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Introduction

La découverte des antibiotiques a été I'une desaes thérapeutiques les plus
importantes du vingtieme siecle; leur utilisatioréduit de facon considérable le taux
de morbidité et de mortalité lié aux maladies itieses, mais elle a été a l'origine
d'une forte antibiorésistance touchant de plus é&rs pl'especes et un nombre
d’antibiotiques de plus en plus grand. Avec plus28@ antibiotiques systémiques
disponibles, on a pu croire que la lutte contrenfedadies infectieuses n’était plus
gu'un probléme de choix de la bonne molécule; &idénce c’était la fin du

« miracle »; lidée d’éradication n’était qu'un rhgt dangereux; les maladies
infectieuses font aujourd’hui un retour en forcelo@ les données de 'OMS, en 1998,
les maladies infectieuses ont été la cause de 25%décés dans le monde entier. Dans
les pays en voie de développement, 50% des décgsimputables aux maladies
infectieuses (60% chez les enfants de 0 a 4 ams)diarrhées infectieuses occupent la
troisieme place apres les infections respiratoilegués et le syndrome de
immunodéficience acquise (OMS 1999). Chez lestsujnfectés par le virus de
limmunodéficience humaine, la diarrhée est au wsdcaang des infections
opportunistes; elle est quasi constante au stddA aVéré ou elle devient invalidante
avec un grand impact sur la qualité de vie de®ptsti

La lutte contre les maladies infectieuses est dmcpriorité de santé dans les pays en
voie de développement ou les infections ont un éadrme en terme de morbidité et
de mortalité. Cette lutte est aujourd’hui compraniu fait de I'impressionnante
évolution des situations épidémiologiques, des gharents écologiques, de la forte
pression de sélection antibiotique; a cela s’ajgutéautomédication, la vente

anarchique de médicaments en dehors des strucktigeses, l'insuffisance des



activités de surveillance, qui ont abouti a desnph#&gnes d’émergence et de
dissémination de véritables « monstres bactérignaltirésistants aux antibiotiques.
Par ailleurs, les antibiotiques utilisés initialethen pathologie humaine en traitement
curatif ont vu leur utilisation détournée poureéatbusivement employés comme
additif alimentaire afin de stimuler la croissaes animaux (Roy 1997).

Le développement de la résistance aux antibiotiqhez les bactéries constitue un
véritable probleme de santé publique dont les cpresgces se mesurent en terme de
difficultés thérapeutiques accrues dans certaimegti®ns cliniques.

Plusieurs mécanismes de résistance ont été déaitai lesquels la dégradation
enzymatique des antibiotiques, I'altération ou ladification des cibles auxquelles se
lient I'antibiotique, I'expulsion de l'antibiotiqugpar la bactérie. L’acquisition de
résistance peut étre liée a des éléments trésrétaldont font partie les plasmides et
transposons permettant le transfert horizontalggees de résistance aux antibiotiques
entre des genres bactériens qui peuvent étrestodgnés sur le plan phylogénique.

Au cours des années «80», de nouveaux élémenttiquesesusceptibles d’acquérir
ou de perdre des genes de résistance aux antumetignt eté identifies et désignés
sous le nom d’intégrons. Les intégrons peuvent fgé&bedes géenes de résistance
insérés sous forme d’éléments mobiles, les cass&lwes cassettes sont intégrées ou
excisées par un systeme de recombinaison spéciiggide médiée par une intégrase.
Les intégrons sont incapables d’autoréplicatiom,sibnt donc obligatoirement portés
par un replicon (plasmide, transposon ou chrome$om

Les intégrons constituent un systeme de capturgedes, capable de promouvoir
efficacement la dissémination des génes de résestanx antibiotiques au sein du

monde bactérien.



De nombreux travaux épidémiologiques ont été affectchez des bactéries a Gram
négatif (entérobactériePseudomonasicinetobacterVibrio, Campylobacter, mais
aussi chez des bactéries a Gram positif (corynéhbast entérocoques) et chez les
mycobactéries, isolées en situation pathogene dHezmme, au niveau de
I'environnement ou chez des animaux.

L’origine des intégrons et des genes de résistace antibiotiques constitue une
énigme qui n’a, pour l'instant, pas été totalem@&otidée. La découverte des super-
intégrons, sur le chromosome de différentes espdxmgériennes appartenant
notamment aux genrd&brio, XanthomonasPseudomonasshewanellaListonellaet
contenant pour certains plus d’'une centaine deettasssuggere qu’il s’agirait de
structures anciennes qui permettraient aux bastéges’adapter rapidement par un
systeme de capture de genes, leur permettant ddecgn avantage sélectif (fonctions
biochimiques, facteurs de virulence, résistance antibiotiques...). L’identification
d’'intégrons complexes constituant de véritablets ile résistance chez des souches de
Salmonella(Typhimurium, DT104, Paratyphi B, Agona, Albany) Rseudomonas
aeruginosamultirésistantes aux antibiotiques révele une d@slus la diversité et la
complexité de ces structures.

Aucune étude permettant de connaitre le role dégrons dans la multirésistance aux
antibiotiques n’a été réalisée a ce jour sur daslsss ouest-africaines.

Nos travaux se sont focalisés essentiellement swdétection et la caractérisation
d’'intégrons chez des souches entéropathogénesrésidtantes aux antibiotiques,
provenant du Sénégal, afin d’évaluer le rble désgions dans la dissémination de la
résistance au sein des bactéries entériques.

Une revue de la littérature constituée de deuxiggmarésumera les données récentes

sur I'épidémiologie des diarrhées bactériennesfeique subsaharienne, les tendances



actuelles des résistances aux antibiotiques chezddaetéries entéropathogenes, la
structure, et I'épidémiologie des intégrons.

Cette étude bibliographique sera suivie par dadteds expérimentaux présentés sous
forme de deux articles publiés et d’'un manuscric@urs de préparation.

Une discussion générale permettra d’analyser ebdwwarer 'ensemble des résultats.



|- Les diarrhées bactériennes

1- Introduction

Les maladies diarrhéiques ont affligé 'humanité@gent des siécles. Dans la majeure partie
du monde, le choléra, la dysenterie, les salmosedl@pidémiques sont devenues plus rares,
mais depuis une quinzaine d’années, ces maladigsldar réapparition dans un grand
nombre de pays en voie de développement et coatribaul’augmentation significative de la
morbidité et de la mortalité particuliéerement clhexz enfants de moins de 5 ans. En effet, les
maladies diarrhéiques sont responsables de 21%rdinble des déces chez les enfants de
moins de 5 ans, avec prés de 2,5 millions de dgaéan (Kosek 2003).

En Afrique subsaharienne, peu de données sontrdidpe sur I'épidémiologie des diarrhées
bactériennes. Au Burkina Faso, au Kenya et au Nigks entérites les plus fréquentes sont
celles dues &Shigella Salmonella E. coli, Campylobacter(Obi 1997; Shapiro 2001;
Bonfiglio 2002) etVibrio cholerae(Shapiro 2001), cette derniére évoluant surtouirsehn
mode épidémique (Aidara 1998). Au Sénégal, pewdadks sont disponibles sur I'incidence
des diarrhées bactériennes; cependant, au Ceatienbl Sénégalais des Entérobactéries
(CNSE), on note un recrutement croissant de souda&almonella(197 en 2000, 407 en
2001, 483 en 2002) &higella(59 en 2000, 57 en 2001, 93 en 2002). L'épidéemgielale ces
bactéries entéropathogenes se calque de plus srsynlicelle des pays développés avec une
prédominance d& Enteritidis,S. Typhimurium,S. flexneriet S. sonné Cependant on note
une persistance d& Typhi comme dans la plupart des pays en voie @eldppement.
Chaque année, on note une émergence de nouveatypsdrdeSalmonellaet deShigella S.
dysenteriaetype 1 disparait et on assiste a I'émergence diaoveau sérotype d&
dysenteriag(Coimbra 2001) et de souches n’appartenant a aséurtype connu et dont

I'identification est en cours au CDC (données dutreesénégalais des entérobactéries (CNSE



2001, 2002) sur le site: www.pasteur.sn). En zamale, on note une apparition de souches
éepidémiques d&. flexneri et un net recul d& dysenteriagype 1 (Diallo 2001) ; en réalité
cette prédominance dkexnerisur les autres especes est décrite depuis p=usedécennies
(Bogaerts 1997; Gassama 1997); par contre, la prédmce desonneisurdysenteriaen’est

observée que ces dernieres années (CN8Ew.pasteur.sn La tendance est la méme au

Kenya et au Nigeria (lwalokun 2001; Shapiro 20r). revanche les infectionsYeersinia

sont d’'une incidence beaucoup plus rare (Obi 1B@&nfiglio 2002).

2- Les salmonelloses

La fievre typhoide reste un probléme d'actualitbe @ certes régressé dans les pays
développés mais elle demeure endémique dans les gmayoie de développement ou les
conditions socio-économiques et I'absence d’hygiémerisent cette maladie (Threlfall
2001). En dehors des sérotypes rencontrés lorBedess typhoide et paratyphoide, les autres
salmonelles représentent I'une des causes majdergmastro-entérites bactériennes dans le
monde et sont responsables d’'une importante m@rtedfantile. La diversité du réservoir
animal et celle des sérotypes rencontrés, laiséeoprque ce grave probleme de santé
publigue ne pourra étre ameélioré que par des mespréventives d’hygiene et de
surveillance.

La fievre typhoide est transmise [@almonellaTyphi (Bacille d’Ebert), retrouvée dans I'eau
ou les aliments contaminés. En 2000, la fievre ¢yjgdy a provoqué 21.650.974 cas de
maladie avec 216.510 déces, la fievre paratyphbiie2.744 cas (Crump 2004). L'Afrique
est considérée comme une zone d’incidence moyamdfrique de I'Ouest, on estime a
91.737 le nombre de cas de fievre typhoide soihcidence de 38 par 100.000 personnes et
par an (Crump 2004). Le nombre de cas de gastérimd est estimé a plus d’'un milliard

avec 3 millions de déces annuels (Pang 1995). Bdpudébut des années 1990, des souches
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de SalmonellaTyphi isolées dans les pays développés comme l@anpays en voie de
développement présentent des resistances aux adigiileis les plus souvent prescrits
(ampicilline, chloramphénicol, triméthoprime, flaguinolones) (Mirza 1996; Threlfall 2001;
Soto 2003). Au Kenya et au Ghana, des souché&s @gphi multirésistantes a I'ampicilline,
au chloramphénicol, aux tétracyclines, a la stmagtone, et au cotrimoxazole ont été
réecemment décrites (Mills-Robertson 2002; Kariuki02).Au Sénégal, les souches 8e
Typhi restent encore sensibles a 'ensemble déiatitjues. Par contre, on note une diffusion
de souches deS Enteritidis résistantes a I'ampiciline et deS Typhimurium
multirésistantes a 'ampicilline, a la streptomygiau chloramphénicol, au sulfaméthoxazole;
ce dernier phénotype représente plus de 30% dehes®isénégalaises et ne semble pas étre
lié au lysotype DT104 (données CNSE 2002 : wwweassn).

Les salmonelles des gastro-entérites aigués ssntépandues chez de nombreux animaux et
sont souvent responsables de zoonoses. Au couasdieixieme moitié du vingtieme siecle,
on a noté I'émergence de deux sérotypes partientiént virulents et résistants qui se sont
disséminés a travers le monde (Rankin 1998; Bagg2680): S Typhimurium DT104,
résistante a I'ampicilline, au chloramphénicolfféaicol, a la streptomycine/spectinomycine,
aux sulfamides et aux tétracyclines (phénotype ABE8uTe), responsable d’épidémies dans
les pays développeés, 8t Enteritidis PT4). En 1997, Sandvang et coll. onhdatré que la
multirésistance aux antibiotiques observée cBezZlyphimurium DT104 était liée a la
présence d'au moins deux intégrons (Sandvang 19849; intégrons de classe 1 ont
également été détectés chez des soucheS. dmteritidis résistantes a I'ampicilline, au
chloramphénicol, a la streptomycine/spectinomycane, sulfamides, au triméthoprime et aux
tétracyclines (Rankin 1998; Brown 2000).

Des intégrons de classe 1 contenant des casgegegtiées ont été retrouveés chez d’autres

sérovars deSalmonella Typhi (Pai 2003; Ploy 2003), Agona, Brandenbu@pldcoast,
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Hadar, Infantis, Ohio, Panama, Poona, SaintPanthdgw, Worthington etc... (Brown 2000;
Cloackert 2000; Guerra 2001; Di Conza 2002). Céxgnons sont pour la plupart localisés
sur des plasmides.

Un intégron de classe 2 localisé sur le chromosbawtérien a été caractérisé chez des

souches d&almonellasérovar Java (Miko 2003).

3- Les shigelloses

Les infections &higellasont trés répandues dans le monde. Le nombre ladigpesodes de
shigelloses est estimée a 164,7 millions dont 1@82) dans les pays sous-développés avec
des taux de mortalité de 69% chez les enfants dasmie 5 ans (Kotloff 1999). Chaque
année, environ 1 million de personnes voyagears tepays en voie de développement en
sont atteints (Black 1990). Les shigelles agissahdn un mécanisme entéro-invasif; elles
peuvent, soit envahir la muqueuse, soit la détrpimeyoquant des diarrhées sanglantes ou
dysenterie.

La distribution géographique et la pathogénicité deatre espéeces sont difféerentes (Keush
1998). Dans les pays en voie de développemengtaoure une forte incidence &eflexneri
avec une prédominance du sérotype 2a, endémiqeceaiaines zones; elle est responsable
de 32 a 58% des cas (Kotloff 1999; Talukder 200&{te espece est la cause la plus fréequente
de morbidité et de mortalité (Sack 2008).dysenteriaglype 1 ou bacille de Shiga est tres
répandu et évolue selon le mode épidémique sudiang les zones dont le niveau d’hygiene
est précaire (Allen 1994; Bogaerts 1997); des emies 50 a 100 fois supérieures a celles des
pays développés sont observées, avec des taux dalitéoatteignant 250 pour 1000
habitants. L'épidémie africaine de dysenterie duaing@ souche multirésistante d&
dysenteriael entrainant une mortalité élevée est préoccupgikiten 1994 ; Frost 1985).

Cette espece prédomine au Guatémala, en Inde takxsie (Kotloff 1999).S. boydi 14
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prédomine en Inde, au Nigéria et au Yémen et repté24 a 47% des isolats (Kotloff 1999).
Au Sénégal, des souches$tggellan’appartenant a aucun sérovar connu ont été saoléet
certaines chez des patients infectés par le VIHSEROO1:www.pasteur.sn). De méme en
Afrique centrale, des taux de mortalité élevés @ssaux shigelloses ont été décrits chez des
adultes jeunes ; cette région est fortement aktept# la pandémie du SIDA ; il semblerait
donc qu’il y ait des interactions entre ces depesyd’infections mais aucune étude n’a été
effectuée pour confirmer cette hypothése (Sack 2001

Dans les pays développés, l'incidence est failieiren 9 pour 100.000 habitants (USA:
sonneiest I'espece prédominante et elle évolue selon atengépidémique (Kimura 20043,
flexneriest beaucoup plus rare.

Les souches d&higella deviennent de plus en plus résistantes aux atitjbes les plus
souvent prescrits. L’évolution de la résistance stegelles est préoccupante; elle est décrite
un peu partout dans le monde et elle touche un rermdb molécules de plus en plus
important (ampicilline, triméthoprime-sulfaméthorée, tétracyclines, chloramphénicol,
quinolones) (Allen 1994; Vila 1994; Lima 1995; Begts 1997; Chu 1998). Au Sénégal, plus
de 80% des souches d& flexneri présentent une multirésistance aux bétalactamines,
triméthoprime-sulfaméthoxazole, tétracyclines elor@mphénicol;S. sonneiprésente une
résistance constante au triméthoprime-sulfamétrmea®@4% en 1999, 100% en 2000 et
2001) et aux tétracyclines (100% en 1999, 96% €022 100% en 2001) (données CNSE

2000-2001-2002 www.pasteur.sn

Les premiers plasmides conjugatifs portant des gydeerésistance aux tétracyclines ont été
décrits chez des souches@laelysenteria@u Japon en 1953 (Watanabe 1963); des plasmides
conjugatifs codant pour la résistance a de mulipleatibiotiques ont également été détectés

chezS sonnei(Ling 1993; Barg 1995).
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La résistance aux bétalactamines est frequentepelit étre due a des mutations modifiant
les protéines de liaison a la pénicilline (PLP),isnle mécanisme de résistance le plus
commun est la production de bétalactamases deQyf#e (Schumacher 1992; Ghosh 1998).
Ces bétalactamases ont été retrouvées chez desesodeS. sonneiisolées en Asie (Siu
2000) et au Danemark (Schumacher 1992); on retraussi des bétalactamases de type TEM
chez certaines souches$leigella mais le type OXA reste prédominant.

Au Sénégal, aucune souche résistante aux quinolbaesé décrite. La premiere souche de
S dysenteriagype 1 résistante a I'acide nalidixique a été idean 1982 (Malengreau 1984;
Frost 1985). En Inde (Kolkata) des souchesSdeysenteriaetype 1 résistantes a l'acide
nalidixique, a la ciprofloxacine, a la norfloxacire I'ampicilline, au chloramphénicol, au
cotrimoxazole et aux tétracyclines ont émergé deszpatients hospitalisés (Dutta 2003).

Des intégrons de classe 1 et 2 ont été retrouves différentes espéces 8aigella(Munoz
2003; Oh 2003). Les intégrons de classe 2 sembtemtassociés au sérotygannei(Mclver

2002; Oh 2003).

4- Le choléra

Le choléra, causé pafibrio choleraeO:1 ou O:139 continue a provoquer des épidémies
particulierement dans les pays en voie de dévetoppe Il évolue par poussées épidémiques
a partir de foyers permanents en Asie du Sud-Estigine de ces pousseées épidémiques est
mystérieuse mais, semble liée a certains facteumsne les variations brutales de la virulence
bactérienne dues a l'acquisition de plasmide codpotr la toxine, des facteurs

physiologiques dis a la réceptivité des populatiomsis aussi des facteurs climatiques qui
favorisent I'éclosion d’épidémies (Sack 2001). EMOPR, cinquante-huit pays ont

officiellement déclaré 184.311 cas de choléra 82¥ces a 'OMS (OMS 2002).
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En 1992, dans le Sud de I'iInde, une épidémie dédh@st associée a un nouveau serotype
deVibrio choleraenon O:1; il est baptisé O :139 (selon le schém8alezaki), synonyme de
Bengal, en relation avec son lieu d’'isolementahitcote du golfe de Bengal) (Albert 1994).

Le vibrion cholérique est responsable de diarrlygease sécrétoire avec perte d’électrolytes.
Cette fuite électrolytique est liée a la sécrétdmntérotoxine (CT: Cholera Toxin de 84Kda).
Des résistances a de multiples antibiotiques dheholeraeont été décrites; elles concernent
le chloramphénicol, le cotrimoxazole, les tétrames, la furazolidone (Dalsgaard 2001; Sack
2001); les souches résistantes étant surtout s@éedant les épidémies. L'émergence et le
maintien de la résistance aux antibiotiques semld¢me liés a un ensemble de facteurs
biologiques, environnementaux et comportementamxSEmalie, I'épidémie de choléra de
1985-86 a entrainé I'émergence de souches mutlisdtes a la kanamycine, a la
streptomycine, aux sulfamides et aux tétracycl{@sppo 1995). Au Séneégal, des souches de
V. cholerae résistantes au cotrimoxazole et au chloramphérocol été décrites lors de
I'épidémie de 1994-95 (Aidara 1998). Dans la pluples cas, la résistance observée chez
V. choleraeest médiée par des plasmides ou des transposanmalorité des plasmides
isolées chea/. choleraesont cryptiques, mais certains, connus sous le Rdrafactors »
codent pour des déterminants de résistance awi@mues: il s’agit de plasmides de grande
taille (110-170kb) auto-tranférables, portant demeg de résistance a I'ampicilline, au
chloramphénicol, a la gentamicine, a la kanamydria streptomycine, a la spectinomycine,
aux sulfamides, aux tétracyclines et au triméthmer{Sack 2001). Les transposons jouent
également un role dans la résistance: en effatulirésistance observée chez des souches de
V. choleraeEl Tor vis a vis du triméthoprime, de la spectineimg, de la streptomycine et du
composé vibriostatigue O /129 est liée a la présedwn transposon inséré sur le
chromosome (Goldstein 1986). Dalsgaard et coll.noisten évidence des intégrons de classe

1 contenant des cassettes de résistance aux adesdsdA2et aadB), aux bétalactamines
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(blaP1), et au triméthoprimedfrAl, dfrAl15 dfrAl2 chez des souches d&brio cholerae
isolées au Mozambique, en Guinée Bissau et enartul (Dalsgaard 2000; Dalsgaard 2000;
Dalsgaard 2001). Certains de ces intégrons étimiealisés sur des plasmides de grande taille,
auto-transférables (Dalsgaard 2000).

Récemment, che¥. cholerae il a été décrit un intégron localisé sur un élémmobile
d’environ 62 kb nommé SXT element constin (conjigatself-transmissible integrating
element) qui proviendrait dé. cholerae O:139 (Waldor 1996). Cet intégron contient le gene
de I'intégrasentl9 identique a 53% mtl2 et contient six cassettedfi(Al, orfc2, orfc3, orfc4,

orfc5a orfc5b) (Hochhut 2001).

5- Les entérites aEscherichia coli

Escherichia coliest 'une des bactéries aéro-anaérobies facudmfprédominantes dans la
flore commensale intestinale de I’homme. Il colenlis tractus gastro-intestinal de ’lhomme
des les premieres années de la vie. Cependangsetiatération de la muqueuse intestinale
ou dans certaines situations épidémiologiques (&gt génétiques, expression de genes
chromosomiques initialement silencieux), les sosateE. coli non pathogenes deviennent
virulentes et provoquent un déséquilibre de leeft’'origine de la diarrhée.

L’existence des diarrhéeda coli est reconnue depuis 1940. Cette bactérie estnsable de
diarrhées aussi bien dans les pays développésanslels pays en voie de développement.
Six pathovars sont actuellement décrits selon Fesgion clinique de la diarrhée et les

facteurs de virulence équipant les souches a iliwide l'infection (Nataro 1998).

5-1-Escherichia coli entérotoxinogenes (ETEC)
lIs sont responsables de diarrhées infantiles tempays en voie de développement de la

zone intertropicale et représentent I'un des grancx agents de la diarrhée du voyageur:
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Le pourcentage des cas de diarrhée dus a ETECded® a 30% chez les enfants, (Levine
1993; Hoque 1994); il est de 20-60% chez les swjsitant les zones ou I’ infection a ETEC
est endémique (Black 1990; Dupont 1993). Sur 4d0oms d’épisodes diarrhéiques, plus de
700 000 cas de déces sont dis aux ETEC (Bern 18892%énégal, une étude réalisée en
1988 chez 405 enfants agés de 0 a 5 ans a moléxiETEC occupaient la deuxiéme place
aprés les EPEC avec un taux de prévalence de 13A%ara 1988). Le pouvoir
entéropathogene des ETEC repose d'une part sabdtétion de facteurs d'adhésion qui
permettent la colonisation de l'intestin gréle'atitte part sur la secrétion d'entérotoxines. Les
exotoxines des ETEC sont des protéines, soit de paids moléculaire et de type
thermolabile (LT), soit de bas poids moléculaireletype thermostable (STBlles n'alterent
pas la cellule mais déclenchent une fuite hydrokbtique en perturbant les systemes de

contrdle de la secrétion entérocytaire. Il s'eh e diarrhée aqueuse riche en électrolytes.

5-2-Escherichia coli entéropathogenes (EPEC)
lIs sont responsables de diarrhées infantiles giardes souvent épidémiques,
particulierement chez les enfants de 0 a 5 ans.éDetes effectuées au Brésil, au Mexique
ont montré que 20 a 40% des diarrhées infantilaert dues aux EPEC (Cravioto 1988;
Gomes 1991; Scaletsky 2002). A Dakar, une étudsééaen 1988 chez des enfants a montré
un prédominance des EPEC avec un taux de prévatents,5% (Aidara 1988). Ce pathovar
est rarement responsable de diarrhée chez I'adidteouvoir pathogéne des EPEC est dd a
leur capacité a adhérer aux entérocytes des celigdintestin gréle et a produire des Iésions

histopathologiques au niveau de la bordure en brdss entérocytes.
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5-3-Escherichia coli entéroinvasifs (EIEC)
lIs sont responsables de syndromes dysentériquehgs de la shigellose. L'incidence des
infections a EIEC est assez faible: elle est deh#r aes enfants Brésiliens (Tornieporth
1995), 0,7% chez des enfants sénégalais (Aidar&@).1R8 pouvoir pathogéne des EIEC est
caractérisé par leur capacité a envahir et a selagper dans les cellules épithéliales du
colon. Le phénomene d'invasion est sous la déperddn facteurs chromosomiques et

plasmidiques.

5-4-Escherichia coli entérohémorragiques(EHEC)

lIs ont été identifiés lors d'épidémies de colitegmorragiques pouvant évoluer vers un
syndrome hémolytigue urémique (SHU), une insufieanrénale ou un purpura

thrombopénique. Les EHEC ont été a l'origine desiglurs épidémies de grande ampleur
avec une létalité importante aux USA (Bell 19949; posent aujourd’hui un probleme de
sécurité alimentaire dans les pays industrialisés.

Actuellement, trois sérotypes d'EHEC sont idergifi@:157; 0:26; O:111. Leur pouvoir

pathogene est caractérisé par une forte adhérdacsuéface de l'iléon distal du ceecum et du

colon droit et a la production de toxines Stx ¢ahioxine).

5-5-Escherichia coli entéroaggrégants (EAggEC)
EaggEC est responsable de diarrhées persistardes laen dans les pays développés que
dans les pays en voie de développement. EAgQgEGusstecté d'étre responsable de la
diarrhée du voyageur au méme titre que ETEC, quédti souvent associé (Schultz 2000;
Adachi 2002). La forte prévalence de EAggEC chezlatients infectés par le VIH le classe

parmi les pathogenes opportunistes (Kotler 1995m@ei 1998; Mwachari 1998).
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Les mécanismes par lesquels les souches de Eaggk@gpent la diarrhée sont encore mal
connus, mais plusieurs genes de virulence sonelément décrits chez les EaggEC. La
plupart des souches de EaggEC hébergent un plasieid®-65 Mda appelé pAA codant
pour les facteurs AAF/I et AAF/II, une entérotoxiBAST1, proche de la toxine thermostable
de E. coli (Baldwin 1992), deux serine protéases Pet (plasnsmdant pour une toxine)
(responsable des effets cytotoxiques) et Pic (pretémpliquée dans la colonisation
intestinale); la protéine Pic est codée par un geém®mosomique permettant I'activité

mucinolytique, et I’'hnémagglutination (Henderson Q98 avarro-Garcia 1999; Piva 2003).

5-6- Escherichia coli entéroadhérents ou a adhésion diffuse

(DAEC)
Plusieurs études ont incriminé DAEC dans les déashinfantiles; une étude réalisée au
Mexique chez des enfants de 3 a 84 mois lui attribn taux de prévalence de 13%
(Mathewson 1987). Cependant une autre étude réattsez des enfants de moins d’'un an a
montré un taux de prévalence de DAEC identique td®zas et chez les témoins (Scaletsky
2002), ce qui laisse présager d'une absence degsiltité de ce pathovar dans cette tranche
d’age. Levine et coll. ont montré que le risqueatiel d’'une association DAEC/diarrhée
augmentait avec 'age de 1 an a 4-5 ans (Levigd)19
La virulence des DAEC est liée a leur capacité Béset aux cellules épithéliales. Deux
familles de génes codant pour cette adhésion éridéntifies: F1825 et AIDA-I (Benz 1989;
Bilge 1989).
Deux nouveaux pathotypes sont actuellement propsséda base de lidentification des
cytokines; il s'agit de:

* E. coli producteurs de cytokines léthales par distentallulaire (CLDT)

également retrouvés ch8higella sppet Campylobacter spfScott 1994).
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 E. coli producteurs d'hémolysines alpha détectées par daepacité a
détacher un tapis de cellules HeLa ou Hep-2 eruraul{CDEC) (cell
detachingescherichia col.

L'association de ces trois pathotypes potentidissamanifestations cliniques reste a préciser.

La multirésistance observée chez certaines sowhEs coli est souvent associée a
des intégrons; en effet, des intégrons de classt 2L ont été identifies chez des souches
humaines dée. coli (Zhao 2001; Okeke 2002; Yu 2003), mais égalembat des souches
d’origine animale et environnementale (Baas 1998ym&rd 2003; Roe 2003). Chang et all.
ont détecté des intégrons de classe 1 hébergeangéates codant pour la résistance au
triméthoprime, aux aminosides, au chloramphéngidlérythromycine et aux bétalactamines
(Chang 2000).

Un nouveau géne de résistance au triméthopriin2d localisé sur un intégron a été

caractérisé chez des souche&deoli (Grape 2003).

6- Les campylobactérioses

Les Campylobactersont des bactéries retrouvées dans le tube digget animaux
notamment les volailles, les ovins et les porcsctuatamination de 'homme se fait par voie
digestive généralement par I'intermédiaire d’alitseemballés « sous vide », ce qui favorise
la microaérophilie, propice au développement debeeteries. Les cas de campylobactérioses
sont le plus souvent sporadiques. Chez I'honmagejuni et C. coli sont les espéces les plus
frequemment rencontrées (Skirrow 1994; Nachamki@81l9Elles sont le plus souvent la
cause d'entérites surtout retrouvées chez I'enfamint dans des conditions d’hygiéne
précaire ; les taux d'infections sont tres élevagadt les premieres années de la vie ; ils

diminuent progressivement avec I'age (Blaser 19@7fetusest responsable de septicémies
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a point de départ digestif survenant chez la feranteinte ou les sujets immunodéprin@s.
jejuni figure parmi les antécédents les plus reconnusyddresme de Guillain-Barré (Speed
1984; Nachamkin 1998). Il est difficile de détermrirf’incidence exacte des infections a
Campylobacteidans les pays en voie de développement. Au Kame étude réalisée chez
des enfants a montré que 30% des diarrhées bactésiectaient dues @ampylobacter
(Shapiro 2001); au Nigéria, lI'incidence des diaeh@&Campylobacteest de 28% en milieu
urbain et 8% en milieu rural (Obi 1997). Au Sénéded données disponibles révélent une
incidence 9% chez des enfants de moins de 5 am&r@Al989). Par contre dans les pays
développés, la prévalence des gastro-entéritegrimmtes dues &. jejuni est élevée: aux
USA, en 1996, cette prévalence était de 4@¥%ekruse 1999).

Le traitement de premiére intention des infectia@mpylobactefait appel aux macrolides
tel que l'érythromycine qui est encore efficace;pa@ant les nouveaux macrolides
apparaissent prometteurs dans le traitement defeesions.

La résistance des souches @ampylobactervis-a-vis des antibactériens est en constante
évolution; cette résistance concerne les fluoragjoimes, les macrolides, les tétracyclines, les
phénicolés et les bétalactamines (Sack 2001).

En Afrique subsaharienne, il n’y a pratiqguement pi&s données sur I'évolution de la
résistance chez les souches @ampylobacter(Sack 2001). Par contre, en Asie, cette
résistance est en constante évolution: en Thailataleésistance d€. spp vis-a-vis de la
ciprofloxacine était de 0% avant 1991, elle att8#fo en 1995 ; vis-a-vis de I'azithromycine
elle variait de 7% a 15% entre 1994 et 1995 (HA&f8). La résistance d& jejuni et C. coli

aux fluoroquinolones et aux macrolides s’expliqae [a forte pression de sélection liée a
'usage anarchique des antibiotiques aussi biemédecine humaine que vétérinaire. Cette
multirésistance observée chez les souche&.dejuni et C. coli est liée a la présence d'un

systeme d’efflux permettant I'expulsion de I'antiique hors de la cellule bactérienne
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(Piddock 1998; Engberg 2001). D’autres mécanisneegegistance ont aussi été décrits: une
substitution au niveau du geggrA serait responsable de la résistance aux fluonodpmes
(Ruiz 1998) ; l'altération du ribososme serait msable de la résistance aux macrolides
(érythromycine) (Taylor 1992). La résistance auttat®yclines est due a la présence de
plasmides d’environ 38 MDal (Taylor 1981; Tenove®8%). Toutes les souches de
Campylobactemésistent naturellement au triméthoprime; GribeteSkdld ont démontré la
présence de genealrl et dfr9 véhiculés respectivement par le transposoB398 et un
intégron (Gribeel 1998). Un intégron de classe behgeant la cassett@ac(6’)-1b, de

résistance aux aminosides a été identifié chezalashes d€. jejuni (Lee 2002).

7- Les yersinioses

Les entérites &ersinia enterocoliticaont une incidence faible en Afrique: 4% au Burkina
Faso et au Nigeria (Obi 1997; Bonfiglio 2002); aén&gal, le taux d’infection chez les
enfants de moins de 5 ans est négligeable (0,38¥ai@a 1989). Cing des six épidémies ont
éte décrites aux USA (Bottone 1997). En dehorsedeépidémies, les cas de yersinioses sont
le plus souvent sporadique¥. enterocoliticaest la premiere espéce pour laquelle les
capacités invasives ont été rattachées a la pes#on plasmide; il s’agit d’'un plasmide
commun aux autres espéecesyagsiniaportant plusieurs genes de virulence. Cette hactér
développe dans des aliments conserves a basserétunpe

Chez I'hnomme, en particulier chez I'enfant, l'infien aY. enterocoliticaréalise un tableau
de gastroentérite associé a des signes d'infediy@témique. La bactérie provoque une
diarrhée selon un mécanisme entéroinvasif : leghas se multiplient dans les cellules de la
muqueuse formant des granulomes inflammatoiresestndicroabcés qui évoluent vers la
nécrose entrainant ulcérations et hémorragies €@B@N1987).Y. enterocolitica est

naturellement résistante a I'ampicilline et aux hadpsporines de premiere génération par
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production a la fois d'une pénicillinase et d'uneé&pkalosporinase inductible. Les
déterminants de cette résistance sont spécifiqaegraupe: il s’agit de bétalactamases A
(BlaA) et B (BlaB) produites exclusivement par segiches appartenant aux sérogroupes O:3
et 0:9. Les bétalactamases de type A hydrolysergrand nombre de pénicillines alors que
celles de type B ont un forte activité céphalogmse (Bottone 1997). Des intégrons de
classel véhiculés par des plasmides de 65 et 140 lkdbergeant les casseiesiAl dfrAl
etsatqui code la résistance a la streptothricine aliddntifies chez des souchesYsinia

(Soto 2003).

lI- Les intégrons

1- Définition
Les intégrons sont des éléments génétiques d@enitStokes et Hall en 1989, susceptibles
d’acquérir ou de perdre des génes de résistancardibiotiques; ils constituent un systeme
de capture et d’expression de génes contenus @snsadsettes (Stokes 1989). Les cassettes
sont des éléments mobiles capables d'étre intégnésexcisés par un systéme de
recombinaison spécifique de site médié par ungiase.
Les intégrons ne sont pas mobiles par eux-ménsesoiit incapables d’autoréplication et sont

généralement portés par des plasmides ou des tsoTs0

2- Structure des intégrons

Les intégrons sont constitués de trois régions: négion 5’ conservée, une région 3’; entre
les deux régions se trouve une région variabléec@mt une ou plusieurs cassettes (Figure

1).
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2-1 - Région 5’ conservée
La région 5 conservée contient un gend, codant une intégrase, un site spécifique de
recombinaisorattl et une région promotrice. Cette région est néaesada fonctionnalité de
I'intégron.

2-1-1 - Génantl

Le géneintl code une intégrase qui est une recombinase spéxifle site de la famille des
recombinases a tyrosine. Plusieurs classes d’'mmégont eté définies en fonction de la nature
de cette intégrase. Cinq classes possedent detteassontenant des genes de résistance aux
antibiotiques (Collis 2002).Trois classes d’'intéggae multirésistance (1, 2 et 3) ont été bien
caractériseeffigure 1). Les intégrons de classe 1 possedent le ogliequi code l'intégrase
Intl1, une protéine de 337 acides aminés. C’esldsse d’intégrons la plus répandue chez les
bactéries a Gram négatif. Deux intégrons de clhgsayant pas d’'intégrase fonctionnelle ont
éte décrits, le génatll était interrompu par la séquence d’insertion I82&as 2001; Nadjar
2001). En amont du gematll sont présentes des séquences proches des séquemseteur
consensus -35 et -10 qui pourraient permettrealastription dentll, mais cela n’a jamais
éte demontré expérimentalement (De la Cruz 1982tiva 1990).
Chez les intégrons de classe 2 décrits chéz Tnl825 Tn1826 Trn4132 le genentl2 est
interrompu par un codon stop TAA; ce gene codeintégrase de 178 acides aminés ayant
46% d’identité avec Intll, mais réduite de 12 asideninés (EMBL/GenBank AJ001816).
L’arrét précoce de la traduction detl2 entraine une perte de fonction de lintégrase
(Hansson 2002).
Le géneintl3 des intégrons de classe 3 code l'intégrase loB,a 60,9% d’identité avec
Intl1 (Arakawa 1995).
Un autre intégron de résistance aux antibiotiquéséaocalisé dans un élément mobile, le

SXTE' constin (conjugative self-transmissible integrgtielement) deVibrio cholerae Le
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gene codant l'intégrase a entre 45 et 59% d’honielagec les trois intégrases précédentes.
Enfin, un dernier intégron de résistance a étécténaé sur le plasmide pRVS1 ®ébrio
salmonicida(EMBL/GenBank N° d’acces : AJ277063). Le geént code une intégrase de

320 acides aminés.

2-1-2 - Siteattl
Le siteattl est un site spécifique de recombinaison; il éagsentre le début du geml et la
premiere cassette. Les sitafl des différentes classes d’intégrons n'ont pas dgesee
conservée entre eux a I'exception des sept demjgages de bases constituant un élément
nomme « core site » dont la séquence est GTTRRRYo(Rne, Y, pyrimidine) (Hansson
1997; Collis 1998). Le core site est un élémentel€ette région car c’est le point d’insertion
des cassettes; l'intégration de chaque nouvellgetiess’effectue au niveau du GTT du core

site entre le G et le premier T du core site.

2-1-3 - Région promotrice
Chez les intégrons de classe 1, la région 5’ cogsercontient un promoteug Bncore appelé
Pant Situé dans le gerniatll, 214 pb en amont de la séquence core dwattitet qui permet la
transcription des cassettes insérées ; la majdetgtre elles ne possédant pas de promoteur
en amont du gene (Collis 1995). Selon les intégrorexiste des variations nucléotidiques
dans les motifs -35 et -10 de ce promoteur. Laefale ce promoteur est comparée a celle du
promoteur consensus décrit chEz coli. Ainsi, quatre variants de promoteur P1 ont été
décrits (Levesque 1994; Collis 1998)ableau 1) Le variant fort de P1 est celui qui a les
séquences -35 et -10 les plus proches du consensus.
Il existe aussi chez tous les intégrons de clasdd. 4 pb en aval de P1 un autre promoteur

potentiel P2 contenant des séquences -35 et -Ihgsales séquences consensus mais, qui
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n'est pas fonctionnel car I'espacement entre cesx déguences n’est que de 14 pb, ce qui
n'est pas favorable a la transcription: I'espacénopm pour un promoteur actif est de 17

nucléotides. P2 peut étre rendu fonctionnel parsértion de trois nucléosides guanosine
créant un espace optimal N17 entre la séquencet-8b séquence -10 (Schmidt 1988); ce
promoteur peut contribuer a la transcription deegean association avec le promoteur P1
faible.

Chez les intégrons de classe 2, un promoteur dan8 le sitattl2 en amont du genetl2 a

éte proposé (Levesque 1994). Cependant ce promdtepas été caracterisé.

Un promoteur a aussi été identifié chez les intégmde classe 3. Ce promoteur est situé au

début du gene de l'intégrase (Hall 1999; Collis20d0orreia 2003).

2-2 - Région 3’
La région 3’ differe considérablement en séquericenetaille dans les différentes classes
d’intégrons(figure 1).
Chez la majorité des intégrons de classe 1, |l@mnegji est un segment de 2 kb qui commence
en 3’ de la derniere cassette et qui contient Besade lecture ouvertqacE4l, sullet ORF5
(Hall 1994)(figure 1). qacEAL est un dérivé tronqué du géegacEqui confére une résistance
aux ammoniums quaternaires. Le gen#l code une protéine de 279 acides aminés de
résistance aux sulfamides (Sundstrom 1988). Leiénmie cadre de lecture, ORF5, est une
séquence de 488 pb ne codant aucune fonction cq@ssonnette 1992). Ces genes sont
transcrits a partir de leur propre promoteur, Pdrg@acEAL et sull (Guerineau 1990) et P5
pour ORF5 (Stokes 1989; Levesque 1995).
Cependant, certains intégrons ne possedent pasutengent partiellement cette région, d’ou
'ambiguité de la terminologie « 3’ conservée >lisde dans de nombreuses publications.

C’est par exemple le cas d’un intégron décrit cheinetobacter baumanqui ne posséde pas
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de région 3’ conservée (Ploy 2000). De méme, unedeétchez des bactéries de
I'environnement a montré une proportion assez fddesouches (32% chez des bactéries
coliformes jusqu’a 68% che¥ibrio) pour lesquelles le gersull était absent et 13% des
intégrons ne possédent pas du tout de région 34&td 999).

Chez les intégrons de classe 2, la région 3’ esstitaée des genes impliqués dans la
transposition de Th: tnsA tnsB tnsC tnsD ettnsE (Flores 1990). Un intégron hybride a été
récemment caractérisé (Ploy 2000): il contientdgion 5 d'un intégron de classe 2, les
cassettes habituellement retrouvées chez les arggte classe 2, mais en 3’, on retrouve les
trois cadres de lecturgacE4l, sull et ORF5 présents dans la région 3’ des intégdens

classe 1.

3 - Caractéristiques des cassettes

Les cassettes sont des unités fonctionnelles nsopdevant exister sous forme circularisée
ou intégrée. Une cassette est constituée d’'un atecture et en 3’ d’un site spécifique de
recombinaisonattC, reconnu par l'intégrase. Chaque cassette contiergiteattC unique.
Plus de 70 cassettes ont été décrites a ce jowdgRtagnus 2002). Ces cassettes ont des
tailles et des fonctions trés variables mais, piE®e une organisation commune.
Généralement, les cassettes sont de petite taillent de 260 a 1500 pb (Recchia 1995).
Plusieurs cassettes peuvent étre contenues dam&€me intégron et permettre a la bactérie-
héte de résister en bloc a différentes famillesitibéotiques. A I'oppose€, certains intégrons
peuvent étre dépourvus de cassettes tel In0 ebmerdr que les régions 5’ et 3’ et le site

spécifique de recombinaisaittl (Bissonnette 1992; Martinez-Freijo P. 1998; PI09®).
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3-1- Structure des cassettes

3-1-1- Génes
De nombreux génes de résistance aux antibiotiquetsét® décrits dans des cassettes
(Tableau 2.
Des cassettes contenant deux génes ont été déctéssle cas chez 831 ou une méme
cassette contient les deux gereslAl et oxa9 (Tomalsky 1993), TROOO avec les genes
oxalOetaadAl(Naas 2001)blaGES-letaac(6’)-Ib chez In52 (Poirel 2000) ou chezZA?24
contenantaacAl et ORFG dans une méme cassette (EMBL/GenBank MNtcds :
AF047479) et récemmebtapxa-10 etaac(6’)-1b chez un intégron de classe 3 (Correia 2003).
Des cadres ouverts de lecture ne codant aucungdomonnue mais associés a des sitéS

formant ainsi de véritables cassettes ont ététdadrez différents intégrons (Hall 1991).

3-1-2- SiteattC
Les premiers siteattC décrits étaient constitués de séquences relativiermenserveées,
inversées répétées imparfaites de 59 paires ds kasmt été alors communément désignés
« élément 59-pb ». Mais en réalité, la séquenaivement conservée au sein des différents
sitesattC recouvre surtout les 20 premiéres et dernieressbeisla région comprise entre ces
deux motifs de séquence et de longueur variablentajusqu'a 141 paires de bases, dou
'ambiguité de la terminologie « élément 59-pb »remnment utilisée (Stokes 1997). Deux
séquences inversées répétées de 7 pb sont sitnédewax extrémités de chaque stéC et
sont toujours parfaitement complémentaires: le sieeet le core site inverse. Le core site de
séquence consensus GTTRRRY (R, purine, Y, pyrirejdast localisé a I'extrémité droite du
siteattC et le core inverse de séquence complémentaire PYAY a I'extrémité gauche.
Dans une cassette, le gene est immédiatementduivisiteattC, 'ensemble étant encadré

par deux séquences consensus GTTRRR)re 2). Les 6 dernieres paires de bases du core
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appartiennent a la cassette insérée en aval bg,agjit de la derniére cassette, a la région 3'.
Les 6 premieres bases TTRRRY d’une cassette comdspt aux 6 dernieres paires de bases
du siteattC de la cassette précédente ou duatiies’il s’agit de la premiére cassette.

Il existe une grande variété de siwtC. Certains, dont la séquence est trés conservage, so
associés a des génes de résistance tres diffecemsje c’est le cas pour les cassetts3
etaadAl alors que certains génes apparentes, par exeegptgEheslfr codant la résistance

au triméthoprime sont associés a des sit&€stres variés (Recchia 1995).

3-2 - Mouvement des cassettes

Les mouvements de cassettes n'ont été démontrésimentalement que pour les intégrons
de classe 1. Dans le cas des intégrons de clagset&jrase n’'est pas fonctionnelle car le
geneintl2 est interrompu par un codon stop (TAA) responsdhlae terminaison précoce de
sa traduction (Sundstrom 1991).

Des cassettes identiqgues ont été retrouvees clsentdgrons appartenant a la méme classe
mais aussi chez des intégrons de classe différBstenultiples combinaisons de cassettes ont
été décrites chez les intégrons de classe 1 :|Rsireoll. ont détecté 5 cassettes chez un
intégron de classe 1 (Poirel 2000). Naas et coll.tmuvé huit cassettes insérées dans un

intégron de classe 1 (Naas 2001).

3-2-1 - Role de l'intégrase
Collis et coll. ont montré que les mouvements deseties étaient sous la dépendance de
l'intégrase et s'effectuaient par recombinaisonreerteux sites spécifiques (Collis 1992).
Chaque intégrase n’est pas spécifique des ait€s mais est spécifique des sitasl (Hall
1991). L'intégrase peut catalyser la recombinaisoine deux siteattC ou entre un sitattC

et un siteattl, mais aussi entre 2 sitatl (Hansson 1997). Des cassettes identiques ont été
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retrouvées dans des intégrons de classe diffésegigerant que les 3 intégrases sont capables

de reconnaitre les sitaC.

3-2-2 - Sites reconnus par I'intégrase
3-2-2-1 - Sites spécifiques
Les sites spécifiques de recombinaison reconnulimiggrase sont les sitesdtl etattC. Les
sites de recombinaison habituels reconnus paetsnbinases ont généralement une taille de
30 pb et sont formés de régions inversées de B2pd tontenant le domaine d’attachement a
l'intégrase séparés par une séquence de 6 a 8 pb.

* Le siteattl a une structure complexe et ne contient pas deeségquRYYYAAC
complémentaire du core, ni de séquence inversé&éeplLa séquence nécessaire a
la recombinaison est située dans le aité a gauche du point de recombinaison
GTT (Collis 1998).

» Le siteattC, plus complexe que le sigtl, présente une structure secondaire due a
la séquence palindromique (Hansson 1997).

La seule similitude entrattC et attl est la présence de la séquence core GTTRRRY. Des
étudesin vitro ont montré que le core et le core inverse étaiecessaires a l'activité de
recombinaison du site (Martinez 1990).

Le crossing-over se produit entre le G d'un siteecGTTRRRY et le premier T d’un

deuxieme site core.

3-2-2-2 - Sites non spécifiques
L’évenement de recombinaison peut impliquer un att€ ou un siteattl et un site non
spécifique appelé site secondaire (Francia 19983 €&/enements sont exceptionnels et se

produisent a des fréquences tres faibles, mais pooibablement responsables de la
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dissémination de cassettes en dehors de locafisasigecifiques. L'insertion de cassettes au
niveau de ces sites est alors stable car la casssitdépourvue du site de recombinaison
spécifigue nécessaire a son excision. Ces sitemdaites ne présentent pas de séquences
inversées répétées, mais renferment en généradgiaesce pentanucléotidigue GWTMW
(W:T/A ; M:A/C) (Francia 1993). Plus de 50 sitex@edaires ont été identifiés et la seule
séquence commune est ce pentanucléotide. Recchill.ebnt proposé une séquence plus
courte GWT pour définir les sites secondaires (Riect994). Malgré la faible frequence de
recombinaison au niveau des sites secondairesnseda&ntre eux sont préférentiellement
choisis pour des évenements de recombinaison awedréquence 10 fois plus élevée que
pour les autres sites secondaires (Francia 19%8)sifes secondaires contenaient en fait deux
pentanucléotides GWTMW dans des orientations omsoséparés par une séquence de 3 a 7
pb (Francia 1997): ces sites sont appelés des diteSles en opposition aux autres sites
secondaires désignés sites simples. La séquensernsus de ces sites doubles serait donc

WKAWC-N3z-GWTMW.

3-2-3 - Mécanismes d’intégration et d’excision des

cassettes
L’intégration et I'excision des cassettes font mémir les sitesattl et attC. L'intégration
d’'une nouvelle cassette se fait préférentiellenaensiteattl par rapport au sitattC (Collis
1993), alors que I'excision des cassettes se li#ibpau niveau des sitestC (Collis 1992).
D’apres Hall et coll., les cassettes seraient néEg) sous forme linéaire; elles seraient sous
forme libre circulaire aprés excision (Hall 199fiyure 3). L’excision comprend la totalité de
la cassette (géne et le siteC). La cassette circularisée contiendrait le sitees®mbinaison
attC en entier avec le core GTTRRRY reconstitué puidgaecassettes sont flanquées de la

séquence TTRRRY a l'extrémité 5 et du G du cord’extrémité 3'. Les cassettes
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circularisées sont instables car ne contiennendfmagyine de réplication. Cette possibilité
d’insertion et d’excision des cassettes sous farnmellaire a été démontrée par Collis et coll.
(Collis 1992).

Le mouvement des cassettes d’'un intégron a l'asgrdait donc majoritairement par ce
mécanisme d’excision-insertion sous forme circelaiCependant, les mouvements par
cointégration et résolution entre deux plasmidesitastant des intégrons ont aussi
probablement lieu, mais de fagcon moins fréquentelli€C1992) (figure 4). Enfin, des
échanges de cassettes par recombinaison homologwe des séquences conservées
flanquant les cassettes sont envisageables (CIg5). Les combinaisons possibles de
cassettes contribuant a la dissémination des gimesdsistance aux antibiotiques sont donc
tres nombreuses et il est difficile d’affirmer ges échanges de cassettes ont lieu par un seul

mécanisme.

3-3 - Expression des cassettes
Les cassettes sont intégrées préférentiellemenivaau du sitattl en aval du promoteur P1
qui assure leur transcription. La plupart des déssee contiennent pas de promoteur et les
genes sont donc co-transcrits comme dans un ogérala dépendance des promoteurs P1 et
P2 localisés dans la région 5’conservée de l'imtédCollis 1995). L’intégron se comporte
donc comme un vecteur de clonage et d’expressitumeia
Il a été déemontré que I'expression d’'une cassdti significativement influencée par sa
position dans lintégron (Collis 1995). En effetneu méme cassette aura un niveau
d’expression différent selon gu’elle est procheétignée de P1, les cassettes éloignées du
promoteur étant plus faiblement exprimées.
De rares cassettes possedent leur propre promets les cassettesnlA (2, 4, 5)qacEet

qacF, erefppii00etereAy qi723(Guerineau 1990; Ploy 1998; Biskri 2003).
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Lorsque les cassettes sont intégrées a des sitesmdséres, I'expression du géne n’est
possible que si la cassette est intégrée en awalpfomoteur potentiel (Recchia 1995).
Chez les intégrons de classe 2, I'expression desettas serait aussi sous la dépendance d’un
promoteur situé dans le sit&tl2 (Sundstrom 1991). Chez les intégrons de classe 3,
I'expression des cassettes est également soupdadiEnce d’'un promoteur, Pcalisé dans
le geneantl3 (Collis 2002).
L’expression des cassettes dépend donc de plusaaiesirs :

- force du promoteur P1

- position des cassettes dans l'intégron :

les cassettes les plus éloignées sont les moimsredgs

- présence d’'un promoteur interne a une cassette
Chez les intégrons de classe 1, la présence d'urt cadre de lecture appelé ORF11, situé
dans la région 5’ conservée améliore la tradudes cassettes; le mécanisme de la traduction
des cassettes n’est pas bien élucidé, mais I'ohBernvdes séquences en amont des genes

cassettes peut favoriser I'initiation de la traduti{Hanau-Bercot 2002).

4 - Epidémiologie des intégrons
Les intégrons sont surtout retrouvés chez les bastéa Gram négatif; ils sont
particulierement répandus chez les souches mudtiadses aux antibiotiques, mais il s’'agit
probablement d’un biais de sélection (Recchia 199&$ intégrons ont été retrouvés chez des

souches d'origine diverse (humaine, animale ourenmementale).
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4-1 - Intégrons de classe 1
Les études épidémiologiques ont surtout recherebéidtégrons de classe 1. Différentes
études ont montré que ces intégrons étaient tpesdéis chez différentes bactéries d’origine

humaine, animale ou environnementale.

4-1-1- Souches d’origine humaine
Les intégrons de classe 1 ont surtout été dedrdg tes entérobactéries et autres bactéries a

Gram négatif, rarement chez les bactéries a Gragitifpo

4-1-1-1-Bactéries Gram négatif
Jones et coll. ont retrouvé un intégron de classhelz 55% de souches d’entérobactéries
multirésistantes (Jones 1997). Des intégrons deseld ont été caractérisés chez certaines
souches d’entérobactéries telles @amonella, Shigella, .Ecoli, Klebsiella, Enterobacter
Citrobacter, Proteus(Martinez-Freijo P. 1998; Tosini 1998; Brown 200hite 2001; Zhao
2001; Mclver 2002; Ploy 2003; Soto 2003). Les ctissegortées par les intégrons de classe 1
tres freguemment retrouvées sont celles conférmmésistance a la streptomycine, a la
spectinomycinegadA ou au triméthoprimedfr) (Rowe-Magnus 1999; White 2001; Hansson
2002).
Des intégrons ont aussi été identifiés chez deshesudeVibrio cholerae(Dalsgaard 2001),
Pseudomonas (Levesque 1995), Acinetobacter (Gonzales 1998; Ploy 2000),

Stenotrophomonag®arbolla 2004) e€Campylobacte(Gribeel 1998; Lucey 2000).

4-1-1-2- Bactéries a Gram positif

Peu d’études ont été reéalisées chez les bactéri€ae positif. La découverte chez

Corynebacterium glutamicuifiNesvera 1998) d’'un intégron de classe 1 préatadai décrit
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chez P. aeruginosaet d’'un intégron défectif che€orynebacterium striatunjPloy 2000)
(EMBL/GenBank N° d'acces : AJ294721) dont la stawetest proche du vestige d’intégron
retrouvé chez Mycobacterium fortuitum (Martin  1990) permet de présager d’une
dissémination des cassettes de résistance auxo#qties aussi bien chez les bactéries a
Gram négatif que chez les bactéries a Gram poRéitemment des intégrons de classe 1 ont
éte détectés chez des souche£de/nebacteriumappartenant a différentes espéces, isolées
de litiere d’élevages de poulets (Nandi 2004). assetteaadAla été mise en évidence chez
Enterococcus faecaligar Clark et coll. (Clark 1999). De plus, une étag Kazama et coll. a
retrouvé le géneqacEAl chez de nombreuses souches cliniques Sleaureus et

d’entérocoques, mais aucun intégron complet n'a#tactérisé (Kazama 1998).

4-1-1-3- Mycobactéries
ChezMycobacterium fortuitumun vestige d’intégron a été retrouvé (Martin 1990s’agit
du transposon 610 formé de deux copies de@800 flanquant une région contenant une
copie tronquée du genetll et le génesul3 Le géneantll étant délété et B10 ne contenant
pas de sitattl complet, ce vestige d'intégron n’est donc pas blepd’intégrer des cassettes.
Cependant, cette observation indique que le trandien intégron au sein des mycobactéries

et entre especes phylogéniquement différentesosstipe (Hall 1998).

4-1-2- Souches d’'origine animale
Des intégrons de classe 1 ont été décrits chezsaleshes dé&almonella entericaérovar
Typhimurium DT104 isolées dans différents élevagesporcs en Allemagne (Sandvang
1997), chez des souches d'origine bovine, poraaajne et aviaire d8almonellasérovar
Newport (Rankin 2002) et chez des souches bovihesviaires deE. coli (Baas 1999;

Petermann 1999). Des intégrons de classe 1 ontatctérisés chez des souches de
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Campylobactelisolées de grillades de poulet (Lee 2002), massiathez des souches He
coli isolées de la flore intestinale de porcs (Sun@®)19Jne étude épidémiologique chez des
souches d&. entericasérovar Typhimurium DT104 isolées a partir de g@réiments humains
et animaux en France a montré que 83% des souppeastenaient a un seul clone porteur
d’un intégron de classe 1 localisé sur le chroma@seirhébergeant la casei@pse.1 (Casin
1999).

Récemment, des intégrons de classe 1 ont éte fidsnthez 397 souches @almonella

d’origine humaine et animale appartenant a 35 saésadifféerents (Randall 2004).

4-1-3- Souches d’origine environnementale
Des souches hébergeant des intégrons ont aussi@iévées dans I'environnement. Kazama
et coll. ont mis en évidence la présence du gEuEdl chez des bactéries a Gram négatif
isolées a partir de I'environnement (Kazama 1998)kes et coll. ont aussi mis en évidence
la présence de plusieurs cassettes dans des dohantrovenant de la biomasse, du sol, des
sédiments et de collections d’eau (Stokes 2001k &mde réalisée chez 3000 souches de
bactéries a Gram négati¥iprio, Pseudomonascoliformes) isolées d’une riviere a montré
une fréquence d’intégrons de 3,6% (Rosser 1999)intégron contenant la cassedtiela a
été décrit chez des souchesAtgnetobacteiisolées de prélevements d’eau dans un élevage
de truites (Petersen 2000). Nandi et coll. ont déndoque les bactéries contenant des
intégrons isolées des litieres dans des élevagesuets étaient a plus de 85% des bactéries

a Gram positif et pouvaient constituer un réserdes intégrons de classe 1 (Nandi 2004).

4.2 - Intégrons de classe 2

Les intégrons de classe 2 ont été mis en évideaee ld famille du transposon 7;rd’autres

,,,,,
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de Trii825 Tnl826 et TM132 (Sundstrém 1991; Young 1994). L'intégron de7Teontient
trois cassettes de résistand&A1 conférant la résistance au triméthoprireat conférant la
résistance a la streptothricineadAl conférant la résistance a la streptomycine et a la
spectinomycine) et une quatrieme cassett® dont la fonction est inconnue. Chez1BR25,
une cassette supplémentaire de fonction inconnuéoeaisée a la premiere position. Par
contre chez Th826 on ne retrouve pas la cassettAl (Sundstrom 1991). Chez 7132 la
cassettelfrAl est remplacée par la cassetied\14 (Young 1994)figure 5).

L’intégrase des intégrons de classén®?) est non fonctionnelle, ce qui entrainerait une plus
grande stabilité de la structure de lintégron d& TSundstrom 1991). Cependant, des
intégrons de classe 2 contenant un arrangemesteiff de cassettes ont été décrits: Biskri et
Mazel ont caractérisé un intégron de classe 2 ikicaur le plasmide pIP1100 contenant
quatre cassettesat, erg(A), aadAletorfX et une séquence d’insertion IS1 en amorintd2
(Biskri 2003).

Des intégrons de classe 2 ont été retrouvés chezsaeches de bacilles a Gram négatif
(Acinetobacter E. coli, Salmonella d’origine humaine, animale ou environnementale
(Gonzales 1998; Ploy 2000; Miko 2003; Roe 2003; Ra@3; Yu 2003).

Certaines souches peuvent héberger plusieurs amgglifférents. Ainsi, des intégrons de
classe 1 et 2 ont été caractérisés chez des satekesoli isolées a partir d'eaux d’irrigation
et de sédiments (Roe 2003), mais aussi chez debemud’origine humaine et animale (Roe

2003).

4-3- Intégrons de classe 3
Le premier intégron de classe 3 a été décrit Bezatia marcescenfArakawa 1995).
contient la cassettelayp, codant la résistance a I'imipéneme par produatiome métallo-

enzyme et la cassetsac(6’)-1b (aacA4) La région 3’ en aval de la cassadtr(6')-1b a été
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caractérisée: Collis et coll. ont montré que laugége qui suit immédiatement cette cassette
était une courte région du transposod@2qui posseéde la cassetiacE derniere cassette de
Tn402 on retrouve ensuite les genes de la transpogiti® Un deuxieme intégron de classe
3 a été identifié cheKlebsiella pneumoniagel est long de 2,863 pb, contient le gémé3 qui
présente 98,8% d’homologie avec le gertt8 de S. marcescensll possede en outre un site
de recombinaisoattl3, deux régions promotrices; au niveau du &itk s’'insérent la cassette
blaces1 et une autre cassette provenant de la fusion desettesblapxa-10 €t aac(6’)-1b

(Correia 2003).

5 - Les super-intégrons
Les super-intégrons ont été caractérisés sur lengérde différentes espéces \dibrio (V.
cholerag V. metschnikovii, Vmimicus, V anguillarum, V parahaemolyticus, Mischeri,)
mais aussi chez d’autres genres bactériens telPspiglomonasShewanellaXanthomonas,
Listonnella NitrosomonagP. alcaligenes, Pmendocina, Xcampestris, Sputrefaciens, S
oneidensis, Lpelagia, N europea) (Rowe-Magnus 1999; Rowe-Magnus DA. 2001). Les
super-intégrons deibrio ont été bien étudiés : ils possedents en 5’ ure geghcodant pour
une intégrase (Mazel 1998; Rowe-Magnus 1999; (1800) ayant 45 a 50% d’identité avec
les trois intégrases Intll, Intl2 et Intl3. Linté&ge du super-intégron ché&hewanella
putrefaciensa 59% d’identité avec Intl2 et 42,5% avec unegrdaée de super-intégron e
cholerae(Mazel 1998; Rowe-Magnus 1999). En aval du getle se situe un sitattl et de
nombreuses séquences inversées répétées (100)dopesfaites flanquées des séquences
core GTTRRRY en 3’ et core inverse RYYYAAC en Sed homologues aux sitedtC
décrits chez les intégrons de résistance aux atithes et encadrant un ou plusieurs cadres
de lecture; cette organisation est analogue a dEke cassettes. Les séquences répétées

retrouvées sur le chromosome\echoleraeet désignées VCR/{brio choleraerepeat) ont
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été les plus étudiées (Barker 1994). Ces séquancissont tres conservées, elles ont une
taille de 123 a 126 pb et ont 90% d’identité awesiteattC de la cassettblaP3 décrite sur

un intégron de multirésistance chieggeudomona@Vazel 1998) et sont toutes orientées dans
la méme direction.

Mazel et coll. ont montré que les séquences VCRerdtabien des sites actifs de
recombinaison reconnus par l'intégrase Intll. Selesi mémes auteurs, ces structures étaient
présentes chez des souchesvd®io isolées avant 1900, ce qui suggere que le mécanism
d’acquisition des cassettes existait avant I'egeatgibiotiques (Mazel 1998).

Les super-intégrons ont donc une structure similaircelle des intégrons de résistance aux
antibiotiques mais différent par :

» Lataille : les super-intégrons ont une taille ghaportante car ils contiennent plus de
100 cassettes

» L’orientation de genes: les genes ne sont pasuosjarientés dans la méme direction
que les séquences répétées.

* L’homogénéité des séquences repétées: les séquépéddes sont trés conservées au
sein d'un méme super-intégron alors que les ait€sdes intégrons de multirésistance
ont des séquences et des tailles variables.

« La nature des cassettes: les cassettes des irdégautent la résistance aux
antibiotiques alors que les cassettes des supEgrorts ne codent le plus souvent
aucune fonction connue. Quelques cassettes codaribdctions métaboliques ou des
facteurs de virulence ont été caractérisées.

» La localisation uniqguement chromosomique alors lggentégrons de résistance sont
véhiculés par des plasmides ou des transposons.

Chez les super-intégrons, I'expression des cassetst pas trés bien connue. Selon Clark et

coll., certaines VCR contiendraient une séquenompteur pour les géenes situés en 3’ et une
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séquence terminateur pour les genes situés enl&k(T997). Il se peut que les cassettes
présentes en multi-copies jouent un role de proangieur d’autres cassettes (Rowe-Magnus
1999). L'expression chez les super-intégrons saitfelonc par la production de différents
transcrits plutét que par le biais d’'une transaip@& partir d’'un seul promoteur comme c’est
le cas chez les intégrons de résistance aux atigiés.

Les séquences inversées repéetées équivalentesitasxatsC sont spécifiques du super-
intégron qui les hébergent. Le degré de divergeeseséquences repétées entre les différents
super-intégrons correspond au degré de divergemdeud genentl. Il semblerait donc que
chaque super-intégron soit spécifique de I'espectébienne qui 'héberge. Si chaque espece
bactérienne possede un super-intégron contenaotichee centaine de cassettes, on concoit
aisément le phénoménal réservoir de genes queitcemstles super-intégrons. Les genes ne
sont pas indispensables a la croissance des lescétrseraient plutdt susceptibles de jouer un
réle dans lI'adaptation des bactéries a leur enmgorent. Les super-intégrons constitueraient
donc un systeme potentiel d'adaptation des bastéraix différentes pressions

environnementales par capture de genes étrangeligadees origines.

6- Les intégrons complexes

Au début des années 1990, de nouveaux types dontélg classe 1 ont été identifiés : In6 et
In7 décrits sur les plasmides pSa et pDGO100 réspetent (Stokes 1993).

Ces intégrons sont constitués de deux intégronslakse 1 plus ou moins délétés. Ces
intégrons sont désignés sous le nom d’intégronplades. Ills contiennent en 5’ un intégron
de classe 1 dont la région 3’ contient les gejae€Al etsull, mais il est généralement délété
de I'ORF5. Entre la région 5’ et 3’ sont inséréee wu plusieurs cassettes. A la suite de la
région 3’se trouve une région de 2,154 kb désigég®n commune et contenant un cadre de

lecture ouvert de 1,54 kb, 'ORF513. Cette régiommence 24 paires de bases apres le
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codon stop du gérnsull Adjacente a cette région commune, est localisg€erégion unique
qui inclut des génes de résistance aux antibiatiquatA2 (gene de résistance au
chloramphénicol) chez In@lfrA10 (gene de résistance au triméthoprime) cheZflgdre 6).
Au-dela de la région unique, se trouve une secargee partielle de la région 3’ d’un
intégron de classe 1. Cette région 3’ est délexde2d9 premiéres paires de bases chez In6, et
des 77 premieres paires de bases chez In7.

Depuis, un grand nombre d’intégrons de classe ifenant la région commune adjacente a
des variétés de génes de résistance aux antilastigété décriffigure 6). Seul I'intégron
In60 contient une seconde copie compléte de lamégji qui n’est pas délétée d’'une partie de
gacEAlL.

Les genes de résistance localisés en aval de 'ORR8& sont pas intégrés dans des cassettes,
aucune séqueneatC n'ayant été retrouvée en 3’ de ces genes.

La protéine déduite de la séquence nucléotidiguUeRIE513 est supposée fonctionner comme
une recombinase (Valentine 1994). En effet, cattééme a 66% d’identité avec la protéine
codée par orfA caractérisée sur un plasmide éheli (Cloackert 2000) et 55% d’identité
avec la protéine codée par orf2 caractérisée 8at tle résistance che&x entericaserotype
Typhimurium DT104 (Boyd 2002). Ces deux protéeindBFA et ORF2 sont des probables
transposases. De plus ces trois ORF (513, A ehjle faibles niveaux d’identité avec les
transposases de la famille 1S801. ORF513 recomitaipréférentiellement un site de
recombinaison spécifique de 28 pb situé a I'exttérdioite de la région commune et qui est
dupligué dans lintégron In6 (Valentine 1994). Leconnaissance de ce site permettrait
I'acquisition de genes de résistance en plus d& c#égrés sous forme de cassettes au site
attl. Cette hypothese irait dans le sens du fait geiedgions divergentes commencent toutes
au méme point chez les différents intégrons conggelRour I'instant, la protéine codée par

ORF513 n’a pas été entierement caractérisée.
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Stokes et Hall en 1993 ont suggéré que ces gerasrgentegrés sous forme de cassettes et
gu’ils auraient par la suite perdu leur possibitiféxcision suite a la délétion du sitC
(Stokes 1993).

Pour I'instant I'origine des genes de résistancalieés en aval de TORF513 est méconnue.
L’analyse des différents intégrons complexes suggere dans certains cas l'origine de ces
genes de résistance serait une portion d’ADN chesmmique de différentes especes apres
recombinaison soit homologue soit catalysée padRF&13 (Verdet 2000; Arduino 2002).
Récemment, chez les souchesS#monellaTyphimurium DT104 résistant a I'ampicilline
(Ap), au chloramphénicol/florfénicol (Cm/Ff), sttemycine/spectinomycine (Sm/Sp),
sulfamides (Su), et tétracyclines (Tc) (phénotypEmSmSuTc), il a été mis en évidence un
«ilot de résistance» de 43kb, appg#@monellaGenomic Island (SGI) localisé entre les genes
chromosomiqueshdf et intl2 et hébergeant plusieurs genes de résistance ainoagues,
(Boyd 2000; Boyd 2001; Doublet 2003). Cet «ilot résistance» héberge un intégron de
classe 1 contenant la cassettelA2 et le genesull tronqué $ull). Le deuxiéme intégron
contient la cassettdapse-iet le génesull entier. Entre les deux intégrons s’insérent fseg
floR, tetR et tetG codant respectivement la résistance au florférmacokchloramphénicol, et
aux tétracyclines (Boyd 2000; Boyd 20@figure 7).

Cet ilot de résistance a été également décrit cBatmonella Typhimurium DT120,
SalmonellaParatyphi B eGalmonellaAgona, suggérant un transfert horizontal de SGl.

De nouveaux variants sont décrits cl&ayphimurium DT104, e6 Agona etS. Albany:
SGI-A, SGI-B, SGI-C, SGI-D, SGI-E, SGI-F (Boyd 2Q0@oublet 2003)Jusqu’a présent ces
variants ont été identifiés chez des souches dfmignimale. La mise en évidence de SGI-A
chez des souches d& Agona d'origine humaine indique les possibilitds transfert
horizontal de I'llot de résistance de I'animal vEm®mme et vice versa (Doublet 2004). Cet

flot a été également retrouvé chegzeudomonas aerugingsaais il differe de I'ilot retrouvé
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chezS. Typhimurium DT104 par la présence de la cassmitéd’)-1lb et 'absence de la

cassettdlapse1(Sabtcheva 2003).

7 - Origine des intégrons
L’origine des intégrons et des cassettes constine énigme, de méme que la génese des
cassettes. Plusieurs hypothéses ont été avancées,lamplus probable est que les super-
intégrons seraient les ancétres des trois clagsedgions impliquées dans la multirésistance
aux antibiotiques. Les intégrons de résistanceieniravolué a partir de super-intégrons par
le biais de la capture d’'un gémetl et d’'un siteattl dans des structures mobiles type
transposon et ensuite, sous l'effet de la pressgosélection, il y aurait eu capture de genes de
résistance provenant de pools de cassettes condamgsdifférents super-intégrons (Rowe-

Magnus 1999).

7-1 - Origine des genes
L’origine des genes de résistance retrouves dansakesettes reste également inconnue.
Des genes ayant des pourcentages d’identité édevaesdes génes associés a des cassettes ont
éte retrouvés sur le chromosome de différentescesgd@actériennes (Recchia 1997). C'est le
cas des génesatB1 et catB7 décrits respectivement sur le chromosomagdobacterium
tumefacienset deP. aeruginosa qui ont 63 a 70% d’identité avec les génatB2, catB3et
catB5décrits dans des cassettes et codant la résisaanddoramphénicol (Tennigkeit 1999;
White 1999). Ces genes forment de véritables familbu sous-familles de génes qui
dériveraient d’'un pool commun de genes.
La cassette de résistance a la rifampicne2 décrite chezZPseudomonas aeruginos
certaines souchesAktinetobacte(Tribuddharat 1999; Houang 2003) code la protéiR&RA?

ayant 54% d’identité avec la protéine ARR conférntrésistance a la rifampicine par
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ribosylation chezMycobacterium smegmatid’homologie de ces deux protéines indique
gu’elles dérivent probablement d’'un ancétre comnuandécouverte de la cassedie-2 sur

un intégron suggere le réle éventuel des intégdams un transfert entre les Mycobactéries et
les Pseudomonades (Tribuddharat 1999).

Certains génes des super-intégrons sont homolagaes genes de bactéries mais aussi de
virus ou d’eucaryotes. L'origine des genes de sugégrons pourrait donc étre tres vaste et

impliquer les génomes des différents regnes du menant (Rowe-Magnus 1999).

7-2 - Origine des cassettes
La génese des cassettes (fixation d’'un &it€ en aval d'un gene) constitue également une
enigme. Un modele de transcription reverse d’'unEoute d’ARNm a été décrit (Hall 1991),
mais jusqu’a présent, aucune reverse transcrigtagbétisée par la bactérie n’a été mise en
évidence.
Chez les super-intégrons, 'usage des codons des g®ntenus dans les différentes cassettes
est difféerent alors que les séquences répétéedregntonservées au sein d'un méme super-
intégron. Ceci suggere que les genes ont des esglifférentes et que les séquences répétées

sont associées au gene a l'intérieur de la bactérie

7-3 - Evolution des intégrons
Les intégrons jouent un rdle important dans lasdélisnation de la résistance aux
antibiotiques chez les bactéries a Gram négatifjamhebreux génes de résistance ont en effet
été décrits dans des cassettes d'intégrons. Dege<gpidémiologiques ont montré que la
cassetteaadAl codant la résistance a la streptomycine et a é&ctspmycine était tres
représentée dans les intégrons alors que ces ddibiodques sont d'utilisation assez

restreinte en pathologie humaine (Martinez-Fre89). De plus, une étude réalisée sur des
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souches d’entérobactéries non reliées épidémialegignt a montré la présence d’intégrons
pour lesquels la nature et I'ordre des cassetteérées étaient trés conservés malgré une
pression de sélection antibiotique tres variablenskes pays et les hopitaux (Martinez-Freijo
1999). Ceci serait en faveur d'une disséminatiomadesistance aux antibiotiques qui serait
due au transfert des intégrons dans leur totakitélgo biais de plasmides ou de transposons
plutét qu'a I'échange de cassettes. Ces auteurgopemt I'hypothése selon laquelle les
intégrons auraient évolué il y a longtemps et setan fait assez stables.

La découverte des intégrons est récente, poureanbohbreuses études indiquent qu’il s’agit
en fait de structures anciennes. Le degré d’honmlegtre les intégrases des différentes
classes suggere qu’elles ont divergé depuis pliEOdmns, c’est-a-dire avant l'utilisation des
antibiotiques (Rowe-Magnus 1999). De plus, cermasmiches d¥ibrio contenant un super-
intégron avaient éteé isolées en 1900, bien avardg es antibiotiques (Mazel 1998). Au-dela
de la résistance aux antibiotiques, les intégraraient en fait des structures permettant
'adaptation des bactéries a leur environnementl’paquisition de génes indispensables a
leur survie (métabolisme, facteurs de virulencsistance aux antibiotiques). La présence de
super-intégrons hébergeant de trés nombreux gévdenic différentes fonctions pourrait
permettre a cette bactérie d’avoir une capacitdaptation rapide par ce systeme de capture

de genes, ce qui lui permettrait d’acquérir un sage sélectif (Rowe-Magnus 1999).
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RESULTATS EXPERIMENTAUX
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Présentation du travail de these

Au Sénégal, les diarrhées infectieuses sont laecdume morbidité et mortalité importante,
particulierement chez les enfants entre 0 et 4 &ahdilisation des antibiotiques a été
déterminante dans le traitement des diarrhées rimtés, mais elle a aussi été a l'origine
d’'une forte pression de sélection antibiotique t@unt beaucoup d’espéces bactériennes et
concernant les antibiotiques les plus courammesgapits.

La forte antibiorésistance observée chez les hasténtériques nous a amené a étudier les
supports génétiques de ces résistances et plusérant a caractériser des intégrons et a
étudier leur réle dans la dissémination de la t&sce. Les intégrons constituent un systéme
de capture de génes particulierement performand samite largement responsable de la
dissémination des géenes de résistance aux angibéstiau sein du monde bactérien. Peu
d’études ont été réalisées sur les intégrons emuErsubsaharienne; au Sénégal, aucune
étude n’a été entreprise sur ce sujet; ce travaistitue la premiére étude effectuée chez des
bactéries a Gram négatif entéropathogenes, sélaeés pour leur multirésistance. Chez les
bactéries a Gram négatif, plusieurs études épidégigques ont montré une distribution
importante des intégrons au sein de souches nétgistaDe nombreuses combinaisons de
cassettes peuvent exister conférant ainsi des tadses multiples. Une meilleure
connaissance de la distribution des intégrons elede organisation contribuera a mieux
comprendre leur évolution et a évaluer leur rélasd multirésistance observée chez les
bactéries entéropathogenes.

Afin d’évaluer I'importance clinique des intégronspus avons étudié la prévalence des
intégrons chez des souches He coli entéroinvasifs E. coli entéroaggrégatifsShigella
dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonneig8ta sp (un nouveau sérotype en cours
d’identification) etSalmonellaKeurmassar (un nouveau sérotype inclus dans larschie

Kauffman-White-Le Minor en 2001) multirésistanteaxaantibiotiques et isolées dans
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différents hopitaux de Dakar, mais aussi au CeNatonal Sénégalais des Entérobactéries
(CNSE) sis a I'Institut Pasteur de Dakar. Cettetiraditance concerne les bétalactamines, les
aminosides, les cyclines, les sulfamides, le tiogtime et les phénicolés.

Nous avons d’abord étudié la clonalité des sougaedes techniques de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) ou d’électrophorese emamp pulsé, puis recherché la
présence d’intégrons de classel, 2 et 3 et enfact@&ise les intégrons identifiés.

Nous avons ainsi déterminé si les résistances atiRi@iques portées par les intégrons
étaient transférables.

Au cours de cette étude, nous avons déterminélajf@nce des intégrons chez les bactéries
entéropathogenes; elle a surtout montré la divedst ces structures. La caractérisation des
intégrons nous a permis de détecter des cassettemadA ereA2 aac (6')-lic, dfr. Les
cassettesadAcodant la résistance a la streptomycine et adatspmycine, et les cassettes
dfr codant la résistance au triméthoprime ont été mtaj@ment retrouvées dans notre étude
chez toutes les espéeces bactériennes étudiéeantil@stiques sont encore largment prescrits
en Afrique. En effet, au Sénégal, la streptomyeistetoujours utilisée dans le traitement de la
tuberculose; la spectinomycine est également emplalans le traitement de la gonococcie;
le triméthoprime, produit-clef de l'association fanhéthoxazole-triméthoprime est encore
largement utilisé dans le traitement des diarra@eSénégal. Par ailleurs, nous avons mis en
évidence une nouvelle association de cassettesucheauveau sérotype &almonella: aac
(6")-lic etereA2.

Chez des souches appartenant a différentes espe&ésgella dont une nouvelle espéce en
cours d’identification au CDC, nous avons carasééde nombreux intégrons de classe 1 et
de classe 2. Parmi ces derniers, nous avons mquéré€ertains intégrons ne contenaient pas
la cassett@adAl classiquement présente chez les intégrons deectasBar ailleurs, nous

avons caractérisé un intégron de classe 1 aveassettesxa30ouoxalen association avec
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la cassett@adAl En aval deaadAl nous avons identifié la séquence d’insertion ISds
résultats de ces travaux ont donné lieu a deuxlestipubliés et un manuscrit en cours

d’écriture pour soumission.
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Publication n°1:

Integron-associated antibiotic-resistance in entemygregative and

enteroinvasiveEscherichia coli

Amy GASSAMA, Awa AIDARA-KANE, Delphine CHAINIER, Fr ancois

DENIS, and Marie-Cécile PLOY

Microbial Drug Resistance, 2004, 10 : 27-30
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L’étude a été realisée sur 25 souche&deoli entéroaggrégatifs (EaggEC) et 10 souches de
E. coli entéroinvasifs (EIEC) isolées de patients diagheés, adultes, de 1997 a 1999 dans
deux hoépitaux de Dakar (CHU Fann et Hopital Priatige Dakar). Ces souches résistaient a
au moins un des antibiotiques suivants: triméthmerisulfamides, ampicilline, ticarcilline,
chloramphénicol ou tétracyclines.

Nous n'avons détecté que des intégrons de clasdee,15 des 25 souches d’EaggEC et chez
4 des 10 souches d’EIEC. La caractérisation dégiiohs chez les souches d’EIEC a permis
de détecter la cassettfrA5 codant la résistance au triméthoprime; chez laschses
d’EaggEC, nous avons détecté trois types d’intégrde premier hébergeant la cassette
aadAl le deuxieme les cassetdsA13 et oxag chez le troisieme intégron, on retrouvait la
cassettalfrA7. Les intégrons hébergeant respectivement les ttesaadAl et dfrAl13-0xa5
étaient toujours retrouvés ensemble dans la mémeheoet les résistances étaient co-
transférées lors des expériences de conjugaisayicaiggere que les deux intégrons étaient
portés par un méme plasmide.

L’étude de la clonalité des souches a permis dtifien quatre profils chez les souches
d’EaggEC et deux chez les souches d’EIEC; cheZ&gEC, les types | et Il avaient la
méme organisation des cassettes au sein de leidgrdns, suggeérant un transfert des

intégrons par le biais de plasmides ou transposomsigatifs. .
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Publication n°2:

Integron- associated antibiotic-resistance in theewly describedSalmonella

enterica serovar Keurmassar emerging in Senegal.

Amy GASSAMA-SOW, Awa AIDARA-KANE, Nabil RAKED, Fran cois

DENIS, and Marie-Cécile PLOY

Emerging Infectious Diseases, 2004
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Les salmonelles restent la premiére cause de néections alimentaires; cette realité est
d’autant plus préoccupante que depuis les anné&&0*1les souches d&almonellaisolées
chez 'homme et chez I'animal présentent des nixemurésistance aux antibiotiques de plus
en plus éleves.

Notre étude a porté sur huit souches d’'un nouvésvar deSalmonellaSalmonella enterica
subsp enterica sérovar Keurmassar provenant du Centre SénéegadmsEntérobactéries
(CNSE). Ces souches, d’origine humaine (coprocejtet animale (chair de poulet) ont été
isolées dans la méme période allant de mars a 2000 ; elles présentaient une
multirésistance a I'ampicilline, au chloramphénjcalix sulfamides, au triméthoprime, aux
tétracyclines, a la streptomycine/spectinomycine &t la gentamicine (phénotype
ApCmSuTmTeSmSpGm). Ces souches exprimaient en yptesbétalactamase a spectre
élargie de type SHV-12 (IEP=8,2).

L’analyse de fragments de restriction de I'ADN tade ces souches par électrophorese en
champ pulsé a montré qu’elles présentaient toldemméme pulsotype qu’elles soient
d’origine humaine ou animale.

Toutes les souches possédaient deux types d'imegte classe 1: le premier hébergeait la
cassett@adA2 codant la résistance a la streptomycine/spectyuore ; le second hébergeant
un nouvel arrangement de deux cassettes déja czminaae(6’)-lic, supposée coder la
résistance a la gentamicine et a la tobramycineerefA2 codant la résistance a
I'érythromycine.

Les expériences de conjugaison ont montré quediabhke des résistances exprimées par ces

souches étaient transférées « en bloc » a une eso@&cbptrice d&. coli.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Characterization of class 1and 2 integrons iishigella species isolated in

Senegal.

Amy GASSAMA, Awa AIDARA-KANE, Delphine CHAINIER, Fr ancois

DENIS, and Marie-Cécile PLOY

Présentation affichée (Poster N°586), &European Congress of Clinical

Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID), 10-3 Mai 2003, Glasgow

Manuscrit en préparation pour soumission a Antimicobial Agents and

Chemotherapy
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Introduction.

Dans les pays en voie de développement, la dysemtacillaire est 'une des causes les plus
importantes de morbidité et de mortalité. Le nomamauel d'épisodes de shigellose est
estimé a 165 millions dont 99% (163 millions) déspays sous-développés avec un taux de
mortalité atteignant 69% particulierement chezdefants de moins de 5 ans (Kotloff 1999).
En Afrique subsaharienne, les données disponibl@strent une forte prédominance 8e
flexneri aussi bien en zone rurale qu’en zone urbaine (D2001; Iwalokun 2001; Shapiro
2001; Bonfiglio 2002) S. dysenteria¢ype 1 est en net recul. Au Sénégal, on décritjaeba
année de nouvelles souches n’appartenant a auctovaséconnu (CNSE 2002 :

www.pasteur.sh Le développement de la résistance aux antihiesgcheshigellaconstitue

un réel probleme de santé publique. Au Sénégal gkl 80% des souches 8e flexneri
présentent une multirésistance aux bétalactamamesptrimoxazole, au triméthoprime, aux
tétracyclines et au chloramphénicdk. sonneiprésente une résistance constante au
cotrimoxazole et aux tétracycline$. dysenteriaetype 1 résiste a I'ampicilline, au
cotrimoxazole et au chloramphénicol (données du ER3?2).

Le but de ce travail est d’évaluer la contributaes intégrons dans la dissémination de la

résistance aux antibiotiques des soucheShigellaisolées au Sénégal.

Matériels et méthodes.

L’étude a portée sur 35 souchesShegellg dont 14 souches d& flexnerj 13 souches d8.
dysenteriaeAl, 3 souches d8.sonneet 5 souches n'appartenant a aucun sérovar cdnnu e
dont 'identification est en cours au CDC. Ces $mscont éte isolées entre 1997 et 1999 chez
des patients diarrhéiqgues dans deux hopitaux diftéra Dakar (CHU Fann et Hdpital

Principal).

55



L’étude de la sensibilité des souches aux antipies a été réalisée par la technique de
diffusion en milieu gélosé, selon les recommandatidu Comité de I'Antibiogramme,
Société Francaise de Microbiologie (CASFM) (Gap@d1l).

Les souches ont été typées par la technique degdypaoléculaire Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) comme précédemment décribfF2000). Les oligonucléotides
utilisés sont décrits dans tebleau 3 La recherche d’intégrons a été effectuée par BCR
I'aide d’amorces spécifiques des gemgkl, intl2 etintl3 comme précédemment décrit (Ploy
2000). Une recherche par PCR d'un fragment dessggaeEAl et sull localisés dans la
région 3’ chez de nombreux intégrons de classeadsai été réalisée. La caractérisation des
cassettes des intégrons de classe 1 a été effequtméamplification génique de la région
variable en utilisant des amorces dans les régnst 3' comme précédemment décrit
(Levesque 1995). En cas d’absence de la régionaBis avons utilisé des combinaisons de
couples d’amorces choisies dans des cassettesaorhaz les intégrons de classe 1 et en
fonction du phénotype de résistance. Les prodwgtsP@R obtenus ont été séquencés en
utilisant le protocole ABI PRISM rhodamine termimatselon les recommandations du
fabricant (Perkin-Elmer Applied Biosystems). Laaérisation des intégrons de classe 2 a
été effectuée en utilisant des amorces spécifiguesiteattl2 et des cassettafrAl, sat,
aadAl et ORFX habituellement retrouvées chez les intégrons desel 2. La recherche
d’homologie des séquences a été réalisée graceragxkammes de recherche BLASTN,
BLASTX au NCBI (National Center for Biotechnologyfdrmation).

Les expériences de conjugaison ont été effectuees & souche réceptridé.coli Cla
résistante a I'acide nalidixique. Les transconjugammt été sélectionnés sur milieu sélectif

contenant de I'acide nalidixique $@/ml et de I'ampicilline 10Qug/ml ou du trimethoprime

100 pg/ml.
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Résultats.

Les souches résistaient a au moins un des angbestisuivants: triméthoprime, sulfamides,
ampicilline, ticarcilline, chloramphénicol ou tétselines Tableau 4. Nous avons détecté
des intégrons de classe 1 et/ou 2 chez 85,7% dehe® (30/35). Nous avons obtenu un
produit d’amplification avec les amorces spécifgde genentll pour 26 souches. Dix-huit
souches ont donné un produit d'amplification avex dmorces spécifiques d#l2 parmi
lesquelles 14 souches contenaient aussi un intagatasse 1. Nous n‘avons détecté aucun
intégron de classe 3. Chez les 4 souches hébergealement un intégron de classe 2, nous
avons détecté les cassettes habituellement déchiezsles intégrons de classed#Al-satl-
aadAl-ORFXsauf chez deux souches $eflexneripour lesquelles nous n’avons pas détecté
la cassett®ORFX Chez 9 souches dgdysenteria@ppartenant au méme type RAPD C et
hébergeant un intégron de classe 1 et un intégrartadse 2, nous avons noté une délétion de
la cassett@adAlde l'intégron de classe 2 ; I'intégron contendors seulement les cassettes
dfrAl-satl-ORFXPar ailleurs, pour ces 9 souches ainsi que paoughes dé&. flexner,
appartenant au type RAPD E, nous n'avons pas oldenproduit d’amplification avec les
amorces ORF4 et Sull, ce qui suggeérait une absknizerégion 3'. Ces souches exprimaient
toutes une résistance a la streptomycine et/ospdetinomycine. Nous avons donc utilisé les
amorces AadAl, située dans la cassati@Al et ORF8, localisée 360pb en aval de ORF4,
dans la partie 3' du gengacEALl. Nous avons obtenu pour toutes les souches uruiprod
d’amplification d’environ 1 kb. Le séquencage depceduit d’amplification nous a permis
par comparaison de la séquence avec les banqudsnié€es de montrer que, en aval de
aadAl nous n’‘avions pagacE4l mais la séquence d’insertion IS1. La séquencaib’gas
lisible de fagon satisfaisante sur toute la longukuproduit d’amplification. Aussi, nous ne

pouvons pas donner la localisation exacte de ISAs da région 3. De nouvelles
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amplifications et réactions de séquence sont emscpaour mieux préciser I'événement
d’insertion de IS1 dans l'intégron. Ensuite, pdéterminer le contenu exact en cassettes de
ces intégrons possédant I'IS1, nous avons réatiséamplification avec les amorces 5'CS et
AadA3. Le séquencage des produits d’amplificatiomantré que ces intégrons contenaient
une seule cassette en amont @Al soit la cassettoxal, soit la cassetteoxa3Q
L’agencement des cassettesa30-aadAsuivies de IS1 a déja été décrit dans un intéguon s
le chromosome d&. flexneri(numéro d’acces AY574195) mais, a notre connacssale
contenu en cassettexal-aadAllS1 n'a jamais été décrit. Cependant, les gemesl et
oxa30sont trés prochesixal differe deoxa30par une modification au niveau du codon 131
(remplacement du triplet AGA par le triplet GGAgeine remplacé par la glycine). Etant
donné que les genexalet oxa30ne different que par une mutation (A/G) et queRER
ont été réalisées avec Taq polymérase qui fait des erreurs de lecture, des B@GR une
polymérase plus fidele (Pfu, Pwo, ...) sont en caidirs de vérifier si les deux cassetteal
et oxa30sont bien présentes chez ces différents intégransilone s’agit en fait que de la
cassett@xa30comme il a été décrit (numeéro d’acces AY57419%nEdonné que I'intégron
(numéro d’'acces AY574195) contenaxa30-aadAIS1 a été décrit sur le chromosomeSie
flexneri nous avons réalisé des expériences de conjuga@or3 souches avec sélection des
transconjugants sur acide nalidixique et ampi@tlin

- 1 souche d&.dysenteriaée type C possédant les deux intégrons de classeg

et pour lesquelles I'intégron de classe 1 poréaitdassettesxal-aadAlS1.
- 1 souche deS.flexneride type E possédant un intégron de classe 1 asec |
cassettesxal-aadA1S1.
- 1 souche deS.flexneride type E possédant un intégron de classe 1 asec |

cassettesxa30-aadAdS1.
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Nous n‘avons pas obtenu de transconjugants quelée spit la souche donatrice. Cette
observation serait compatible avec une localisatbromosomique de lintégron. Apres
vérification de la séquence des gemas, nous étudierons I'environnement génétique de
I'intégron afin de définir sa localisation plus pisEment.

Par ailleurs, une conjugaison réalisée a partingl’souche contenant un intégron de classe 2
delété de la cassettadAln’a pas permis d’obtenir de transconjugants erciéfeant sur
acide nalidixique et triméthoprime. Ceci suggeére fjutégron de classe 2 pourrait se trouver
lui aussi sur le chromosome.

La caractérisation des autres intégrons de classenienant la région 3’, a permis de détecter
les cassettemadAl dfrAl5 dfrA5, dfrAl, aadA2 seules ou en associatiorapleau 4).

Les souches d8higellaappartenant a un nouveau sérotype contiennerg@staumt intégron de
classe 1 et un intégron de classe 2. L'intégroolagse 1 contient seulement la cass#it&s

et I'intégron de classe 2 contient les 4 casset@ssiquement rencontrées chez cette classe

d’intégron (Tableau 4).
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS
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| - Discussion

L’antibiothérapie a été I'un des progres décisisl'tlistoire de la médecine, elle est aussi a
l'origine de I'émergence de bactéries multirésistarcontre lesquelles les antibiotiques sont
devenus totalement inefficaces. La menace exisis s pays développés mais aussi dans
les pays en voie de développement ou cohabitambhaédication et la vente anarchique des
médicaments en dehors des structures |égales.

Les génes de résistance aux antibiotiques peutrenibéalisés sur le chromosome mais aussi
sur des éléments génétiques mobiles tels que dssnfales, les transposons ou les cassettes
d’'intégrons. Ces éléments génétiques peuvent pphtsieurs génes de résistance et étre
transférables au sein d'une méme espéce mais anssi especes et genres différents. La
dissémination des géenes de résistance par tramsfezontal conduit a I'’émergence et a la
dissémination de bactéries multirésistantes. Daoitse nétude, nous avons recherché la
présence des trois classes d’'intégrons de mutiieggie et nous nous sommes surtout attachés
a la caractérisation compléte de chacun des imégiétectés. En effet, la connaissance de la
diversité et de I'organisation des intégrons estsptible de permettre de suivre I'évolution
des intégrons et d’évaluer leur role dans la magistance des bactéries & Gram négatif. Nous
avons donc sélectionné des soucheg& deli, Salmonellaet Shigellg isolées dans les selles
de patients diarrhéiques au Sénégal, et choisies Ipar multirésistance aux antibiotiques.
Nous voulions déterminer la part des intégrons damsultirésistance de souches isolées au
Sénégal ou les antibiotiques disponibles sont peiés. En effet dans la cas des diarrhées, les
familles d'antibiotiques utilisées sont majoritament ['association triméthoprime-

sulfaméthoxazole, I'ampicilline, et la tétracycline
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Chez les souches d& coli entéroinvasifs, nous avons détecté des intégrenslakse 1,
hébergeant la cassettdfrA5, codant la résistance au triméthoprime chez 4 hssuc
appartenant au méme type RAPD; chez les souchis a#i entéroaggrégatifs, nous avons
détecté trois types d’intégrons et identifié lessedtesaadAl dfrA13 oxah et dfrA7. Les
deux intégrons hébergeant respectivement les tesaatiAlet dfrAl13-oxa5étaient toujours
retrouvés ensemble et ont été détectés chez les fAPD | et Il suggérant un transfert
horizontal des intégrons via des plasmides ourd@sposons conjugatifs.

Chez toutes les souches possédant un intégron, anauss démontré que les toutes les
résistances exprimées par les EIEC ou EaggEC, extapésistance au chloramphénicol,
étaient transférables « en bloc » par conjugaiopartir des préparations plasmidiques des
transconjugants, nous avons Vérifié par PCR laepess des intégrons en amplifiant un
fragment du géne de lintégrase Intll mais aussiclssettes avec des amorces spécifiques
des cassettes détectées. Ceci suggére que lgsoirgéde classe 1 caractérisés chez les
différentes souches sont portés par un plasmidepqrte aussi les autres marqueurs de
résistance observés. Des études précédentes anmatre la présence d’intégrons chez des
souches dé&.coli responsables de diarrhées. Okeke et coll. ontidéte présence d’intégrons
de classe 1 et 2 chez des souches de EaggEC &Kfe (Cell-detachinde. coli) isolées chez
des enfants nigérians (Okeke 2002). Zhao et cait. également montré la présence
d’intégrons de classe 1 hébergeant les cassst&2 et dfrA12 chez des souches de STEC

(Shiga toxin-producingt. coli), d’origine humaine, animale et alimentaire (Z2801).

Chez les souches de Salmonella Keurmassar multirésistantes (phénotype
ApCmSuTmTeSmSpGm) isolées simultanément chez l&epet chez 'homme (Cardinale
2001), nous avons détecté deux intégrons de cladsehébergeant la cassettadA2codant

la résistance a la streptomycine/spectinomycinset®nd hébergeant les cassedtas6’)-lIc
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et ereA2 codant respectivement la résistance a la gentamicla tobramycine et
I'érythromycine. La cassettereA2a été retrouvée dans d’autres intégrons de clhstez
Providencia stuartii (GenBank, numéro d'accés: AF099140scherichia coli et
Enterobacter aerogenemais jamais che3almonellachezEscherichia colietEnterobacter
aerogenesereA2 était toujours associée a la cassefid5 (Peters 2001; White 2001;
Thungapathra 2002; Plante 200Bx cassettereA2a aussi été décrite chez un intégron de
classe 2 (Biskri, 2003). La casse#tac(6’)-lic a été décrite pour la premiére fois chez une
souche dePseudomonas aerugingsassociée a la cassetigee codant la résistance aux
bétalactamines (GenBank, numéro d'acces: AF162¢T1)’'a ensuite été retrouvée chez
aucun autre intégron. Nous décrivons donc ici uoevelle association de cassettes. La
caractérisation d’'un nouvel intégron chez un nouvsaotype d&almonellafait de nouveau
poser la question de l'origine des intégrons eladgénése de I'arrangement des cassettes. La
pression de sélection a elle seule ne suffit pas papliquer la présence d’'un tel intégron
chez S. Keurmassar. En effet, les aminosides tels queetdagicine, la nétilmicine et la
tobramycine pour lesquels la cassete(6’)-1lc est supposée coder la résistance ne sont pas
utilisés au Sénégal, car trop onéreux. Or, cettsatte est retrouvée dans notre étude en
premiéere position donc située le plus prés du ptearodes cassettes pour une meilleure
expression (Levesque 1994; Collis 1995). Toutegdestances exprimées par cette souche
ont été transférées en bloc a une souche Edmli, et l'analyse plasmidique des
transconjugants a permis de détecter par PCR les id&grons portés par la souche. Il est
donc probable que ces deux intégrons soient sggésin seul plasmide qui porte aussi les
autres marqueurs de résistance. Ainsi, cette sopeld avoir été sélectionnée par un
antibiotiqgue dont un déterminant de résistancepes® par le plasmide. Il y aurait eu ainsi
une co-sélection des intégrons. Les intégrons porespectivement la cassettiadA2et les

cassettesac(6’)-llc etereA2ont donc pu étre acquis par la bactérie il y aytemps et leur
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persistance chez cette souche pourrait étre dne @nession de sélection par un antibiotique
dont la résistance est portée par le plasmide.

Les souches d& Keurmassar ont été isolées chez 'homme (sedles) partir de chair de
poulet et I'étude par électrophorése en champ palpérmis de démontrer que toutes les
souches provenaient du méme clone. La questiolomge de la souche se pose aussi. Il est
possible que cette souche ait été transmise defpaudlhomme. En Afrique, les contraintes
sanitaires représentent une pression constantdesuélevages de poulet de chair et les
aviculteurs n’hésitent pas a recourir aux antigiodls a I'aveugle pour essayer de juguler les
problemes de mortalité, remédier aux prises despmiéldiocres et tenter ainsi de diminuer le
colt de production. Il est alors possible de carsidque des antibiotiques utilisés chez le
poulet ont permis la sélection d’'une souche avecdegix intégrons porteurs respectivement
de la cassettaadA2et des cassettesic(6')-llc etereA2 Il a déja été montré que I'utilisation
d’antibiotiques chez I'animal favorisait la sélectide souches résistantes aux antibiotiques
(Witte, 2000). Une étude récente a signalé la pidseé’intégrons dans des bactéries isolées
de litiere dans des élevages de volaille dans Iel{Est de I'état de Géorgie aux Etats-Unis
(Nandi, 2004). Ces auteurs ont d'ailleurs montré da nombreux intégrons étaient présents
dans des bactéries a Gram positif alors que juspréaent trés peu d’intégrons ont été
retrouvés chez des souches cliniques de bactéBesm positif.

Dans notre étude, la souche animale a été isolda deair du poulet. Il est donc difficile
d’exclure une contamination du poulet par 'hommes Ide la manipulation du poulet dans la
chaine de production. Une étude dans I'élevage esmissu le poulet chez qui la souche de
SKeurmassar a été isolée nous permettrait peutdddicaircir la question de l'origine de

cette souche.
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Chez les souches @&higella nous avons détecté des intégrons de classeoll di/
classe 2 dans une forte proportion, 85,7% des ssutin intégron été déja présent supTn
sur le plasmide NR1 identifié ch& flexneridans les années 1950 (Liebert, 1999). D’autres
études avaient montré une plus faible prévalenaetédirons de classe 1 ch&higella
(lversen 2003; Navia 2004). Dans notre étude, kem@aen RAPD a montré que certaines
souches étaient clonales, ce qui explique le poteige élevé d’intégrons. La caractérisation
des cassettes a permis de détecter les casertitsaadAla dfrAl5 oxa3Q dfrA5, dfrAl,
aadA2 seules ou en association. Dans toutes les épatéant surShigellaprécédemment
publiées, les cassettes contenues dans les ingégmrlasse 1 étaient majoritairement des
cassettesadA, oxaetdfr. Par ailleurs, plusieurs études ont montré unpgitimn importante
d'intégrons de classe 2 chehigella(Mclver 2002; Oh 2003). Dans notre travail, 18dwes
sur 35 possédaient un intégron de classe 2. Chek $euches qui hébergaient seulement un
intégron de classe 2, nous avons détecté les tEsbhabituellement décrites chez cette classe
d’'intégronsdfrAl-satl-aadA1l-ORFXauf pour deux souches 8dlexneriqui ne possédaient
pasORFX En revanche, pour 9 souchesSlalysenteriaappartenant au méme profil RAPD
et hébergeant un intégron de classe 1 et un imélgalasse 2, nous avons noté une délétion
de la cassetteadAldans l'intégron de classe 2 et donc seules leettasdfrAl-satl-ORFX
étaient présentes. Un tel intégron de classe dneigant pas la cassettadAln’a été décrit
gu’'une fois chez une souche clonale Stdgella sonne{DeLappe 2003). Les intégrons de
classe 2 ont été caractérisés chez le transposoertTanez d’autres transposons proches de
Tn7 (Tnl825 Tnl826 et TM132 (Sundstrom 1991; Young 1994). La différence ects
guatre intégrons de classe 2, c’est la présenca dassette insérée en premiere position
(dfrAlchez Tr, orf chez Tri825,dfrAl4chez T 132et 'absence deassettehez Tri826.
Tn7,Tnl825 et TM132 seraient en réalité des dérives del826 Biskri et Mazel avaient

décrit pour la premiére fois l'interruption de lEmcement des trois cassettet-aadAl-
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ORFX avec une insertion de la cassadteA entresat et aadAl (Biskri 2003). L'intégrase
Intl2 est une intégrase qui n'est pas fonctionne#e le géndntl2 est interrompu par un
codon stop a la position 179 (Hansson 2002). Létibél de la cassetedAlque nous avons
observée n’est donc pas due a l'activité de Infi@pendant les souches qui possedent cet
intégron original de classe 2 contiennent égalertmries un intégron de classe 1. Il est donc
possible d’envisager que la délétion de la casseitd1de l'intégron de classe 2 soit due a
une recombinaison spécifique de site médiée paégrase fonctionnelle de classe 1. D’autre
part, les intégrons de classe 1 présents chez cEmidhes possedent tous soit la cassette
aadAlsoit la cassetteadA2 Il est donc possible d’expliquer aussi la délétile la cassette
aadAlde l'intégron de classe 2 par une recombinaisandhogue entre deux cassettexlA
située sur deux intégrons de classe 1 et 2, corefaeacété suggéré dans le cas d’un intégron
hybride classe 1-classe 2 (Ploy 2000).

Chez ces 9 souches ainsi que chez 6 souch8s ftkxner, I'intégron de classe 1 avait aussi
une structure originale avec les cassetbesl ou oxa30 et aadAl suivies de la séquence
d’insertion IS1. L'IS1 a déja été décrite chezutfas intégrons. Biskri et Mazel ont décrit un
intégron de classe 2 avec I'IS1 localisée en ardangénentl2 (Biskri 2003). L'IS1 a aussi
été trouvée dans un intégron de classe 1, ceti@dBompant la cassett#aoxa-10 (Centron
2002). L'agencement de cassettesa30-aadAsuivies de IS1 a déja été décrit dans un
intégron sur le chromosome d& flexneri(GenBank, numéro d'acces AY574195). Les
expériences de conjugaison ne nous ont pas peraligedir de transconjugants, ce qui
suggere que l'intégron portant les casseitesl ou oxa30est localisé sur le chromosome. Les
cassettes oxa sont fréquemment retrouvées chez la plupart deseradbdctéries,
particulierement chez des souchesStiégella(Navia 1999)mais aussi chez les souches de
Pseudomona@Naas 1998; Siu 2000; Aubert 2001; Naas 2002) etecent la résistance aux

amino eturéidopénicillines. Siu et coll. ont mis en évidere géneoxa30pour la premiere
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fois chez des souches &e flexnerirésistantes a I'ampicilline (Siu 2000). Ce gengaa la
suite été retrouvé dans des cassettes d'intégtoesEc coli (Dubois 2003) eSalmonella

Muenchen (Gebreyes 2004).

Dans nos trois études portant &icoli, Salmonelleet Shigellg nous avons montré une forte
proportion des cassettaadAet dfr dans les différents intégrons de classe 1 que aoniss
caracterisés.

Les cassettemadA codant des aminoglycoside-adényltransférases (AAfnférent la
résistance a la streptomycine/spectinomycine panwdtion ; cette famille regroupe
plusieurs genes incluaadAla aadAlh aadA2 aadA3 aadA4 aadA5 aadA§ aadA7
aadA8, aadA9, aadA10 et aadAMYhite 2000; Peters 2001).

Les cassettedfr sont classées en deux grands groupes A et B (\ZBé&) et conferent la
résistance au triméthoprime.

Ces différents antibiotiques sont encore largerpesgcrits en Afrique. En effet, au Sénégal,
la streptomycine est toujours utilisée dans lddgmaént de la tuberculose; la spectinomycine
est également employée dans le traitement de lacgonie; le triméthoprime, produit-clef de
I'association sulfaméthoxazole-triméthoprime estoea largement prescrit dans le traitement
des diarrhées au Sénégal et est utilisé de fagempestive dans le traitement des infections
urinaires en Afrique (Adrian 2000; Ojo 2002).

Cette pression antibiotique locale a probablememtms de sélectionner les souches
contenant des intégrons avec les cassdftetaadA Cependant, il est tout de méme difficile
d’affirmer un lien direct entre la pression de st exercée au Sénégal et la détection de
ces cassettes. En effet, les casseltiest aadAont été retrouvées trés frequemment dans de
nombreux intégrons chez des souches cliniquesgiberidiverse (Sallen 1995; Martinez-

Freijo 1999; Rowe-Magnus 1999; Peters 2001; Whi@12 Zhao 2001). La cassetadAl
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est trés conservée dans de nombreux intégrons prioohez des souches cliniques isolées
dans des pays développés ou la streptomycineseeleinomycine ne sont pratiquement plus
utilisées (Chiew, 1998). Par ailleurs, de nombréubégrons avec des arrangements de
cassettes identiques ont été décrits chez desesspactériennes tres différentes et isolées
dans des régions trés diverses (Martinez-Freij®®198eci suggere que les intégrons sont
probablement des structures plus stables que cBogueouvait imaginer vu I'énorme réserve
de cassettes susceptibles d'étre échangées quéussrides intégrons. La propagation des
cassettes de résistance se ferait peut-étre alosspar les transferts d’intégrons via des
plasmides ou des transposons, que par les échdagessettes entre intégrons, les intégrons
n'étant pas mobiles par eux-mémes. Cette stali® cassettes dans différents intégrons
pourrait avoir plusieurs causes. Parmi celles{tipourrait incriminer le fait que I'intégrase a
une faible activité et/ ou une faible expressioen;effet, le promoteur du gem&ll n'a
jamais été caractérisé. Il se peut aussi que negaiassettes pour lesquelles la pression de
sélection est quasi-nulle comme c’est le cas peaichssettemadA apportent a la bactérie un
avantage sélectif autre que la résistance a lptstrg/cine et spectinomycine. Il est cependant
probable également que la cassatdAsoit en fait co-sélectionnée par un autre anfifpiet
vis-a-vis duquel 'intégron dispose d’'une cassdteaésistance. Toutefois, certains intégrons

ont été décrits avec la cassettelAlseule (Martinez-Freijo 1999).

[l - Conclusion

Les infections entériques restent un grave probldemeanté publique particulierement dans

les pays en voie de développement ou les conditiimgyiene sont encore précaires. Il s'y

ajoute le probléme crucial de I'utilisation abusdes antibiotiques, I'automédication, la vente
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d’antibiotiques en dehors des structures |égalesaimant le développement de la résistance
aux antibiotiques.

Nous avons montré que le role joué par les intégaans la dissémination de la résistance
aux antibiotiqgues chez les bactéries entéropatlesgeamble important; ces bactéries ont su,
sous l'effet de la pression de sélection antibigigacquérir des éléments génétiques leur
conférant de nouvelles résistances. Cette étuda esemiere réalisée au Sénégal et dans un
sens plus large en Afrique subsaharienne. Noussadétecté des intégrons chez des souches
humaines mais aussi ch& Keurmassar isolée du poulet. Nous avons montet lgs
intégrons décrits cheg .coli et Salmonellaétaient transférables par conjugaison. Ainsi, ces
supports génétiques qui constituent un systemeagéure et d’'expression de genes tres
efficace peuvent étre échangés facilement entregelees bactériens différents par le biais
de plasmides ou transposomsnsi, de nombreuses bactéries peuvent acquétie @idate-
forme génétique leur permettant la capture de gdeeesistance sous forme de cassettes.
L’endémicité des pathologies diarrhéiques en Afidavorise la persistance dans le tube
digestif des bactéries entéropathogeéenes. |l essiljesd’envisager que sous l'effet de la
pression de sélection antibiotique, ces souchesapgathogenes multirésistantes deviennent
prédominantes dans le tube digestif. Ceci augmaihtier risque de transfert horizontal de
géenes de résistance entre ces souches et d'awdotéribs pathogénes ou les bactéries
commensales (Zhao 2001; Okeke 2002).

Il est donc possible d’envisager dans le futurdigsition par ces intégrons d'autres cassettes
de résistance codant la résistance a des angibéstia plus large spectre comme les
céphalosporines de troisieme génération pour ldegualusieurs cassettes d’intégrons ont été
caractérisées y compris ches des souches isolésfsigne comme c’est le cas de la cassette
GES-2(Poirel 2002). Il est donc légitime de redoutee telle dissémination de la résistance

dans les pays en voie de développement et ceitdecjastifie la mise en place dans I'avenir
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de réseaux de surveillance de la résistance déérieacentéropathogénes aux antibiotiques
dans les pays en développement afin de limiterdi@ence et la dissémination de souches
multirésistantes. Par ailleurs, la vente et I'usdge antibiotiques en médecine humaine et

vétérinaire devraient étre mieux réglementés.
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A Dakar, une étude prospective a été menée de @84 & mai 1999 portant sur les
diarrhées au cours du SIDA. Il s’agit d'une étuds/tEmoins réalisée sur 594 malades
adultes répartis en quatre groupes. Les cas sostit@s par les groupes | (D+VIH+)
et Il (D+VIH-); les témoins sont constitués par ¢gsupes Il (D-VIH+) et IV(D-VIH-).
594 patients ont été examinés (158D +/ VIH+, (121+/DVIH-), (160 D- /VIH+),
(155D- /VIH-). Chez les sujets immunocompétents dgents d’entérites sont les
suivants :Shigella sp (12,4%),Entamoeba histolytic§10,7%), Salmonella enterica
(6,6%) et Giardia lamblia (4,9%). Chez les patients immunodéprimés, les tagen
suivants ont été répertorié&: coli entéroaggrégant (19,6%licrosporidium (9,4%),
Cryptosporidium sg8,2%), Rotavirus (8,2%)Shigella sp.(7,6%), Candida albicans
(7,6%), Entamoeba histolytica5,1%), Salmonella enterica(4,4%) Isospora belli
(4,4%) etBlastocystis homini&,5%).

L'étude de la sensibilité aux antibiotiques destd@es entéropathogenes isolées a
montré une multirésistance aux antibiotiques les gbuvent prescrits au Sénégal pour
le traitement de la diarrhée (cotrimoxazole, tétthnes). L'antibiothérapie probabiliste
de premier choix devrait faire appel aux fluoroglimes qui offrent parmi toutes les

molécules actives sur les bactéries isolées leorappat /efficacité le plus intéressant.
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Publication n°5

Characterization of pathogenicEscherichia coli in HIV- related diarrheas in Senegal.

Amy GASSAMA-SOW, Papa S. SOW, Madoumbé GUEYE, Aissau GUEYE-

N'DIAYE, Jean L. PERRET, Souleymane M'BOUP, Awa AIDARA-KANE.

Journal of Infectious Diseases, 2004, 189 : 75-78
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L’entéropathie liée a la présence du virus de I'imadéficience humaine (VIH) a permis
'émergence de souches entéropathogenes parmspExeas réputées commensales au gré
d’échanges génétiques ou par I'expression de ggmesnosomiques initialement silencieux.
Ce phénomene concerne essentiellentestherichia coli espece pour laquelle le rdle de
certains pathotypes comme bactéries entéropathegémergentes au cours du SIDA est
confirmé par plusieurs études.

Au cours d’'une étude cas/témoins réalisée sur Sddas adultes (158D+VIH+, 121D+VIH,
160D-VIH+, 155D-VIH-), menée de mai 1997 a mai 1988us avons pour la premiére fois
au Sénégal recherché les genes de virulence assapidifférents pathovars #@scherichia
coli par PCR, déterminé les phénotypes d'adhésion pHure cellulaire. Nous avons
également étudié la sensibilité des différents gatts aux antibiotiques dans le but de
proposer une antibiothérapie adaptée au traiterdest entérites &. coli au cours de
l'infection a VIH.

Plusieurs facteurs de virulence ont été mis eneénd chez les patients diarrhéiques,
seropositifs (D+HIV+ versus D+HIV-: 21/158 versdil21, p=0,01; D+HIV+ versus D-
HIV+: 21/158 versus 8/160, p=0,0Ztscherichia colientéroaggrégatifs (géneagg et
Escherichia colientéroinvasifs (géngaH) ont été les pathovars les plus fréquents chez les
patients diarrhéiques. EaggEC est le pathotyptukefpiquent chez les patients infectés par le
VIH. EIEC est associé a la diarrhée indépendamuhestatut sérologique.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques de$édénts pathovars a permis de conclure que
I'antibiothérapie probabiliste de premier choix mévfaire appel aux fluoroquinolones pour

le traitement des entérite€acoli.
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Le centre de référence des Salmonelles de Dakeguaentre mars et mai 2000 cing souches
de Salmonelles provenant de préléevements humaing,(selles) et animaux (volailles).

Les souches appartiennent a un nouveau sérotypalmonellaenterica subsp.enterica
serotype 35:c:1,2.

Les souches étaient résistantes a la gentamicitzetadramycine, au chloramphenicol, aux
tétracyclines restant sensibles aux quinoloned'atékacine.

Elles produisent une bétalactamase a large sp&tik&12, enzyme qui n'avait jusque la
jamais été décrite chez des Salmonelles.

Une premiere souche dgalmonellaproduisant une bétalactamase a spectre élargi ééai
décrite en 1993 au Sénégal, il s'agissait d'unehsdeSalmonella entericaubsp.enterica

Kentucky.
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