CAC TCA TTC GCC ACC CA (BHQ2)

Tableau 6 : Ameorces et sondes utilisées lors de 1a mise au point de 1a PCR en temps réel.
BHQ : black hole quencher.

G. Mise au point des PCR simplex

Une fois les amorces et les sondes dessinées, la premidre étape a été de mettre au point
trois PCR en temps réel indépendantes pour la détection de chacune des trois intégrases.
L’ensemble des réactions a été mené sur ’appareil SmartCycler® II (Cepheid®).

Le réactif LightCycler FastStart® DNA Master Hybrization Probes (Roche, Meylan,
France) a éié employé pour ’ensemble des essais de PCR en temps réel. Chaque réaction de
PCR simplex contenait 5 pL de la matrice a tester (plusieurs points de gamme, de 107 & 10
copies dans 5 uL), 2 pL de MgCly 25 mM (soit une concentration finale de 3 mM), 5
picomoles de sonde marquée (soit une concentration finale de 0,2 uM), 10 picomoles
d’amorces (soit une concentration finale de 0,4 uM), 2,5 pl. de FastStart® {tampon 10X,
dNTP et polymérase) puis de 1’eau pour un volume final de 25 pl. Les conditions
d’amplification étaient de 10 minutes 4 95°C (activation de la polymérase), suivies de 50
cycles de 30 secondes a 95°C, puis 1 minute 4 60°C. La fluorescence a été mesurée dans le
canal correspondant au fluorophore employé, 4 la fin de chaque étape d’élongation. Le seuil
de fluorescence a été arbitrairement fix¢ & 30 unités de fluorescence pour FAM, 10 pour
TexasRed, et 10 pour Cy3.

Plusieurs couples d’amorces encadrant la sonde intl/-probe ont été testés : int/I-LCI +
intl1-LC2 (287 pb), intll-LC1 + intl[-LC4 (283 pb), intl[-LC] + intl1-LC5 (196 pb), intli-
LC3 + indl[-LC2 (173 pb), intll-LC3 + intl1-LC4 (169 pb), intl1-LC3 + intl1-LCS (82 pb).
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Deux couples d’amorces encadrant la sonde int{2-probe ont ¢ét¢ testés @ intl2-LCI + intl2-
LC2 (356 pb), intI2-LC3 + intl2-LC2 (195 pb). Un seul couple d’amorces a €té utilisé pour
'amplification du géne intl3 : intI3-LCI + intI3-LC2 (138 pb).

1. Essais de sensibilité, choix des amorces

Les couples d’amorces permettant de détecter le plus faible nombre de copies du géne
cible (soit 10 copies) ont été retenus. Afin d’optimiser la réaction, différentes concentrations
en amorces ont été testées (de 0,2 & 0,8 M) pour déterminer les conditions qui donnaient la
meilleure efficacité d’amplification avec les Ct les plus précoces. Pour chacune des réactions,
les efficacitds ont été calculées en tenant compte de 6 points de gamme de 10® 4 10° copies et
en excluant du calcul les points 10% et 10!, En effet, ces derniers permettent de connaitre la
sensibilité de la réaction, mais ils sont soumis & des biais de pipetage : le risque pour un point
a 10 copies théorique est de pipeter une fois 10 copies, mais parfois 15 ou au contraire 5

copics. Il n’est donc pas recommandé de les intégrer dans les calculs d’efficacité.

2. Essais de spécificité

Afin de vérifier la spécificité des amorces, les couples retenus pour chacune des PCR
simplex ont été testés sur les deux autres génes, ainsi que sur les souches témoins. Ainsi, fa
PCR simplex ciblant le géne int/] a été évaluée en présence de 10%, 107 et 10° copies du géne
intl2, de ’ADN génomique de la souche Shigella 218h ainsi qu’en présence de 10%, 107, 10°
copies du gene intl3 et de I’ADN génomique de la souche Escherichia coli 3603, Les mémes
essais ont été réalisés pour la PCR simplex intl2 avec les génes intl/ et intl3, ainsi que pour la

PCR simplex inti3 avec les génes intl] et intf2.

3. Essais de reproductibilité

Afin de vérifier la reproductibilit¢ de la réaction, pour chacune des trois PCRs
simplex, huit points de la gamme témoin, de 10% & 10 copies, ont été testés lors de trois
manipulations différentes, dans le but d’établir une moyenne et un écart-type des C, pour

chacun des points testés.
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H. Mise au point de la PCR multiplex

La principale différence par rapport aux PCRs simplex a résidé dans la concentration en
MgCls : celle~ci a di étre augmentée 2 la concentration finale de 6 mM (soit 5 pl. de MgCl,
25 mM). Le programme d’amplification et les concentrations en sondes sont restés identiques
a ceux utilisés en PCR simplex. Les couples d’amorces retenus ont été les suivants : int//-LCI
+ intl1-LCS, intI12-LC2 + intI2-LC3 et int{3-LC1 + intI3-LC2.

Chaque réaction de PCR multiplex contenait 5 pL. de la matrice a tester, 5 pl. de MgCl,
25 mM (soit une concentration finale de 6 mM), 5 picomoles de chacune des trois sondes (soit
une concentration finale de 0,2 uM), 10 picomoles de chacune des six amorces (soit une
concentration finale de 0,4 uM), 2,5 pL de FastStart® (tampon 10X et polymérase) puis de
I’eau pour un volume final de 25 pl.

Les seuils de fluorescence fixés en PCR simplex sont restés identiques, excepté pour le
canal Cy3, o le seuil a été augmenté a 15 unités de fluorescence, et ce en raison d’une
émission de fluorescence parasite du fluorophore FAM dans le canal Cy3 (chevauchement des

spectres [Figure 27], bande passante de P’appareil trop large).

1. Essais de sensibilité et de reproductibilité

L’objectif des travaux était d’avoir une sensibilité maximale dans des conditions de PCR
multiplex, afin de pouvoir détecter de trés faibles concentrations en intégrase int//, intl2 ou
intf3, et ce, quelle que soit la concentration des différents génes présents dans 1’échantillon &

analyser.

Trois types d’essais ont donc €t¢ menés :

* Les gammes ont tout d’abord été testées individuellement, de 10° & 10' copies, sur
trois réactions différentes afin de connaitre la reproductibilité de la réaction et de noter
une €ventuelle amplification non spécifique dans un canal de fluorescence autre que
celui testé.

* Des gammes croisées de deux génes ont été réalisées de fagon 4 ce que pour chaque
point testé du géne numéro | corresponde une gamme de points du géne numéro 2.

Les points 107, 10%, 10° , 10% et 10! ont été ainsi testés, soit une gamme croisée de 25
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points au total. Les points 10, 10° et 10° ont servi & calculer ’efficacité de la réaction,
les points 10% et 10" sa sensibilité. Seuls 5 points par géne ont pu étre testés, en raison
de la capacité d’échantillonnage de 1’appareil SmartCycler®ll, et du volume
réactionne! minimum de 25 pl ; pour ces raisons, il n’était pas possible de réaliser
plus de 27 tests lors de chaque essai. Trois gammes croisces différentes ont été
réalisées chacune deux fois : gammes croisées intl] / intl2, intl2 [ intl3 et intll / intl3.
»  Enfin, la gamme croisée intl] / intl2 citée précédemment a été testée en ajoutant pour
tous les points des concentrations fixes du géne in#l3 10?, 10°, 10%, 10% et 10' copies,

soit un total de 5 essais différents menés seulement une fois.

2. Essais de spécificité

Afin de vérifier la spécificité de la réaction de PCR multiplex, les ADN génomiques
des souches témoins ont ét¢ testés : souches de Shigella 3Sh (intll+), 21 Sh (intI2+), 28Sh
(intl1+, intI2+), et souche Escherichia coli DH50, 3603 (int3+), ainsi que la totalité des 19

souches bactériennes sélectionnées dénuées d’intégron.

I. Analyse statistique' des résultats « intégrons en

microbiologie clinique »

Les analyses statistiques des résultats visant & évaluer un lien entre intégron et résistance
ont été effectudes avec le test exact de Fischer qui peut s’appliquer & de faibles populations.

Les valeurs de p < 0,05 ont été considérées comme significatives ; celles inférieures a
0,01 ont été considérées comme trés significatives.

Flles ont été réalisées & P’aide du logiciel Graphpad Software disponible gratuitement

sur Internet : hitp://Awww.graphpad.com/quickcales/contingeney .ofm. (septembre 2007).
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Résultats
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IV. Résulitats

A. Mise au point de la PCR en temps réel multiplex

1. Mise au point des PCR simplex

Avant de metire au point la PCR multiplex, il a d’abord fallu passer par une étape de
mise au point des PCR simplex afin de retenir les couples d’amorces les plus performants et
dong les plus & méme d’étre candidats & Ja PCR multiplex. Les différents couples d’amorces

disponibles pour chacun des génes ciblés ont donc €té testes.

a. PCR simplex intl1

»  Essais de sensibilité, choix dgs amorces

La premiére étape a été de choisir le couple d’amorces situées de part et d’autre de la
sonde intl1 qui soit le plus efficace et qui donne la meilleure sensibilité d’amplification. Apres
essai de chacun des couples d’amorces disponibles pour "amplification du géne insl, le choix
s’est porté sur le couple intII-LCI + intII-LC5. En effet, cette association a donng les
meilleurs résultats, tant en terme d’efficacité que de sensibilité, tout en donnant les C; les plus
précoces. Les couples intl[-LCI + int] I-LC2, intl]1-LC! + intl1-LC4 et intlI-LC3 + intl{-LC2
ne permettaient pas de descendre la sensibilité de la réaction en dega de 10% copies. Le couple
intl1-LC3 + intl1-L.C4 détectait 10" copies, mais seulement une fois sur deux. Concernant le
couple intlI-LC3 + intlI-LCS5, la réaction d’amplification était trés efficace, et le seuil de
sensibilité 4 10' copies était correctement atteint ; il a néanmoins été écarté en raison de la
forte concentration en amorces (0,8 uM au moins) nécessaire 4 une amplification correcte. Or,
dans le cadre d’une mise au point d’une réaction multiplex, il est recommandé de limiter au
maximum les concentrations en amorces, afin d’éviter des phénoménes de compétition.

[’essai visant & déterminer la concentration optimale en amorces n’a pas montré de
différence significative. 11 a donc ét¢ décidé de maintenir la concentration finale en amorces
intl1-LCl et intl1-LC5 2 0,4 pM.
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Essais de spécificité

% . ;s Lo ‘ . , 7 . A
Aucune amplification aspécifique n’a été détectée en présence de 10%, 107, ni méme

10® copies des génes intl2 ou intl3, pas plus qu’en présence de I’ADN génomique des souches
Shigella 21Sh (intl2 +) et Escherichia coli 3603 (intl3 +).

Essais de reproductibilité

La figure 33 illustre le type de courbes obtenues a I’issue d’une PCR simplex int/1.
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Figure 33 : PCR simplex intl1. Gamme 10° 4 10" copies.

Chaque courbe colorée représente I’amplification d’un point de la gamme pSU38Atot-lacZ::intll.
L’amplification est assurée du point 10® copies (C,= 15,12) au point 10" copies (C, = 39,08). La courbe bleu
clair représente le témoin négatif (eau). Le seuil de fluorescence a été fixé 4 30 unités de fluorescence.

11 est & noter que la fluorescence émise par le fluorophore FAM émettait un signal non

spécifique dans le canal Cy3 au-dela du seuil (fixé a 10), alors méme que la sonde Cy3 n’était

pas présente [Figure 34].
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Figure 34 : Fluorescence de FAM dans le canal Cy3.

Ces courbes représentent la fluorescence parasite de la sonde
intll marquée par le fluorophore FAM, dans le canal Cy3.
L’expérimentation a pourtant été menée avec la seule sonde
intll présente. Cette fluorescence parasite a nécessité
d’augmenter le scuil de fluorescence de Cy3 a 15 unités de
fluorescence dans le cas d’essais menés en PCR multiplex.
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Les résultats des trois essais de PCR simplex int/] sont résumés dans le tableau 7. La
figure 35 représente la droite C; = f(log[int/1]). Elle a été tracée aprés calcul de la moyenne

des C; des trois essais effectués.

PCR simplex intl1
Gamme (copies) Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

1,00E+08 15,12 15,16 14,72 15,00 0,24
1,00E+07 18,59 18,64 18,27 18,50 0,20
1,00E+06 21,58 21,28 20,69 21,18 0,45
1,00E+05 2547 25,16 25,37 25,33 0,16
1,00E+04 28,65 28,71 28,19 28,52 0,28
1,00E+03 31,63 31,62 31,38 31,54 0,14
1,00E+02 35,02 35,19 34,53 34,91 0,34
1,00E+01 39,08 39,38 38,80 39,09 0,29

Pente -3,332 -3,325 -3,364 -3,340

Ordonnée a l'origine 41,83 41,72 41,61 41,72

Efficacité 100% 100% 98% 99%

R? 0,9988 0,9980 0,9953 0,9979

Tableau 7 : PCR simplex intl1. C, obtenus lors des essais 1, 2 et 3.

Pour chaque essai mené, la pente de la droite C, = f(log[intl1]), efficacité, I’ordonnée 4 I’origine et le
coefficient de corrélation ont été calculés en prenant en compte les points 10® 4 10° copies. L’efficacité moyenne
de la réaction (fond jaune) a été calculée & partir des C, moyens correspondants aux points 10° a 10° copies.

PCR simplex int/1 E
Ct = f (log[int!1])
45,00
::'z e y =-3,3405x + 41,719
3 RZ= I
30,00 | G agl PRI
25,00 \ A )
: LR B i, O, Figure 35 : PCR simplex. C,=f (log[intI1])
T rigure 5o ¢ p 4
15,00 — — = | Cette courbe a été tracée en tenant compte de
10,00 e la moyenne des C, obtenus au cours des trois
5,00 e ; expérimentations. L’équation de la droite
0.00 " ' ) " | tient compte des points 10* 4 10* copies. Les
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 . ) 5 . PR S
ol points 10" et 10° copies ont été rajoutés en
L - - o bleu sur la courbe.

La PCR simplex int/l a montré une trés bonne reproductibilité, les écarts-types des
différents points ne dépassant pas la valeur de 0,5, y compris avec les faibles nombres de
copies. L’efficacité de I’amplification est optimale 4 chacun des essais, elle est en moyenne de

99 %.
Il s’agit donc d’une PCR reproductible, sensible, et spécifique du géne intl1. La

réaction a été validée pour une gamme de concentrations allant de 10® 2 10" copies du

gene intl1 pour 5 pL. d’échantillon.
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b. PCR simplex intl2

= Essais de sensibilité, choix des amorces

Avec le couple intl2-LC1 + intI2-LC2, il a été impossible d’abaisser le seuil de
sensibilité en dega 10* copies, et ce malgré de nombreux essais: modification de la
concentration en amorces, températures d’élongation allongées... A I'inverse, de trés bons
résultats ont été obtenus avec le couple intI2-LC2 + intI2-LC3, aussi bien en terme de
sensibilité (10" copies), que de reproductibilité. Ce couple a donc été retenu.

L’essai visant & déterminer la concentration optimale en amorces n’a pas montré de
différence significative pour des concentrations allant de 0,2 4 0,8 pM. Il a donc été décidé de

maintenir la concentration finale en amorces int/2-LC2 et intl2-LC3 a 0,4 pM.

= Essais de spécificité

Aucune amplification aspécifique n’a été retrouvée en présence de 10%, 107, ni méme

108 copies des génes intll ou intl3, pas plus qu’en présence de I’ADN génomique des souches

Shigella 3Sh (intl1 +) et Escherichia coli 3603 (intl3 +).

=  Essais de reproductibilité

La figure 36 illustre le type de courbes obtenues a 1’issue d’une PCR simplex inti2.
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o / ” —t _
v y ; o,
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ol - A13 [l ini2 1074 27.23
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Figure 36 : PCR simplex intI2. Gamme 10° 2 10" copies.

Chaque courbe colorée représente I’amplification d’un point de la gamme pGEM®-T Easy::intl2.
L’amplification est assurée du point 10* copies (C, = 13,67) au point 10" copies (C, = 37,19). La courbe bleu
turquoise représente le témoin négatif (eau). Le seuil de fluorescence a été fixé & 10 unités de fluorescence.
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Les résultats des trois essais de PCR simplex int/2 sont résumés dans le tableau 8. La
figure 37 représente la droite C, = f(log[int/2]). Elle a été tracée aprés calcul de la moyenne

des C, des trois essais effectués.

PCR simplex intl2
Gamme (copies) Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

1,00E+08 14,29 14,12 13,67 14,03 0,32
1,%+07 17,79 17,31 17,32 17,47 0,27
1,00E+06 21,05 20,45 20,60 20,70 0,31
1,00E+05 24,88 24,15 24,30 24,44 0,39
1,00E+04 28,17 27,58 27,23 27,66 0,48
1,00E+03 31,39 30,51 30,27 30,72 0,59
1,00E+02 35,29 33,96 34,38 34,54 0,68
1,00E+01 37,35 38,85 37,19 37,80 0,92

Pente -3,442 -3,327 -3,327 -3,365

Ordonnée a 'origine 41,86 40,65 40,53 41,01

Efficacité 95% 100% 100% 98%

R® 0,9995 0,9991 0,9984 0,9993

Tableau 8 : PCR simplex intI2. C, obtenus lors des essais 1, 2 et 3.

Pour chaque essai mené, la pente de la droite C; = f(log[intI2]), Iefficacité, I’ordonnée a Dorigine et le
coefficient de corrélation ont été calculés en prenant en compte les points 10° a 10° copies. L’efficacité moyenne
de la réaction (fond jaune) a été calculée a partir des C, moyens correspondants aux points 10° & 10° copies.

PCR simplex intl2
Ct = f (log[intl2])
45,00
40,00
35,00
30,00 F
25,00 et
8 ool Figure 37 : PCR simplex. C,= f (log[int12])
15,00 Lo bR Cette courbe a été tracée en tenant compte de
10,00 {Et SUSRAPICeb : la moyenne des C, obtenus au cours des trois
500 |- S expérimentations. L’équation de la droite
000 : —— - . | tient compte des points 10® 4 10° copies. Les
e vz s e s 8T 8 % points 10" et 10° copies ont été rajoutés en
e bleu sur la courbe.

La PCR simplex int/2 a montré une trés bonne reproductibilité, les écarts-types des
différents points restants inférieurs 4 0,6 pour les points 10% & 10°. A noter, malgré des chiffres
tout & fait acceptables, une dispersion d’autant plus importante que le nombre de copies du
géne intl2 diminue. L’efficacité de 1’amplification est trés bonne a chacun des essais ; en

moyenne, elle est de 98 %.

Il s’agit donc d’une PCR reproductible, sensible, et spécifique du géne intl2. La
réaction a été validée pour une gamme de concentrations allant de 10® a2 10" copies du

géne intl2 pour 5 pL. d’échantillon.
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c. PCR simplex intl3

m  Fgsais de sensibilité, choix des amorces

D’emblée, le couple intI3-LCI + intI3-LC2 a donné des résultats intéressants. 1l n’a
donc pas ét¢ jugé nécessaire de tester d’autres couples d’amorces.

L’essai visant & déterminer la concentration optimale en amorces n’a pas montré de
différence significative pour des concentrations allant de 0,2 4 0,8 pM. Il a donc été décidé de

maintenir la concentration finale en amorces int/3-LC1 et intI3-LC2 4 0,4 pM.

= Essais de spécificité
Aucune amplification aspécifique n’a été observée en présence de 10%, 107, ni méme

10% copies des geénes intl] ou intl2, pas plus qu’en présence de I’ADN génomique des souches
Shigella 3Sh (intl1 +) et Shigella 21 Sh (intl2 +).

= Essais de reproductibilité

La figure 38 illustre le type de courbes obtenues a I’issue d’une PCR simplex int/3.
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Figure 38 : PCR simplex intI3. Gamme 10° 4 10' copies.

Chaque courbe colorée représente I’amplification d’un point de la gamme pBAD::intI3. L’amplification est
assurée du point 108 copies (C, = 16,61) au point 10? copies (C, = 37,42). La courbe rose représente le témoin
négatif (eau). Le seuil de fluorescence a été fixé a 10 unités de fluorescence.
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Les résultats des trois essais de PCR simplex intI3 sont résumés dans le tableau 9. La
figure 39 représente la droite C, = f(log[intI3]). Elle a été tracée apres calcul de la moyenne

des C; des trois essais effectués.

PCR simplex intl3
Gamme (copies) Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

1,00E+08 16,61 16,53 16,35 16,50 0,13
1,00E+07 20,05 19,34 19,61 19,67 0,36
1,00E+06 23,16 22,59 22,81 22,85 0,29
1,00E+05 26,76 26,66 26,35 26,59 0,21
1,00E+04 30,09 29,57 29,86 29,84 0,26
1,00E+03 33,20 32,99 31,54 32,58 0,90
1,00E+02 37,42 37,94 36,80 37,39 0,57
1,00E+01 40,03 38,02 39,67 39,24 1,07

Pente -3,333 -3,345 -3,150 -3,276

Ordonnée a l'origine 43,31 43,01 41,74 42,69

Efficacité 100% 99% 108% 102%

R? 0,9997 0,9979 0,9928 0,9986

Tableau 9 : PCR simplex intI3. C, obtenus lors des essais 1, 2 et 3.

Pour chaque essai mené, la pente de la droite C, = f(log[int3]), Iefficacité, 'ordonnée & Dorigine et le
coefficient de corrélation ont été calculés en prenant en compte les points 10® a 10° copies. L’efficacité moyenne
de la réaction (fond jaune) a été calculée a partir des C, moyens correspondants aux points 10° & 10° copies.

PCR simplex intl3
Ct = f (log[intI3])
45,00
:22 e i y=-32759x +42,688
. \\ R?=0,9986
5 K, U] Figure 39 : PCR simplex. C,= f (log[intI3])
20.00 15 ®=___ | Cette courbe a été tracée en tenant compte de
1509 la moyenne des C; obtenus au cours des trois
10,00 Y . ’ : :
o o expérimentations. L’équation de la droite
0.0 e, . : ‘ : i : | tient compte des points 10° & 10° copies. Les
o 1 2 3 4 s & 7 8 9 points 10" et 10° copies ont été rajoutés en
log [inti3] bleu sur la courbe.

La PCR simplex intI3 a montré une trés bonne reproductibilité, les écarts-types des
différents points restants inférieurs a 0,4 pour les points 108 a 10*. L’efficacité de

I’amplification est optimale a chacun des essais, elle est en moyenne aux alentours de 100 %.
Il s’agit donc d’une PCR reproductible, sensible, et spécifique du géne intl3. La

réaction a été validée pour une gamme de concentrations allant de 10% 2 10" copies du

gene intl3 pour 5 pL. d’échantillon.
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2. Mise au point de la PCR multiplex
a. Essais de sensibilité et de reproductibilité
= Gammes seules

o Gamme intll seule

La figure 40 illustre le type de courbes obtenues a I’issue d’une PCR friplex du geéne

intll.
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Figure 40 : PCR triplex. Gamme intII 10° 2 10" copies.

Chaque courbe colorée représente I’amplification d’un point de la gamme pSU38Atot-lacZ::intll.
L’amplification est assurée du point 10® copies (C, = 15,58) au point 10" copies (C, = 38,18). La courbe noire
représente le témoin négatif (eau). Le seuil de fluorescence a été fixé a 30 unités de fluorescence.

Les deux autres tracés représentent les canaux de lecture des sondes intl2 (TexasRed) et int/3 (Cy3) : aucune
fluorescence n’a été constatée dans ces canaux.

Dans les conditions de PCR triplex, I’amplification de tous les points de la gamme
intll, de 10® a 10' copies, s’opére et n’est en fait que peu affectée par la présence
supplémentaire de deux couples d’amorces et de deux sondes. Aucun signal de fluorescence
n’est émis dans les canaux des sondes intl2 (TexasRed) et int/3 (Cy3), preuve de I’absence de

réactions croisées de ces derniéres avec I’amplification du géne int/1.

Les résultats des trois essais de PCR triplex avec la gamme in#// sont résumés dans le
tableau 10. La figure 41 représente la droite C; = f(log[int/1]). Elle a été tracée aprés calcul de

la moyenne des C; des trois essais effectués.
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Tableau 10 : PCR triplex intl1. C, obtenus lors des essais 1, 2 et 3.
Pour chaque essai mené, la pente de la droite C, = f(log[intI1]), I'efficacité, I"ordonnée & Dorigine et le
coefficient de corrélation ont été calculés en prenant en compte les points 10° & 10° copies. L’efficacité moyenne
de la réaction (fond jaune) a été calculée a partir des C, moyens correspondants aux points 10° & 10° copies.

45,00
40,00

PCR triplex - Gamme intl1

Ct = f (log[int!1])

35,00

y =-34532¢ +42771

RE=0,999

30,00
25,00

20,00 +
15,00

10,00

5,00

0,00

Les résultats montrent une trés bonne reproductibilité des valeurs de C, avec, qui plus

est, une efficacité moyenne de 95 %. Les Ct sont a peine décalés par rapport a ceux obtenus

3 4 5 6
log [intl1]

PCR Triplex
Gamme intl1 (copies) Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

1,00E+08 15,11 15,58 14,92 15,20 0,34
1,00E+07 18,80 19,13 18,10 18,68 0,53
1,00E+06 22,19 22,17 20,97 21,78 0,70
1,00E+05 25,11 26,92 24,35 25,46 1,32
1,00E+04 29,24 29,51 29,06 29,27 0,23
1,00E+03 32,61 32,10 32,14 32,28 0,28
1,00E+02 36,15 34,34 36,62 35,70 1,20
1,00E+01 39,12 38,18 38,94 38,75 0,50

Pente -3,478 -3,385 -3,496 -3,453

[Ordonnée a l'origine 42,97 42,85 42,48 42,77

Efficacité 94% 97% 93% 95%

R? 0,9986 0,9923 0,9943 0,9990

Figure 41 : PCR triplex. C;= f (log[intI1])

Cette courbe a été tracée en tenant compte de
la moyenne des C, obtenus au cours des trois
expérimentations. L’équation de la droite
tient compte des points 10% 4 10° copies. Les
points 10" et 10* copies ont été rajoutés en
bleu sur la courbe.

pour des points identiques en condition de PCR simplex.

Lorsque le géne intll est seul présent dans un mélange réactionnel, il est donc

possible dans des conditions de PCR multiplex, de détecter de fagon reproductible,

. 1 . r oqer . .
jusqu’a 10" copies de ce géne, sans que les amorces et sondes dédiées aux amplifications

des génes intl2 et intlI3 ne perturbent I’efficacité de la réaction.
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o Gamme intl2 seule

La figure 42 illustre le type de courbes obtenues a I’issue d’une PCR triplex du géne

intl2.
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Figure 42 : PCR triplex. Gamme intI2 10° 2 10" copies.

Chaque courbe colorée représente I’amplification d’un point de la gamme pGEM®-T Easy::intl2. 1.’ amplification
est assurée du point 10® copies (C,= 13,81) au point 10" copies (C, = 38,83). La courbe gris-foncé représente le
témoin négatif (eau). Le seuil de fluorescence a été fixé a 10 unités de fluorescence.

Les deux autres tracés représentent les canaux de lecture des sondes intll (FAM) et intI3 (Cy3): aucune
fluorescence n’a été constatée dans ces canaux.

Dans les conditions de PCR triplex, I’amplification de tous les points de la gamme
int12, de 10® 2 10" copies, s’opére et n’est en fait que peu affectée par la présence des autres
couples d’amorces et de sondes. Aucun signal de fluorescence n’est émis dans les canaux des
sondes intll (FAM) et intl3 (Cy3), preuve de I’absence de réactions croisées de ces dernicres

avec I’amplification du géne int/2.

Les résultats des trois essais de PCR triplex avec la gamme int/2 sont résumés dans le
tableau 11. La figure 43 représente la droite C, = f(log[int/2]). Elle a ¢té tracée apres calcul de

la moyenne des C des trois essais effectués.
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Tableau 11 : PCR triplex intI2. C, obtenus lors des essais 1, 2 et 3.

Pour chaque essai mené, la pente de la droite C

coefficient de corrélation ont été calculés en prenant en compte

de la réaction (fond jaune) a été calculée a partir des C, moyens correspondants aux points

PCR Triplex
Gamme intl2 (copies) Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

1,00E+08 13,11 13,81 13,38 13,43 0,35
1,00E+07 17,36 17,50 16,99 17,28 0,26
1,00E+06 20,49 20,51 19,98 20,33 0,30
1,00E+05 24,11 24,51 23,47 24,03 0,52
1,00E+04 27,77 27,60 26,63 27,33 0,62
1,00E+03 30,37 30,14 29,97 30,16 0,20
1,00E+02 34,64 34,44 33,49 34,19 0,61
1,00E+01 37,26 37,83 37.57 37,55 0,29

Pente -3,461 -3,313 -3,296 -3,357

Ordonnée a l'origine 41,24 40,57 39,86 40,56

Efficacité 94% 100% 101% 99%

R? 0,9966 0,9964 0,9996 0,9983

= f(log[intI2]), I’efficacité, 'ordonnée & Iorigine et le
les points 10° & 10* copies. L’efficacité moyenne
10% & 10° copies.

PCR triplex - Gamme int/2
Ct = f (log[int!2] )
45,00
000
35,00 |—— "L_‘Tqﬁisg;;g?’w”" .
30,00 {— = — -

- 25‘00 B B — —

9 o0 f | Figure 43 : PCR triplex. C;= f (log[intI2])
1500 - Cette courbe a été tracée en tenant compte de
10,00 I = : 2 = la moyenne des C, obtenus au cours des trois

500 e T e I - | expérimentations. L’équation de la droite
°'°°'€; ; 5 4 : & i : g " tiept com]l)te deszpoint:s 10* a ]()3 copies: Les
— points 10" et 10° copies ont ét¢ rajoulCs en

| bleusur la courbe.

Les résultats montrent une trés bonne reproductibilité des valeurs de C; avec, qui plus
est, une efficacité moyenne de 99%. Les C, sont & peine décalés par rapport & ceux obtenus

pour des points identiques en condition de PCR simplex.

Lorsque le géne intI2 est seul présent dans un mélange réactionnel, il est donc
possible dans des conditions de PCR multiplex, de détecter de facon reproductible,
jusqu’a 10' copies de ce géne, sans que les amorces et sondes dédiées aux amplifications

des génes intI1 et intI3 ne perturbent I’efficacité de la réaction.
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o Gamme intl3 seule

La figure 44 illustre le type de courbes obtenues a I’issue d’une PCR triplex du géne

intl3.
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Figure 44 : PCR triplex. Gamme intI3 10° 2 10" copies.

Chaque courbe colorée représente I’amplification d’un point de la gamme pBAD::intl3. L’amplification est
assurée du point 10% copies (C,= 18,12) au point 10? copies (C, = 36,80). La courbe noire représente le témoin
négatif (eau). Le seuil de fluorescence a été fixé a 15.

Les deux autres tracés représentent les canaux de lecture des sondes intl] (FAM) et intl2 (TexasRed) : aucune
fluorescence n’a été constatée dans ces canaux.

Dans les conditions de PCR triplex, ’amplification des points de la gamme intl3
s’opére de 10% 4 10* copies. Aucun des essais menés n’a permis de détecter le point 10"
copies. Dans des conditions de PCR triplex, la sensibilité de la réaction vis-a-vis du gene
intl3, lorsque celui-ci est seul présent, est moindre ; elle se limite & la détection de 10° copies.
Néanmoins, outre une amplification visiblement moins bonne, il ne faut pas oublier que le
seuil du canal Cy3 a été relevé a 15 unités de fluorescence dans les conditions triplex en
raison de I’émission parasite de FAM dans ce canal. Il en découle une meilleure spécificité,
mais en contrepartie une sensibilité moindre et des C, allongés.

Cependant, aucun signal de fluorescence n’est émis dans les canaux des sondes intl/
(FAM) et intI2 (TexasRed), preuve de I’absence de croisement de ces dernicres avec
I’amplification du géne intl3.

Les résultats des trois essais de PCR triplex avec la gamme int/3 sont résumés dans le
tableau 12. La figure 45 représente la droite C; = f(log[intI3]). Elle a été tracée aprés calcul de

la moyenne des C; des trois essais effectués.
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PCR Triplex
Gamme int/3 (copies) Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

1,00E+08 18,64 18,12 17,85 18,20 0,40
1,00E+07 19,88 20,80 20,19 20,29 0,47
1,00E+06 23,62 24,34 23,62 23,86 0,42
1,00E+05 [NBO0A 28,26 27,63 27,95 0,45
1,00E+04 30,77 31,92 31,43 31,37 0,58
1,00E+03 34,16 33,82 33,19 33,72 0,49
1,00E+02 38,97 36,80 36,60 37,46 1,31

i 1,00E+01 - - - - -

Pente -3,258 -3,308 -3,269 -3,284

|Ordonnée a l'origine 43,66 44,40 43,63 43,96

Efficacité 103% 101% 102% 102%

R? 0,9872 0,9926 0,9900 0,9921

Tableau 11 : PCR triplex intI3. C; obtenus lors des essais 1, 2 et 3.

Pour chaque essai mené, la pente de la droite C, = f(log[in#I3]), Uefficacité, Iordonnée a I’origine et le
coefficient de corrélation ont été calculés en prenant en compte les points 10% a 10° copies. L efficacité moyenne
de la réaction (fond jaune) a été calculée a partir des C, moyens correspondants aux points 10% a 10° copies. Le C,
du point 10° de I’essai 1 n’a pas été pris en compte dans les calculs.

PCR triplex - Gamme intl3
Ct = f (log[int/3])

45,00
40,00

S e LG y =-3,2839x +43.96

2 R2=0,9921
30,00 ,Ww“m-.ﬁv(-ﬂ. AeEhRieca AN oL
25,00
85 \T" Figure 45 : PCR triplex. C,= f (log[intI3])

15,00 - Cette courbe a été tracée en tenant compte de
10,00 {— la moyenne des C, obtenus au cours des trois
500 expérimentations. L’équation de la droite
0,00 1

tient compte des points 10% & 10° copies. Le
point 107 copies a été rajouté en bleu sur la
courbe.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
log [inti3]

Malgré une sensibilité de « seulement » 10 copies, les résultats montrent une trés
bonne reproductibilité des valeurs de C, et I’efficacité moyenne de la réaction reste proche de
100 %. Les C; sont trés décalés par rapport & ceux obtenus pour des points identiques en

condition de PCR simplex, notamment en raison du seuil de Cy3 rehaussé.

Lorsque le géne intI3 est seul présent dans un mélange réactionnel, il est donc
possible dans des conditions de PCR multiplex, de détecter de fagon reproductible
jusqu’a 10 copies de ce géne, sans que les amorces et les sondes dédiées aux

amplifications des génes intl! et intlI2 ne perturbent P’efficacité de la réaction.
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= Gammes croisées de deux genes

o Gamme croisée intll / intl2

Les résultats de la moyenne des C; obtenus a I’issue des deux essais sont représentés

dans les tableaux 13A et 13B.

intl2
Moyenne des C; des 2 essais| 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 18,71 18,64 19,00 18,83 18,84 0,14
o 1,00E+05 25,85 25,15 25,26 25,77 25,61 0,31
% 1,00E+03 33,20 32,90 32,40 32,38 32,93 0,36
i 1,00E+02 36,65 35,21 36,95 37,25 37,10 0,83
1,00E+01 39,15 40,00 - BEY T BT ] 0,54
Pente -3,623 -3,566 -3,351 -3,389 -3,524
Ordonnée a l'origine 44,03 43,39 42,31 42,60 43,41
Efficacité 89% 91% 99% 97% 92%
A. [R? 0,9999 0,9975 0,9985 0,9998 0,9995
intl1
Moyenne des C, des 2 essais| 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 16,96 17,25 17,22 17,22 17,31 0,13
& 1,00E+05 24,29 24,03 24,35 23,89 24,16 0,19
'g 1,00E+03 31,10 30,78 31,15 31,21 31,03 0,17
i 1,00E+02 35,17 34,81 34,28 34,25 34,93 0,41
1,00E+01 38,53 39,01 38,79 38,91 40,12 0,61
Pente -3,535 -3,384 -3,484 -3,499 -3,430
Ordonnée a l'origine 41,79 40,94 41,66 41,60 41,31
Efficacité 92% 97% 94% 93% 96%
B. |R? 0,9995 1,0000 0,9998 0,9993 1,0000

Tableau 13 : PCR triplex. Gammes croisées intll + intI2. Moyenne des C, obtenus lors des essais 1 et 2.

A. Ce tableau représente la moyenne des C, obtenus pour I’amplification des points 107, 10°, 10°, 10%et 10"
de la gamme intl] (fond bleu) en fonction des concentrations en géne int/2 (fond saumon). Les valeurs
surlignées en bleu foncé correspondent aux points de gamme amplifiés seulement lors de ’un des deux
essais.

B. Ce tableau représente la moyenne des C, obtenus pour I’amplification des points 107, 10°, 10°, 10%et 10"
de la gamme in#/2 (fond saumon) en fonction des concentrations en géne int/1 (fond bleu). Les valeurs
surlignées en orange correspondent aux points de gamme amplifiés seulement lors de 1’un des deux
essais.

L’efficacité de chaque gamme a été calculée & partir des C, des points 107, 10° et 10° copies. Les points 10" et 10°
permettent d’évaluer la sensibilité de la réaction. L’écart-type (fond jaune) permet de montrer la dispersion d’un
méme point de gamme selon la concentration de ’autre géne. Aucun signal de fluorescence parasite n’a été noté
dans le canal Cy3 (sonde intl3).

" Sensibilité intll ;

Quelle que soit la quantité du gene intl2 présente, les points de gamme 10" a 10
copies du geéne int/l sont amplifiés. Par contre, lorsque cette quantité passe a 10" copies, des
difficultés, voire des échecs d’amplification sont observés : en présence de 10° copies d’intl2,
I’amplification d’intl] a échoué par deux fois, elle n’a fonctionné qu’une fois sur deux

lorsqu’intI2 était présent & 10* et 10" copies. Il semble donc que pour ce faible nombre de
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copies d’intl] (102), "amplification du géne soit aléatoire, et ce quelle que soit la quantité
d’intl2 présente. Ces résultats suggérent de positionner le seuil de détection du géne intll a

10° copies lorsqu’une amplification a lieu lors de la méme expérimentation avec le géne intl2.

» Reproductibilité, efficacité intl/ :

Bien que non représentés, les carts-types des mémes points lors des deux essais
mends sont trés faibles, inférieurs & 0,3 pour les points 107, 10° et 10° d’intl1, et ce, quelle que
soit la quantité d’intl2. Pour les points & 10% copies, ils restent inférieurs 4 0,6, Ces données
montrent une trés bonne reproductibilité de la réaction.

Par ailleurs, la quantité d’intI2 présente influe peu sur I’amplification d’intl] : les
écarts-types entre les points ayant les mémes concentrations en intl I, mais des concentrations
variables en in#l2, restent inférieurs a 0,4 pour les points 107, 10° et 10° copies d’intl!.

Globalement, quelle que soit la quantité du géne in#l2 présente, Pefficacité de la

réaction de PCR intl] reste bonne. Seules les fortes concentrations en intl2 (107 et 10° copies)

semblent diminuer I’efficacité de la réaction qui atteint tout de méme une valeur de 90 %.

*  Sensibilit¢ intl2

Le comportement de la PCR inti2 est & 'image de celui observé avec la PCR intl/.
Pour les points 107 & 10? copies d’intl2, aucun échec d’amplification n’apparait ; par contre,
pour le point 10! copies, I’amplification échoue parfois. Il convient donc la aussi de
positionner le seuil de détection du gene intf2 & 10% copies lorsqu’une amplification a lieu lors

de la méme expérimentation avec le géne infll.

*  Reproductibilité, efficacite intl2 |

Comme avec intl], les écarts-types des mémes points lors des deux essais menés sont
trés faibles, inférieurs & 0,3 pour les points 107, 10° et 10° d’intl2, et ce, quelle que soit la
quantité d’int/l. Pour les points a 10? copies, ils sont méme meilleurs comparés & ceux du
géne intll, atteignant au maximum un écart-type de 0,32. Ces données montrent une irés
bonne reproductibilité de la réaction.

Par ailleuts, la quantité d’inzd! présente influe peu sur amplification d’intl2 : les
écarts-types entre les points ayant les mémes concentrations en intl2, mais des concentrations
variables en int{], restent inférieurs & 0,2 pour les points 107, 10° et 10° copies d’int2.

Globalement, quelle que soit la quantité du géne infl] présente, méme 107 copies,

’efficacité de la réaction de PCR inti2 reste trés bonne, toujours supérieure a 92 %.
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En conclusion, si dans un méme milieu réactionnel exempt du géne infI3, les
génes intll et intI2 sont présents, il est possible via la PCR en temps réel multiplex
développée, de détecter jusqu’a 10? copies de ’un ou Pautre des génes, et ce, quelle que
soit la concentration d’un géne par rapport a ’autre. Dans ces conditions, la réaction a
été validée pour une gamme de concentrations en geénes intl1 et intI2 allant de 10% a 10*

copies pour 5 pL d’échantillon.

o Gamme croisée intl2 / inti3

Les résultats de la moyenne des C; obtenus & I’issue des deux essais sont représentés

dans les tableaux 14A et 14B.

intl3
Moyenne des C, des 2 essais 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 17,35 17,48 17,32 17,72 16,98 0,27
& 1,00E+05 24,72 24,73 24,70 24,68 24,36 0,16
% 1,00E+03 31,31 31,51 31,62 31,41 31,72 0,16
5 1,00E+02 35,24 34,59 35,15 34,73 34,49 0,34
1,00E+01 39,91 38,47 40,01 37,64 - -
Pente -3,491 -3,508 -3,575 -3,423 -3,686
Ordonnée a l'origine 41,91 42 11 42,42 41,71 42,78
Efficacité 93% 93% 90% 96% 87%
A. |R? 0,9989 0,9996 0,9996 0,9999 1,0000
intl2
Moyenne des C, des 2 essais 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 21,26 21,50 21,25 21,45 21,37 0,11
s 1,00E+05 27,65 27,75 28,08 27,51 27,35 0,27
"E 1,00E+03 34,70 34,25 34,55 34,48 34,29 0,18
0 1,00E+02 38,80 37,24 37,22 37,07 37,39 0,71
1,00E+01 - - - - -
Pente -3,359 -3,189 -3,325 -3,259 -3,231
|Ordonnee a l'origine 44 66 43,77 44,58 44,11 43,82
Efficacité 98% 106% 100% 103% 104%
B. |R? 0,9992 0,9999 0,9998 0,9984 0,9982

Tableau 14 : PCR triplex. Gammes croisées intl2 + intI3. Moyenne des C, obtenus lors des essais 1 et 2.

A. Ce tableau représente la moyenne des C, obtenus pour I’amplification des points 107, 10°, 10°%, 10%et 10"
de la gamme intI2 (fond saumon) en fonction des concentrations en géne intI3 (fond vert). Les valeurs
surlignées en orange correspondent aux points de gamme amplifiés seulement lors de 1’un des deux
essais.

B. Ce tableau représente la moyenne des C, obtenus pour I’amplification des points 107, 10°, 10°, 10%et 10"
de la gamme intI3 (fond vert) en fonction des concentrations en géne int/2 (fond saumon). Les valeurs
surlignées en vert foncé correspondent aux points de gamme amplifiés seulement lors de 'un des deux
essais.

L efficacité de chaque gamme a été calculée a partir des C, des points 107, 10° et 10° copies. Les points 10 et 10°
permettent d’évaluer la sensibilité de la réaction. L’écart-type (fond jaune) permet de montrer la dispersion d’un
méme point de gamme selon la concentration de I’autre géne. Aucun signal de fluorescence parasite n’a ét¢ noté

dans le canal FAM (sonde intl1).
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= Sensibilite intlZ

Quelle que soit la quantité du géne inff3 présente, les points de gamme 10" & 107
copies du géne int/2 sont amplifiés. Par contre, I’amplification du point 10" copies est
aléatoire, et ce quelle que soit la quantité d’intI3 présente. Ces résultats suggérent de
positionner le seuil de détection du gene int/2 a 10* copies lorsqu’une amplification a lieu lors

de la méme expérimentation avec le gene intl3.

= Reproductibilité, efficacité intl2

Bien que non représentés, les écarts-types des mémes points lors des deux essais
menés sont trés faibles, inférieurs & 0,4 pour les points 107, 10° et 10° Qintl2, et ce, quelle que
soit la quantité d’intl3. Pour les points a 10% copies, ils restent inférieurs a 0,85, Ces données
montrent une trés bonne reproductibilité de la réaction.

Par ailleurs, la quantité d’in#/3 présente influe peu sur I'amplification d’intl2 : les
écarts-types entre les points ayant les mémes concentrations en in#/2, mais des concentrations
variables en int/3, restent inférieurs a 0,3 pour les points 107, 10° et 10° copies d’intl2.

Quelle que soit la quantité du géne int/3 présente, y compris lorsque celui-ci est

présent & de fortes concentrations, I'efficacité de a réaction de PCR int/2 est proche de 90 %.

= Sensibilité intl3

Pour les points 107 & 10° copies d’intl2, aucun échec d’amplification du géne in#3
n’apparait; par confre, pour le point 10' copies, 1’amplification échouc quasi-
systématiquement. Il convient donc de positionner le seuil de détection du géne intl3 a 107

copies lorsqu’une amplification a lieu lors de la méme expérimentation avec le géne intf2.

»  Reproductibilité, efficacité intl3 :

Les écarts-types des mémes points lors des deux essais menés sont trés faibles,
inférieurs & 0,6 pour les points 107, 10° et 10* d’intl3, et ce, quelle que soit la quantité d’int/2.
Pour les points 4 10% copies, la dispersion est plus grande, notamment quand inzl2 est présent
a de fortes concentrations. Ces données montrent une trés bonne reproductibilité de la
réaction.

Par ailleurs, la quantité d’in#l2 présente influe peu sur I'amplification d’inti3 : les
écarts-types entre les points ayant les mémes concentrations en in#/3, mais des concentrations
variables en in#/2, restent inférieurs & 0,3 pour les points 107, 10° et 10° copies d’intI3. Quelle

que soit la quantité du géne intl2 présente, méme 107 copies, ’efficacité de Ia réaction de

PCR inti3 reste trés bonne, aux alentours de 100 %.
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En conclusion, si dans un méme milieu réactionnel exempt du géne intll, les

génes intl2 et intI3 sont présents, il est possible via la PCR en temps réel multiplex

développée, de détecter jusqu’a 10 copies de I’un ou ’autre des génes, et ce, quelle que

soit la concentration d’un géne par rapport a ’autre. Dans ces conditions, la réaction a

été validée pour une gamme de concentrations en génes intl1 et intI2 allant de 10° a 10

copies pour 5 pL. d’échantillon.

o Gamme croisée intll / intl3

Les résultats de la moyenne des C; obtenus a ’issue des deux essais sont représentés

dans les tableaux 15A et 15B.

intl3
Moyenne des C, des 2 essais | 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 18,77 18,57 18,57 18,87 18,43 0,18
o 1,00E+05 25,71 25,70 25,94 26,16 25,562 0,25
E 1,00E+03 32,07 31,67 31,46 31,38 31,46 0,28
R 1,00E+02 36,60 35,99 37,37 35,78 36,04 0,64
1,00E+01 2,32
Pente -3,324 -3,275 -3,223 -3,129 -3,259
Ordonnée a l'origine 42,13 41,69 41,43 41,11 41,43
|Efficacité 100% 102% 104% 109% 103%
A. [Rz 0,9994 0,9974 0,9932 0,9909 0,9974
intl1
Moyenne des C; des 2 essais | 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 20,52 20,78 21,10 20,57 20,66 0,23
& 1,00E+05 25,28 27,99 27,60 27,49 27,49 1,08
E 1,00E+03 34,96 32,86 33,54 33,72 33,96 0,76
= 1,00E+02 - 36,04 35,95 36,90 37,58 0,77
1,00E+01 - - - - - -
Pente -3,609 -3,019 -3,109 -3,288 -3,325
Ordonnée a l'origine 44,96 42,30 42,96 43,69 43,99
Efficacité 89% 114% 110% 101% 100%
B. |R? 0,9626 0,9877 0,9993 0,9991 0,9998

Tableau 15 : PCR triplex. Gammes croisées intll + intI3. Moyenne des C; obtenus lors des essais 1 et 2,

A. Ce tableau représente la valeur des C, obtenus pour I’amplification des points 107, 10°, 10°, 10%et 10" de
la gamme intl! (fond bleu clair) en fonction des concentrations en géne infI3 (fond vert clair). Les
valeurs surlignées en bleu foncé correspondent aux points de gamme amplifiés seulement lors de I’un
des deux essais.

B.

la gamme inti3 (fond vert clair) en fonction des concentrations en géne int/] (fond bleu).
L’efficacité de chaque gamme a été calculée a partir des C, des points 107, 10° et 10° copies. Les points 10" et 10
permettent d’évaluer la sensibilité de la réaction. L’écart-type (fond jaune) permet de montrer la dispersion d’un
méme point de gamme selon la concentration de I’autre géne. Aucun signal de fluorescence parasite n’a été noté
dans le canal TexasRed (sonde intl2).

Ce tableau représente la valeur des C, obtenus pour [’amplification des points 107, 10°, 10°, 10%et 10" de

97



Sensibilit¢ intl]

Quelle que soit la quantité du géne infI3 présente, les points de gamme 107 a 10°
copies du géne intl] sont amplifiés. Par contre, I"amplification des points 10" copies est
aléatoire, et ce quelle que soit la quantité d’int/3 présente. Ces résultats suggérent de
positionner le seuil de détection du géne intil & 10? copies lorsqu’une amplification a lieu lors

de la méme expérimentation avec le géne int3.

»  Reproductibilité, efficacite intl] ;

Les écarts-types des mémes points lors des deux essais menés restent inférieurs a 0,5
pour les points 107, 10° et 10° d’inti2, et ce, quelle que soit la quantité d’int/3. Par conire,
pour les points a 10% copies, ils sont plus importants, parfois supérieur & 1,5. Ces données
montrent une bonne reproductibilité de la réaction pour les points a 107, 10° et 10° copies
d’intl1. En deca, "amplification s effectue, mais avec des variations en C; plus importantes.

Par ailleurs, pour les points 107, 10° et 10° copies d’intl1, la quantité d’intl3 présente
influe peu, les écarts-types entre les points ayant les mémes concenirations en in//, mais des
concentrations variables en intl3, restant inférieurs a 0,3,

Quelle que soit la quantité du géne intl3 présente, y compris lorsque celui-ci est

présent & de fortes concentrations, 1efficacité de la réaction de PCR intl! est trés bonne, aux

alentours de 100 %.

" Sensibilité intl3 ;

Quelle que soit la quantité du géne intli présente, les points de gamme 10" a 10°
copies du geéne intl3 sont amplifiés. Quand le géne infl3 est présent a 10° copies,
’amplification s’effectue, excepté lorsque le géne intl/ est présent a 107 copies. Il convient
donc de positionner le seuil de détection du géne in#/3 a 107 copies lorsqu’une amplification a
lieu lors de la méme expérimentation avec le géne int/l, sauf quand celui-ci est présent &

raison de 107 copies.

" Reproductibilité, efficacite infl3

Les écarts-types des mémes points lors des deux essais menés sont plus élevés que
dans les autres essais de gammes croisées, mais restent tout de méme inférieurs a 0,75 pour
les points 107, 10° et 10° d’inti3, et ce, quelle que soit la quantité d’int/]. Par ailleurs, la
quantité d’intl! présente influe légérement sur 1’amplification de certains points d’intl3 ; ceci

est particuliérement flagrant pour les points int/3 10° et 10° quand int/] est égal & 107, Les
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écarts-types entre les points ayant les mémes concentrations en in#/3, mais des concentrations
variables en intl1, dépassent ainsi la valeur de 1 pour le point 10°. Ces données expliquent une
efficacité d’amplification du géne in#/3 inférieure a 90 % lorsqu’int/] est présent a 107 copies.

Pour le reste, les efficacités restent aux alentours de 100 %.

En conclusion, si dans un méme milieu réactionnel exempt du géne intl2, les
génes intll et intI3 sont présents, il est possible via la PCR en temps réel multiplex
développée, de détecter jusqu’a 10” copies du géne intl1 ; la sensibilité du géne inzl3 est
elle aussi évaluée 2 107 copies, mais elle doit étre rehaussée a 10° copies lorsque le géne

intl1 est présent a raison de 107 copies.

=  Gammes croisées des génes intll et intl2 en présence d’une

quantité fixe du géne intl3

Les tableaux suivants montrent les résultats obtenus lors des essais de gammes

croisées intll / intl2, en présence de concentrations fixes du geéne int/3. Les tableaux 16A a

16E concernent les résultats du gene int/].

intl2
intl3 10* 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 19,76 19,42 19,81 19,55 19,41 0,19
4 1,00E+05 26,05 26,18 26,39 26,32 26,26 0,13
?‘-:- 1,00E+03 32,80 33,45 33,37 33,29 33,13 0,26
T 1,00E+02 36,09 38,92 37,17 37,42 35,60 1,29
1,00E+01 37,51 - - - - -
Pente -3,260 -3,508 -3,390 -3,435 -3,430
[Ordonnée a l'origine 42,50 43,89 43,47 43,56 43,42
Efficacité 103% 93% 97% 95% 96%
A. |R? 0,9996 0,9996 0,9997 0,9999 1,0000
intl2
intl3 1072 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 19,17 19,07 19,09 19,29 19,12 0,09
& 1,00E+05 25,75 26,06 25,97 26,11 26,18 0,17
7'5 1,00E+03 32,50 33,04 33,32 33,14 32,91 0,31
a 1,00E+02 36,87 38,03 36,18 36,67 36,35 0,73
1,00E-+01 39,18 - - - 39,36 -
Pente -3,333 -3,493 -3,558 -3,463 -3,448
[Ordonneée a l'arigine 42 47 43,52 43,91 43,49 43,31
Efficacité 100% 93% 91% 94% 95%
B. [R* 0,9999 1,0000 0,9996 0,9999 0,9998
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intl2
intl3 10°3 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 | Ecart type
1,00E+07 18,59 18,10 18,30 18,40 18,08 0,21
i 1,00E+05 25,07 25,34 25,21 25,39 25,58 0,19
B 1,00E+03 32,09 32,21 32,57 32,48 32,21 0,20
i 1,00E+02 35,24 36,17 36,56 35,60 36,91 0,68
1,00E+01 42,14 39,78 37,38 38,23 39,95 -
Pente -3,375 -3,628 -3,568 -3,520 -3,633
Ordonnée a l'origine 42,13 42,85 43,20 43,02 42,95
Efficacité 98% 92% 91% 92% 92%
c. |r? 0,9995 0,9998 0,9997 1,0000 0,9987
inti2
intl3 1075 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 | Ecart type
1,00E+07 19,15 18,80 18,96 18,84 18,96 0,14
b 1,00E+05 25,64 25,80 25,71 25,84 25,83 0,09
= 1,00E+03 33,11 32,98 33,53 32,86 32,99 0,26
i 1,00E+02 35,87 36,03 35,75 35,80 0,12
1,00E+01 40,84 - - 41,70 42,91 -
Pente -3,490 -3,545 -3,643 -3,505 -3,508
[Ordonnée a l'origine 43,42 43,59 44,28 43,37 43,46
Efficacité 93% 91% 88% 93% 93%
D. [R? 0,9984 0,9999 0,9982 1,0000 0,9999
intli2
intl3 10°7 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 | Ecart type
1,00E+07 18,51 18,38 18,44 18,23 18,18 0,14
o 1,00E+05 25,19 25,41 25,35 25,41 25,71 0,19
3 1,00E+03 33,38 33,10 32,67 32,49 32,74 0,36
ST 1,00E+02 37,74 38,74 37,34 37,67 36,05 0,97
1,00E+01 - - 39,57 - - -
Pente -3,718 -3,680 -3,558 -3,565 -3,640
Ordonnée a l'origine 44,28 44,03 43,27 43,20 43,74
Efficacité 86% 87% 91% 91% 88%
E. [R? 0,9966 0,9993 0,9997 1,0000 0,9996

Tableaux 16 (A 4 E) : PCR triplex. Gammes croisées intlI + intI2, en présence de quantités fixes d’intl3.
Résultats des C, des points de gamme intl1.

Ces tableaux indiquent les C, obtenus lors de I’
géne intl] (fond bleu) en présence d’une gamme du gene imtl2 (1
quantités fixes du géne intI3 (fond vert). Dans le tab

augmente ensuitc a 10%, 10%, 10° et enfin 10 copies (tableaux B a E).

amplification des points de gamme 107, 10°, 10°, 107 et 10" du
07, 10°, 10°, 10% et 10', fond saumon) et de
leau A, la quantité fixe d’intI3 est de 10" copies, elle

L’efficacité de chaque gamme a été calculée a partir des C, des points 107, 10 et 10° copies. Les points 10" et 10°
permettent d’évaluer la sensibilité de la réaction. L’écart-type (fond jaune) permet de montrer la dispersion d’un
méme point de gamme selon la concentration du géne intl2.

NB : Le C, du point surligné en rouge dans le tableau 16D n’a pas ¢té pris en compte dans le calcul de I’écart-

type.

" Sensibilit¢ int/] :

Les points de gamme testés allant de 107 & 10° copies ont tous pu étre amplifiés, quelle
que soit la quantité d’intl2 présente, et ce malgré la présence supplémentaire du geéne intl3.
Pour le point intl] a 10" copies, I’amplification n’est pas systématique. Il convient donc de
fixer la sensibilité du géne intll a 10% copies lorsque les deux autres génes sont présents dans

le milieu réactionnel.
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= Efficacité intll :

La quantité d’intl2 et d’intl3 présente influe peu sur ’amplification des points d’int/1,

les écarts-types entre les points ayant les mémes concentrations en inf/l, mais des

concentrations variables en inf/2 restant inférieurs a 0,4 pour les points 107, 10° et 10° copies

d’int]1.

L’efficacité de la réaction d’amplification du gene int// diminue quelque peu au fur et

a mesure que la quantité d’int/3 augmente, passant en decd de 90 %, lorsque la quantité

d’intI3 est de 107 copies. Les valeurs restent néanmoins tout a fait acceptables pour une

réaction de PCR en temps réel triplex.

Les tableaux 17A & 17E concernent les résultats obtenus avec ’amplification des

points de gamme intl2.

intl
intl3 10M 1,00E+07 | 1,00E+05 | 1,00E+03 | 1,00E+02 | 1,00E+01 | Ecart type
1,00E+07 18,16 17,15 17,10 17,07 17,22 0,46
. 1,00E+05 23,76 24,22 24,20 24,20 24,23 0,20
= 1,00E+03 31,19 31,40 31,66 31,42 31,36 0,17
= 1,00E+02 34,25 34,81 34,72 34,84 34,53 0,24
1,00E+01 38,89 39,92 37,55 40,62 37,76 -
Pente -3,258 -3,563 -3,640 -3,588 -3,535
|Ordonnée a l'origine 40,66 42,07 42 52 4217 41,95
Efficacité 103% 91% 88% 90% 92%
A [R? 0,9935 1,0000 0,9998 1,0000 1,0000
intl1
intl3 1042 1,00E+07 | 1,00E+05 | 1,00E+03 | 1,00E+02 | 1,00E+01 | Ecart type
1,00E+07 16,93 17,08 16,87 16,90 17,12 0,11
o 1,00E+05 23,97 24,22 23,87 23,86 23,81 0,16
= 1,00E+03 31,16 30,79 31,30 31,28 31,06 0,21
= 1,00E+02 34,74 34,43 34,30 35,04 34,44 0,30
1,00E+01 39,32 2 37,75 39,49 40,14 E
Pente -3,558 -3,428 -3,608 -3,5695 -3,485
|Ordonnée & l'origine 41,81 41,17 42,05 41,99 41,42
Efficacite 91% 96% 89% 90% 94%
B. |R® 1,0000 0,9994 0,9997 0,9997 0,9995
intl1 T
intl3 1073 1,00E+07 | 1,00E+05 | 1,00E+03 | 1,00E+02 | 1,00E+01 | Ecart type
1,00E+07 17 44 16,81 16,73 16,54 16,62 0,36
& 1,00E+05 23,50 24,13 23,78 23,74 23,86 0,23
= 1,00E+03 31,32 30,89 31,18 31,26 31,19 0,17
= 1,00E+02 34,06 34,79 34,42 34,71 34,56 0,29
1,00E+01 38,77 36,94 N B 37,50 5
Pente -3,470 -3,520 -3,613 -3,680 -3,643
Ordonnée a l'origine 41,44 41,54 41,96 42,25 4210
Efficacité 94% 92% 89% 87% 88%
C. |rR? 0,9947 0,9995 0,9998 0,9998 1,0000
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intl1
intl3 1075 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 17,38 16,72 16,52 16,68 16,60 0,34
a 1,00E+05 23,57 23,94 23,87 23,58 23,95 0,19
‘*‘é 1,00E+03 31,13 31,17 31,75 31,03 30,60 0,41
Y 1,00E+02 35,13 35,18 34,49 34,29 35,11 0,42
1,00E+01 39,92 - 37,75 40,55 38,67 B
Pente -3,438 -3,613 -3,808 -3,588 -3,500
Ordonnée a l'origine 41,21 42,01 43,08 41,70 41,22
Efficacité 95% 89% 83% 90% 93%
D. 0,9967 1,0000 0,9996 0,9995 0,9992
intl1
intl3 10°7 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 17,15 16,58 16,46 16,62 16,54 0,27
& 1,00E+05 23,74 23,94 23,51 23,60 23,67 0,16
E 1,00E+03 31,62 30,74 31,53 30,84 31,24 0,40
o 1,00E+02 35,86 35,25 34,15 34,99 34,88 0,62
1,00E+01 40,55 - 41,26 - - -
Pente -3,618 -3,540 -3,768 -3,555 -3,675
Ordonnée & l'origine 42,26 41,45 42 67 41,46 42,19
Efficacité 89% 92% 84% 91% 87%
E. |R? 0,9974 0,9995 0,9986 0,9999 0,9997

Tableaux 17 (A 4 E) : PCR triplex. Gammes croisées intll + intl2, en présence de quantités fixes d’int3.
Résultats des C, des points de gamme intI2.

Ces tableaux indiquent les C, obtenus lors de I’amplification des points de gamme 107, 10°, 10°, 10* et 10' du
géne intl2 (fond saumon) en présence d’une gamme du géne intl (107, 10°, 10%, 10% et 10', fond bleu) et de
quantités fixes du géne int/3 (fond vert). Dans le tableau A, la quantité fixe d’intl2 est de 10" copies, elle
augmente ensuite 4 10%, 10%, 10° et enfin 107 copies (tableaux B a E).

L’efficacité de chaque gamme a été calculée & partir des C, des points 107, 10° et 10° copies. Les points 10" et 10°
permettent d’évaluer la sensibilité de la réaction. L’écart-type (fond jaune) permet de montrer la dispersion d’un
méme point de gamme selon la concentration du géne intl 1.

*  Sensibilité intl2 .

Les résultats sont comparables avec ceux concernant le géne int//. Les points de
gamme testés allant de 107 & 10* copies ont tous pu étre amplifiés, quelle que soit la quantité
d’intIl1 présente, mais aussi malgré la présence supplémentaire du géne int/3. Pour le point
intI2 10" copies, "amplification n’est pas systématique. Il convient donc de fixer la sensibilité
du géne intl2 & 10° copies lorsque les deux autres génes sont présents dans le milieu

réactionnel.

»  Efficacité intl2 :

La quantité d’int/l et d’intI3 présente influe peu sur 'amplification des points d’int/2,
les écarts-types entre les points ayant les mémes concentrations en inf[2, mais des
concentrations variables en int// restant inférieurs a 0,5 pour les points 107, 10° et 10° copies

d’intl2.
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L’efficacité de la réaction d’amplification du gene int/2 est globalement située aux
alentours de 90 %. Il ne semble pas apparaitre de baisse significative de I’efficacité lorsque la
quantité du geéne intl3 est de 107 copies. Globalement, les valeurs sont tout & fait acceptables

pour une réaction de PCR en temps réel multiplex.

Les tableaux 18A a 18E concernent les C; obtenus avec ’amplification des points de
gamme intl3. Chaque tableau indique les Ct obtenus pour une seule et méme concentration du

geéne intl3.

inti2
intl3 10 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 - - - - - -
. 1,00E+05 - - 3 z i =
';-'-: 1,00E+03 - 39,44 41,49 - - 1,45
i 1,00E+02 - 37,87 - - - -
1,00E+01 39,97 40,66 - - - 0,49
A. |Ecart type - 1,40 - 5 - 1,36
intl2
inti3 102 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 41,85 - - - - -
i 1,00E+05 38,68 40,46 38,80 36,48 36,31 1,70
B 1,00E+03 39,24 36,85 38,76 36,90 37,69 1,08
7 1,00E+02 38,41 38,75 38,59 38,71 37,79 0,39
1,00E+01 38,68 38,62 38,60 38,64 37,11 0,68
B. |Ecart type 1,42 1,47 0,11 1,16 0,68 1,28
intl2
intl3 103 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 36,39 36,41 35,17 33,40 35,22 1,23
&) 1,00E+05 33,75 33,90 32,55 33,57 33,23 0,54
g 1,00E+03 34,30 34,05 33,23 34,27 34,34 0,47
i 1,00E+02 34,80 34,91 34,51 35,07 34,27 0,32
1,00E+01 35,30 35,23 34,96 35,14 34,67 0,25
C. |Ecart type 1,01 1,01 1,14 0,81 0,73 0,94
intl2
intl3 10%5 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 25,77 26,54 26,47 26,57 25,45 0,52
o 1,00E+05 27,19 27,60 26,96 27,59 27,16 0,28
1":- 1,00E+03 27,80 26,59 27,95 27,49 26,86 0,59
i 1,00E+02 27,62 26,53 27,35 27,58 27,75 0,49
1,00E+01 27,92 28,28 26,28 27,53 27,51 0,75
D. |Ecart type 0,88 0,80 0,68 0,44 0,90 0,71
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intl2
intl3 1077 1,00E+07 1,00E+05 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 Ecart type
1,00E+07 20,00 20,42 20,10 19,56 19,98 0,31
iy 1,00E+05 20,13 20,21 19,63 20,18 19,91 0,24
g 1,00E+03 20,23 20,36 20,45 20,31 20,11 0,13
o 1,00E+02 20,40 20,43 19,99 19,98 19,80 0,28
1,00E+01 20,28 20,28 20,10 19,99 19,95 0,16
E. |Ecart type 0,15 0,09 0,29 0,28 0,11 0,24

Tableaux 18 (A a E) : PCR triplex. Gammes croisées intIl + intI2, en présence de quantités fixes d’intl3.
Résultats des C; des points de gamme intI3.

Ces tableaux indiquent les C, obtenus lors de I’'amplification des points de gamme 10', 10% 10, 10° et 10’
(tableaux A a E) du géne intl3 (fond vert) en présence des gammes croisées intll (fond bleu) et intl2 (fond
saumon).

L’écart-type (fond jaunc clair) permet de montrer la dispersion d’un méme point de gamme selon la
concentration de I’autre géne. La dispersion globale d’une méme quantité d’int/3 lors des 25 conditions testées
est évaluée par I’écart-type surligné en jaune foncé.

= Sensibilité int/3 :

Le tableau 17A montre clairement que 1’amplification des points 10" copies d’intl3 est
un échec quasi-constant. Pour les points 10°, 10° et 107, Pamplification s’opére par contre
systématiquement. Concernant I’essai mené avec 10? copies du géne intl3, le tableau 17B
montre que I’amplification ne fonctionne pas lorsque la quantité d’intl] est a 107 copies, et ce,
quelle que soit celle d’intl2. 1l convient de tirer de ces résultats la conclusion suivante : en
présence des 2 geénes intll et intl2, le seuil de détection du gene int/3 est de 10% copies,
excepté lorsque la quantité d’intI] est & 107 copies, auquel cas, ce seuil est réévalué a 10°

copies.

" Dispersion des valeurs de C, des points in/3 .

Les écarts-types calculés montrent clairement que la dispersion des C; des points int/3
est d’autant plus faible que la quantité de géne présente est forte. Quand intl3 est présent a 10°
copies, I’écart-type est déja inférieur a4 1; il passe ensuite a 0,71 et méme 0,24 quand la

quantité d’intl3 devient égale a respectivement 10° et 107 copies.

Les résultats obtenus sont particuliérement probants : lorsque les 3 génes intl1, intl2 et
intl3 sont présents dans le méme milieu réactionnel, le seuil de sensibilité de chacun est de
10* copies, et ce quelle que soient les concentrations respectives des deux autres génes. La
seule exception concerne le géne intI3 pour lequel le seuil doit étre rehaussé a 10° copies
quand intl 1 est présent & 10" copies (peu importe la quantité du géne intl2 présente).

De plus, et c¢’est a souligner, les efficacités calculées dans les différentes conditions

d’amplification montrent que cette PCR multiplex est quantitative entre 107 et 10° copies.
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b. Essais de spécificité

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 46.
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Figure 46 : PCR triplex. Essais de spécificité.

Quatre souches témoins et 19 souches tests a priori dénuées d’intégrons de résistance ont €t€ soumises a la
réaction de PCR en temps réel multiplex. La figure A représente la fluoresce émise dans le canal FAM (sonde
intl]), la figure B dans le canal TexasRed (sonde int/2) et la figure C dans le canal Cy3 (sonde intl3). Les
tableaux situés sous les courbes représentent les différentes espéces bactériennes testées ainsi que les souches
témoins. Les éléments surlignés en jaune montrent les souches pour lesquelles un signal a été détecté.

Le but de cet essai était de tester différents génomes bactériens afin de mettre en
évidence dans des conditions de PCR triplex, 1’éventuelle amplification d’un produit de PCR
aspécifique. Aucune des 19 espéces testées, aussi bien les bactéries a Gram négatif, que celles
a Gram positif, n’a montré d’amplification aspécifique. L’ADN génomique de la souche de
Vibrio cholerae qui renferme pourtant une intégrase de superintégron (VchlIntl) n’a pas non
plus subi d’amplification parasite. Chaque témoin positif testé a ét¢ amplifié comme attendu :
la souche 3Sh était bien positive en intl1, la souche 21Sh en intI2, la souche 28Sh a la fois en

intl1 et intI2 et enfin la souche Escherichia coli 3603 en intl3.

La PCR en temps réel multiplex mise au point constitue un trés bon moyen de

détection rapide des intégrons de résistance a partir de souches bactériennes.

105



B. Intégrons en microbiologie clinique
1. Souches bactériennes isolées d’hémocultures

a. Sensibilité aux antibiotiques

L’étude de la sensibilité des 49 souches de bacilles & Gram négatif isolées
d’hémocultures chez des patients hospitalisés dans le service de Réanimation Polyvalente du

CHU de Limoges durant I’année 2006 est résumée dans la figure 47.
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Figure 47 : Sensibilité des souches isolées d’hémocultures.
La figure 47A concerne les entérobactéries ; la figure 47B les bacilles a4 Gram négatifs non
entérobactéries. ac : acide clavulanique ; tz : tazobactam.
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Les entérobactéries isolées [Figure 47A] présentent des taux importants de résistance a
I’amoxicilline (81 %), a la céfalotine (70 %) et & un degré moindre & la céfoxitine (46 %).
Cette résistance s’explique en grande partie par la forte proportion de bactéries possédant une
céphalosporinase naturelle (27/49). Les taux relativement élevés de résistance a la ticarcilline
(43 %) ne peuvent par contre &tre expliqués par les seules 5 souches qui produisent une
pénicillinase naturelle ; un mécanisme de résistance acquis intervient. Les résistances
concernant les céphalosporines de 3™ génération (C3G) sont faibles (< 10%), tout comme
celle vis-a-vis des aminosides, de la ciprofloxacine ou du cotrimoxazole (< 20%). Les
résistances concernant les bacilles & Gram négatif non entérobactéries [Figure 47B] sont
faibles. La résistance élevée au cotrimoxazole (67 %) s’explique par la forte proportion de

souches de Pseudomonas aeruginosa (7/12) qui sont naturellement résistants a cette molécule.

b. Prévalence des intégrons

La technique de PCR en temps réel multiplex a été appliquée sur les 49 souches de
bacilles & Gram négatif isolées. Un intégron de résistance a été détecté¢ chez 8 souches
bactériennes différentes, a raison de 6 souches int/l + et 2 souches intl2 +. Aucun intégron de
classe 3 n’a été retrouvé et aucune souche hébergeant a la fois un intégron de classe 1 et un

intégron de classe 2 n’a été isolée [ Tableau 19].

intll + intl2 + intl3 + Total
, (. 6/37 2/37 8/37
Entérobactéries (162 %) (5.4 %) 0/37 21,6 %)
Non entérobactéries 0/12 0/12 0/12 0/12
6/49 2/49 8/49
ol (12,2 %) (4,1 %) e (16,3 %)

Tableau 19 : Prévalence des intégrons au sein des entérobactéries et non entérobactéries isolées
d’hémocultures chez des patients hospitalisés en Réanimation Polyvalente durant I’année 2006 au CHU de
Limoges.

La prévalence globale des intégrons dans cette collection de 49 souches est de 16,3 %

dont 12,2 % d’intégrons de classe 1 et 4,1 % d’intégrons de classe 2.
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Les intégrons n’ont été retrouvés que chez les entérobactéries. La prévalence dans
cette famille est de 16,2 % pour les intégrons de classe 1 et 5,4 % pour ceux de classe 2, soit

une prévalence de globale en intégrons de 21,6 %.

c. Intégrons et résistances

Etant donné qu’aucun intégron n’a été retrouvé chez les non entérobactéries, I’étude de
la relation entre intégrons et résistances a porté uniquement sur les 37 entérobactéries isolées.

Les résultats sont résumés dans la figure 48.
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Figure 48 : Lien résistances — intégrons (entérobactéries). *: p <0,05 - *:p <0,01.
ac : acide clavulanique ; tz : tazobactam.

L’analyse statistique a r1évélé que seule |’association entre le cotrimoxazole
(association triméthoprime + sulfaméthoxazole) et la présence d’un intégron était trés
statistiquement significative (p = 0,0001), aussi bien avec un intégron de classe 1 (p = 0,0002)
que de classe 2 (p = 0,0023). Les associations entre intégrons et résistance a la ticarcilline, a la
ticarcilline + acide clavulanique, a la pipéracilline + tazobactam, et a la gentamicine sont aussi

statistiquement significatives (p < 0,05), notamment pour la ticarcilline (p = 0,012).
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d. Intégrons et résistance acquise

Les résultats précédents concernaient la totalité des entérobactéries, y compris celles

qui présentaient un phénotype de résistance naturel. En étudiant seulement les résistances

acquises, les résultats indiquent que plus de 50 % des entérobactéries qui présentent une

résistance acquise & au moins 1 antibiotique hébergent un intégron [Tableau 20]. Cette

association est fortement significative (p = 0,0002), mais uniquement pour les intégrons de

classe 1 (p = 0,0022).

Entérobactéries intll + | intll - | intl2 + | intl2 -

Résistance acquise 6/15 9/15 2/15 13/15 8/15 715
4 au moins 1 antibiotique (40%) | (60%) | (13%) | (87 %) | (53 %) | (47 %)
p value (test de Fischer) 0,0022 0,1577 0,0002

Tableau 20 : Entérobactéries ayant une résistance acquise 2 au moins 1 antibiotique et présence

d’intégrons.

Le lien entre résistance acquise a un antibiotique donné et présence d’un intégron est

détaillé pour chaque antibiotique dans la figure 49.
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Figure 49 : Lien résistances acquises — intégrons (entérobactéries). *:p <0,05-*:p <0,01.

ac : acide clavulanique ; tz :

tazobactam.
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L’association entre résistance acquise et présence d’un intégron est fortement
significative pour trois antibiotiques : ’amoxicilline, la ticarcilline et le cotrimoxazole (p <
0,01). Une association statistique existe également avec amoxicilline + acide clavulanique,
ticarcilline + acide clavulanique, pipéracilline + tazobactam, gentamicine et tobramycine (p
<0,05).

Il est intéressant de constater que la présence d’un intégron est quasiment toujours
associée a un phénotype de résistance acquise aux [}-lactamines : parmi les 15 souches
d’entérobactéries présentant une résistance acquise aux B-lactamines, sept sont porteuses d’un

intégron de classe 1 ou 2, soit un pourcentage de 53 %. Cette association est statistiquement

significative (p = 0,0011), notamment pour les intégrons de classe 1 (p = 0,0054).

e. Sensibilité aux antibiotiques des souches intl1 +

La sensibilit¢ aux antibiotiques des 8 entérobactéries porteuses d’intégrons sont

détaillés dans le tableau 21.

Escherichi: Escherichi: Escherichi: Citrobact Sal il Escherichia Proteus Proteus
coli coli coli koseri Typhimurium coli mirabilis mirabilis
intlt + intl1 + intl1 + intl1 + intl1 + intlt + intl2 + intl2 +
Béta-lactamines IRl Case BN Pase BN BLSE Pase HN Pase BN Pase HN Pase BN
Amoxicilline AMX R S R R R R R R
Ticarcilline TiC R S R R R R R R
Amoxicilline + ac AMC R s s R R S R s
Ticarcilline + ac TCC I S S R R 5 R S
Céfalotine CF S R I R I S I 8
Céfoxitine FOX s R S s s S s S
Céfotaxime CTX s S L] R 8 S s S
Ceftazidine CAZ s s ] R s S s S
Céfépime FEP s ] ] I S S s s
Aztréonam ATM s s S R s S s : |
Imipénéme IPM S S S S S s S S
s e e B e B S e B e A e e e |
Aminosides
Gentamicine GM S R s s s S s R
Tobramycine ™ S R ] R s s s R
Nétilmicine NET S s 3 R s s s R
Amikacine A S -] S R S S S |
Isépamicine ISP S s S S s s s s
W
Cotrimoxazole SXT R s R R s R R R
Acide nalidixique NA R R -] R S s s
Ciprofloxacine cip R R S R S s s

Tableau 21 : Sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries porteuses d’intégrons isolées d’hémocultures
de patients hospitalisés en Réanimation Polyvalente en 2006.

Pase : pénicillinase ; Case : céphalosporinase ; HN : haut niveau ; BN : bas niveau. TRI : pénicillinase résistante
aux inhibiteurs ; BLSE : B-lactamase a spectre élargi ; ac : acide clavulanique.
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Mis & part une souche d’Escherichia coli qui exprime une céphalosporinase naturejle a
bas niveau, les 7 autres souches porteuses d’intégron possédent toutes un mécanisme de
résistance acquise aux P-lactamines, de type pénicillinase. Ce phénotype pénicillinase est
exprimé 4 plus ou moins haut niveau selon les souches avec un phénotype BLSE (B-lactamase
3 spectre élargi) chez une souche de Citrobacter koseri. Trois souches expriment une

résistance acquise aux aminosides, 6 au cotrimoxazole et 3 aux quinolones.

2. Souches bactériennes et liquides biologigues de patients

en sepsis séveére

Entre le 13 juillet 2006 et le 2 Mai 2007, 24 patients ont été hospitalisés dans le
service de Réanimation Polyvalente du CHU de Limoges avec comme motif d’entrée un
sepsis sévére d’origine communautaire ou nosocomiale. Les flacons d’hémoculture et les
liquides biologiques collectés ont fait ’objet d’une culture classique. Des bactéries a Gram
positif et des levures ont ¢té isolées chez 11 patients du protocole ; pour 4 patients, aucun
germe n’a été retrouvé que ce soit 4 partir des hémocultures ou a partiv des liquides
biologiques. Chez les 9 autres patients, des bactéries & Gram négatif (espéces de la famille des
entérobactérics et Pseudomonas aeruginosa) ont été isolées.

Tous les sérums et les liquides biologiques ont fait I’objet d’une recherche d’intégrons
par la technique de PCR en temps réel multiplex mise au point. Par contre, la recherche
d’intégrons sur les souches bactériennes n’a porté que sur les bacilles & Gram négatif : apres
élimination des doublons (souches de méme espéce et de méme antibiogramme présentes
chez un méme patient dans deux sites différents), 11 bacilles & Gram négatif différents ont été

analysés : 9 entérobactéries et 2 souches de Pseudomonas aeruginosa.
I’ensemble des données relatives & ces 24 patients (hémocultures, liquides

biologiques, souches isolées) sont collectées dans le tableau 22. Le site infectieux suspecte,

ainsi que I’otigine communautaire ou nosocomiale de I’infection sont précisés.
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N TYPE DE ; - ORIGINE DU N TYPE DE : ORIGINE DU
PATIENT | PRELEVEMENT RERUETATR DELA CULTIEE SEPSIS PATIENT | PRELEVEMENT RESULTATS DE LA CULTURE SEPSIS
pamoculiures NEGATIF Hémocultures NEGATIF
1 Sérum Pulmonaire i Sérum Py
iration 8] N
bﬁmme Eschencha.cal LBA NEGATIF M
Hemocullures NEGATIF & Hémocultures NEGATIF Intra-abdominale /
2 Pulmonaire Sérum sans orientation [N]
LA NECATE [ Hémocultures Citrobacter koseri (2facons)
LBA gauche Streptococcus pneumoniae 3 -
|__Hemocullures NEGATIF Sérum intl1 +
Sérum 15 AS{H;!IDI‘I Citrobacter koseri I'ntra-ab[;ﬁ:])mma!a
4 Enterobacter aerogenes inti1+ | Intra-abdominale bronchique
I inti1 + P;u;wnonasu'mghmsa " Liquide perfioneal Citrobacter koseri intl1 +
+ udomonas
Fusobacterium nucleatum gt licad ki
Hémocultures NEGATIF Hé Staphyl h is (2flscons) )
Sé?rum : Pleuro- e Pulmqna:rslf sans
4 Aspiation NEGATIF pulmonaire 16 orientation
bron e N Aspiration [N]
N] breneti Klebsiella oxytoca
Liquide pleural NEGATIF nchique
e m NEGATIE 8 HémS:cullufes NEGATIF Urinaire
5 Sérum : Pulmonaire r.lsm (3]
(5] Urine Escherichia coli
Sl NEGATH: Hémocullures NEGATIF
Hémocultures NEGATIF 18 Sérum Hes i i Pulmonaire
Sérum o Aspiration [N}
6 TE e~ F ok bronchique Staphylococcus aureus (x2)
Aspiration erococcus Hémocultures SCN
bronchique_ H faacais 1a Sérum Pulmonaire
Hémocuiiuras NEGATIF _ Urinaire o Streptococcus pneumoniae [c]
7 Sérum : [l Hi hilus sp.
Urino f""::?“z‘ ol Hémocullures NEGATIF
Hé il evures (lfiacon) Sérui T
Sérum i 4
Urine Levures Abcés hépatique Prevotella loesche -
Liquide péritonéal Staphyik h: lytic 20
intif + Enterobacter cloacae Liquide dascite NEGATIF N
8 Abgcés intestinal Lavures Intra-abdominale
N : ;
Abods parol .Entam:::a’;aomn [N) Ponction hépatique NEGATIF
5 g Enterococcus faecalis
Abces intestinal Levires " Hémocultures : Esc.néri'cr.r!a coll (iflscon) Urinaire
< Sérum 9]
Abcés intl1 + =
inti1 + Entert Urine NEGATIF
Hémocultures. Levures + SCN Hémocltirss Stropts 2  —— Méningée
g Sérum Intra-abdominale 22 Sérum ]
Liquide péritonéal SCN N] 2 LGI‘i Streptococcus pneumoniae
Siaphyio w = - } Staphylt epidermidis ()
Hémocultures coccus haemolyticus (iflscon) ulanée / sans Sérum : ,
ks Sérum = : orientation [N] 2 RS p“'"[";'l‘a"“
Hemocultures NEGATIF o BN NEGATIF ‘
1 Séru Urinaire bronchique
m S [c1
Urine NEGATIF Hémocultures NEGATIF
| _Hémociltures NEGATH Urinaire / intra- 2 Sonum Pulmonaire
1 5 : T 7
? [c]m ale x:ﬁ"ﬁ Staphylococcus aureus i
Urine Escherichia coli Bl

Tableau 22 : Patients inclus dans le protocole sepsis entre le 13 juillet 2006 et le 2 mai 2007.
Les prélevements pour lesquels ont été isolés un ou des bacilles a Gram négatif sont surlignés en saumon. La
lettre entre crochets dans la colonne « origine du sepsis » indique si ’origine du sepsis est communautaire [C]
ou nosocomiale [N].

a. Prévalence des intégrons

- Sur les souches

Seules 3 souches d’entérobactéries se sont révélées étre porteuses d’intégrons de

résistance de classe 1: un Enterobacter aerogenes (patient numéro 3), un Enterobacter
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cloacae (patient 8) et enfin un Citrobacter koseri (patient 15). Aucun intégron des classes 2 et
3 n’a été retrouvé. Concernant les 3 souches de Pseudomonas aeruginosa, aucun intégron de

résistance n’a été retrouvé.

La prévalence en intégron chez les bacilles & Gram négatif isolés des patients en sepsis
sévere de notre étude est donc de 27,3 %. En ne considérant que les entérobactéries, cette
prévalence atteint 33,3 % [Tableau 23]. Ces résultats ne sont guére comparables a d’autres
études car jusqu’a présent, aucune ne s’était intéressée a ce type de population de patients.
Néanmoins, cette prévalence apparait comme forte, mais elle n’est en rien significative étant
donné I’échantillonnage restreint.

Il est & noter que les 3 souches d’entérobactéries porteuses d’intégrons de classe 1

concernent des infections d’origine nosocomiale.

intll + intl2 + intl3 + Total
; pid 3/9
Entérobactéries (333 %) 0/9 0/9 9
P. aeruginosa 0/2 0/2 0/2 2
3/11 3/11
4
Total (27.3 %) 0/1 0/14 @73 %)

Tableau 23 : Prévalence des intégrons au sein des entérobactéries et non entérobactéries isolées de liquides
biologiques et d’hémocultures de patients en sepsis sévére inclus dans 1’étude.

- Sur les sérums

Un seul des 24 ADN extraits des sérums s’est révélé positif en intégron de classe 1. Il

s’agit du sérum correspondant au patient 15. Aucun intégron des classes 2 et 3 n’a été

retrouvé.

- Sur les liquides biologiques

Quatre des 34 ADN extraits de liquides biologiques se sont révélés étre positifs en
intégron de classe 1. Il s’agit de I’incision opératoire du patient 3, du liquide péritonéal et de
I’abees intestinal du patient 8, du liquide péritonéal du patient 15. Aucun intégron des classes

2 et 3 n’a été retrouvé.
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Les résultats entre les données issues de la culture et celles issues de la biologie
moléculaire sont concordants. Aucun sérum ou liquide biologique ne s’est révélé étre positif
en intégron alors qu’aucune souche correspondante n’avait été isolée.

Le patient 3 héberge au niveau d’une incision opératoire un Enferobacter aerogenes
intl1+. L’ ADN du liquide biologique est aussi positif pour int/1.

Le patient 8 héberge un Enterobacter cloacae intll+ retrouvé dans trois sites
différents : un liquide péritonéal, un abces de paroi, et un abcés intestinal. Une discordance
existe 4 ce niveau car la PCR réalisée sur I’extrait d’ADN de ’abcés de paroi n’a pas permis
de mettre en évidence I’intégron de classe 1, et ce malgré deux tentatives.

Le patient 15 héberge une souche de Citrobacter koseri intl1+ isolée a partir de son
sang, du liquide péritonéal et d’une aspiration bronchique. Comme avec le patient 8, une
discordance existe car la PCR réalisée sur I’ADN extrait de I’aspiration bronchique n’a pas

permis de mettre en évidence 1’intégron de classe 1, et ce malgré deux tentatives.

b. Intégrons et résistance

Patient | Micro-organisme g 2lz :S’ § & S § E E % § A E <|G|2 § E E i % 2 § ‘S._s % %
1 E.coli R|R I|Rls]1]|s|s]|s s|s|s|s|s s|s|]s s|s|s
E. aerogenes R R RIRJ I RIITIR] I S|S{R|R] I RIRIR] S]] -
3 P.aeruginosa R|S R|s sisli]s]s|s|s]|s|s 1R s
.4 E.coli s|s s|s|s|s|s]|s]|s s|s|s|s]|s s|s|s s|s|s
8 E.cloacae R| R RIR|R|R|R]JR|R|S s|s]s|s]|s slsls sis|t
12 |E.coli s|s s|s|s|s|s|s|s s|s|s]|s|s s|s|s s|s|s
C. koseri R|R 1JI1JI]RIR|RIR]| I S|s|RIR]| I RIR|R R{R| I
15 P.aeruginosa s|s S|s S|s|s|s|s]s|s]|s]|s S| R S
16 |K. oxytoca R|R s]s]|s|s]s|s s|s]s|s|s s|s|s s]s
17  |E.coli s|s s|s s|s|s s|s|s|s|s s|s s|s|s
21  |E.coli s s|s s|s s|s|s]|s|s s|s s|s|s

Tableau 24: Bacilles 2 Gram négatif isolés d’hémocultures et de liquides biologiques chez des patients
inclus dans le protocole sepsis.

Les antibiotiques testés sont surlignés : les B-lactamines en vert, les aminosides en jaune, les quinolones en
saumon, les autres antibiotiques (cotrimoxazole, nitrofurantoine, fosfomycine) en bleu. Les souches positives en
intégron de classe 1 sont notés en rouge.

AMX . amoxicilline ; TIC : ticarcilline ; PIP : pipéracilline ; AMC : amoxicilline et acide clavulanique ; TCC :
ticarcilline et acide clavulanique ; TZP : pipéracilline et tazobactam ; CF : céfalotine ; FOX : céfoxitine : CTX :
céfotaxime ; CAZ : ceftazidime ; FEP : céfépime ; AZM : aztréonam ; IMP : imipénéme ; GM : gentamicine ;
TM: tobramicine ; NET : nétilmicine ; A : amikacine ; ISP : isépamicine ; NA : acide nalidixique ; NOR :
norfloxacine ; OFX: ofloxacine ; PFX: péfloxacine; CIP: ciprofloxacine ; SXT: cotrimoxazole; FD :
nitrofurantoine ; FOS : fosfomycine.
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A la lecture du tableau 24, il est 4 noter que les trois souches porteuses d’intégrons
sont les trois souches multirésistantes: résistance aux [-lactamines, résistance aux
aminosides, résistance au cotrimoxazole. Les autres souches sont plus sensibles aux
antibiotiques. Etant donné 1’échantillonnage limité, un seul test statistique pertinent a été
effectué. Il concerne la relation entre une résistance acquise a au moins un antibiotique et la
présence d’un intégron de classe 1: trois-quarts des bactéries de I’étude sont concernces

[Tableau 25]. Cette association est statistiquement significative (p < 0,05).

intll + intll -
Entérobactéries résistantes a4 au moins 1 3/4 1/4
antibiotique (résistance acquise) (75,0%) | (25,0%)
p value (test de Fischer) 0,0476

Tableau 25 : Entérobactéries ayant une résistance acquise 2 au moins 1 antibiotique et présence
d’intégrons.

c. Antibiogramme des souches intl1 +

La sensibilité aux antibiotiques des 3 entérobactéries porteuses d’intégrons sont

détaillés dans le tableau 26.

g Ei b J Citr koseri
intl1 + inti1 + intl1 +

Béta-lactamines Caso déréprimée Case déréprimée BLSE
Amoxicilline AMX R R R
Ticarcilline TIC R R R
Amoxicilline +ac AMC R R 1
Ticarcilline + ac TCC R R i
Céfaloti CF R R R
Céfoxitine FOX R R R
Céfotaxime cTX ! . -
Ceftazidi CAZ R R R
Céfépime FEP s S 1
Aztré ATM 1 R R
Imipénéme IPM S s s
Aminosides

G ici G S S S
Tobramycine T R s R
Nétilmicine N R ] R
|Amikacine A R s R
|lsépamicine ISP S ] s
Cotrimoxazole

Cotrimoxazole SXT 1 s R
Acide nalidixique NA R ] R
Ciprofloxacine CIP 8 s R

Tableau 26 : Sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries porteuses d’intégrons isolées de patients
hospitalisés en sepsis sévére.

Case : céphalosporinase ; BLSE : B-lactamase a spectre élargi ; ac : acide clavulanique.
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Chacune des 3 souches d’entérobactérie porteuse d’intégron de classe 1 présente un
phénotype de résistance important vis-a-vis des B-lactamines, puisque deux souches possédent
une céphalosporinase déréprimée, et la troisiéme une B-lactamase a spectre élargi (BLSE). La
souche d’Enterobacter cloacae ne présente pas d’autres résistances acquises vis-a-vis des
antibiotiques testés. Par contre, la souche de Citrobacter koseri, seule souche retrouvée dans

une hémoculture, est résistante & quasiment tous les antibiotiques testés.

Le but principal de cette étude était la détection, directement a partir de prélévements
biologiques extraits, des intégrons de résistance. La PCR en temps réel a permis de détecter
correctement les intégrons lorsque ceux-ci étaient présents, et ce, malgré un environnement
génétique plus complexe qu’une souche bactérienne, mélant de I’ADN bactérien, humain,
fongique voire viral. La spécificité de la réaction de PCR n’a pas été prise en défaut, preuve

en est I’absence de signal lorsqu’aucun intégron n’était présent.
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Discussion
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V. Discussion

1.’ objectif principal de nos travaux était de mettre au point une technique capable de
détecter rapidement et de fagon spécifique des intégrons de résistance au sein de souches
bactériennes, mais aussi au sein d’environnements génétiques plus complexes. Afin de
répondre & ces exigences, le recours 4 une PCR en temps réel multiplex avec chimie Tagman®
nous a paru évident. Il a été motivé par trois principaux éléments : la nécessité de spécificité,
la nécessité d’une bonne sensibilité et enfin un critére de rapidité et de facilité d’interprétation

des résultats.

La premiére difficulté rencontrée, et non des moindres, a €té de réaliser la conception
des amorces et des sondes selon un cahier des charges complexe. Néanmoins, en tenant
compte au mieux des exigences lides aux génes, aux amorces et aux sondes, il a été possible
de développer des PCR simplex sensibles, reproductibles et spécifiques de chacune des
intégrases.

La nécessité de spéeificité de la réaction de PCR a été I'un des argumenis majeurs de
recours 3 la PCR en temps réel avec sonde fluorogénique. L’appartenance et donc la
similitude des intégrases d’intégrons & la grande famille des tyrosines a recombinases {3] et la
forte identité des intégrases entre elles {Tableau 1], font qu’il est trés difficile d’obtenir des
réactions d’amplification spécifiques. Preuve en sont les réactions d’amplification croisées
obtenues avec bon nombre d’amorces décrites jusqu’alors { 62}, mais aussi les travaux menés
antérieurement au laboratoire. Des essais préalables nombreux réalisés en PCR en point final
ou en PCR temps réel avec chimie SYBR® Green, se heurtaient & des difficultés
d’interprétation des résultats : bandes parasites sur gel d’agarose, points de fusion douteux, et
ce méme dans les conditions les plus simples et les plus favorables, 4 savoir une PCR simplex
sur de I’ADN génomique de souches bactériennes.

Les essais menés lors de la mise au point des trois PCR simplex n’ont pas révélé de
réactions croisées aspéeifiques, aussi bien avec de fortes concentrations en plasmides témoins
qu’avec les ADN génomiques de souches témoins renfermant les deux autres intégrases, En
condition de PCR multiplex, les essais effectués avec différentes espéces bactériennes
dénuées &’ intégrases, sont restés négatifs. Ces résultats sont pleinement rassurants quant a la
spécificité de la réaction de PCR mise au point, méme si idéalement, il aurait ét¢ intéressant

de tester un plus grand nombre et une plus grande vari€té d’espéces bactériennes.
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Le critére d’une bonne sensibilité ne revét pas d’intérét particulier pour la recherche
d’intégrons & partiv de ’ADN de souches bactériennes; en effet, les quantités d’ADN
génomique extraites & partir d’un bouillon de culture sont trés importantes et de plus, les
intégrons sont généralement localisés sur des plasmides présents en multi-copies chez la
bactérie. En revanche, il est nécessaire de disposer d’une bonne sensibilité de détection dés
lors que 1’on s’intéresse & un environnement génétique complexe et varié ou la concentration
en intégron est faible. Alors que la plupart des travaux s’étaient intéressés jusqu’alors a des
souches bactériennes, les études épidémiologiques les plus récentes montrent qu’il est
désormais nécessaire de rechercher les intégrons de résistance 4 partir d’échantillons d’eaux,
de sols, de selles... afin de mieux évaluer leur réel impact environnemental. Pour rappel, les
travaux de Barlow et collaborateurs en 2004 {[14] avaient ainsi montré une prévalence en
intégrons beaucoup plus importante lorsque leur recherche était effectuée directement a partir
d’un extrait de ’ADN de selles animales qu’a partir de souches issues d’une mise en culture
des échantillons.

Devant ces considérations, il était souhaitable de disposer d’une technique ayant une
bonne sensibilité, et ce, malgré le multiplexage. La technique de PCR multiplex mise au point
permet de détecter jusqu’a 10% copies d’un géne d’intégrase, et ce, quelque soit la
concentration des autres génes d’intégrase présent. La seule exception concerne le cas ou le
géne intl] est présent & raison de 107 copies : dans ce cas, la sensibilité de détection du géne
intI3 est de « seulement» 10° copies, et ce, quelle que soit la concentration du géne intl2.
Néanmoins, en cas de doute, il est toujours possible de réaliser une PCR simplex ou, quel que
soit le gene ciblé, la sensibilité de la réaction est de 10 copies. Il faut néanmoins replacer ces
notions de seuil dans le contexte épidémiologique : le caractére exceptionnel des intégrons de
classe 3 fait que I’intérét de la PCR en temps réel multiplex développé est essenticllement axé
sur la détection simultanée des intégrons de classe 1 et 2. Dans ce cas, la sensibilité de la
réaction est de 10° copies, aussi bien pour intll que pour intl2, et ce, quelle que soit la
quantité de autre géne.

La PCR en temps réel apporte, du fait notamment de Ia suppression des étapes de post-
PCR, une rapidité de rendu des résultats évidente. Ainsi, il est possible en quelques heures de
savoir si une souche héberge ou non un intégron de résistance. Des essais menés en parallele
de cette étude ont méme montré que I’étape d’extraction de ’ADN génomique par ébullition
pouvait étre supprimée. Une simple suspension bactérienne suffit, vraisemblablement grice a
I’étape d’activation de la polymérase pendant 10 minutes & 95°C qui permet de libérer PADN

dans le milieu réactionnel. Ainsi, il est possible de savoir si une bactérie héberge un intégron
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en moins de deux heures. Nous avons travaillé avec l'appareil de PCR en temps réel
SmartCycler® II, qui implique un volume réactionnel minimal de 25 pl. Dans un but
d’application de cette technique & des études épidémiologiques, il serait intéressant de pouvoir
réaliser cette PCR multiplex avec un appareil de PCR en temps réel 4 grand débit (en plaque
96 puits) permettant de tester de nombreux échantillons en une fois et d’utiliser un volume
réactionnel moindre. Nous avons montré, & la suite de cette étude, que pour la détection
d’intégrons & partir de souches bactériennes, la réaction de PCR restait efficace dans un
volume réactionnel final de seulement 10 pL. Ceci a I’avantage non négligeable d’économiser
’ensemble des réactifs (sondes, polymérase), tout en testant dans une méme expérimentation
jusqu’a 70 échantillons.

L’un des avantages de travailler en sonde fluorogénique concerne le rendu de résultat.
Contrairement & Ja chimie SYBR® Green ol I’interprétation du point de fusion peut étre
soumise & discussion, l'interprétation du résultat d’une PCR réalisée en chimie Taqman® est
beaucoup plus simple. Dans ce cas ou la quantité d’ADN est importante, et ¢’est le cas
lorsque Pon travaille avec de I’ADN extrait d’une souche, un signal est détecté précocement
(généralement C, entre 15 et 25). Sauf réaction d’amplification aspécifique ou contamination,
tout signal détecté dans le canal de fluorescence relatif 2 chaque sonde, signifie la présence

d’un intégron de résistance. L. interprétation est donc aisée.

Comme toute technique développée, la PCR en temps réel que nous avons mis au
point n’est pas parfaite et présente quelques écueils et défauts. Son principal écueil réside
dans ’absence d’un témoin interne d’amplification. Lorsque I’échantillon est une souche
bactérienne pure, la présence d’inhibiteurs est négligeable et ne perturbe pas la réaction
d’amplification. Un témoin interne n’est donc pas indispensable dans ce cas. Par conire, un
échantillon issu de Pextraction de selles, de liquides biologiques (sang) ou encore du sol peut
contenir des inhibiteurs de PCR. Malgré la qualité des kits d’extraction proposés, ceux-ci ne
sont pas toujours capables d’éliminer ces inhibiteurs ; un géne pourtant présent subit alors un
échec d’amplification. Il serait donc intéressant de disposer d’un témoin interne. Deux
solutions sont envisageables : la premiere est de développer une autre PCR avec une autre
sonde fluorogénique afin de détecter un auire geéne (par exemple géne codant I’ARN
ribosomal 16S pour de PADN bactérien ou géne codant la B2-microglobuline & partir de
liquides biologiques), mais le probléme réside & ce stade dans 'introduction d’un nouveau
couple d’amotces et d’une sonde supplémentaires qui risquent de perturber les efficacités des

trois autres réactions. La deuxiéme solution serait de rajouter dans un deuxiéme aliquot d’un

120



méme échantillon une quantité fixe d’un géne cible (par exemple intI3), et de réaliser ainsi
une contamination volontaire. Ainsi, 1’absence de signal dans les deux puits réactionnels
signifie la présence d’inhibiteurs. Ceci est tout & fait possible, mais outre les risques de
contamination d’autres échantillons, cette méthode implique d’utiliser deux puits réactionnels
pour un méme échantillon, d’ot un colit supplémentaire.

Autre inconvénient qui est pourtant initialement un avantage : la sensibilité. Avoir une
sensibilité aussi basse est un élément trés intéressant, mais I’inconvénient indirect est de
détecter des contaminations éventuelles qui en temps normal oscillent entre 10 et 100 copies.
Lors de la mise au point, il a parfois été observé un signal d’amplification en fin de réaction, y
compris avec des souches. Lorsque celles-ci était réextraites dans des conditions plus
précautionneuses (nettoyage des pipettes, cOnes neufs), aucun signal n’était détecté, preuve de
I’absence de réactions croisées, mais au contraire d’une contamination lors de I’extraction. La
technique de PCR en temps réel impose donc une organisation optimale lors de chaque étape
de I’analyse, tant lors de la préparation du mix réactionnel qui doit se faire en I’absence de
tout ADN, que lors de I"extraction et de I’ajout des échantillons. Or, le fait de travailler sur
des souches bactériennes est une problématique supplémentaire car les quantités de genes
cibles manipulées sont trés importantes, de 'ordre de 107 4 10° copies par UFC (Unité
Formant Colonie).

Un des problémes rencontrés lors de la mise au point a été I’émission parasite de
fluorescence de la sonde FAM dans le canal Cy3. La conséquence a été de devoir réévaluer le
seuil de détection du géne int/3 4 15 unités de fluorescence, au lieu de 10 en condition
simplex. Etant donné la faible intensité du signal émis par la sonde marquée par ce
fluorophore, le fait d’augmenter le seuil de seulement 5 unités de fluorescence, a eu pour
conséquence de diminuer la sensibilité de détection du gene intl3. La résolution de ce
probléme technique passe soit par le changement du fluorophore (un reporter de type Cy5
dont le spectre est situé dans des longueurs d’onde supérieures pourrait par exemple
convenir), soit par la recalibration du reporter Cy3, soit encore par le passage des échantillons

sur un autre appareil ayant un meilleur pouvoir résolutif pour ce canal.

La technique de PCR développée s’est révélée performante sur les souches isolées
d’hémoculture : elle a permis en peu de temps de détecter les intégrons de résistance et a
établi pour la population étudiée une prévalence en intégrons de 16,3 %. Aucun intégron n’a
été retrouvé chez les non entérobactéries ; ce résultat n’est guére surprenant étant donné le

faible nombre de ces souches isolées (seulement 12), et concorde de plus avec leur phénotype
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de résistance : les souches de Pseudomonas aeruginosa, outre leur phénotype de résistance
naturel dont le support est chromosomique, exprimaient peu de résistances acquises : les
quelques résistances relevées impliquaient vraisemblablement des mécanismes d’efflux. La
description d’intégrons au sein de I’espéce Acinetobacter baumanii est une donnée fréquente
dans la littérature {43, 49, 68, 69], mais dans notre étude la seule souche isolée s’est révélée
non porteuse d’intégron ; elle présentait un phénotype assez sensible aux antibiotiques, les
seules résistances observées étant des résistances naturelles.

Concernant les entérobactéries de 1’étude, la prévalence était de 21,6 %. Malgré un
effectif relativement faible (37 souches), ces chiffres semblent &tre supérieurs a ceux de la
littérature. Heir et collaborateurs ont retrouvé en 2004 [125] une prévalence des intégrons de
classe I de 10,9 % au sein de 192 entérobactéries isolées d’hémocultures chez des patients de
différents hopitaux norvégiens. Schmitz et collaborateurs ont, quant & eux, trouvé une
prévalence de 17,4 % sur 300 entérobactéries isolées d’hémocultures en 1999 a 1’hdpital de
Diisseldorf {126]. Néanmoins, ces chiffres concernaient des bactéries isolées d’hémocultures
de patients hospitalisés dans tout type de services cliniques, contrairement & nofre étude ou les
patients sont hospitalisés dans un service de réanimation. Ceci explique vraisemblabiement la
prévalence plus élevée : dans ces unités de soins intensifs, les bactéries multirésistantes sont
plus nombreuses et la pression de sélection par les antibiotiques y est plus grande {166].
Martinez-Freijo en 1998 avait montré une prévalence en intégrons de 43 % au sein de 163
entérobactéries isolées d’unités de soins intensifs de 14 hdpitaux européens [ [29]. De méme,
une étude grecque trés récente qui a porté sur ’analyse de 250 souches d’entérobactéries
isolées d’hémocultures, a décrit une prévalence en intégrons supéricure a celle de notre étude
avec un pourcentage de 32,4 % [167]. Une analyse intéressante a envisager serait de
déterminer cette prévalence sur plusieurs années afin de voir son évolution, et notamment,
comme [’ont montré Schmitz et collaborateurs [ 126], si ces chiffres sont en augmentation au
fil du temps.

Le fort lien statistique que nous avons montré entre la présence d’intégron et la
résistance au cotrimoxazole qui est I’association du triméthoprime et du sulfaméthoxazole a
déja été montré dans plusicurs études [ 1231, 167]. Les cassettes dfi codant la résistance au
triméthoprime, sont trés fréquemment décrites chez les intégrons | 168]. Or, la résistance au
triméthoprime entraine une perte de synergie de [Dassociation triméthoprime-
sulfaméthoxazole dans plus de 75 % des cas, il n’est donc pas étonnant alors de trouver un
lien entre intégron et résistance au cotrimoxazole. De plus, le géne su// qui confére une

résistance an sulfaméthoxazole est présent dans au moins 90 % des intégrons de classe 1 au
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niveau de la région 3’. Les bactéries hébergeant un intégron avec une cassette dfr et le géne
sull exprimeront une résistance de haut niveau au cotrimoxazole. La résistance au
cotrimoxazole constitue donc un trés bon marqueur de présence d’intégron. Notre étude a
également montré une association significative entre présence d’intégron et résistance a la
gentamicine ; ce lien est fréquemment décrit pour les aminosides en général, et la gentamicine
en particulier. En effet, plusicurs cassettes d’intégrons décrites conférent une résistance a cet
antibiotique : aadB, les cassettes codant une AAC(6°)-1I, celles codant une AAC(3)-1 ou
encore une AAC(3)-VI. Méme si de nombreux travaux décrivent des cassettes de résistance
aux P-lactamines, notamment des cassettes codant des enzymes a large spectre, c'est-a-dire
codant une résistance aux céphalosporines de troisiéme génération (C3G), la relation
statistique trés significative (p < 0,01) établie entre intégron et amoxicilline et ticarcilline que
nous avons montrée dans cette étude n’a été que peu retrouvée lors d’études antérieures.
Aprés analyse de prés de 900 souches, Leverstein-van Hall a établi que la résistance &
Pampicilline, & la pipéracilline et au céfuroxime était prédictive de la présence d’un
intégron | [30] ; une étude récente effectuée dans deux unités de soins intensifs a également
¢tabli une relation entre intégrons et résistance a la pipéracilline [169], mais ce lien est
quelque peu biaisé car I’étude ne se basait que sur des souches de sensibilité diminuée aux
céphalosporines (souches capables de croitre en présence de 8 mg. L' de cefpodoxime). Dans
notre étude, la population d’entérobactéries ne comportait qu’une seule souche avec une
pénicillinase a large spectre (BLSE), les autres étant des pénicillinases & bas ou haut niveau,
mais pour lesquelles la sensibilité aux C3G était conservée. Etant donné la faibie fréquence
des génes de pénicillinase chez les intégrons, il est possible que cette résistance associée a la
présence d’intégrons soit en fait le reflet d’un plasmide hébergeant 4 la fois un géne de

pénicillinase localisé en dehors du support intégron et un intégron avec d’autres cassettes.

L’application de la technique de PCR multiplex sur les souches issues des patients en
sepsis sévére a révélé, comme dans Papplication précédente, la présence d’intégrons
uniquement au sein des espeéces d’entérobactéries. Les deux souches de Pseudomonas
aeruginosa isolées exprimaient pour 'une un phénotype de résistance naturel, et pour I’autre
une résistance aux antibiotiques ticarcilline, ticarcilline + acide clavulanique, et aztréonam
évoquant un mécanisme d’efflux de type MexAB-OprM, dont le support chromosomique est
indépendant de la présence d’un intégron. Les trois souches porteuses d’intégrons de classe 1
étaient des entérobactéries multi-résistantes : elles présentaient toutes les trois un phénotype

de résistance aux -lactamines & large spectre, soit de type céphalosporinase déréprimée, soit
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de type BLSE. Deux souches exprimaient des résistances aux aminosides (résistance a la
triade tobramycine, nétilmicine, amikacine) probablement lides & la présence d’une cassette
codant une AAC(6”)-1. Le lien intégron et résistance au cotrimoxazole est aussi présent car 2
souches sur 3 exprimaient une résistance & cet antibiotique. La souche d’Enterobacter cloacae
n’a pas montré de résistance a d’autres antibiotiques que les f-lactamines. Néanmoins, méme
si le phénotype de résistance de cette souche, & savoir une céphalosporinase deréprimée, n’est
pas lié & un intégron car d’origine chromosomique, il est fort probable que cette souche
présente des résistances a d’autres antibiotiques non testés qui sont lies a4 des cassettes
d’intégron. Nous avons donc effectué sur cette souche un antibiogramme complémentaire qui
a montré une résistance a la streptomycine et 4 la spectinomycine qui est la marque de la
présence d’une cassette aadd trés répandue chez les intégrons de classe T et 2 [123].

Ces 3 souches d’entérobactéries porteuses d’intégrons concernaient des infections
d’origine nosocomiale. Méme si cette relation est significative (p = 0,0456), I’échantillonnage
est trop faible pour affirmer qu’il existe un réel lien. Ce lien intégron - infection nosocomiale
peut étre simplement le reflet indirect du lien intégron — multirésistance ; en effet, la
multirésistance aux antibiotiques était considérée jusqu’a récemment comme une quasi-
exclusivité des bactéries circulant en milieu hospitalier. Cependant, des études ont montré que
le portage d’intégrons ne se limitait pas aux souches hospitaliéres. Les travaux de Leverstein-
van Hall [131] ont montré un portage digestif en intégrons non négligeable dans la population
générale (19 %). Une étude récente menée dans une unité de soins intensifs et recherchant les
intégrons chez tout patient admis dans cette unité a montré, I encore, que des patients sans
antécédent récent d’hospitalisation étaient porteurs d’intégrons 4 ’admission [ 169]. 1l ne faut
donc pas « négliger » les bactéries a ’origine d’infections communautaires comme réservoirs
d’intégrons. Afin de disposer de données complémentaires 4 notre étude, une étude plus
élargie sur Pensemble des souches isolées dans le service de Réanimation est en cours.
L’ objectif est d’étudier la réelle prévalence des intégrons au sein du service, en s’intéressant
non seulement aux souches impliquées dans la pathogénie, mais également & celles
commensales de portage digestif, et ce, dés le premier jour d’admission du patient.

Les résultats concernant les liquides biologiques ont montré que notre technique de
PCR pouvait s’ appliquer & des environnements génétiques plus complexes qu’un simple ADN
bactérien, tout en restant spécifique. D’autre part, grice & sa bonne sensibilité, il a été ainsi
possible de détecter, dés le jour de I’admission du patient en réanimation, soit 48, voire 72
heures avant le rendu du résultat de la culture bactérienne, la présence d’un intégron. La

détection d’un intégron signe tout d’abord la présence d’ADN bactérien, ce qui peut
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constituer en soit une information importante pour le clinicien si le liquide biologique analysé
est normalement stérile, d’autant plus qu'il existe alors une probabilité forte qu’il s’agisse
d’une bactérie a Gram négatif, les intégrons étant décrits majoritairement chez les bactéries 4
Gram négatif. La deuxiéme information apportée est que, étant donné le lien décrit entre
intégrons et multirésistance, la ou les bactéries impliquées dans le processus infectieux ont
une ou plusicurs résistances acquises aux antibiotiques, voire une multirésistance. En
raisonnant de maniére prospective, cet outil pourrait constituer un élément intéressant pour le
clinicien dans le choix de son antibiothérapic probabiliste. En effet, il a ét¢ montré que dans le
cas du sepsis, plus une antibiothérapie adaptée était instaurée précocement, plus le patient
avait de chance de survivre 4 son infection et plus le nombre de jours d’hospitalisation était
réduit {170]. Il serait intéressant d’étudier dans une étude clinique prospective ’effet de la
détection d’intégrons sur la prise en charge thérapeutique du patient et son évolution clinique.

La détection d’un intégron peut aussi avoir des conséquences en terme de prévention
de la diffusion des bactéries résistantes au sein d’un service. En effet, les intégrons sont
généralement hébergés par des plasmides qui ont une grande capacité a étre transmis d’une
bactérie a une autre [171], entrainant ainsi rapidement au sein d’un service une diffusion de
résistances qui peuvent étre multiples si le plasmide héberge plusieurs génes de résistance et
si Pintégron accueille plusieurs cassettes. Des mesures d’hygiéne peuvent donc étre mises
immeédiatement en ceuvre dés la détection d’un intégron sans attendre ’isolement de la souche
et son antibiogramme. Pouvoir disposer d’une méthode de détection rapide des intégrons a
aussi un intérét sur un plan épidémiologique, non seulement en terme d’étude de prévalence,
mais également comme suivi d’infections nosocomiales. En effet, comme certains auteurs
I’ont montré, la détection des intégrons de résistance peut étre considérée comme un outil
utile permettant la surveillance et facilitant la détection rapide de cas d’infections croisées,

spécialement dans des unités & risque comme les unités de soins intensifs [ 134, 169].

Cette étude s’inscrit dans une démarche plus globale de détection génotypique des
marqueurs de résistance. Rechercher I’ensemble des génes de résistance aux antibiotiques
décrits n’est pas encore envisageable au jour d’aujourd’hui en raison de leur nombre bien trop
important (rien que pour les P-lactamines, plus d’une centaine d’enzymes [B-lactamases
différentes ont ét¢ décrites), c’est pourquoi s’intéresser non pas d un géne, mais a un support
génétique de résistance tel que les intégrons peut constituer une alternative intéressante car

plus accessible.
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Conclusion
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Les techniques de détection des intégrons par PCR décrites jusqu’a présent se
heurtaient souvent & des problémes de spécificité, notamment en raison de la forte homologie
entre les différents génes d’intégrases. Nos fravaux ont permis de développer une technique
de PCR en temps réel multiplex performante, capable de détecter rapidement et de fagon
spécifique des intégrons de résistance. Elle s’est révélée spécifique du géne cible amplifi€ et
n’a pas été prise en défaut & la fois en présence d’une autre intégrase, mais également en
présence d’extraits d’ADN de bactéries dénuées d’intégrons et d’extraits d’ADN non
bactériens.

Nous avons montré que cette technique était applicable non seulement a partir ’ADN
extrait de souches bactériennes, mais aussi & partir d’environnements génétiques plus
complexes comme les liquides biologiques. Ceci est trés intéressant car il est probable que la
recherche d’intégrons limitée 2 la scule détection & partir de souches bactériennes sous-estime
la quantité d’intégrons présente. Cela a été montré dans de rares études: Barlow et
collaborateurs en 2004 [114] ont montré une prévalence en intégrons beaucoup plus
importante directement 4 partir d’un extrait de PADN de selles animales qu’a partir de
souches issues d’une mise en culture des échantillons. Ceci suggére que des intégrons existent
chez des souches difficilement cultivables. Nandi et ses collaborateurs ont aussi montré la
forte prévalence d’intégrons en recherchant directement les intégrons sur des échantillons de

litiere dans des élevages de poulet, sans passer par 1’étape de culture [88].

L’application de cette technique de PCR. multiplex est donc large, a la fois dans des
études épidémiologiques sur des souches bactériennes mais aussi sur des extraits ’ADN &
partir de ’environnement ou dans des études de portage digestif chez des patients dans la

population générale, peu de données étant actuellement disponibles dans ce domaine.
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RESUME

L’objectif principal de nos travaux était de mettre au point une technique capable de
détecter rapidement et de fagon spécifique des intégrons de résistance non seulement au sein
de souches bactériennes, mais aussi au sein d’environnements génétiques plus complexes.
Nos travaux ont permis de développer une technique de PCR en temps réel multiplex qui
répond & ces différents critéres. Sa sensibilité est de 10% copies pour chacun des génes
recherchés. Elle a été validée pour des gammes de concentration allant de 107 & 10 copies de
chacun des génes, avec de trés bonnes reproductibilité et efficacité d’amplification. Elle s’est
révélée spécifique du géne cible et n’a pas été prise en défaut a la fois en présence d’une autre
intégrase, ni en présence d’extraits d’ADN de bactéries dénuées d’intégrons et d’extraits
d’ADN non bactériens. Il s’agit par ailleurs d’une méthode trés rapide qui permet de rendre
un résultat en quelques heures.

L’application de notre technique sur des souches de bactéries a Gram négatif isolées
d’hémocultures a montré une prévalence des intégrons de 16,3 %. La prévalence au sein des
entérobactéries, seules espéces de 1’étude hébergeant un intégron, est de 21,6 %. Ce chiffre
semble 1égérement supérieur aux données de la littérature, tout en sachant que notre étude a
porté sur des germes isolés dans un service de soins intensifs ol les patients sont soumis a une

forte pression de sélection antibiotique. Un lien statistique significatif a ét¢ montré entre la

présence d’intégrons et 1’acquisition d’une résistance & au moins un antibiotique :
I’association est trés significative pour la résistance acquise aux pénicillines et au
cotrimoxazole. L’application avec succés de la technique directement sur des prélevements
biologiques constitue une approche intéressante de détection précoce des résistances.

Development of a multiplex real-time PCR to detect the three classes of resistant
integrons.

The objective was to develop a multiplex real-time PCR able to detect rapidly and specifically
integrons from strains but also from complex genetic environments. Sensitivity was 10
copies for each gene, with validity between 10% and 107 copies with good reproducibility and
specificity. Results can be obtained within few hours,

Application of our technique on Gram-negative strains isolated from blood cultures gave a
global integron prevalence of 16.3 % and 21.6 % if we considered only Enterobacteriaceae.
This is higher than data from other studies, but our study deals with species isolated from
patients hospitalised in an intensive care unit submitted to a strong antibiotic pressure. A
significant link was demonstrated between integron and acquired resistance; association is
highly significant with penicillins and cotrimoxazole. The multiplex PCR was successfully
applied directly on biological samples and constitutes an interesting approach of early
detection of resistance.
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