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Préambule 

 

Les salmonelles sont l’une des premières causes de gastro-entérites bactériennes dans le monde 

et sont responsables d’une importante mortalité infantile. Depuis le début des années 1990, 

l’isolement de salmonelles multirésistantes aux antibiotiques a considérablement augmenté, 

compromettant l’efficacité des traitements.  

Entre 2011 et 2013, 20 souches de Salmonella enterica subspecies enterica sérotype 

Montevideo ont été isolées à partir de selles de 14 enfants de moins de 1 an, hospitalisés dans 

une même unité Mère-enfant d’un Centre Hospitalier. Certaines de ces souches étaient 

caractérisées par leur multirésistance aux antibiotiques, notamment aux β-lactamines et/ou aux 

quinolones, molécules de choix dans le traitement des salmonelloses. Malgré leur différence de 

sensibilité aux antibiotiques, la clonalité de ces souches a été démontrée via une analyse de leur 

génome par électrophorèse en champ pulsé réalisée par le Centre National de Référence des 

Escherichia coli, Shigella et Salmonella (Institut Pasteur, Paris).  

Différents éléments génétiques mobiles sont impliqués dans l’évolution de la résistance des 

salmonelles. A côté des plasmides et des transposons, les intégrons, initialement décrits à la fin 

des années 1980, permettent la capture et l’expression de gènes sous forme de cassettes. Ils 

jouent un rôle majeur dans la résistance aux antibiotiques, notamment chez les bactéries à Gram 

négatif. 

Nous décrivons ici une épidémie nosocomiale à Salmonella Montevideo multirésistante aux 

antibiotiques. Les objectifs de ce travail étaient (i) de réaliser un bilan épidémiologique de cette 

épidémie, (ii) d’affirmer la clonalité des souches isolées et (iii) d’identifier les supports 

génétiques de la résistance en se focalisant sur la caractérisation des intégrons de résistance 

hébergés par ces souches.  
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1. Les salmonelles 

1.1 Historique et taxonomie 

Le nom du genre Salmonella fut attribué en 1900, en l’honneur du chercheur et vétérinaire 

Daniel Elmer Salmon ayant fait la découverte en collaboration avec Theobald Smith en 1885 

du bacille responsable du choléra du porc (Salmonella Choleraesuis). Toutefois, la découverte 

de Salmonella Typhi revient à Karl Joseph Eberth en 1880, qui met en évidence le bacille 

d’Eberth sur des coupes de rate et de ganglions lymphatiques d’un malade mort de la fièvre 

typhoïde. En 1896, Fernand Widal met en évidence la diversité antigénique des souches de 

salmonelles. 

 

Les bactéries Salmonella sont des bacilles à Gram négatif (BGN) usuellement mobiles 

appartenant à la famille des Enterobacteriaceae (phylum γProteobacteriae). En 2005, des 

études d’hybridation ADN-ADN ont modifié la taxonomie moléculaire et ont permis de 

distinguer deux espèces: Salmonella bongori, exceptionnellement isolée chez l’homme et 

l’espèce majoritaire, Salmonella enterica (1). Cette dernière est divisée en 6 sous-espèces sur 

la base de critères phénotypiques : enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae et indica. 

Chacune de ces sous-espèces se divise en sérovars ou sérotypes, définis selon les antigènes 

somatiques du lipopolysaccharide (LPS) ou Ag O, les antigènes flagellaires ou Ag H (mono ou 

diphasiques) et les antigènes de capsule ou Ag Vi (Fig.1).  

 

Figure 1 : Représentation schématique des différents antigènes déterminant le sérotype de Salmonella spp. 

Antigène O somatique, Antigène H flagellaire, Antigène Vi capsulaire. 

 

Il existe actuellement plus de 2500 sérotypes dont les formules antigéniques sont décrites dans 

le schéma de Kaufmann-White-Le Minor (2). Ceux appartenant à la sous-espèce enterica sont 
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affectés d’un nom correspondant fréquemment à un lieu géographique, les autres sont désignés 

par leur formule antigénique (Tab.1 et 2). 

 

Tableau 1 : Nombre de sérotypes pour chaque sous espèce, selon Grimont et al. (2) 

Espèce Sous-espèce Nombre de sérotypes 

Salmonella enterica enterica (I) 1531 

salamae (II) 505 

arizonae (IIIa) 99 

diarizonae (IIIb)  336 

houtenae (IV) 73 

indica (VI) 13 

Salmonella bongori (V) - 22 

Total  2579 

 

 

 

On distingue 4 sérotypes dits « majeurs » strictement humains, responsables des fièvres 

typhoïde (S. Typhi) et paratyphoïde (S. Paratyphi A, B et C). Les autres sérovars dits « mineurs » 

sont encore appelés Salmonella non typhiques (SNT).  

 

 Tableau 2 : Formules antigéniques de quelques sérotypes de Salmonella enterica subsp. enterica 

_ : caractère déterminé par la conversion phagique ; { } : Ag O exclusif, les facteurs mentionnés ne peuvent 

coexister avec d’autres facteurs présents dans les autres accolades ; [ ] : caractère à déterminisme chromosomique, 

présent ou absent sans relation avec une conversion phagique 
 

 

1.2  Identification et sous-typage des salmonelles 

Usuellement, l’identification de l’espèce est réalisée selon les caractères biochimiques ou par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation-Time of 

Flight). L’identification du sérotype est assurée grâce à des antisérums poly et monovalents 

dirigés contre les différents antigènes O, H et Vi. Cependant cette technique ne permet pas de 

différencier les souches épidémiques ou clonales au sein d’un même sérotype.  

Sérotype Ag 0 Ag H  

Phase1 

Ag H  

Phase2 

Autre 

Typhimurium  1,4,[5],12 i 1,2  

Enteritidis 1,9,12  g,m  -  

Paratyphi A 1,2,12 a [1,5]  

Abortusovis 4,12 c  1,6  

Typhi 9,12[Vi] d - [j],[z66] 

Montevideo {6,7,14}{54} g,m,s -  
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Plusieurs techniques ont été développées pour le sous-typage des salmonelles notamment lors 

de contextes épidémiques. Initialement, le « phage typing », basé sur la sensibilité de certaines 

souches à des suspensions de bactériophages a largement été utilisé puis des méthodes basées 

sur l’analyse de l’ADN ont été développées. 

L’analyse du polymorphisme de segments d’ADN après restriction enzymatique par 

électrophorèse en champs pulsé (PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis) est aujourd’hui le 

gold standard dans les études épidémiologiques des salmonelloses malgré sa lourdeur 

technique.  

Des techniques alternatives de sous-typage moléculaire ont alors été appliquées notamment la 

technique MLVA (MultiLocus Variable number of tandem repeat Analysis) basée sur le nombre 

de séquences répétées contiguës présentes dans plusieurs loci ou la technique MLST 

(MultiLocus Sequence Typing) basée sur l’analyse de 7 gènes de ménages hautement conservés 

au sein des espèces. Considérée comme peu discriminante pour les sérotypes très répandus, de 

nombreuses équipes ont proposé son association à l’analyse de gènes de virulence (spaM, hilA) 

ou de gènes fimbriaux (pefB, fimH) ou flagellaires (fliC, fliB) pour augmenter sa sensibilité (3). 

Plus récemment, le polymorphisme des « spacers » des séquences CRISPR (Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) a été utilisé pour typer les salmonelles (4). 

Les CRISPR sont caractérisés par des séquences répétées directes (DRs Direct Repeats) de 27 

à 47 paires de bases (pb) séparées par des séquences variables de 21 à 72 pb, appelées 

« spacers ». Une séquence dite « leader » et des gènes cas (CRISPR-associated sequence) sont 

souvent identifiés à proximité d’un locus CRISPR. Les séquences « spacers » intégrées 

correspondent aux dérivés d’ADN exogène issus des phages ou des plasmides (Fig.2). Les 

CRISPR semblent conférer une résistance à de l’ADN exogène ressemblant aux séquences 

exogènes déjà rencontrées (5). Deux loci CRISPR sont retrouvés chez les salmonelles. Leur 

analyse constitue un outil informatif sur l’évolution du génome et cette méthode de sous-typage 

a déjà été appliquée à l’étude épidémiologique d’autres espèces telles que Mycobacterium 

tuberculosis ou Yersinia pestis. 

Enfin, l’analyse des génomes et notamment des polymorphismes nucléotidiques (SNP, Single 

Nucleotide Polymorphism) a largement montré son intérêt dans l’investigation d’épidémies 

d’origine alimentaire (6).  
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Figure 2 : Structures du système CRISPR/cas de différentes souches de S. enterica et S. bongori (4)  

Deux loci CRISPR (CRISPR-1 et 2) sont présents, les gènes cas sont situés entre les 2 loci CRISPR. Les losanges 

noirs représentent les DRs et les losanges colorés indiquent les séquences spacers.  

 

1.2 Réservoir 

Le réservoir des salmonelles est principalement animal : elles colonisent le tube digestif des 

vertébrés et sont disséminées par les fèces dans l’environnement, où elles peuvent survivre 

plusieurs mois. La sous-espèce enterica est plus adaptée aux animaux à sang chaud 

(mammifères et oiseaux) et à l’homme. Certains sérotypes ont un tropisme d’hôte 

exclusivement humain (Typhi, Paratyphi A et C, Sendai) ou animal (Abortusovis chez les ovins, 

Gallinarum chez la volaille). La grande majorité des sérotypes est ubiquiste (Typhimurium, 

Enteridis, Montevideo…) et a la capacité d'infecter un large spectre d'hôtes en provoquant des 

symptômes différents (7). Certaines souches peuvent également être isolées d’autres sources, 

telles que les animaux à sang froid (reptiles, tortues) et les animaux aquatiques (mollusques, 

poissons) (8). 

 

1.3 Contamination  

La transmission des SNT s’effectue essentiellement par la consommation d’aliments 

contaminés crus ou insuffisamment cuits (viandes, charcuterie, œufs et préparations à base 

d’œufs, volailles, produits laitiers…). Certains sérotypes sont associés plus volontiers à certains 

aliments (Enteridis avec les œufs et les poulets par exemple). Plus rarement, les salmonelloses 

peuvent être liées à un contact direct avec un homme ou un animal infecté ou porteur sain. 

Ainsi, les nouveaux animaux de compagnie (reptiles) constituent une nouvelle source de 

contamination non négligeable (9). Pour les souches ayant un réservoir strictement humain, la 

contamination est interhumaine par voie directe (mains sales) ou indirecte (par des aliments ou 

de l’eau souillés par des déjections humaines). Certains individus peuvent par ailleurs être 

porteurs asymptomatiques de salmonelles pendant plusieurs semaines (10). Les mécanismes du 

portage chronique sont cependant imprécis pour les SNT, il est probable que les bactéries 

persistent dans les formations lymphoïdes intestinales ou au niveau de la vésicule biliaire (11). 
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 Infections nosocomiales à Salmonella 

Une infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou à la suite d’une hospitalisation 

(ou d’un soin ambulatoire) et si elle n’était ni présente, ni en incubation à l’admission et qu'elle 

se développe 48 heures au moins après l'admission. Une épidémie nosocomiale se caractérise 

par une augmentation anormale du nombre de cas incidents sur un temps donné. En 

comparaison avec d’autres agents bactériens, les salmonelles sont rarement impliquées dans 

des infections nosocomiales. Les populations particulièrement à risque sont les personnes 

hospitalisées souffrant de dysimmunité (thérapies immunosuppressives post transplantation, 

chimiothérapies anticancéreuses, corticothérapie, autres comorbidités), les nouveau-nés et les 

personnes âgées. Dans une méta-analyse, les auteurs retiennent 52 épidémies nosocomiales à 

salmonelles à travers le monde entre 1995 et 2011 (12). Les voies de transmission les plus 

courantes étaient l’alimentation (60%) et le contact direct (13%). Dans plus de 20% des cas, la 

source de contamination reste inconnue. Plus rarement, les équipements hospitaliers (robinets, 

jouets des services de pédiatrie, boutons d’appels infirmier…) ont été incriminés. Ces 

épidémies sont essentiellement rapportées dans les services de néonatalogie, pédiatrie, 

psychiatrie et les institutions de personnes âgées et sont généralement dues à des souches 

multirésistantes. 

 

1.4 Physiopathologie 

Après ingestion, les salmonelles transitent par l’estomac où elles résistent au pH acide et 

parviennent alors au niveau de l’intestin grêle. Les salmonelles sont des bactéries 

entéropathogènes invasives : elles pénètrent dans les entérocytes par invagination de la 

membrane par un mécanisme actine-dépendant bactério-induit. Dans les entérocytes, elles se 

multiplient au sein de vacuoles d’endocytose qui progressent vers le pôle basal et gagnent ainsi 

la lamina propria. L’invasion de la lamina propria entraine une réponse inflammatoire associée 

au recrutement de polynucléaires neutrophiles responsable des signes d’entérite (Fig.3). Les 

salmonelles provoquent in vitro une altération des jonctions serrées des entérocytes participant 

à la sécrétion d’eau et d’électrolytes qui se traduit par une diarrhée aqueuse. L’infection par les 

SNT chez le sujet sain reste généralement restreinte à l’intestin (13). Cependant les cellules 

cibles privilégiées des salmonelles sont les cellules M phagocytaires des plaques de Peyer ; ces 

macrophages intestinaux permettent l’envahissement des organes lymphatiques et leur 

diffusion systémique. Chez les patients immunodéficients, les salmonelles peuvent ainsi gagner 

la circulation sanguine et être responsables de localisations secondaires extra-intestinales. 
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Figure 3 : Physiopathologie des infections entériques à Salmonella (d’après (13)) 

 

1.5 Tableau clinique et impact médico-économique de la maladie 

Les SNT représentent la première étiologie bactérienne des toxi-infections d’origine 

alimentaire collectives (TIAC) en France. La dose minimale infectante n’est pas connue avec 

exactitude pour les SNT, mais plus elle est importante, plus la durée d’incubation semble courte. 

Les salmonelloses intestinales se manifestent par une gastro-entérite fébrile, après 6 à 72 heures 

d’incubation, associant douleurs abdominales, nausées, vomissements à des selles diarrhéiques. 

L’évolution est le plus souvent favorable en 3 à 5 jours, mais varie selon l’âge, le statut 

immunitaire et la virulence du sérotype (14). Cette infection peut se compliquer d’une 

déshydratation majeure parfois mortelle chez les sujets âgés ou les nourrissons. Elle peut 

également évoluer vers une forme bactériémique ou des localisations secondaires chez les sujets 

aux âges extrêmes de la vie, immunodéficients, drépanocytaires ou porteurs de matériel 

prothétique. Les manifestations extra-digestives sont multiples: pleuropulmonaires, 

neuroméningées, cardio-vasculaires ou ostéo-articulaires (15).   

Les SNT représentent une charge importante en santé publique et un coût considérable pour la 

société dans de nombreux pays. Aux Etats-Unis une étude de 1996 à 1999 par le réseau de 

surveillance FoodNet recense 1,4 millions de cas annuels entraînant 168000 visites chez le 

médecin, 15000 hospitalisations et 400 décès (16). Le coût annuel des salmonelloses non 

typhiques dans ce pays est estimé à 3 milliards de dollars en 2012 (17). En France, une étude 

menée par l’Institut national de Veille Sanitaire (InVS) entre 1995 et 1999, faisait état de 32000 

à 43000 cas annuels (dont 98% de cas d’origine alimentaire) entraînant 6000 à 10700 
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hospitalisations, compliquées de 100 à 560 décès (18). Une revue de la littérature en 2010 

estime le nombre annuel mondial de gastroentérites à SNT à 93,8 millions de cas (dont 80,3 

millions d’origine alimentaire) responsables de 155 000 décès (19). 

 

1.6 Epidémiologie 

Les SNT ont une distribution mondiale. D’un point de vue médical, seules les sous-espèces 

enterica, arizonae et diarizonae sont intéressantes car les sous-espèces salamae et houteanae 

sont plutôt spécifiques des reptiles et ne sont pas très répandues tandis que la sous-espèce indica 

est très rarement isolée. Malgré l’existence de plus de 2000 sérotypes, moins de 400 sérotypes 

sont isolés chaque année. Les deux principaux isolés ces dix dernières années en santé humaine 

sont les sérotypes Typhimurium et Enteritidis, représentant à eux seuls près des trois quarts des 

isolements de Salmonella en pathologie humaine (Fig.4) (20). S. Enteritidis a émergé au début 

des années 1990 et a diffusé dans le monde entier à la faveur d'une intensification de l'élevage 

industriel et de la mondialisation du commerce des volailles. Le sérotype Typhimurium a 

augmenté au cours des années 1990 et s'est étendu dans de nombreux pays du nord grâce au 

commerce du bétail. 

 

 Epidémiologie française 

La surveillance des cas de salmonelloses est menée par le Centre National de Référence des 

Escherichia coli, Shigella et Salmonella (CNR-ESS, Institut Pasteur, Paris). Près des 2/3 des 

salmonelles isolées en France font l’objet d’un envoi au CNR, sous forme de souches ou de 

fiches informatives. Cette surveillance est complétée par celle des TIAC à déclaration 

obligatoire, gérée par l’InVS. Ainsi, en 2010, 92 TIAC confirmées à Salmonella ont été 

déclarées, représentant environ 40% des foyers de TIAC dont l’agent étiologique a été 

confirmé. A l’instar de l’épidémiologie mondiale, les sérotypes Enteritidis et Typhimurium 

prédominent et constituent à eux seuls plus de 70% des isolements humains envoyés au CNR 

(Tab.3)(21). Depuis 2005, on observe néanmoins une baisse constante du sérotype Enteritidis 

associée à une montée du sérotype Typhimurium et de son variant monophasique (formule 

antigénique 1,4,[5],12:i:-). Sa prévalence parmi les cas humains de salmonelloses est en 

augmentation depuis le milieu des années 1990 dans de nombreux pays et devient en 2011 le 

2e sérotype le plus fréquemment isolé en France.
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Figure 4 : Répartition mondiale des sérotypes de Salmonella selon une étude multicentrique avec 1,5 million de cas humains et 360 000 non humains entre 1995 et 2008 (20) 
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Tableau 3 : Répartition des 20 principaux sérotypes de Salmonella en 2000, 2005, 2009-2011, 2013 en France. (Rapports annuels du CNR-ESS (21)) 

 2000 2005 2009 2010 2011 2013 

1 Enteritidis (4656) Typhimurium (3992) Typhimurium (3867) Typhimurium (3027) Typhimurium (3600)  Typhimurium (3102) 

2 Typhimurium (3800) Enteritidis (3638) Enteritidis (1777) Enteritidis (1711) 1, 4, [5],12:i:- (2248) 1, 4, [5],12:i:- (2430) 

3 Hadar (787) Agona (274) 1, 4, [5],12:i:- (1011) 1, 4, [5],12:i:-(1098) Enteritidis (1809) Enteritidis (1575) 

4 Virchow (321) Infantis (210) Hadar (177) Kentucky (208) Infantis (187) Infantis (206) 

5 Heidelberg (226) Typhi (187) Typhi (170) Newport (191) Napoli (151) Derby (178) 

6 Infantis (209) Derby (158) Derby (160) Typhi (181) Kentucky (150) Kentucky (176) 

7 Brandenburg (187) Hadar (147) Newport (139) Derby (167) Newport (149) Panama (137) 

8 Derby (164) Virchow (142) Infantis (134) Panama (148) Derby (147) Typhi (134) 

9 Typhi (152) Newport (133) Kentucky (130) Infantis (128) Panama (146) 

Typhi (146) 

Newport (130) 

10 Newport (137) Panama (124) Panama (107) Napoli (100)  Saintpaul (111) 

11 Panama (125) 1, 4, [5],12:i:-(101) Virchow (85) Dublin (81) Dublin (99) Bovismorbificans (104) 

12 Dublin (105) Manhattan (95) Napoli (81) Hadar (76) Saintpaul (86) Napoli (90) 

13 Indiana (87) Napoli (93) Saintpaul (77) Corvallis (70) Montevideo (67) 

Virchow (67) 

Paratyphi A (66) 

 

14 Blockley (83) Indiana (86) Dublin (74) Kottbus (66)  

Virchow (66) 

 Agona (61)  

Montevideo (61) 

15 1, 4, [5],12:i:-(75) Brandenburg (82) Montevideo (57)  Bovismorbificans (56)  

16 Bredeney (63) Dublin (73) Agona (56) Saintpaul (64) Hadar (55) Dublin (60) 

Virchow (60) 

17 Bovismorbificans (58) Manhattan (62) Bredeney (52) 

Rissen (52) 

Montevideo (61) 

 

Agona (51)  

Weltevreden (51) 

Bredeney (58) 

18 Livingstone (56) Worthington (55)  Rissen (60)   

19 Montevideo (51) 

 

Kentucky (48) 

 

Paratyphi A (49) 

 

Bovismorbificans (59) 

 

Brandenburg (50)  

Rissen (50) 

Hadar (53) 

20 Agona (50) Dublin (45) Brandenburg (47) Brandenburg (56)  Weltevreden (51) 



26 

 

1.7 Traitement 

Dans les formes habituelles, la guérison est spontanée en quelques jours et seul un traitement 

symptomatique associé à une bonne hydratation est préconisé. Une revue de la Cochrane a en effet conclu 

qu'il n'y avait aucune preuve justifiant une antibiothérapie dans les gastroentérites non sévères de l’enfant 

et de l’adulte (22). Le traitement antibiotique est donc à réserver aux patients présentant une forme sévère 

ou à risque de complications. Chez l’adulte, les fluoroquinolones constituent le traitement de première 

intention. Les céphalosporines de 3e génération (C3G) sont préférées chez l’enfant. La durée de 

traitement est variable selon le tableau clinique et la molécule utilisée. Ainsi, pour les gastroentérites, 

une C3G injectable pendant 3 jours est préconisée chez le nourrisson, un traitement de 5 jours par une 

fluoroquinolone est recommandé chez l’adulte à risque de complications ou immunodéprimé. 

L’antibiothérapie ne diminue cependant pas la durée de la diarrhée et n’a pas d’incidence sur le portage 

digestif. La durée de traitement conseillée est de 14 jours pour une bactériémie, de 21 jours pour une 

méningite, de 6 à 8 semaines pour une ostéo-arthrite.  

Il n’existe pas de recommandations sur le traitement du portage chronique chez l’enfant. Chez l’adulte, 

l’utilisation de la norfloxacine ou de l’azithromycine versus placebo n’a pas montrée d’intérêt dans 

l'éradication bactérienne et a été associée au contraire à des taux plus élevés de réinfection et de sélection 

de souches résistantes (23).  

1.8 Résistance aux antibiotiques des SNT 

Salmonella spp. est naturellement sensible à de nombreux antibiotiques. Les β-lactamines, l’association 

triméthoprime-sulfaméthoxazole (cotrimoxazole), les tétracyclines et les fluoroquinolones ont une bonne 

activité à la fois in vitro et in vivo. Les aminosides présentent une bonne activité in vitro mais une faible 

efficacité clinique.  

La résistance des SNT aux « vieilles » molécules, telles que le chloramphénicol et la tétracycline, est 

devenue commune dans les années 60, imputée rapidement à l’utilisation systématique des tétracyclines 

dans l’alimentation des volailles d’élevage (24). Augmentant progressivement, la résistance des SNT 

s’intensifie dès la fin des années 80, avec l’émergence rapide et la diffusion mondiale du clone 

S. Typhimurium lysotype DT104. Ce clone possède un îlot de résistance chromosomique (SGI1, 

Salmonella Genomic Island) lui conférant une résistance à l’amoxicilline, au chloramphénicol, à la 

spectinomycine, aux sulfamides et au triméthoprime (phénotype penta-résistant ACSSulTmp) (25). 

Initialement responsable d’épidémies chez le bétail au Royaume-Uni, ce clone s’est largement répandu 
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chez l’homme, notamment aux Etats-Unis, au Royaume-Uni et au Canada et représente en 2001 plus de 

40% des souches de S. Typhimurium isolées (26). 

Les premières SNT résistantes aux C3G apparaissent à la fin des années 1980 avec l’acquisition de gènes 

codant des béta-lactamases à spectre étendu (BLSE). Les BLSE détectées sont alors des dérivés mutés 

des béta-lactamases de classe A de type TEM-1/2 ou SHV-1. L’épidémiologie de la résistance aux C3G 

des SNT évolue dans les années 2000 avec l’émergence et la diffusion de BLSE de type CTX-M, puis 

de céphalosporinases AmpC de type CMY-2 majoritairement (27).  

Parallèlement, la résistance aux quinolones augmente. Elle est principalement due à des mutations 

ponctuelles chromosomiques dans les régions QRDR (Quinolone Resistance Determining Region) des 

gènes de l’ADN gyrase, mais aujourd’hui de nombreux gènes de résistance plasmidiques (qnr,       

aac(6’)-Ib-cr, qepA, qnrVC) ont largement été décrits chez les salmonelles (28). Ainsi, en 1994-95 aux 

Etats-Unis, seulement 0,5% des souches étaient résistantes à l’acide nalidixique contre 2,5% en 2000 

(29). L’enquête Enter-Net en 2000, incluant 10 pays européens, rapporte un taux de résistance d’isolats 

humains de 0,6% au céfotaxime, de 14% à l’acide nalidixique et de 0,5% à la ciprofloxacine (30). En 

2012, la sensibilité aux antibiotiques de 23625 souches cliniques de Salmonella spp. isolées dans 19 pays 

européens (représentant 25.6 % des cas confirmés de salmonelloses en Europe) a été testée : les taux de 

résistances les plus importants étaient observés pour la tétracycline (30.0 %), les sulfamides (28.9 %), 

l’ampicilline (27.6 %) et la streptomycine (23.6 %). Les résistances au céfotaxime, à l’acide nalidixique 

et à la ciprofloxacine étaient respectivement de 1,1%, 14,4% et 5,1% (31). Ces données varient 

néanmoins selon les sérotypes et les pays. Ainsi, S. Enteritidis reste relativement sensible, malgré une 

augmentation de la résistance à l’acide nalidixique, alors que les sérotypes Typhimurium, Virchow, 

Newport et Heidelberg sont souvent associés à la multirésistance (Tab.4). 

 

Tableau 4 : Incidence des souches résistantes aux C3G et de sensibilité diminuées aux quinolones dans plusieurs états (28) 

Ac Nal : acide nalidixique, Cip : ciprofloxacine, R : résistant 

 

 

 

 

 

 

Origine Année Sérotype Nombre 

d’isolats 

Ac Nal R 

(%) 

Cip R 

(%) 

C3G R 

(%) 

Europe 2004 Enteritidis 17155 26 0,9 0,1 

Europe 2004 Typhimurium 5749 7 0,6 0,4 

Europe 2004 Virchow 492 59 4 1 

Koweït 2003-2005 Divers 267 14,2 1,2 1,6 

Sénégal 2004-2006 Divers 249 4,8 0 0 

Thaïlande 2005 Divers 135 ND 5,2 17,8 

Emirats 

Arabes Unis 

2003-2004 Divers 123 7,4 0,8 1,6 

Indonésie 2003-2005 Divers 56 5 0 0 
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Plusieurs équipes ont par ailleurs décrits l’apparition de SNT résistantes aux carbapénèmes chez l’homme 

et l’animal (32). La première description d’une SNT productrice d’une carbapénèmase chez l’homme 

correspond à une souche de S. Cubana produisant une enzyme KPC-2, isolée chez un enfant de 4 ans 

dans le Maryland (33). Cette enzyme a récemment été décrite chez S. Typhimurium chez un patient 

hospitalisé en Colombie (34). Plusieurs sérotypes et plusieurs carbapénèmases ont été décrites depuis, 

notamment les OXA-48 et VIM chez les sérotypes Kentucky et Saintpaul (35), ou encore NDM-1 chez 

S. Senftenberg et S. Stanley (32). 

 

Parallèlement à ce qui se passe dans la plupart des pays développés, en France, le nombre d’isolats 

humains de SNT multirésistantes aux antibiotiques n’a cessé d’augmenter depuis ces dernières années 

(21). Les sérotypes Typhimurium (phénotype penta-résistant majoritaire), Hadar, Newport sont 

particulièrement touchés. La résistance aux C3G est presque inexistante pour les sérotypes Typhimurium 

ou Enteritidis. Depuis le début des années 2000, le CNR observe une augmentation des souches 

résistantes aux C3G pour les sérotypes Newport (CMY-2) et Virchow (CTX-M) principalement. La 

résistance à la ciprofloxacine est particulièrement associée au sérotype Kentucky, due à l’émergence d’un 

clone particulier depuis 2002 (36). Les souches résistantes à la ciprofloxacine sont rares en dehors de ce 

sérotype. 

L’utilisation massive et le mésusage des antibiotiques en thérapeutique humaine ne sont pas les seules 

causes d’émergence de résistance. L’utilisation massive d’antibiotiques dans les filières animales et 

aquacoles a sans doute largement contribué à la sélection de bactéries résistantes et à leur diffusion dans 

l’environnement. En 1998, l’OMS émettait un rapport reliant l’utilisation des antibiotiques et des 

promoteurs de croissance dans la filière animale et l’émergence d’infections humaines à Salmonella 

multirésistantes (37). Le microbiote intestinal des animaux et de l’homme constitue un incroyable 

réacteur d’échange d’informations génétiques entre bactéries. La diffusion de la résistance chez les 

salmonelles est principalement due aux transferts horizontaux de gènes portés par des éléments 

génétiques mobiles (plasmides, transposons) souvent associés à des intégrons (38).  

Plusieurs études ont par ailleurs montré une augmentation de la sévérité et de la mortalité des 

salmonelloses causées par des souches multirésistantes. Ces infections sont liées à un plus grand risque 

d’échec thérapeutique et sujettes à plus de complications invasives (39,40). 
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1.9 Salmonella Montevideo 

Les Salmonella enterica subsp. enterica possédant les antigènes O de type 6,7 et les antigènes H de type 

g, m et s (monophasique) correspondent au sérotype Montevideo, abrégé Salmonella Montevideo ou S. 

Montevideo.  

 Epidémiologie  

En pathologie humaine, S. Montevideo est un sérotype assez fréquent en France, mais représente 

seulement 0,6% des souches déclarées au CNR en 2013 (Tab.3). Dans la littérature, on retrouve de 

nombreuses épidémies humaines liées à la consommation d’aliments contaminés. En 1993, une épidémie 

associée à l’ingestion de tomates non cuites a fait 100 cas dans le Minnesota (41). En France, « l’épidémie 

des reblochons » de 2006 a concerné 23 personnes (42). L’épidémie la plus importante reste américaine 

en 2010, liée à la consommation de salamis contaminés par du poivre noir et rouge importé d’Asie (43), 

où 272 cas ont été identifiés dans 44 états différents.  

Du côté de la surveillance animale française, ce sérotype est encore plus souvent isolé. Ainsi, en 2010 

selon l’inventaire conduit par l’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l’alimentation de 

l’environnement et du travail (ANSES) Salmonella Montevideo est le 4e sérotype le plus fréquemment 

isolé chez l’animal, tous secteurs confondus. Ce sérotype est principalement associé aux productions 

bovines (4e), à la filière volaille (sous-filière canard : 3e) et aux produits d’alimentation animale (1er) (44). 

Aux Etats-Unis, on retrouve une association avec les mêmes sources animales (Fig.5). En 2012, une 

épidémie de 93 cas, touchant plus de 20 états a d’ailleurs été reliée aux élevages de poulets issus du même 

couvoir au Missouri (45).  

 

Figure 5 : Pourcentage des isolats non humains de Salmonella Montevideo, entre 1968 et 2011 aux Etats-Unis, rapportés par 

les laboratoires des services vétérinaires américains (USDA-FSIS) (46)  

clinique : souches isolées chez des animaux symptomatiques, non cliniques : isolats obtenus lors de surveillance 
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De manière anecdotique, des souches de S. Montevideo ont pu être retrouvées chez certains reptiles (boa 

constrictor domestique, caïman (47)) et ont pu être responsables de rares infections humaines (48). 

Une épidémie nosocomiale à Salmonella Montevideo a déjà été décrite en 1984 dans une unité de 

néonatalogie d’un hôpital allemand. Les souches de S. Montevideo isolées à partir des fèces de 26 

nourrissons présentaient cinq antibiogrammes différents. Les auteurs avaient relié la multirésistance de 

ces souches à la présence d’un unique plasmide IncC, également présent dans des entérobactéries de la 

flore fécale des enfants (49). 

 Sensibilité aux antibiotiques 

Le sérotype Montevideo est plutôt épargné par la multirésistance. Dans une étude américaine, les souches 

de Salmonella Montevideo sont habituellement sensibles aux antibiotiques (95,5% des isolats) ; sur 22 

souches isolées d’hémocultures entre 1996 et 2007, aucune n’était résistante aux C3G ni aux quinolones 

(50). En 2011, selon les données du CNR (Tab.5), sur 56 isolats testés, 47 étaient totalement sensibles, 

seulement 2 souches étaient rapportées résistantes aux C3G. Ces 2 souches sont issues de l’épidémie, 

sujet de notre étude. En 2012 et 2013, en excluant les souches de l’épidémie, aucune souche résistante 

aux C3G n’a été rapportée. 

Par ailleurs, il n’existe pas à ce jour de description de S. Montevideo BLSE dans la littérature, de rares 

souches de sensibilité diminuée aux quinolones par l’acquisition d’un gène qnrS1 ont été rapportées en 

Espagne (51).  

Tableau 5 : Profils de résistance des souches de Salmonella Montevideo envoyées au CNR de 2011 à 2013 (21)  

A : amoxicilline, Cro : ceftriaxone, Caz : ceftazidime, Fox : cefoxitine, S : streptomycine, Sp : spectinomycine, 

K : kanamycine, T : tobramycine, G : gentamicine, N : nétilmicine, Sul : sulfamide, Tmp : triméthoprime, C : chloramphénicol, 

Te : tétracycline, Nal : acide nalidixique,  

n : nombre de souches étudiées, N: nombre de souches (une seule par patient) reçues au CNR-ESS ; 

* souches en lien avec l’épidémie Limoges 

 

Profil de résistance Nombre de souches possédant ce profil en  

2011  

n =56 

N=62 

2012 

n=39 

N=39 

2013 

n=56 

N=56 

ASulTmp 1 0 0 

A 0 2 1 

ACroSSpKTGSulTmpCTeNal 0 3* 1* 

ACroSSpKTGSulTe 0 1* 0 

ACroSSpKTGSulTmpCTe 0 0 1* 

ACroSSpKTSul 1* 0 0 

ACroSSSpKTSulTmpC 1* 0 0 

ACazFoxSSpKTNGSulTmpCTeNal 0 0 1* 

SSpSulTmpTe 1 1 0 

Nal 5 1 1 

Tmp 0 0 2 

Sensible 47 31 48 
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2. Les intégrons 

Les intégrons sont des éléments génétiques décrits initialement par Stockes et Hall en 1989 (52). Ils 

forment un système original de capture, d’expression et de dissémination de gènes sous forme de 

cassettes. 

On distingue deux grands types d’intégrons: 

- Les superintégrons (SI) strictement chromosomiques, peuvent contenir jusqu’à 200 cassettes 

dont la grande majorité code des protéines de fonction inconnue. Isolés chez de nombreuses souches 

environnementales (Vibrionaceae, Pseudomonaceae…), ces SI semblent jouer un de réservoir de gènes 

à haute valeur adaptative.  

- Les intégrons de résistance (IR) aux antibiotiques contiennent un nombre plus restreint de 

cassettes (moins de 10 décrits) hébergeant pour la plupart des gènes de résistances aux antibiotiques. Ils 

sont portés par des plasmides et/ou des transposons et peuvent être ainsi transférés entre bactéries. 

 

2.1 Structure 

Un intégron se définit par une plateforme fonctionnelle, aussi appelée région 5’CS (5’ conserved 

segment), associant 3 éléments : un gène intI codant une intégrase IntI, un site spécifique de 

recombinaison attI et un promoteur de cassettes Pc orienté dans le sens inverse de intI (Fig.6). En aval, 

se situe une partie variable constituée de cassettes, éléments génétiques mobiles capables d'être intégrés 

ou excisés par un mécanisme de recombinaison spécifique catalysé par l’intégrase IntI (53). 

 

 

Figure 6 : Structure schématique d'un intégron 
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2.1.1 Intégrase 

L’intégrase IntI est une recombinase à tyrosine spécifique de site capable de catalyser des recombinaisons 

entre 2 sites spécifiques situés sur une ou deux molécules d’ADN. 

Cinq classes d’IR ont été définies en fonction de la séquence en acides aminés de l’intégrase IntI (54). 

Les 3 premières sont les plus prévalentes et les mieux caractérisées. Les IR de classe 1 sont 

principalement décrits chez des BGN tels que les entérobactéries, Acinetobacter, Pseudomonas, Vibrio 

et sont largement impliqués dans la diffusion de la résistance chez les souches cliniques, ils hébergent 

une grande diversité de cassettes. Les IR de classe 2 possèdent une intégrase IntI2 le plus souvent non 

fonctionnelle, tronquée du fait d’un codon STOP prématuré dans le gène intI2 (55) ; leur réseau de 

cassette est donc généralement très conservé. Les intégrons de classe 3 sont très peu décrits dans la 

littérature. Les intégrons de classe 4 et 5 ont été décrits chez des espèces du genre Vibrio, associés à des 

transposons conjugatifs, conférant une résistance au triméthoprime. Leur implication en microbiologie 

clinique est considérée à ce jour comme nulle. 

 

2.1.2 Site attI 

Le site attI est un site d’attachement spécifique de l’intégrase IntI. A chaque intégrase correspond un site 

attI propre, mais des recombinaisons peuvent intervenir de façon moins efficace avec les sites attI 

d’autres IR (56). La séquence du site attI varie fortement d’une classe à l’autre à l’exception d’un motif 

conservé GTTRRRY (R: purine; Y: pyrimidine) nommé boîte R (57). La recombinaison et donc 

l’intégration d’une nouvelle cassette s’effectue au niveau du site GTT entre le G et le premier T. La boîte 

R forme avec une boîte L située plus en amont un site « core » de liaison essentiel à l’activité d’IntI. 

Deux autres régions d’interaction avec l’intégrase ont été localisées en amont du site core. Le premier 

site DR1 est un site de fixation fort indispensable à l’activité de l’intégrase, le deuxième DR2 est un site 

de fixation faible qui améliore l’efficacité de recombinaison (58).  
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Figure 7 : Structure des sites attI (58) 

 

2.1.3 Région promotrice Pc 

Le promoteur Pc est responsable de l’expression des gènes contenus dans les cassettes qui ne possèdent, 

à quelques exceptions près, pas de promoteur propre. Plus les cassettes sont proches de Pc, plus les gènes 

qu’elles hébergent sont exprimés.  

La région promotrice des cassettes a été essentiellement étudiée chez les intégrons de classe 1. Chez ces 

derniers, le promoteur Pc se situe dans la séquence codante du gène intI1, plus de 200 bases en amont de 

la première cassette. Il existe au moins 13 variants du promoteur Pc, de force et de fréquence variables, 

définis sur la base de la séquence des boîtes -35 et -10 (59). Dans certains intégrons de classe 1, un second 

promoteur P2 est présent dans le site attI, en aval de Pc, créé par l’insertion de 3 résidus guanine entre 

des séquences potentielles des hexamères -10 et -35. Il permet d’augmenter le niveau de transcription 

des cassettes, d’autant plus que la force du variant Pc est faible. 

 

2.1.4 Réseau de cassettes 

 Gènes de cassettes 

Les cassettes constituent la partie variable des intégrons, en aval de la plateforme fonctionnelle. Ce sont 

des unités fonctionnelles mobilisables pouvant exister de manière transitoire sous une forme libre 

circulaire ou sous une forme linéaire intégrée (60). Plusieurs cassettes peuvent être contenues dans un 

même intégron et permettre à la bactérie hôte de résister en bloc à différentes familles d’antibiotiques. 

Elles ont des tailles et des fonctions très variables mais possèdent une organisation commune. Elles se 

composent d’un cadre ouvert de lecture (orf) suivi d’un unique site spécifique de recombinaison attC 

reconnu par l’intégrase (Fig.8). 
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Figure 8 : Structure schématique d’une cassette a) forme circulaire, b) forme intégrée linéaire 

 

En 2009, une revue recense au sein des IR 132 cassettes différentes codant des résistances à des 

antibiotiques et 62 cassettes gcu (gene cassette of unknown function) codant des protéines de fonction 

inconnue (55). Presque toutes les familles d’antibiotiques sont concernées (Tab.6). 

Tableau 6 : Principaux gènes de résistance décrits dans des cassettes (39) 

 

 

 Site attC 

Le site attC possède à ses extrémités deux sites simples encadrant une région centrale de taille et de 

séquence variable. Initialement décrit comme des éléments stables de 59 pb, leur taille varie en réalité 

entre 57 et 141 pb (61). Chaque site simple est composé de 2 séquences inversées répétées désignées 

Famille 

d’antibiotiques 

Mécanisme de résistance Gènes de résistance 

-lactamines Pénicillinase 

BLSE 

Oxacillinase 

Carbapénèmase 

blaP 

blaGES, blaVEB 

blaOXA 

blaIMP, blaVIM 

Aminosides Acétyltransférase 

Adénylyltransférase 

Streptothricine acétyltransférase 

aacA, aacC, aac(6’)-Ib  

aadA, aadB,  

sat 

Triméthoprime Dihyrofolate réductase dfrA, dfrB 

Chloramphénicol Chloramphénicol acéyltransférase 

Efflux 

catB  

cmlA, cmlB  

Fosfomycine Glutathion-S-transférase fos 

Macrolides  

 

Erythromycine estérase 

Lincomycine nucléotidyltransférase 

ere  

lin  

Rifampicine ADP-ribosyl transférase arr  

Quinolones Acétyltransférase 

Protection de la cible 

acc(6’)-Ib-cr  

qnrVC 

Ammoniums 

quaternaires 

Pompe d’efflux qac 
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respectivement L’-L’’et R’-R’’. Les séquences R’ et R’’ sont aussi appelées site core (généralement 

GTTRRRY) et site core inverse (RYYYAAC) (62). 

R’ et R’’ sont habituellement complémentaires, mais les séquences L’’ et L’’ n’ont pas une 

complémentarité parfaite. L’’ possèdent en effet une base guanine supplémentaire. Les séquences L’-L’’ 

et R’- R’’ forment des duplex permettant de former des structures « tige boucle » lorsque le site attC est 

sous forme simple brin (Fig.9). 

Lors de l’appariement de L’ et L’’, la base supplémentaire de L’’ provoque un mésappariement et est 

repoussée vers l’extérieur. Cette base extrude permet la reconnaissance par l’intégrase (63). 

 

Figure 9 : Structure d’une cassette et d’un site de recombinaison attC 

 

2.1.5 Région 3’ des intégrons de classe 1 

La région en aval du réseau de cassettes diffère selon les classes d’intégrons (52). Celle-ci revêt un intérêt 

en termes de résistance uniquement pour les IR de classe 1. En effet, chez certains IR de classe 1, peut 

se trouver en aval des cassettes, tout ou une partie d’une région nommée 3’CS (3’ conserved segment) 

comportant en général 3 gènes : qacE1, sul1 et orf5.  

Le gène qacE1 (348 pb) est un dérivé tronqué de qacE, codant une pompe d’efflux et conférant à la 

bactérie une résistance aux ammoniums quaternaires et aux agents intercalants (64). Le gène sul1 
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(840 pb) code une dihydroptéroate synthétase essentielle à la synthèse des folates, conférant une 

résistance aux sulfamides. La séquence codante orf5 (501 pb) code une protéine de fonction inconnue.  

Un certain nombre d’IR de classe 1 ont la particularité de posséder une duplication de la région 3’CS, 

associé à la présence d’un élément transposable ISCR1 (Insertion Sequence Common Region). Ces 

intégrons sont parfois appelés intégrons complexes ou sul1-type intégrons (Fig.10). Initialement 

dénommée orf513, cette région montre des homologies avec des séquences d’insertion IS91, capables de 

mobiliser des séquences d’ADN (65). De nombreux gènes de résistances sont décrits en aval de cette 

région : catA2 (résistance au chloramphénicol), blaDHA-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-9 (résistance aux β-

lactamines), qnrA, qnrB (résistance aux quinolones), dfrA10, dfrA19 (résistance aux triméthoprime) (66). 

Ces gènes ne sont pas inclus dans des cassettes et ne sont pas associés à un site attC ; ils ne sont donc 

pas mobilisables par l’intégrase IntI. De plus, cette ISCR1 apporte un promoteur actif permettant 

l’expression des gènes en aval (67). 

 
Figure 10 : Structure schématique d'un intégron complexe 

 

2.2 Dynamique d’échange des cassettes 

L'intégration et l'excision d’une cassette au sein d’un IR se produit par l'intermédiaire de recombinaisons 

site-spécifique catalysées par l’intégrase IntI. Trois réactions (attC x attI, attC x attC et attI x attI ) 

correspondent aux événements de recombinaison normaux et 2 autres correspondent à des 

recombinaisons possibles entre un site attI ou attC et un site non spécifique contenant la séquence GTT 

(68). Des études ont montré que les événements de recombinaison impliquant deux sites attI sont 

beaucoup moins efficaces que les réactions impliquant deux sites attC. La recombinaison entre attI et 

attC est considérée comme la réaction la plus efficace. L’insertion d’une cassette se produit donc 

préférentiellement au site attI (69). Le gène est ainsi au plus proche du promoteur Pc, assurant une 

expression maximale. La recombinaison entre deux sites attC situés dans le même IR conduit à l'excision 

d'une cassette circulaire. Les évènements de recombinaison s’effectuent au sein du même intégron 

(Fig.11) ou également sur des intégrons portés par des réplicons différents, conduisant à une 

cointégration.  
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Figure 11 : Mécanisme d’insertion et d’excision des cassettes 

 

Les recombinaisons d'excision ou d'intégration se font toujours entre deux sites double brin. Dans le cas 

du site attC, il s’agit toujours de sa configuration monobrin due au repliement tige-boucle (70). 

L’intégrase se fixe sur les sites core d’attI et attC et catalyse un échange de brin permettant la formation 

d’une pseudo-jonction de Holliday qui est résolue au cours de la réplication (Fig.12).  

 

 

Figure 12 : Mécanisme d'intégration des cassettes au niveau du site attI 
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2.3 Expression des gènes de cassettes 

Les cassettes sont orientées dans la même direction et ne contiennent pas, à de rares exceptions près, de 

promoteur. Les gènes sont donc co-transcrits comme dans un opéron sous la dépendance du promoteur 

Pc localisé dans la région 5’CS. L’expression des gènes de cassettes est donc dépendante de la force du 

Pc et de leur localisation dans le réseau : les gènes de cassettes éloignées du promoteur sont les plus 

faiblement exprimés. La pression de sélection antibiotique peut favoriser des réarrangements de cassettes 

afin de repositionner une cassette faiblement exprimée plus près du promoteur.  

 

La plupart des gènes de cassettes possède une région d’initiation de traduction (TIR) potentielle, 

constituée d’un site de liaison des ribosomes (ou RBS pour Ribosome Binding Site) espacé de manière 

optimale du codon d’initiation (71). Certaines cassettes sont dépourvues de région TIR, dans ce cas, 

l’initiation se fait au niveau d’un orf court (orf11) présent chez les intégrons de classe 1 qui possèdent 

une région TIR efficace au sein de la 5’CS.  

Les sites attC interfèrent également avec la traduction des gènes. Ils agiraient comme des atténuateurs 

traductionnels, leurs structures tige-boucle pouvant en effet gêner la progression du ribosome le long de 

l’ARNm (72). 

 

2.3.1 Régulation de l’expression de l’intégrase 

Expérimentalement, il a été démontré que la transcription de l’intégrase IntI1 est sous la dépendance de 

la réponse SOS. La protéine LexA est un répresseur transcriptionnel de la réponse SOS impliquée dans 

la réparation de l’ADN occasionnée lors de différents stress. Lex A possède en effet un site de fixation 

(boîte LexA) au niveau du site -10 du promoteur Pint de l’intégrase. 

Lors d’un stress, il y a formation d’ADN simple brin (ADNsb), reconnu par la protéine RecA. Leur 

association forme un filament nucléoprotéique permettant le recrutement de LexA. Ce complexe active 

la capacité protéolytique de LexA, entraînant son propre clivage et la libération de son site de fixation et 

permettant ainsi l’expression des gènes du régulon SOS (Fig.13). Plusieurs antibiotiques, comme la 

ciprofloxacine, l’ampicilline ou le triméthoprime, sont connus pour induire directement, à des 

concentrations sub-inhibitrices, la réponse SOS chez divers microorganismes. En présence 

d’antibiotiques, l’induction de l’expression de l’intégrase augmente d’un facteur 4, corrélée à une 

augmentation de 140 fois de son activité recombinase (73). Ce système permet d’une part la réduction 

des coûts énergétiques, l’intégrase étant synthétisée lorsque cela est nécessaire, et assure d’autre part la 

stabilité des cassettes en dehors des périodes de stress. 
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Figure 13 : Régulation de l’expression de l’intégrase IntI par LexA (A) Schéma de la plateforme fonctionnelle d’un intégron, 

la protéine LexA chevauche le promoteur de l’intégrase Pint. (B) Lors d’un stress conduisant à la formation d’ADNsb, par 

exemple par un antibiotique dont la résistance est codée par la 3e cassette, le filament nucléoprotéique ADNsb/RecA conduit 

à l’autoprotéolyse de LexA et donc à l’activation de la réponse SOS. Le promoteur de l’intégrase est alors libéré. 

(C) L’intégrase produite effectue un réarrangement des cassettes, ramenant la 3e cassette en première position, pour permettre 

à la bactérie de résister au stress antibiotique qu’elle subit (74) 

 

2.4 Epidémiologie des intégrons 

Les études épidémiologiques ont surtout porté sur les IR de classe 1 très répandus chez différents BGN: 

entérobactéries, Vibrio, Pseudomonas, Acinetobacter et Campylobacter. Des intégrons ont aussi bien été 

retrouvés chez des bactéries d'origine animale, humaine ou environnementale. Leur prévalence semble 

particulièrement élevée chez des souches multirésistantes aux antibiotiques, mais il peut s'agir d'un biais 

de sélection (75). Des intégrons de classe 1 ont également été mis en évidence chez des bactéries à Gram 

positif, notamment chez diverses espèces des genres Corynebacterium, Enterococcus et Staphylococcus 

faisant redouter la dissémination des cassettes de résistance aux antibiotiques à d’autres bactéries à Gram 

positif (76,77). 
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Après les intégrons de classe 1, les intégrons de classe 2 sont les plus souvent retrouvés, également chez 

les BGN (Acinetobacter, E. coli, Shigella, Salmonella) de diverses origines. Ils sont associés au 

transposon Tn7 leur conférant une grande mobilité, mais possèdent un réseau de cassette très stable. 

Quelques souches ont été décrites avec une protéine IntI2 fonctionnelle ou un réseau de cassettes atypique 

(75). Certaines souches peuvent posséder à la fois des intégrons de classe 1 et 2.  

Les intégrons de classe 3 sont très peu décrits. Le premier intégron de classe 3 a été décrit chez Serratia 

marcescens (78). Il contient la cassette blaIMP, codant la résistance à l’imipénème par production d’une 

métalloenzyme et la cassette aac(6’)-Ib (aacA4). Ils ont depuis été décrits chez Delftia, Klebsiella, 

Escherichia et Enterobacter (75,79). 

 

 Epidémiologie des intégrons chez Salmonella. 

Les intégrons de classe 1 sont les plus prévalents chez les SNT, décrits aussi bien à partir de souches 

d’origines humaines, animales ou alimentaires. Ils ont été retrouvés chez un grand nombre de sérovars: 

Typhi, Agona, Brandenburg, Goldcoast Hadar, Infantis, Newport, Ohio, Panama, Poona, Saintpaul, 

Virchow, Worthington (80)… Ces intégrons sont pour la plupart localisés sur des plasmides qui ont 

également montré un rôle important dans la diffusion et l’acquisition de gènes de virulence et de 

résistance (81). Des intégrons de classe 2 ont rarement été décrits (82,83) 

Une étude sur plus de 1900 SNT isolées de 13 pays différents, rapporte 104 souches penta-résistantes 

dont 90 (86.5%) possédant un ou 2 intégrons de classe 1. Les principales cassettes de résistance 

retrouvées conféraient une résistance aux aminosides (aadA1, aadA2, aadA7, aadB, aacA4, aac3A-Id, 

aac(6')-IIc), au triméthoprime (dfrA1, dfrA7, dfrA12, dfrA15, dfrA17) et aux β-lactamines (blaPSE1, 

blaOXA-10, blaOXA-30) (84). Une équipe portugaise a testé 1183 SNT d’origine humaines, animales ou 

alimentaires, et retrouve 21% de souches multirésistantes dont 77% détenant un ou plusieurs intégrons 

de classe 1 et 2 associés aux mêmes gènes de résistance précédemment décrits (83). Récemment, des 

gènes de carbapénèmases ont été décrits dans le réseau de cassettes d’intégrons de classe 1 (34,35). 

La diffusion de l’îlot génomique de résistance SGI1 a largement contribué à la résistance chez Salmonella 

enterica, notamment pour le sérotype Typhimurium (85). Cet îlot de résistance a été également décrit 

chez d’autres sérotypes et entérobactéries et sous différents variants, suggérant son transfert horizontal 

et sa grande plasticité. Le SGI1 héberge un intégron complexe nommé In104. Il est constitué de deux 

sites 5’CS. Le premier est suivi d’une cassette aadA2 et du gène sul1 tronqué (sul1), le deuxième de la 

cassette blaPSE-1 et du gène sul1 entier. Entre les deux 5’CS s’insèrent les gènes floR, tetR et tetG codant 
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respectivement la résistance au florphénicol/chloramphénicol et aux tétracyclines et une séquence 

ISCR3. 

Les intégrons complexes associés aux séquences ISCR ont largement été décrits chez les SNT 

multirésistantes, mobilisant fréquemment des gènes de résistances aux C3G tels que blaDHA-1 (86), 

blaCMY-2 (87) ou blaCTXM-9 (88) mais également aux fluoroquinolones (qnrA1, qnrS et qnrB) (89,90) ou 

au triméthoprime (dfrA19) (90) chez différents sérotypes.  
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Matériels et Méthodes 
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1. Souches étudiées 

Les souches de salmonelles ont été isolées à partir des coprocultures de patients hospitalisés dans une 

unité Mère-enfant d’un Centre Hospitalier. Elles ont été identifiées par spectrométrie de masse MALDI-

TOF (Vitek MS, bioMérieux). La détermination du sérotype a été réalisée à l’aide d’antisérums Bio-Rad 

par agglutination. 

 Au total, 23 souches de S. Montevideo ont été isolées chez 17 patients, dont 20 souches chez 14 enfants. 

Pour les patients La, C, Ai et Cl, les isolats ont été retrouvés dans la même coproculture ; pour le patient 

Al, 2 isolats différents ont été retrouvés dans 2 prélèvements distants. Les souches Lo, P et G ont été 

isolées de coprocultures chez des adultes. Lo était un patient hospitalisé dans une autre unité du CH, P 

un membre du personnel et G la mère de l’enfant Ang. En novembre 2013, une campagne de 

prélèvements environnementaux a été effectuée par le Laboratoire National de Référence (LNR) 

Salmonella (ANSES-Ploufragan) sur 105 sites (chambres des enfants, chambres des mamans, salles de 

bains, salles de jeux, sols, vestiaires…). La souche Env a été isolée à partir d’un prélèvement effectué 

sur le sol de la chambre d’un enfant porteur de salmonelle. L’ensemble des souches de Salmonella 

Montevideo est listé dans le tableau 7. 

Tableau 7 : Souches de Salmonella Montevideo isolée à partir des coprocultures de patients 

*souches isolées de patients adultes ; ** souche isolée de l’environnement. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parallèlement, une recherche d’entérobactéries résistantes aux C3G a été effectuée sur certaines 

coprocultures et à partir des prélèvements environnementaux, après ensemencement sur les milieux 

sélectifs AES-BLSE (BioMérieux). Les entérobactéries BLSE retrouvées sont listées dans le tableau 8.  

Souche Date d’isolement Souche Date d’isolement 

Lo* 30/11/2010 Li 30/01/2013 

Al 1 04/10/2011 Ar 24/04/2013 

La1 04/10/2011 P* 23/05/2013 

La2 04/10/2011 An 27/05/2013 

Al2 18/02/2012 Ai1 25/06/2013 

M 24/04/2012 Ai2 25/06/2013 

C1 23/05/2012 Ang 31/08/2013 

C2 23/05/2012 G* 06/09/2013 

C3 23/05/2012 Lil 21/10/2013 

Z 26/05/2012 Cl1 29/10/2013 

D 04/06/2012 Cl2 29/10/2013 

E 03/01/2013 Env** 11/2013 
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Les souches Env-Ec1 à 7 ont été isolées dans 2 chambres de bébés (mobiliers, interrupteurs, murs), d’une 

chambre de maman (murs), d’une salle de jeux (mobilier, jouets) et d’une salle de soins. 

Tableau 8 : Souches d’entérobactéries BLSE isolées de coprocultures et de l’environnement  

 * souche isolée de l’environnement. 

 

2. Antibiogramme  

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé (Muller 

Hinton II, bioMérieux) avec les disques Biorad, selon les recommandations du Comité de 

l’antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CA-SFM).  

3. Extraction d’ADN 

Pour les PCR classiques, l’ADN total bactérien a été extrait à l’aide de l’automate NucliSens® easyMag 

(bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) selon les préconisations du fabricant.  

Pour la génération de librairies dans le cadre du séquençage haut-débit (NGS), l’ADN total bactérien a 

été extrait avec le kit QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, Courtabœuf, France) selon les recommandations 

du fournisseur. La quantité d’ADN a été dosée grâce à l’appareil Qubit® 2.0 Fluorometer (Life 

technologies), avec le kit DsDNA HS (high sensitivity), basé sur l’intensité de fluorescence d’un 

marqueur de l’ADN double brin. 

Souche Espèce 
Date 

d’isolement 
Souche Espèce 

Date 

d’isolement 
D-Ko Klebsiella oxytoca 04/06/2012 Lil-Eh Escherichia hermanii 04/11/2013 

Ar-Ec Enterobacter cloacae 02/05/2012 Lil-Kp Klebsiella pneumoniae 18/11/2013 

Ar-Ko Klebsiella oxytoca 02/05/2012 Cl-Ec Enterobacter cloacae 29/10/2013 

P-Ko Klebsiella oxytoca 23/05/2013 Env-Ec1* Enterobacter cloacae 11/2013 

An-Ko Klebsiella oxytoca 30/05/2013 Env-Ec2* Enterobacter cloacae 11/2013 

Ai-Ko Klebsiella oxytoca 25/06/2013 Env-Ec3* Enterobacter cloacae 11/2013 

Ang-Ec Enterobacter cloacae 31/08/2013 Env-Ec4* Enterobacter cloacae 11/2013 

Ang-Eh Escherichia hermanii 24/10/2013 Env-Ec5* Enterobacter cloacae 11/2013 

Ang-Cs Citrobacter sedlakii 24/10/2013 Env-Ec6* Enterobacter cloacae 11/2013 

E-Ec Enterobacter cloacae 15/09/2013 Env-Ec7* Enterobacter cloacae 11/2013 

Lil-Ec Enterobacter cloacae 21/10/2013    
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4. PCR en temps réel triplex intégron 

La présence d’intégrons a été recherchée par une PCR triplex en temps réel sur le 

thermocycleur MX3005P (Stratagene) directement à partir des souches bactériennes. Elle est basée sur 

l’utilisation d’amorces ciblant les gènes des intégrases (intI1, intI2, intI3) associées à des sondes 

TaqMan® marquées de fluorophores différents (91). Les amorces et sondes sont rappelées en annexe. 

5. PCR en point final 

Les PCR d’amplification des réseaux de cassettes des intégrons ont été réalisées avec la Crimson Taq 

DNA Polymerase (BioLabs). Différentes PCR ont été réalisées avec différent couples d’amorces afin de 

déterminer les réseaux de cassettes des intégrons. Les différentes amorces utilisées sont rappelées en 

annexe.  

6. Séquençage classique méthode Sanger 

Les produits de PCR ont été purifiés à l’aide du kit Wizard SV Gel (Promega®), selon les 

recommandations du fournisseur. Les réactions de séquence à partir des produits de PCR obtenus ont été 

réalisées grâce au kit Big Dye Terminaor v1.1 cycle sequencing (Life Technologie). Les produits de 

séquence obtenus ont été purifiés à l’aide de mini-colonnes Sephadex G-50 Superfine. Les séquences 

d’ADN ont été acquises via le séquenceur ABI Prism 3130 XL (Applied Biosystems) et analysées avec 

le logiciel Geneious (Biomatters, Nouvelle-Zélande). Les séquences étaient alors comparées avec les 

séquences présentes dans la base de données GenBank grâce au logiciel en ligne BLAST disponible sur 

le site NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

7. Séquençage haut débit 

Etant donné la complexité génétique des différents intégrons retrouvés dans les souches de salmonelles 

et les difficultés rencontrées lors de l’utilisation des méthodes « classiques » de biologie moléculaire 

(PCR, séquençage Sanger), nous nous sommes tournés vers la technologie du séquençage haut débit. 

Grâce à l’appui de la plateforme hospitalo-universitaire Genolim, nous avons pu avoir accès à la 

technologie de séquençage haut-débit Ion Proton (Life Technologies) dont les grands principes sont 

décrits ci-dessous. 

Cette technologie a été employée pour analyser le génome de 10 souches de S. Montevideo : Lo, Al1, 

Al2, C1 C2, C3, D, E, Ai1, Ai2.  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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7.1 Préambule 

Les séquenceurs de nouvelle génération sont apparus entre 2005 et 2010. Ces technologies sont dites de 

haut débit car elles produisent des millions de séquences (ou « reads ») en quelques dizaines d’heures, 

pour un coût bien moins élevé qu’auparavant. Le séquençage de nouvelle génération est souvent abrégé 

en HTS, pour High-Throughput Sequencing, ou NGS, pour Next-Generation Sequencing. Ces 

séquenceurs permettent par ailleurs un séquençage parallèle de milliers de fragments d’ADN 

simultanément pouvant provenir de différents échantillons.  

Plusieurs technologies NGS sont commercialisées, se distinguant principalement sur leur chimie. Elles 

se décomposent cependant toutes en 4 grandes étapes principales : (i) la préparation des librairies, (ii) 

l’amplification clonale par PCR émulsion, (iii) les réactions de séquençage avec la détection des signaux 

d’incorporation des différentes bases et (iv) l’analyse bioinformatique des données. 

 

7.2 Protocole 

7.2.1 Préparation des librairies 

La préparation d’une librairie a pour but de fragmenter le génome d’un microorganisme ou d’une cellule. 

Les fragments d’ADN sont associés à des adaptateurs (A et P1) (Fig.14) indispensables à la PCR 

émulsion précédant le séquençage et à un code-barres permettant l’identification de l’échantillon lors du 

séquençage de plusieurs échantillons en parallèle. Dans notre étude, 10 codes-barres différents ont été 

utilisés pour distinguer les 10 souches de salmonelles analysées. 

Pour chaque échantillon, 50 à 100 ng d’ADN extrait ont été soumis à une fragmentation enzymatique à 

l’aide du kit Ion Shear™ Plus Reagent Kit (Life Technologies) contenant un mélange d’endonucléases. 

A chaque étape, l’ADN a subi une étape de purification à l’aide des billes magnétiques Agencourt 

AMPure™ XP beads (Beckman Coulter). L’ADN fragmenté a été réparé et lié aux adaptateurs P1, A 

(d’environs 30 pb chacun) et aux codes-barres (Ion Xpress™ Barcode d’environ 10 pb) sous l’action 

d’une nick-repair polymérase et d’une ADN ligase. Une étape de sélection des fragments purifiés selon 

leur taille a été effectuée à l’aide du E-Gel® size select 2% agarose sur le support adapté E-Gel® iBase™ 

Power System, E-Gel® (Life Technologies). Les fragments d’environs 200 pb ont été sélectionnés puis 

purifiés. Les fragments obtenus ont subi une courte amplification de 8 cycles avec la polymérase 

Platinum PCR Super Mix High Fidelity (Life Technologies) associée à des amorces ciblant A et P1 

(Fig.14). 
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Un contrôle de qualité des librairies obtenues a été réalisé par électrophorèse couplée à une détection 

d’un agent intercalant fluorescent grâce au BioAnalyser 2100 (Agilent) afin de vérifier la taille moyenne, 

la concentration et la qualité de la purification des différents échantillons. 

Enfin, les librairies obtenues pour les 10 souches de salmonelles ont été mélangées entre elles de manière 

équimolaire afin de pouvoir être soumises à l’étape de PCR émulsion. 

 

Figure 14 : Protocole de construction d'une librairie d'ADN  
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7.2.2 Amplification clonale par PCR émulsion 

Cette étape automatisée (One Touch™ 2 System, Life technologies) permet l’amplification clonale des 

fragments à la surface de sphères « ion sphere particles » (ISP). Cette PCR émulsion est réalisée dans un 

mélange eau/huile afin de former des microgouttelettes (ou microréacteurs) contenant les ISP et 

l'ensemble des réactifs de la PCR. L’amplification clonale est réalisée en conditions limitantes, de 

manière à obtenir un fragment d'ADN et une ISP par microréacteur. Les fragments se fixent sur l’ISP par 

le biais de l’adaptateur P1, l’amplification se fait grâce à l’amorce e-PCR-A ciblant l’adaptateur A 

(Fig.15). Malgré l’optimisation des conditions de PCR, des ISP nues et des ISP polyclonales sont 

générées. Les ISP nues sont éliminées lors de l’étape suivante, les ISP polyclonales sont évincées lors de 

l’étape de base calling (cf infra).  

 

 

Figure 15 : Principe de la PCR émulsion 

 

L’étape d’enrichissement est réalisée par l’automate Ion One Touch™ Enrichissment System (Life 

Technologies). L’amorce ePCR-A biotinylée est captée par des billes recouvertes de streptavidine. Une 

étape de lavage permet d’éliminer les ISP nues, suivie d’une étape de dénaturation de l’ADN par la soude 

permettant de récupérer des ISP recouvertes de fragments monobrins (Fig.16). 
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Figure 16 : Principe de l'enrichissement en ISP 

 

7.2.3 Réaction de séquençage sur Ion proton™  

A la différence des autres séquenceurs basés sur la détection lumineuse ou fluorescente associée à la 

libération de pyrophosphate, la technologie Ion Proton repose sur la détection d’ions H+ libérés lors de 

l’incorporation d’un nucléotide dNTP (désoxynucléotide triphosphate) par la polymérase (Fig.17).  

 

Figure 17 : Réaction d'incorporation d'un nucléotide par la polymérase 
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Le phénomène entraine une modification du pH pouvant être détectée par une puce semi-conductrice 

constituée de plusieurs millions de puits. Cette méthode utilise le séquençage par synthèse, l’automate 

inonde tour à tour la puce contenant l’ADN avec un des 4 nucléotides. Les nucléotides sont incorporés 

l’un après l'autre, sans terminaison de chaîne. (Fig.18)  

 

 

Figure 18 : Principe du IonProton a) la base proposée n’est pas incorporée, pas d’émission de signal b) le dNTP proposé est 

incorporé dans le brin d’ADN en formation, un ion H+ est libéré transformé en signal électrique c) Deux dNTP identiques 

sont incorporés, deux ions H+ sont libérés le voltage double et est transformé en signal électrique. 

 

En amont de l’étape de séquençage, une étape d’initialisation de l’automate Ion Proton™ est requise, 

l’étape critique étant l’ajustement du pH des différents réactifs de l’appareil (programme « Auto-pH »). 

Des billes « ISP contrôles » sont ajoutées aux ISP purifiées, constituant un contrôle interne de qualité du 

séquençage. Le mélange d’ISP, les amorces de séquençage et la polymérase sont chargés sur la puce Ion 

Chip 316™ v2 selon les recommandations du fournisseur. Un puits est normalement comblé d’une seule 

ISP. Le séquençage s’effectue à partir du bord libre de l’ADN fixé en direction de l’ISP grâce à des 

amorces ciblant l’adaptateur A. 
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Figure 19 : Principe et processus du séquençage sur Ion Proton 

 

7.2.4 Analyse bioinformatique 

A l’issue du « run » de séquençage, les fichiers regroupant l’ensemble des données brutes (ionogrammes, 

fichier .well) ont été transférés du IonProton™ vers le Torrent Server où ils sont traités par le programme 

Torrent Suite. L’algorithme de « base calling » permet la conversion des données sous forme de lettres 

en séquences (A,T,C,G) formant des millions de séquences ou « reads » (séquence au format .fasta) 

associées à un score de qualité pour chaque base incorporée (Score Phred relié de façon logarithmique à 

la probabilité d’erreur d’identification d’une base), les deux types de données étant associés dans un 

fichier .fastq.  

Deux approches, de novo et mapping ont été envisagées pour l’alignement des séquences obtenues, avec 

le logiciel MIRA (Mimicking Intelligent Read Assembly). 

L’alignement de novo, permet de reconstruire le génome en générant des contigs par le recoupement de 

séquences chevauchantes des différents reads (Fig.20). Les contigs obtenus (en format .fasta) sont non 

chevauchants (séparés par des « gaps ») et peuvent être liés ensemble dans un « scaffold ». 
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Figure 20 : Principe de l'alignement de novo 

 

L’alignement « mapping » consiste à aligner directement les reads sur un génome de référence connu 

(Fig.21). Nous avons utilisé en premier lieu le génome de S. Enteridis (NC_011294), puis le génome 

d’une souche américaine de S. Montevideo récemment ajouté à la GenBank (CP007530). 

 

 

Figure 21 : Principe de l'alignement mapping contre un génome de référence 

 

Les contigs générés ont été analysés, assemblés et annotés grâce au logiciel Geneious.  

La détection in silico du type de plasmide a été réalisée grâce au module en ligne PlasmidFinder 1.2 du 

site Center for Genomic Epidemiology (http://www.genomicepidemiology.org) (92). Le sous-typage des 

plasmides a été obtenue grâce au module pMLST 1.3 (plasmid MLST) (92). L’identification des contigs 
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contenant des gènes de résistance a été réalisée avec le module ResFinder 2.1 (93) et la détermination in 

silico du profil MLST grâce au module MLST 1.7 (94). 

L’alignement des génomes de Lo et D ou des plasmides été réalisée à l’aide du logiciel Mauve (95). Cet 

outil d’alignement de génomes est basé sur la détection de régions génomiques conservées et permet de 

mettre en évidence les réarrangements et inversions entre plusieurs génomes ou plasmides. 

 

8. Analyses effectuées par le CNR 

Toutes les souches de Salmonella Montevideo ont été envoyées au Centre National de Référence des 

Escherichia coli, Shigella et Salmonella (Institut Pasteur, Paris). Outre la confirmation du sérotypage et 

des antibiogrammes, le CNR a réalisé des analyses spécialisées : la comparaison des souches par PFGE, 

la caractérisation du type et de la taille des plasmides et enfin le CRISPR-typing. 

 

8.1. Comparaison des souches par PFGE 

Les souches ont été caractérisées par électrophorèse en champ pulsé après macrorestriction de l’ADN 

total avec l’enzyme XbaI selon le protocole Foodnet (96). 

 

8.2. Caractérisation des plasmides 

Des expériences de conjugaison ont été réalisées à partir de 2 souches épidémiques : C3 et Al1, en milieu 

solide sur la souche réceptrice E. coli K12J5 résistante à l'azide de sodium. Les concentrations des 

milieux solides sélectifs étaient de 2 mg/L de ceftriaxone ou 16 mg/L de kanamycine. Après extraction 

des plasmides, le groupe d’incompatibilité a été obtenu par «PCR-based replicon typing » selon Caratolli 

et al. (97). La détermination de la taille du plasmide a été estimée par PFGE après digestion par 

l’endonucléase S1 (98).  

 

8.3. Détermination du type CRISPR 

Les salmonelles possèdent deux loci CRISPR (CRISPR1 et CRISPR2) qui diffèrent par leur séquence et 

leur nombre de « spacers » et de « repeats ». L’analyse du polymorphisme des 2 régions CRISPR a été 

obtenue par PCR suivie d’un séquençage Sanger.  
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Résultats 
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1. Description de l’épidémie 

Rétrospectivement, l’épidémie a en réalité débuté en novembre 2011, avec l’isolement concomitant de 

souches de S. Montevideo multirésistantes chez 2 enfants La et Al. Les souches La1 et La2 ont été isolées 

de la même coproculture d’un enfant hospitalisé dans l’unité Mère-enfant du CH et la souche Al1 a été 

isolée par un autre laboratoire dans une région limitrophe du CH. Une nouvelle coproculture réalisée 

chez le même enfant en février 2012 a objectivé la présence d’une souche Al2 présentant un phénotype 

de résistance aux antibiotiques différent. 

Quatre cas groupés de salmonelloses à S. Montevideo chez des nourrissons séjournant dans la même 

unité Mère-enfant en avril et mai 2012 donneront l’alerte, malgré des phénotypes de résistance différents 

(souches M, Z, D, C1, C2, C3). ). La souche D était une souche totosensible associée à la présence d’une 

autre entérobactérie BLSE (K. oxytoca). Après recoupement des données, les enfants Al et La avaient 

séjourné dans la même unité 7 mois auparavant. 

Parallèlement une étude rétrospective a permis de mettre en évidence un cas, supposé index, en novembre 

2010, chez une personne âgée Lo, hospitalisée au sein du même CH dans une autre unité. 

Six mois plus tard, un nouveau cas était détecté chez un enfant hospitalisé (E) dans un autre centre 

hospitalier de Limoges. Cet enfant avait séjourné plusieurs mois auparavant dans l’unité Mère-enfant du 

CH. L’épidémie s’est poursuivie en avril 2013 avec la survenue de 3 cas groupés d’enfants (Ar, An, Ai) 

conduisant à la mise en place de prélèvements à visée de dépistage chez le personnel médical de l’unité 

et à l’identification d’un porteur sain de S. Montevideo parmi les membres du personnel (P). 

En septembre 2013, 2 souches totosensibles ont ensuite été mises en évidence chez un nourrisson (Ang) 

et sa mère (G). Des recherches systématiques d’entérobactéries multirésistantes dans les selles des 

enfants hospitalisés dans l’unité ont permis de mettre en évidence plusieurs entérobactéries BLSE. Enfin 

en octobre 2013, deux derniers cas (Lil et Cl) ont été détectés, dont un enfant présentant 2 souches de S. 

Montevideo, une sensible (Cl1) et une multirésistante (Cl2).  

Un seul des 105 prélèvements environnementaux réalisés en novembre 2013 par le LNR a identifié une 

souche totosensible de S. Montevideo sur le sol de la chambre d’un enfant porteur toujours hospitalisé. 

La très grande majorité de ces cultures mettait en évidence la présence de bactéries environnementales 

de type Pseudomonas sp, Acinetobacter sp. Une entérobactérie multirésistante a été mise en évidence 

dans 17 prélèvements. Il s’agissait toujours d’un E. cloacae. Parmi ces 17 isolats, 7 produisaient une 

BLSE et 10 produisaient une céphalospsorinase déréprimée.  
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Figure 22 : Synoptique des hospitalisations des cas positifs de Salmonella Montevideo au sein de l’unité Mère-enfant
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Au total, entre novembre 2010 et octobre 2013, 23 souches ont été isolées chez 17 patients, 

dont 20 souches chez 14 enfants (Fig.22, Tab.7). Les symptômes allaient de simples troubles 

digestifs à de la diarrhée. Une résolution spontanée sans traitement a toujours été observée. 

Aucun décès ni complications n’ont été rapportés, néanmoins, plusieurs enfants sont restés 

porteurs pendant plusieurs mois.  

 

2. Clonalité des souches de Salmonella Montevideo 

2.1 PFGE 

Sur 19 souches testées, toutes présentaient le même profil PFGE. Les isolats sauvages 

présentaient le même pulsotype que les isolats résistants. Par ailleurs, la souche du patient 

supposé index Lo présentait également le même profil. 

Les résultats du CNR indiquent que ces souches présentaient le même profil que des souches 

épidémiques isolées en France fin 2009-début 2010 et dont l’étiologie n’a pas été retrouvée. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Profil PFGE de 19 souches de S. Montevideo de l'épidémie "Limoges" 

1 et 2 correspondent à des souches de S. Montevideo d’une autre origine. 
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2.2 MLST 

L’analyse in silico obtenue par NGS des 7 gènes de ménages, aroc, dnan, hemd, hisd, pure, 

suca, thra, indique que les 10 souches dont le génome a été séquencé, appartiennent au sequence 

type ST4. A noter que la seule souche américaine de S. Montevideo dont le génome a été 

entièrement séquencé appartient à un ST différent (ST316). 

 

2.3 Analyse des CRISPR 

La taille des loci CRISPR était identique pour toutes les salmonelles de notre étude : la région 

CRISPR-1 était de 600pb et CRISPR-2 de 1800pb. Les 8 souches de l’épidémie analysées (Lo, 

La1, Al1, D, C3, Ar, P, G) présentaient le même profil CRISPR A1-B1 alors qu’une souche 

sporadique isolée en 2011 dans une autre région française avait le profil A2-B3. Le contenu des 

spacers est détaillé dans le tableau 9. 
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Tableau 9 : Composition des loci CRISPR 1 et 2 de 8 souches de S. Montevideo de l’épidémie  

La souche 2011-04062 est une souche sporadique isolée à Colmar en 2011. 

 CRISPR 1  CRISPR2  

Souche taille (profil) Spacers taille (profil) Spacers 

Lo 600 (A1) Mon21var1-Mon39-Mon40-Mon41-Mon42-Mon43 1800 (B1) 

JavB1-MonB39-MonB40-MonB41-MonB42-MonB43-MonB44-MonB45-

MonB56-MonB57-MonB58-MonB59-MonB60-MonB61-MonB46-

MonB47-MonB48-MonB49-MonB50-MonB51-MonB52-MonB53-MonB54 

Al1 600 (A1) Mon21var1-Mon39-Mon40-Mon41-Mon42-Mon43 1800 (B1) 

JavB1-MonB39-MonB40-MonB41-MonB42-MonB43-MonB44-MonB45-

MonB56-MonB57-MonB58-MonB59-MonB60-MonB61-MonB46-

MonB47-MonB48-MonB49-MonB50-MonB51-MonB52-MonB53-MonB54 

La1 600 (A1) Mon21var1-Mon39-Mon40-Mon41-Mon42-Mon43 1800 (B1) 

JavB1-MonB39-MonB40-MonB41-MonB42-MonB43-MonB44-MonB45-

MonB56-MonB57-MonB58-MonB59-MonB60-MonB61-MonB46-

MonB47-MonB48-MonB49-MonB50-MonB51-MonB52-MonB53-MonB54 

C3 600 (A1) Mon21var1-Mon39-Mon40-Mon41-Mon42-Mon43 1800 (B1) 

JavB1-MonB39-MonB40-MonB41-MonB42-MonB43-MonB44-MonB45-

MonB56-MonB57-MonB58-MonB59-MonB60-MonB61-MonB46-

MonB47-MonB48-MonB49-MonB50-MonB51-MonB52-MonB53-MonB54 

D 600 (A1) Mon21var1-Mon39-Mon40-Mon41-Mon42-Mon43 1800 (B1) 

JavB1-MonB39-MonB40-MonB41-MonB42-MonB43-MonB44-MonB45-

MonB56-MonB57-MonB58-MonB59-MonB60-MonB61-MonB46-

MonB47-MonB48-MonB49-MonB50-MonB51-MonB52-MonB53-MonB54 

Ar 600 (A1) Mon21var1-Mon39-Mon40-Mon41-Mon42-Mon43 1800 (B1) 

JavB1-MonB39-MonB40-MonB41-MonB42-MonB43-MonB44-MonB45-

MonB56-MonB57-MonB58-MonB59-MonB60-MonB61-MonB46-

MonB47-MonB48-MonB49-MonB50-MonB51-MonB52-MonB53-MonB54 

P 600 (A1) Mon21var1-Mon39-Mon40-Mon41-Mon42-Mon43 1800 (B1) 

JavB1-MonB39-MonB40-MonB41-MonB42-MonB43-MonB44-MonB45-

MonB56-MonB57-MonB58-MonB59-MonB60-MonB61-MonB46-

MonB47-MonB48-MonB49-MonB50-MonB51-MonB52-MonB53-MonB54 

G 600 (A1) Mon21var1-Mon39-Mon40-Mon41-Mon42-Mon43 1800 (B1) 

JavB1-MonB39-MonB40-MonB41-MonB42-MonB43-MonB44-MonB45-

MonB56-MonB57-MonB58-MonB59-MonB60-MonB61-MonB46-

MonB47-MonB48-MonB49-MonB50-MonB51-MonB52-MonB53-MonB54 

2011-

04062 
1800 (A2) 

Mon21var1-Mon39-Mon40-Mon41-Mon42-Mon44-

Alt30-Mon68-Mon69-Mon70-Mon71-Mon72-

Mon81-Mon92-Mon73-Mon45-Mon74-Mon75-

Mon76-Mon77-Mon45-Mon46-Mon47-Mon43 

1500 (B3) 

JavB1-MonB39-MonB40-MonB41-MonB42-MonB43-MonB44-MonB45-

MonB56-MonB57-MonB58-MonB61-MonB50-MonB51-MonB52-

MonB53-MonB54 
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2.4 Comparaison des génomes de Lo et D 

Le caractère clonal des souches isolées chez les enfants étant certain, nous avons concentré 

notre analyse de comparaison des génomes entre la souche D (souche isolée fin 2011 chez un 

enfant) et la souche Lo (autre souche isolée fin 2010 chez un sujet âgé hospitalisé dans une 

autre unité du CH). Ces souches présentaient de plus l’avantage d’être totosensibles et donc de 

ne pas héberger, a priori, de plasmide portant de gènes de résistance, limitant ainsi leur 

patrimoine génétique. Grâce au NGS, la taille des génomes des souches Lo et D a été estimée 

à environ 4,6 Mb. En alignant, à l’aide du logiciel Mauve, les reads issus de ces 2 génomes au 

génome de S. Montevideo disponible dans la Genbank (CP007530), on observe plus de 27000 

SNP entre Lo ou D et S. Montevideo CP007530 (Fig.24). Les souches Lo et D ne présentent 

que 424 SNP entre eux suggérant une proximité phylogénétique proche. 

 

 

Figure 24 : Alignement des génomes Lo, D et CP007530 (Mauve algorithme) 

Les blocs colorés représentent les régions homologues entre les génomes, les régions colorées en blanc 

représentent les régions de faibles homologies.  
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3. Sensibilité aux antibiotiques 

Au total, 9 profils de sensibilité aux antibiotiques ont été mis en évidence chez les différentes 

souches de salmonelles isolées. 

Tableau 10 : Profil de sensibilité aux antibiotiques des salmonelles 

A : ampicilline, Cro : ceftriaxone, Caz : ceftazidime, Nal : acide nalidixique, S : streptomycine, 

Sp : spectinomycine, Sul : sulfamides, Tmp : triméthoprime, Te : tétracycline, C : chloramphénicol 

*souches isolées de patients adultes ; ** souche isolée de l’environnement. 

 A Cro Caz Nal S Sp TG Sul Tmp Te C 

 Profil 1 : Sensible         

Lo* S S S S S S S S S S S 

D S S S S S S S S S S S 

Ar  S S S S S S S S S S S 

P* S S S S S S S S S S S 

An S S S S S S S S S S S 

Ang S S S S S S S S S S S 

G* S S S S S S S S S S S 

Lil S S S S S S S S S S S 

Cl1 S S S S S S S S S S S 

Env** S S S S S S S S S S S 

 Profil 2 : ACro SSpTG Sul (BLSE)       

C1 R R S S R R I R S S S 

La2 R R S S R R I R S S S 

 Profil 3 : Nal SSpTG Sul Te      

C2 S S S I R R I R S R S 

 Profil 4 : ACro SSp Sul Tmp (BLSE)      

E R R S S R R S R R S S 

 Profil 5 : ACro SSpTG Sul Tmp C (BLSE)      

Al1 R R S S R R I R R S R 

 Profil 6 : ACro SSpTG Sul Te (BLSE)       

Al2 R R S S R R I R S R S 

 Profil 7 : ACro Nal SSpTG Sul Tmp Te C (BLSE)     

M R R S I R R I R R R R 

La1 R R S I R R I R R R R 

C3 R R S I R R I R R R R 

Z R R S I R R I R R R R 

Li R R S I R R I R R R R 

Cl2 R R S I R R I R R R R 

 Profil 8 : A SSp Tmp Te C (Pénicillinase bas niveau)     

Ai1 R S S S R R S S R R R 

 Profil 9 : ACroCaz SSpGTN Sul Tmp Te C (Céphalosporinase plasmidique) 

Ai2 R R R I R R R R R R R 
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Les entérobactéries isolées dans les selles présentaient majoritairement le profil de résistance 

n°7. Toutes les souches d’E. cloacae (Env-Ec1 à 7) isolées de l’environnement présentaient 

également le profil n°7. Des profils 10 et 11 ont par ailleurs été observés chez 3 entérobactéries 

isolées de selles, différant uniquement du profil 7 par la sensibilité à la tétracycline ou aux 

fluoroquinolones respectivement.  

Tableau 11 : Profil de sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries multirésistantes 

A : ampicilline, Cro : ceftriaxone, Caz : ceftazidime, Nal : acide nalidixique, S : streptomycine, 

Sp : spectinomycine, Sul : sulfamides, Tmp : triméthoprime, Te : tétracycline, C : chloramphénicol 

* souche isolée de l’environnement. 

 A Cro Caz Nal S Sp TG Sul Tmp Te C 

 Profil 2 : ACro SSpTG Sul (BLSE)      

Ang-Eh R R S S R R I R S S S 

Lil-Kp R R S S R R I R S S S 

 Profil 5 : ACro SSpTG Sul Tmp C (BLSE)     

Ar-Ec R R S S R R I R R S R 

 Profil 7 : ACro Nal SSpTG Sul Tmp Te C (BLSE)    

D-Ko R R S I R R I R R R R 

An-Ko R R S I R R I R R R R 

Ar-Ko R R S R R R I R R R R 

P-Ko R R S R R R I R R R R 

Ai-Ko R R S R R R I R R R R 

Cl-Ec R R S R R R R R R R R 

Lil-Ec R R S R R R I R R R R 

Lil-Eh R R S R R R R R R R R 

Env- Ecx* R R S/I/R R R R R R R R R 

 Profil 10 : ACro Nal SSpTG Sul Tmp C (BLSE)   

E-Ec R R S R R R I R R S R 

Cl-Ec R R S R R R I R R S R 

 Profil 11 : ACro SSpTG Sul Tmp Te C (BLSE)    

Ang-Cs R R S S R R I R R R R 

 

4. Caractérisation des supports génétiques de la résistance 

4.1 qPCR intégron  

Toutes les souches de salmonelles présentant une résistance acquise étaient positives pour la 

recherche d’intégron de classe 1 en qPCR. Aucun intégron de classe 2 ou 3 n’a été mis en 

évidence. 

Les souches d’entérobactéries BLSE étaient également toutes positives pour la recherche 

d’intégrons de classe 1. 
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4.2 Gènes de résistance 

Pour chaque souche, les gènes de résistances retrouvés sont répertoriés dans le tableau 12.  

Tableau 12 : Gènes de résistance mis en évidence pour chaque souche de salmonelles et famille d'antibiotiques  

Profil β-lactamines Aminosides Quinolones Tmp Sul Te C 

2/ C1 blaCTX-M-9 aadB, aadA2 - - sul1 - - 

3/ C2 - aadB, aadA2 qnrA1 - sul1 tetA - 

4/ E blaCTX-M-9 aadA2 - dfrA16 sul1 - - 

5/ Al1 blaCTX-M-9 aadB, aadA2 - dfrA16 sul1 - catA1 

6/ Al2 blaCTX-M-9 aadB, aadA2 - - sul1 tetA - 

7/ C3 blaCTX-M-9 aadB, aadA2 qnrA1 dfrA16 sul1 tetA catA1 

8/ Ai1 blaTEM-1B strA, strB - dfrA19  tetD catA2 

9/ Ai2 blaTEM-1B  

blaDHA-1 

strA, strB 

aacIIb ; aacA3 

qnrB4 

 

dfrA19 sul1 tetD catA2 

 

Les gènes de résistances retrouvés chez différentes entérobactéries BLSE isolées des 

coprocultures et de l’environnement sont répertoriés dans le tableau 13.  

Tableau 13 : Gènes de résistances mis en évidence dans les entérobactéries BLSE 

* souche isolée de l’environnement. 

  

Pour chacun des 9 profils observés chez les salmonelles, nous avons grâce aux PCR en point 

final et aux données du NGS tenter de caractériser, pour l’une des souches représentatives, les 

différents intégrons et les environnements génétiques des différents gènes de résistance. Toutes 

les résistances observées ont pu être reliées à un gène de résistance. 

 β-lactamines Aminosides Quinolones Tmp Sul 

D-Ko blaCTX-M-9 aadB, aadA2 qnrA1 dfrA16 sul1 

Ar-Ko blaCTX-M-9 aadB, aadA2 qnrA1 dfrA16 sul1 

Ar-Ec blaCTX-M-9 aadB, aadA2 - dfrA16 sul1 

An-Ko blaCTX-M-9 aadB, aadA2 qnrA1 dfrA16 sul1 

P-Ko blaCTX-M-9 aadB, aadA2 qnrA1 dfrA16 sul1 

Ai-Ko blaCTX-M-9 aadB, aadA2 qnrA1 dfrA16 sul1 

Env-Ecx* blaCTX-M-9 aadB, aadA2 qnrA1 dfrA16 sul1 
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4.2.1 Profil 1 : sensible 

Pour les souches totosensibles, aucun gène de résistance n’a été mis en évidence.  

 

4.2.2 Profil 2 : ACro SSpTG Sul (BLSE) - Souche C1 (Fig.25) 

La souche C1 héberge un intégron complexe. Le réseau comporte la cassette aadB codant une 

adényltransférase (ANT(2”)) conférant la résistance à la kanamycine, à la tobramycine et à la 

gentamicine, suivie de la cassette aadA2 codant une adényltransférase (ANT(3”)) inactivant la 

streptomycine et spectinomycine. En aval de la région 3’CS, la recombinase ISCR1 est suivie 

du gène blaCTX-M-9 codant une BLSE. L’expression des cassettes est sous le contrôle d’un 

promoteur hybride, PcH1, localisé dans le gène de l’intégrase. Le promoteur P2 est quant à lui 

inactif car les hexamères -35 et -10 ne sont séparés que par 14 nucléotides. En amont de 

l’intégron est par ailleurs retrouvé un transposon apparenté au Tn21 : un gène tnpA codant une 

transposase associé une résolvase tnpR orienté dans le même sens. Aucun autre gène de 

résistance n’est observé en dehors de l’intégron.  

 

4.2.3 Profil 3 : Nal SSpTG Sul Te - Souche C2 (Fig.26) 

La souche C2 possède un intégron complexe associant le réseau de cassettes aadB-aadA2 sous 

la dépendance du promoteur PcH1. Une IS26 est insérée dans la région ISCR1. En aval 

d’ISCR1 est présent le gène qnrA1 conférant une résistance à l’acide nalidixique par protection 

de la cible. Ce gène qnrA1 est associé en aval au régulateur ampR des céphalosporinases AmpC. 

Une duplication de la région 3’CS est immédiatement suivie d’une IS6100 puis de l’opéron mer 

qui confère une résistance au mercure. La souche exprime également une résistance aux 

tétracyclines conférée par le gène tetA, associé à son répresseur entre deux séquences IS26. 

 

4.2.4 Profil 4 : ACro SSp Sul Tmp (BLSE) - Souche E (Fig.27) 

La souche E héberge un intégron complexe. Le gène de l’intégrase est interrompu à son 

extrémité terminale par une IS26. Le réseau associe la cassette dfrA16 codant une dihydrofolate 

réductase conférant la résistance au triméthoprime et la cassette aadA2. Il est associé en aval de 

la 3’CS à une région ISCR1 et au gène blaCTX-M-9. Aucun autre gène de résistance n’a été 

observé en dehors de l’intégron. 



65 

 

  

 

 

 

 

 Profil 2 : ACro SSpTG Sul (BLSE)     

 A Cro Caz Nal S Sp TG Sul Tmp Te C 

C1 R R S S R R I R S S S 

 blaCTX-M-9   aadA2 aadB sul1    

 

 

Figure 25 : Intégron de la souche C1 

hp : protéine hypothétique, tpnA : transposase ; tnpR : résolvase 
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 Profil 3 : Nal SSpTG Sul Te       

 A Cro Caz Nal S Sp TG Sul Tmp Te C 

C2 S S S I R R I R S R S 

    qnrA1 aadA2 aadB sul1  tetA  

 

 

Figure 26 : Intégron et gènes de résistance retrouvés chez la souche C2 

hp : protéine hypothétique ; opéron mer : opéron conférant la résistance au mercure ; shik dhase : shikimate déshydrogénase ; tpnA : transposase ; tnpR : résolvase  
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 Profil 4 : ACro SSp Sul Tmp (BLSE)     

 A Cro Caz Nal S Sp TG Sul Tmp Te C 

E R R S S R R S R R S S 

 blaCTX-M-9   aadA2  sul1 dfrA16   

 

Figure 27 : Intégron de la souche E 

hp : protéine hypothétique ; tpnA : transposase 
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4.2.5 Profil 5 : ACro SSpTG Sul Tmp C (BLSE) - Souche Al1 (Fig.28) 

La souche Al1 possède 2 intégrons de classe 1 se différenciant notamment par leur réseau de 

cassettes. Le premier possède le gène intI1 interrompu par une IS26. Le réseau associe les 

cassettes dfrA16 et aadA2. Cet intégron possède en aval du réseau une région 3’CS suivie d’une 

IS6100 et de l’opéron mer. Le 2e intégron comporte la cassette aadB suivie de la cassette aadA2. 

Cet intégron est associé à la présence en aval de la région 3’CS de la recombinase ISCR1 

interrompue par une IS26. La région ISCR1 est associée en aval au gène blaCTX-M-9. En amont 

de l’intégron est retrouvé le transposon apparenté au Tn21. 

L’expression des gènes de cassettes des 2 intégrons est sous le contrôle d’un promoteur hybride 

PcH1. 

Al1 exprime une résistance au chloramphénicol conférée par le gène catA1 encadré par 2 

séquences d’insertion IS26. 

 

4.2.6 Profil 6 : ACro SspTG Sul Te (BLSE) - Souche Al2 (Fig.29) 

La souche Al2 isolée à 4 mois d’intervalle, héberge le même intégron complexe qu’Al1, portant 

les cassettes aadB-aadA2. Le gène catA1 est absent. Comme chez C2, une séquence hébergeant 

le gène tetA et son répresseur est encadrée par deux IS26. 

 

4.2.7 Profil 7 : ACro SSpTG Sul Tmp Te C (BLSE) - Souche C3 (Fig.30) 

Les souches présentant le profil 7 telles que C3 hébergent deux intégrons complexes : l’intégron 

observé chez E (Profil 5) et l’intégron observé chez C2 (Profil 4). Les gènes tetA et catA1 sont 

également présents, chacun encadré par une IS26 présentant la même organisation que les autres 

souches. Les 2 intégrons sont a priori portés par le même plasmide.  
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 Profil 5 : ACro SSpTG Sul Tmp C (BLSE)     

 A Cro Caz Nal S Sp TG Sul Tmp Te C 

Al1 R R S S R R I R R S R 

 blaCTX-M-9   aadA2 aadB  sul1 dfrA16  catA1 

 
 

Figure 28 : Intégrons et gènes de résistance retrouvés chez la souche Al1 

hp : protéine hypothétique ; opéron mer : opéron conférant la résistance au mercure ; tpnA : transposase ; tnpR : résolvase 
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 Profil 6 : ACro SSpTG Sul Te (BLSE)      

 A Cro Caz Nal   S     Sp       TG    Sul Tmp Te C 

Al2 R R S S R R I R S R S 

 blaCTX-M-9   aadA2 aadB sul1  tetA  

 
 

Figure 29 : Intégron et gènes de résistance retrouvés chez la souche Al2 

hp : protéine hypothétique ; shik dhase : shikimate déshydrogénase ; tpnA : transposase ; tnpR : résolvase 
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 Profil 7 : ACro Nal SSpTG Sul Tmp Te C (BLSE)     

 A Cro Caz Nal S Sp TG Sul Tmp Te C 

C3 R R S I R R I R R R R 

 blaCTX-M-9  qnrA1 aadA2 aadB sul1 dfrA16 tetA catA1 

 
 

Figure 30 : Intégrons et gènes de résistance retrouvés chez la souche C3 

hp : protéine hypothétique ; opéron mer : opéron conférant la résistance au mercure ; shik dhase : shikimate déshydrogénase ; tpnA : transposase ; tnpR : résolvase   
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4.2.8 Profil 8 : A SSp Tmp Te C (Pénicillinase bas niveau) - Souche Ai1 (Fig.31) 

La souche Ai1 a la particularité d’héberger un gène intI1 intact, cependant la séquence du site 

attI1 est tronquée au niveau du spacer de PintI1 et le fragment inséré ne fournit pas de séquence 

-35 alternative. Le site de régulation LexA-box est toujours présent mais a priori il n’y pas de 

promoteur PintI1 fonctionnel. Les gènes strA/strB codent une phosphotransférase modifiant la 

streptomycine et ne sont pas insérés dans une cassette, il n'y pas de motif attC en aval. Les 

gènes sont sous la dépendance d’un promoteur faible PcWTGN-10. Cet intégron défectif est suivi 

d’une IS6100. En amont de l’intégrase est retrouvé le gène dfrA19 (codant une dihydrofolate 

réductase conférant la résistance au triméthoprime) et une ISCR1 interrompue par une IS26. Le 

gène blaTEM-1 est associé à l’opéron mer encadré par 2 transposases. Les gènes tetD et catA2 

sont retrouvés, a priori au niveau du plasmide, chacun encadrés par une IS26. 

 

4.2.9 Profil 9 : ACroCaz SSpGTN Sul Tmp Te C (Céphalosporinase plasmidique) - 

Souche Ai2 (Fig.32) 

La souche Ai2 a été isolée dans la même coproculture qu’Ai1. Elle présente le même intégron 

défectif et le même environnement génétique.  

Elle possède par ailleurs un autre intégron complexe hébergeant les gènes aac(6’)-IIc, codant 

une acétyltransférase conférant la résistance à la tobramycine, à la gentamicine et à la 

nétilmicine, suivi du gène ereA2 codant une résistance à l’érythomycine tronquée par 

l’introduction d’une transposase. Cette transposase est suivie de gènes non hébergés dans des 

cassettes : aac3 (aminosides acétyltransférase) et arr codant une résistance à la rifampicine. Les 

gènes sont sous la dépendance d’un promoteur faible PcW. 

En aval de l’ISCR1 se trouve une séquence de 16000 pb, comprenant notamment le gène qnrB4 

puis blaDHA-1 et son régulateur, puis une duplication du gène qacE1. 
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 Profil 8 : A SSp Tmp Te C (Pénicillinase bas niveau)   

 A Cro Caz Nal S Sp TG Sul Tmp Te C 

Ai1 R S S S R R S S R R R 

 blaTEM-1B   strA, str B   dfrA19 tetD catA2 

 
 

Figure 31 : Intégron et gènes de résistance retrouvés chez la souche Ai1 

EcoRII : enzyme de restriction ; hp : protéine hypothétique ; OH dhase : alcool déshydrogénase ; opéron mer : conférant la résistance au mercure ; tpnA : transposase ; tnpR : résolvase 



74 

 

 

 Profil 9 : ACroCaz SSpGTN Sul Tmp Te C (Céphalosporinase plasmidique) 

 A Cro Caz Nal S Sp TG Sul Tmp Te C 

Ai2 R R R I R R R 
R 

R R R 

 blaTEM-1B                      blaDHA-1 qnrB4 strA, strB aac(6’)IIc sul1 dfrA19 tetD catA2 

       aac3     

        
 

   

 
Figure 32 : Intégrons et gènes de résistance hébergés par Ai2 
EcoRII : enzyme de restriction ; OH dhase : alcool déshydrogénase ; hp : protéine hypothétique ; opéron mer : conférant la résistance au mercure, opéron sap : ABC transporteur (sensitivity to antimicrobial peptides) 
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5. Détermination du plasmide 

5.1 Résultats CNR 

A partir de la souche C3 (profil : ACroNalSSpTGSulTmpCTe), 4 transconjugants ont été isolés 

à partir du milieu CRO 2 mg/l. A partir de la souche Al1 (ACroSSpTGSulTmpC), un seul 

transconjugant a été obtenu sur le milieu kanamycine 16 mg/L. Au total, 5 transconjugants ont 

été analysés. Pour chacun, les profils ATB et les recherches de gènes par PCR étaient identiques 

aux souches de départ, suggérant un transfert en bloc de la résistance. Pour les 5 

transconjugants, les intégrons de classe 1 ont été retrouvés. 

Tableau 14 : Phénotypes de résistance et gènes de résistance mis en évidence pour les souches C3, Al1 et leurs 

transconjugants 

Souche Profil de résistance BLSE qnr Taille Type  

C3 ACroSSpKTGSulTmpCTeNal  blaCTX-M-9 qnrA1 300kb - 

T1C3 ACroSSpSulTmpCTeNal blaCTX-M-9 qnrA1 300kb HI2 

T2C3 ACroSSpSulTmpCTeNal blaCTX-M-9 qnrA1 300kb HI2 

T3C3 ACroSSpSulTmpCTeNal blaCTX-M-9 qnrA1 300kb HI2 

T4C3 ACroSSpSulTmpCTeNal blaCTX-M-9 qnrA1 300kb HI2 

Al1 ACroSSpTGSulTmpC blaCTX-M-9 - 250kb - 

T1Al1 ACroSSpTGSulTmpC blaCTX-M-9 - 250kb HI2 

 

 

Figure 33 : Analyse des plamides extraits des souches C3, Al1 et de leurs transconjugants respectifs 
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Le premier plasmide typé mis en évidence dans la souche C3 et ses transconjugants, est un 

plasmide conjugatif appartenant au groupe d’incompatibilité IncHI2, d’environ 300kb. Le 

plasmide mis en évidence chez Al1 est également un plasmide IncHI2 de taille inférieure, 

environ 250kb.  

 

5.2 Résultats du séquençage haut débit (NGS) 

La détermination in silico du plasmide pour les souches C1, C2, C3, Al1, Al2, Ai1, Ai2, E et 

M rapporte également pour chacune des souches un plasmide de type IncHI2. Ces plasmides 

présentent le même sous type pMLST (pST-1 like). 

La détermination de la séquence complète du plasmide IncHI2 n’a pu être réalisée que pour la 

souche C1 avec une taille d’environ 258kb. La taille des plasmides a pu être estimée pour les 

souches C2 et C3 ; elles sont respectivement de 270 kb et 300kb. Les plasmides retrouvés 

partagent des séquences hautement homologues entre eux. Comme le montre l’alignement 

présenté à la figure 34, le plasmide C1 présente par ailleurs une structure homologue à 3 

plasmides IncHI2 décrits chez des E. cloacae multirésistants mais ne présentant pas les mêmes 

résistances (Genbank CP008825, EU855788, EU855787). 

 

 

Figure 34 : Alignement du plasmide de C1 à 3 plasmides d'E. cloacae (Mauve algorithme)  

Les blocs colorés représentent les régions homologues entre les génomes, les régions colorées en blanc 

représentent les régions de faibles homologies 
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Discussion  
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Entre 2011 et 2013, 14 cas de salmonelloses à S. Montevideo sont survenus chez des enfants de 

moins de 1 an hospitalisés dans une unité Mère-enfant d’un Centre hospitalier. L’originalité de 

cette épidémie était liée d’une part à son caractère hospitalier et d’autre part à la très grande 

dissemblance des profils de résistance aux antibiotiques des souches isolées. Trois autres cas 

ont par ailleurs été inclus dans notre étude : un cas adulte survenu dans le même CH un an 

auparavant, un portage sain d’un personnel soignant et un cas adulte chez la mère d’un des 

enfants.  

 

L’objectif de cette étude était en premier lieu de comparer les souches de S. Montevideo afin 

d’affirmer leur caractère clonal, et ce malgré des phénotypes de résistance aux antibiotiques 

différents. Différentes approches moléculaires ont été appliquées pour affirmer la clonalité des 

souches isolées, notamment pour relier la souche Lo du patient adulte supposé index aux 

souches isolées chez les enfants. Les souches analysées par PFGE présentaient un pulsotype 

identique, celles séquencées en NGS présentaient le même profil MLST (ST4) et enfin un même 

profil CRISPR A1-B1 a été retrouvé pour 8 souches testées ; ces trois éléments indiquent que 

ces souches sont phylogénétiquement très proches. Dans la littérature, plusieurs études 

rapportent le faible pouvoir discriminant du MLST ou de la PFGE pour les sérotypes hautement 

clonaux tels que Typhimurium ou Enteritidis (99). Cependant, aucune autre souche de 

S. Montevideo reçue par le CNR-ESS entre 2011 et 2013 ne présentait le profil génétique des 

souches isolées à Limoges. Les différents travaux conduits par le CNR-ESS ont clairement 

démontré la clonalité de toutes les souches isolées à Limoges. Le NGS a montré que les 

génomes des souches totosensibles Lo et D ne divergent que très faiblement. Il est à noter en 

outre qu’il s’agit de résultats obtenus avec des séquences brutes. La technologie Ion Proton 

génère en effet beaucoup d’erreurs sur les homopolymères, surestimant probablement la 

distance entre les 2 génomes. Une étude plus précise des génomes obtenus par NGS et 

notamment des SNP permettrait de mieux caractériser l’évolution des souches lors de cette 

épidémie comme cela a pu être réalisé à plus grande échelle sur les souches de S. Montevideo 

lors de l’épidémie américaine liée au poivre importé (6).  

Ces résultats confirment l’hypothèse épidémiologique déjà très forte d’une source commune 

hospitalière. Ces cas de salmonelloses chez des nourrissons constituent une véritable épidémie 

nosocomiale à S. Montevideo.  
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Généralement, la transmission des salmonelles se fait majoritairement par voie alimentaire, 

mais dans les services de soins, la transmission interhumaine est fréquemment incriminée ; de 

patient à patient ou par le personnel soignant (12) avec des durées d’épidémies généralement 

réduites à quelques mois ou semaines avec pour la majorité entre 10 et 50 cas (12). Dans notre 

étude, l’épidémie s’est déroulée en 2 phases successives, une première vague de cas en 2012 

puis une seconde en 2013 espacée par un période de 6 mois sans cas recensé. Cette épidémie 

en 2 vagues peut s’expliquer par le renforcement des mesures d’hygiène au sein de l’unité à la 

suite de la première vague de cas. Certains nourrissons ont été présents dans l’unité aux mêmes 

périodes, mais aucun des enfants diagnostiqués en 2013 (sauf E) n’a a priori été en contact avec 

les autres enfants diagnostiqués en 2012. Concernant le patient Lo, probable cas index, aucun 

lien épidémiologique avec les autres cas de l’épidémie n’a été retrouvé, hormis l’unité de lieu. 

La durée prolongée de l’épidémie sur 2 ans et ces 2 vagues épidémiques suggèrent la présence 

d’un réservoir persistant à l’origine de la contamination, pouvant être d’origine 

environnementale, alimentaire ou humaine, associée à une transmission croisée via le personnel 

ou entre les nourrissons ou encore par le biais de matériels ou d’objets contaminés. Une souche 

de S. Montevideo totosensible a été mise en évidence en portage sain chez un membre du 

personnel soignant. Aucun argument ne nous permet cependant d’affirmer sa responsabilité 

dans la diffusion des souches, ce membre du personnel pouvant très bien être lui aussi 

« contaminé » après contact auprès des enfants porteurs dont il s’est occupé. Afin d’identifier 

un éventuel réservoir environnemental, un dépistage sur plus de 100 sites a été conduit par le 

LNR Salmonella au sein de l’unité Mère-enfant en novembre 2013. Une seule souche de S. 

Montevideo de phénotype sensible a été retrouvée au niveau du sol d’une des chambres d’un 

enfant encore excréteur, excluant la présence d’un réservoir environnemental. A noter que des 

investigations microbiologiques et épidémiologiques ont également été menées à partir de 

produits de l’alimentation spécifiques des nourrissons (laits notamment) ; les résultats se sont 

tous révélés négatifs, excluant une origine alimentaire de la contamination. A ce jour, sans doute 

grâce à l’évaluation des pratiques, au renforcement des précautions standards associés à la 

désinfection des locaux, aucun nouveau cas de salmonellose n’a été recensé et ce malgré un 

dépistage systématique des nouveaux enfants entrants dans l’unité Mère-enfant.  

 

Les salmonelles ne sont pas des bactéries habituelles de la flore hospitalière, les épidémies de 

souches multirésistantes sont plus volontiers associées à d’autres espèces d’entérobactéries 

telles que E. coli ou K. pneumoniae (100). Les prélèvements environnementaux ont mis en 
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évidence plusieurs souches d’E. cloacae BLSE dans sept sites différents de l’unité Mère-enfant 

(chambres des enfants, salle de jeux, salle de soins). Ils présentaient les mêmes phénotypes et 

gènes de résistances que les salmonelles multirésistantes : blaCTX-M-9, qnrA1, dfrA16, aadB, 

aadA2, sul1. La présence de ces différents gènes et a priori du même support génétique, 

constitue un argument fort en faveur d’un transfert horizontal entre des souches 

environnementales et des souches de salmonelles à l’origine totosensibles. De même, plusieurs 

entérobactéries BLSE avec des phénotypes et des gènes de résistance comparables ont été mises 

en évidence dans les selles des enfants. Ces entérobactéries BLSE ont vraisemblablement 

constitué un autre réservoir au sein du microbiote digestif. Il est d’ailleurs intéressant de noter 

que l’isolement de souches de S. Montevideo totosensibles a toujours été associé à l’isolement 

d’une autre entérobactérie BLSE. L’émergence et la diffusion intra-hospitalière de ces germes 

est habituellement la conséquence d’une transmission croisée et d’une pression de sélection 

antibiotique. Des études ont par ailleurs clairement identifié l’utilisation antérieure 

d’antibiotiques comme facteur de risque de l’acquisition de salmonelles résistantes aux 

antibiotiques ou non (101,102). L’échange de gènes de résistances entre entérobactéries sous 

pression de sélection a été notamment démontré in vitro, dans un modèle d’iléon porcin (103). 

Une étude in vivo a de plus démontré le transfert du gène blaCTX-M-9 entre S. Virchow et E. coli 

dans le tube digestif de souris à flore humaine sous pression de sélection antibiotique (104). 

Cependant dans notre cas, la plupart des nourrissons en début de vie n’ont pas été exposés aux 

antibiotiques avant l’isolement de ces souches multirésistantes. La diversité des phénotypes de 

résistances des souches de salmonelles, parfois observée chez un même patient, pourrait être 

expliquée par un transfert horizontal de gènes de résistance provenant d’autres entérobactéries 

multirésistantes d’origine colique et/ou environnementale.  

 

 

Le second objectif de notre étude était de caractériser les supports génétiques de la résistance 

des souches multirésistantes. Les transconjugants obtenus par le CNR-ESS présentaient les 

mêmes plasmides et les mêmes phénotypes de résistances que les salmonelles, suggérant un 

transfert en bloc à partir d’un même plasmide. Par ailleurs, ces transconjugants hébergeaient 

également des intégrons de classe 1, confirmant leur origine plasmidique. Le PCR-typing et la 

détection in silico ont indiqué que cette résistance transférable était liée à la présence d’un 

plasmide appartenant au groupe d’incompatibilité IncHI2. Le plamide IncHI2 est un plasmide 

à succès chez les entérobactéries et particulièrement chez les salmonelles. Il a déjà été 
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abondamment décrit dans la diffusion de la résistance aux antibiotiques, notamment associé à 

la même BLSE décrite dans notre épidémie chez d’autres SNT (105). Une grande variabilité de 

la taille des plasmides IncHI2 a été observée entre les différentes souches de salmonelles. 

Néanmoins, tous les plasmides séquencés appartiennent au même sous-type ST1-like et 

présentent des contigs de plusieurs dizaines de kilobases qui sont identiques. Ce fond génétique 

similaire suggère l’existence d’un plasmide ancestral commun ayant par la suite subi de 

multiples réarrangements génétiques tels que des recombinaisons, des insertions ou des 

cassures.  

Les plasmides IncHI2 se démarquent par ailleurs d’autres plasmides par leur température de 

conjugaison optimale inférieure à 30°C qui facilite ainsi leur transfert dans des conditions 

environnementales (106). Les plasmides analysés dans notre étude hébergeaient en outre des 

gènes de résistance au tellurium, à l’arsenic, au nickel voire au mercure, permettant aux souches 

qui les hébergent de persister dans l’environnement. Enfin, les plasmides IncHI2 de notre 

épidémie présentent de grandes homologies avec d’autres plasmides IncHI2 déjà décrits chez 

des souches d’E. cloacae multirésistants hébergeant des intégrons différents (107). 

L’identification de plasmides conservés dans une grande variété de pathogènes isolés dans 

différents pays illustre une nouvelle fois le rôle clé de ces plasmides dans la dissémination de 

la résistance aux antimicrobiens chez les bactéries à Gram négatif.  

 

Dans cette épidémie, un nombre important de souches multirésistantes a été isolé chez un 

sérotype de salmonelle habituellement sensible. Pas moins de 9 profils de résistance différents 

ont été retrouvés parmi l’ensemble des souches. Cette grande diversité de phénotypes de 

résistance s’explique par une grande diversité de gènes de résistance portés par les plasmides 

IncHI2. Toutes les résistances observées ont pu être reliées à un gène de résistance. Ainsi, la 

résistance aux β-lactamines était observée pour 13 des souches isolées associée à une 

pénicillinase de bas niveau de type TEM, une céphalosporinase acquise DHA-1 et une BLSE 

de type CTX-M-9. Diverses BLSE ont largement été décrites chez divers sérotypes de 

salmonelles associées à différents supports génétiques. L’enzyme CTX-M-9 a particulièrement 

été décrite chez le sérotype Virchow (88), mais également chez Bovismorbificans (108). La 

céphalosporinase DHA-1 issue de Morganella morganii a été décrite chez d’autres sérotypes 

tels que Enteritidis (86) ou Senftenberg (109). Une souche de S. Montevideo hébergeant le gène 

blaDHA-1 a déjà été décrite en Corée (110). Au total, 8 souches présentaient une sensibilité 

diminuée aux quinolones. Les gènes de résistances aux quinolones retrouvées étaient qnrA1 et 
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qnrB4 largement décrits chez d’autres entérobactéries et SNT. La résistance transférable aux 

quinolones est majoritairement liée au déterminant QnrS et QnrB chez les salmonelles (111) ; 

l’isolement de souches hébergeant le gène qnrA1 reste assez rare. Comme observé dans les 

souches isolées, plusieurs études ont démontré l’association fréquente entre les déterminants 

Qnr et BLSE, généralement portés par un même plasmide (89).  

Toutes les salmonelles résistantes de notre étude étaient associées à la présence d’un intégron 

de classe 1 le plus souvent complexe. Trois réseaux de cassettes différents ont pu être mis en 

évidence : dfrA16-aadA2 conférant une résistance au triméthoprime et à la 

streptomycine/spectinomycine respectivement; aadB-aadA2 conférant une résistance aux 

aminosides et un réseau aac(6’)-IIc-ΔereA2 conférant une résistance aux aminosides. D’autres 

gènes de résistance aux C3G et aux quinolones ont été retrouvés en aval de l’ISCR1. Des 

intégrons analogues à ceux retrouvés chez les salmonelles ont été déjà décrits chez différentes 

souches d’entérobactéries, voire de salmonelles (108,112,113). Les souches Ai1 et Ai2 se 

distinguent par leur profil de résistance et leurs gènes de résistance totalement différents. Ces 2 

souches hébergeaient un intégron défectif associé à la présence des gènes strA et strB non 

contenus dans des cassettes. L’absence de région 3’CS au sein de cette structure explique la 

sensibilité de la souche Ai1 aux sulfamides. L’intégron supplémentaire mis en évidence chez 

Ai2 possède un réseau particulier : la cassette conférant la résistance à l’érythromycine ereA2 

est interrompue par une transposase associée à 2 gènes de résistance supplémentaires: aac3 et 

arr. Cet intégron a notamment été décrit chez des souches d’E. cloacae (107) et une souche de 

S. Heidelberg aux Philippines (114). Un ancêtre potentiel de cet intégron pourrait être l’intégron 

aac(6’)IIc/ereA2 hébergé dans un plasmide chez S. Keurmassar isolée au Sénégal en 2000 (90). 

La caractérisation d’intégrons présentant des réseaux de cassettes différents suggèrent une 

évolution génétique marquée par différents évènements de recombinaison. Plusieurs souches 

hébergeaient par ailleurs deux intégrons différents, a priori sur le même plasmide. A noter que 

l’organisation génétique des intégrons n’a été investiguée que pour un seul isolat de chaque 

profil. 

 

Plusieurs types de transposons ont pu être caractérisés dans les plasmides IncHI2, suggérant 

une très grande plasticité génétique. Certains des intégrons sont en effet localisés dans des 

transposons du groupe Tn21. Ces transposons appartiennent à la famille des transposons Tn3 

et sont largement décrits chez les bactéries à Gram négatif. Ils sont par ailleurs fréquemment 

associés à l’opéron mer (115). Les intégrons de classe 1 n’expliquaient cependant pas 
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l’ensemble des résistances observées. Deux variants des gènes cat et tet ont été mis en évidence 

chez différentes souches. Ces gènes étaient toujours encadrés de 2 copies d’IS26. L’IS26 était 

présente en de nombreux exemplaires sur un même plasmide générant des transposons 

composites. Cet élément génétique très répandu de 820 pb est encadré par des séquences 

inversées répétées de 14 pb et contient un seul gène qui code une transposase. L’IS26 génère 

souvent des fusions de réplicons (ou co-intégrats), qui sont le résultat de transpositions 

réplicatives. L’IS26 et les transposons composites qu’elle délimite, jouent un rôle dans le 

transfert horizontal de gènes de résistance, notamment chez Salmonella sp (116). Elle a 

particulièrement était décrite dans la mobilisation de gènes de résistance tels que blaSHV, 

blaCMY, tetA et catA2. Les transpostions liées à IS26 sont vraisemblablement à l’origine de la 

différence de taille des plasmides IncHI2. Ces événements de transpositions pourraient avoir 

eu lieu entre différents plasmides hébergés chez des souches d’entérobactéries présentes dans 

l’environnement avant leur transfert aux salmonelles. In fine, malgré une clonalité des souches 

de salmonelles, les divers phénotypes de résistance observés s’expliquent par la très grande 

plasticité des plasmides IncHI2.  
 

Dans cette étude complexe impliquant des souches de salmonelles aux multiples phénotypes de 

résistance aux antibiotiques, le séquençage haut-débit a constitué un outil très précieux ; il a fait 

preuve de sa grande puissance et nous a permis de caractériser des supports génétiques que nous 

n’aurions pu identifier aussi facilement sans réaliser des centaines de PCR et de clonages aux 

issues incertaines. Il nous a permis d’expliquer la totalité des phénotypes de résistance aux 

antibiotiques et nous a grandement éclairés dans la compréhension des supports et des 

réarrangements génétiques survenus entre des souches de salmonelles parfois isolées d’une 

même coproculture. En outre, il a confirmé le caractère clonal de cette épidémie et a conforté 

notre hypothèse initiale du cas index suspecté. Des investigations futures menées au CNR-ESS 

avec une technologie NGS comparable devraient nous permettre de pouvoir aller plus loin dans 

l’analyse, et notamment de comparer les souches de notre épidémie à d’autres souches de 

S. Montevideo a priori différentes isolées en France ou à l’étranger dans d’autres contextes 

épidémiologiques.  

Bien que particulièrement performant, pour ne pas dire indispensable dans notre étude, le NGS 

n’a pas pu répondre à l’ensemble des questions que nous nous étions posées et a montré ses 

limites. Son principal écueil réside dans une analyse bioinformatique très complexe, très 

chronophage, avec des difficultés (impossibilités parfois) d’alignement liées aux séquences 
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d’ADN répétées ; ces séquences étaient particulièrement nombreuses dans notre cas, avec non 

seulement des transposases et des séquences d’insertions répétées plusieurs fois (IS26 

notamment), mais aussi des structures associées aux intégrons (intégrase, cassettes, 3’CS, 

ISCR1…) qui étaient, elles aussi souvent dupliquées. Nous n’avons pas pu réaliser l’assemblage 

complet de tous les contigs plasmidiques afin de reconstituer totalement chacun des plasmides 

IncHI2 hébergés par les souches de salmonelles aux profils différents. La réalisation de PCR 

complémentaires puis de réactions de séquençage par la technique Sanger devrait nous 

permettre, in fine, de contourner cette problématique. 
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Conclusion 
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Les investigations épidémiologiques et microbiologiques ont apporté la preuve d’une origine 

commune des souches de S. Montevideo isolées dans le cadre d’une épidémie nosocomiale chez 

des enfants de moins de un an. Malgré des différences de sensibilité aux antibiotiques, les 

différentes méthodes de sous-typage moléculaire ont clairement démontré la clonalité des 

souches isolées. Après de multiples enquêtes et dépistages, aucune étiologie de cette épidémie 

n’a néanmoins pu être confirmée.  

La détermination des supports de résistance a permis de mettre en évidence des plasmides 

conjugatifs de type IncHI2 largement décrits chez les entérobactéries et fréquemment associés 

à la multirésistance. L’hypothèse du transfert de ce plasmide à partir de souches 

environnementales et digestives a vraisemblablement joué un rôle majeur dans l’évolution de 

ces souches de salmonelles. Les plasmides isolés présentent un fond génétique commun mais 

une très grande plasticité et une excellente capacité d’acquisition de gènes de résistance. Au 

total, nous avons pu relier chaque phénotype de résistance à la présence de gènes de résistance 

et d’intégrons de classe 1, complexes pour la plupart.  

La complexité de l’analyse des séquences obtenues par NGS repose sur la présence de 

nombreux transposons, au sein du génome et du plasmide. Les séquences obtenues par la 

technologie IonProton, ne nous ont pas à ce jour permis de répondre à l’ensemble des 

questions posées mais les données générées ont néanmoins apporté un éclairage immense dans 

la compréhension des phénotypes de résistance aux antibiotiques observés. 
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Annexe I : Séquences des amorces et sondes utilisées pour la PCR triplex intégron 

Cible Amorce Séquence (5’-3’) 

intI1 intI1-LC1 GCC TTG ATG TTA CCC GAG AG  

intI1-LC5 GAT CGG TCG AAT GCG TGT  

intI1-probe  (6-FAM) ATT CCT GGC CGT GGT TCT GGG TTT T (BHQ1)  

 

intI2 intI2-LC2 TGC TTT TCC CAC CCT TAC C  

int2-LC3 GAC GGC TAC CCT CTG TTA TCT C  

intI2-probe (Texas Red) TGG ATA CTC GCA ACC AAG TTA TTT TTA 

CGC TG (BHQ2) 

intI3 intI3-LC1 GCC ACC ACT TGT TTG AGG A  

intI3-LC2 GGA TGT CTG TGC CTG CTT G  

intI3-probe (Cy3) CGC CAC TCA TTC GCC ACC CA (BHQ3)  

 

 

Annexe II : Séquences des amorces utilisées pour les PCR en point final 

Cible Amorce Séquence (5’-3’) Taille attendue (pb) 

Réseau de 

cassettes 

36854 GGC ATC CAA GCA GCA AGC GCG T 
variable 

36855 AAG CAG ACT TGA CCT GAT AGT TTG 

aadB aadBl CAT GCA CCT CAC TCG GGG CG 

 dfrA16 dfrA16l CGA CAT CGA GCG AGA TGG AGA CA 

aadA2 aadA6 CAA GGC AAC GCT ATG TTC TC 

ISCR1 341A CGC CCA CTC AAA CAA ACG 
469 

341B GAG GCT TTG GTG TAA CCG 

341stop ACA TTA GTC GGC CAG CGG  

3’CS sul1 TGA AGG TTC GAC AGC AC 

 
sulr GAT TGC GCT TCG CAG ATC TCC AGG 

qacED1l GTT AGA TGC ACT AAG CAC ATA 

qacED1r TAT GTG CTT AGT GCA TCT AAC 

qnrA1 qnrAf ATT TCT CAC GCC AGG ATT TG 
513 

qnrAr GAT CGG CAA AGG TTA GGT CA 

qnrAup CTC AAA TCC TGG CGT GAG AA  

qnrAdw GTC AAG ATC TGT GCC TGG CA  

blaCTX-M-9 CTXM9f ATG GTG ACA AAG AGA GTG CA 
856 

CTXM9r ATG ATT CTC GCC GCT GAA GCC 

CTXM9up GAT TGC GCT TCG CAG ATC TCC AGG  

CTXM9dw GGC TTC AGC GGC GAG AAT CAT  
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Annexe III : Glossaire des gènes cités dans les figures 26 à 32 

aac :  Aminoside acétyltransférase 

aadA2 : Aminoside adényltransférase 

aadB :  Aminoside adényltransférase 

ampR :  Régulateur de céphalosporinase 

arr :  ADP-ribosyl transférase (Rifampicine) 

blaCTX-M-9 : BLSE CTX-M-9 

blaDHA-1 : Céphalosporinase DHA-1 

catA :  Chloramphénicol acétyltransférase 

dfrA :  Dihydrofolate réductase (Triméthoprime) 

EcoRII : Enzyme de restriction 

ereA2 : Erythromycine estérase 

hp :  Protéine hypothétique  

intI1 : Intégrase IntI1 

ISCR :  Insertion Sequence Common Region 

IS :  Insertion sequence 

OH dhase : Alcool déshydrogénase  

opéron mer : Résistance au mercure 

opéron sap : Sensitivity to antimicrobial peptides 

orf :  Open reading frame 

qacE1 : Protéine d’efflux (Ammonium IV) 

qnr :  Déterminant Qnr (Quinolones) 

sul1 :  Dihydroptéroate synthase (Sulfamides) 

strA/B : Streptomycine phosphotransférase 

tetA :  Protéine d’effux (Tétracyclines) 

tetR :  Régulateur du gène tet 

shik dhase : Shikimate déshydrogénase 

tpnA :  Transposase  

tnpR :  Résolvase 
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Cas groupés de salmonelloses à Salmonella Montevideo : épidémiologie et caractérisation 

des supports génétiques de résistance aux antibiotiques. 

 

Résumé :  

Salmonella sp est une bactérie naturellement sensible aux antibiotiques. L’isolement de souches 

multirésistantes est rapporté de manière croissante, notamment vis-à-vis des quinolones et des 

β-lactamines, molécules de choix dans le traitement des salmonelloses. 

Entre 2011 et 2013, 14 cas de salmonelloses à Salmonella Montevideo ont été observés chez 

des enfants de moins de un an. Ces nourrissons avaient tous en commun une hospitalisation 

dans une même unité Mère-enfant d’un Centre Hospitalier. Outre le caractère exceptionnel 

d’une épidémie nosocomiale à Salmonella sp, ces souches étaient résistantes à différentes 

classes d’antibiotiques et présentaient une grande variété de profils de résistance.  

Les objectifs de cette étude étaient de réaliser un bilan épidémiologique, d’établir une 

comparaison moléculaire des différents isolats afin de confirmer le caractère clonal des souches 

de l’épidémie et enfin d’identifier les supports moléculaires de la résistance aux antibiotiques. 

La clonalité des souches de salmonelles a été démontrée par plusieurs outils moléculaires. La 

technologie du séquençage haut débit nous a permis d’expliquer, sur le plan génétique, 

l’ensemble des phénotypes de résistance observés ; les gènes de résistance étaient pour la 

plupart associés à un ou plusieurs intégrons de classe 1 portés par un plasmide IncHI2. Les 

divers phénotypes de résistance observés s’expliquent par la très grande plasticité du plasmide 

IncHI2, capable d’intégrer, via des transposons composites, d’autres gènes de résistance aux 

antibiotiques. 

 

Mots-clefs : Salmonella, nosocomial, intégron, séquençage-haut-débit 

 

 

 

Salmonellosis outbreak due to Salmonella Montevideo: Epidemiology and molecular 

characterization of antimicrobial resistance 

 

Abstract: 

While Salmonella is usually susceptible to many antibiotics, multidrug resistant strains are 

increasingly reported. The alarming rise of resistance against quinolones or β-lactams 

compromises their effectiveness in salmonellosis therapy. 

Between 2011 and 2013, 14 cases of salmonellosis due to Salmonella Montevideo have been 

observed on infants under one. The common factor was that all children were hospitalized in 

the same Mother-child unit. Besides the rareness of a salmonellosis nosocomial outbreak, 

strains involved were resistant to several antibiotics and showed a wide variety of resistance 

patterns. 

The main goals of our study was to set an epidemiologic statement and to establish a molecular 

comparison between different isolates in order to confirm the clonal character of the strains. 

Next generation sequencing technology allowed us to explain, on a genetic level, all the 

phenotypes of resistance observed. The resistance genes were mostly associated to one or more 

class 1 integrons on an IncHI2 plasmid. The various antibiotic resistance patterns were justified 

by the high plasticity of the IncHI2 plasmid able to acquire other antibiotic resistance genes 

supported by composite transposon. 

 

Key words: Salmonella, nosocomial, integron, next generation sequencing 
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