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A Héléne, parce que ton combat force 'admiration

A Anais, parce que notre amitié sera toujours au-dela des mots
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« Nous sommes tous des morts en sursis »
Robert Louis Stevenson

« Y’a des gens plein les urgences

Sous la lumiére des abat-jours

Qui attendent leur billet retour

D’amour, d’amour, d’amour, d’amour, d’amour »

Francis Cabrel

« On est trop faibles pour s’entretuer
On est trop seuls pour se détester
On est trop mal pour s’en rajouter

On n’est trop rien pour se déchirer »

Michel Berger pour France Gall
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Préambule

Depuis la fin de la premiére moitié du XXéme siécle, le pronostic des infections bactériennes
n’a cessé d’étre considérablement amélioré par 'usage des antibiotiques. Malheureusement,
au fil du temps, ont émergé des souches bactériennes résistantes aux antibiotiques, et ce dés
les premiéres années d’utilisation de ces molécules .

De nos jours, 'antibiorésistance est devenue une problématique majeure de santé publique 2
; en effet on ne découvre quasiment plus de nouvelles cibles thérapeutiques qui permettraient
de mettre au point de nouvelles molécules, ce qui rend extrémement difficile le traitement
d’infections a bactéries multi-résistantes. D’autre part, les résistances aux antibiotiques sont
exprimées par des génes d’une grande diversité, qui peuvent étre portés par plusieurs types
de structures au sein du génome bactérien. Enfin, les bactéries sont capables d’effectuer des
transferts génétiques d’un individu a l'autre, y compris entre individus d’espéces différentes.
De nombreux facteurs concourent donc a 'émergence, a la persistance et a la dissémination
des résistances aux antibiotiques.

Afin de lutter contre 'antibiorésistance, notamment en milieu hospitalier, plusieurs approches
synergiques sont envisageables, bien qu’elles ne soient pas toutes mises en pratique a I'heure
actuelle : 'observation de bonnes pratiques pour la prescription et 'usage des anti-infectieux
3, le respect de régles d’hygiéne évitant la dissémination des résistances bactériennes, un
traitement particulier des effluents d’eaux usées provenant d’institutions sanitaires 4, mais
aussi une meilleure compréhension des mécanismes d’acquisition et de diffusion des
résistances aux antibiotiques.

Les intégrons de résistance sont des éléments génétiques bactériens capables de capturer et
d’exprimer des génes de résistance aux antibiotiques °; en cela ils sont considérés comme
des acteurs majeurs de la persistance et de la dissémination de I'antibiorésistance au sein des
populations bactériennes. Les intégrons de résistance peuvent acquérir différents génes sous
forme de cassettes, disposées les unes a la suite des autres pour former un réseau. A contrario
ils sont également capables de se défaire de ces cassettes en les excisant du réseau. Cette
plasticité, un atout inhérent aux intégrons, a été démontrée a maintes reprises in vitro 7 8 °
mais n'a été décrite qu'une seule fois in vivo, au sein du génome d'une souche de

Pseudomonas aeruginosa isolée en médecine humaine a partir de préléevements respiratoires
10

Le laboratoire de Bactériologie — Virologie — Hygiéne du CHU de Limoges dispose de plusieurs
souches de Pseudomonas aeruginosa issues de prélevements répétés au cours du temps
chez un méme patient, et dans lesquelles la présence d’intégrons de résistance a été détectée.
Ces souches sont issues de prélévements respiratoires provenant de patients atteints de
mucoviscidose en unités de Pathologie Respiratoire et Pédiatrie, ainsi que de patients intubés
sous ventilation mécanique en unité de Réanimation Polyvalente.

L’objectif primaire de ce travail était de rechercher, au sein des intégrons détectés chez les
souches de Pseudomonas aeruginosa, d’éventuelles variations dans la composition des
réseaux de cassettes chez un méme patient au cours du temps. Nous avons également étudié
le caractére clonal de ces différentes souches au moyen d’'une analyse génotypique. Enfin,
nous nous sommes attachés a décrire les genes de résistance acquis ne se présentant pas
sous la forme de cassettes d’intégrons.
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I. Introduction

1.1. L’appareil respiratoire : constitution physiologique et exemples de situations
pathologiques

La respiration, processus biologique indispensable & la vie des organismes animaux,
représente 'ensemble des mécanismes par lesquels les cellules assurent les échanges
gazeux avec le milieu extérieur. Ce processus a pour but d’apporter aux cellules le dioxygéne
(O) dont elles ont besoin et de les décharger du dioxyde de carbone (CO;) qu’elles produisent.
Une telle fonction justifie une organisation anatomique particuliere et une spécialisation

tissulaire complexe.

I.1.1. Rappels anatomiques

L’appareil respiratoire est divisé en deux parties : les voies respiratoires et les poumons.

Les voies respiratoires sont 'ensemble des voies que 'air emprunte pour aboutir aux poumons
(Figure 1). Elles comprennent :

- Les fosses nasales

- Le pharynx

- Le larynx
- La trachée, qui se sépare au niveau de la caréne en une bronche principale gauche et une
bronche principale droite.

- Les bronches : chaque bronche principale se ramifie en bronches lobaires, elles-mémes se

divisant en bronches segmentaires.
Fosses na((sinus)

/7
Pharynx —\— fp
N

Larynx ——}_ ;

=

Trachée - —~

Bronches :

Diaphragme

Figure 1 : schéma des voies respiratoires
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En aval, & la suite d’un certain nombre de divisions dichotomiques, se situent les bronchioles
respiratoires puis les bronchioles terminales. Enfin, au 23°™ niveau de division, apparaissent
les alvéoles.

Les poumons sont formés par la juxtaposition des alvéoles dont elles sont I'élément fonctionnel
et fondamental. Il existe un poumon droit constitué de trois lobes et un poumon gauche
constitué de deux lobes ; ils sont situés dans la cage thoracique et reposent sur le diaphragme.

Les alvéoles sont le véritable lieu des échanges gazeux, en contact avec un important réseau
de capillaires (Figure 2). Elles sont divisées en lobules, chaque lobule comportant 3 a 30 acini
gui représentent la plus petite unité fonctionnelle du poumon.

entrée et satie de I'air alvédaire renouvellé
partigllem ent & chaque cycle respiratare

veinule efférente a l'alvéole

artériole afférente a 'alvéole

portion de

lobule pulmonaire départ du sang

enrichi en O2 et
appauwvri en CO2

&

réseau de ECHANGES
capillaires GAZEUX au
niveau des

alvéoles

arrivée du sang
riche en COR2 et
pauvre en O2

Figure 2 : illustration du fonctionnement d’'une alvéole pulmonaire

I.1.2. Rappels histologiques

Les parois des voies respiratoires sont composées de plusieurs couches permettant d’apporter
rigidité, flexibilité et élasticité. Ainsi sont distinguées, de I'extérieur vers la lumiére :

- L’adventice, couche externe constituée d’un tissu conjonctivo-adipeux contenant des
vaisseaux et des nerfs.

- La couche cartilagineuse : formant une armature de 16 & 20 anneaux au niveau de la trachée,
elle s’amincit au niveau des bronches a mesure que diminue le diamétre bronchique, pour
disparaitre complétement au niveau des bronchioles.

- La tunigue musculaire lisse, permettant les phénoménes de bronchoconstriction et de
bronchodilatation

- Lamugueuse, composée d’'un chorion et d’'un épithélium reposant sur une membrane basale.
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L’épithélium respiratoire est pseudo-stratifi€ au niveau des bronches, devenant cylindrique
puis cubique au niveau des bronchioles. Il est composé de 4 types cellulaires (Figure 3) :

- Les cellules ciliées, les plus abondantes, jouent un réle capital dans I'épuration pulmonaire.
Les cils (de 200 a 300 par cellule) se situent au péle apical et battent a une fréquence réguliere
de 10 a 20 battements par seconde. Associés au mucus, ils forment ce que I'on appelle
I'escalator mucociliaire dont la fonction est d’'emprisonner et d’évacuer tout élément indésirable
en le ramenant vers la partie supérieure des voies aériennes. Entre les cils existent quelques
microvillosités.

- Les cellules caliciformes ou cellules a mucus (une pour 5 cellules ciliées environ) participent,

avec les secrétions des glandes séro-muqueuses, a la formation du mucus. Cette substance
permet d’emprisonner les impuretés de I'air inspiré et d’absorber certains gaz (SO», ozone...) ;
le mucus possede également des propriétés antibactériennes.

- Les cellules basales sont de petites cellules situées dans la partie profonde de I'épithélium,
contre la membrane basale. Capables de remplacer n'importe quel autre type de cellule
bronchique, elles sont donc indispensables au renouvellement cellulaire.

- Les cellules neuroendocrines, largement minoritaires, appartiennent au systéme
neuroendocrinien diffus. Elles se groupent pour former des corps neuro-épithéliaux,
chémorécepteurs capables de détecter les variations de teneur en O, ou CO- de l'air.

Cellule basale

Membrane basale

VVaisseau capillaire
(chorionffamina propria)

Figure 3 : coupe histologique d’un épithélium bronchique normal.
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L’épithélium alvéolaire est quant a lui composé de 2 types cellulaires :

- Les pneumocytes de type |, qui recouvrent 97% de la paroi alvéolaire. Ce sont des cellules
aplaties dont le rble principal est d’étre imperméables aux liquides mais perméables aux gaz.
Avec la membrane basale et 'endothélium capillaire, ils forment la barriére alvéolo-capillaire.

- Les pneumocytes de type Il sont des cellules plus volumineuses, cubo-cylindriques, qui
produisent le surfactant. Cette substance, composée de protéines a propriétés tensio-actives
et de phospholipides, recouvre la surface alvéolaire et évite le collapsus pulmonaire en
diminuant la tension de surface afin de diminuer la force d’inspiration nécessaire pour dilater
lalvéole. Le surfactant posséde également des propriétés antibactériennes. Par ailleurs, ce
type cellulaire possede des capacités de présentation antigénique et sécréte des cytokines
pro-inflammatoires, ce qui en fait un acteur important de la réponse immunitaire locale
pulmonaire.

I.1.3. Le microbiote pulmonaire

Le microbiote est 'ensemble des microorganismes (bactéries, virus, champignons, etc.) vivant
au sein d’'un environnement particulier 1. Cet environnement peut étre constitué par un site
géographique, mais aussi par tout ou partie d’'un étre vivant pluricellulaire.

Depuis la fin du XIXéme siécle et durant des décennies, il a été communément supposé que
les voies respiratoires a I'état physiologique étaient stériles. Cependant, depuis le début des
années 2010, différents travaux ont concouru a démontrer qu’il n’en était rien : a l'instar de la
peau ou du systéme digestif, le systéme respiratoire est le lieu de vie d’'une flore microbienne
résidente riche, et ce méme en I'absence de toute pathologie aigué ou chronique > 3. Pour
ce travail, nous nous intéresserons plus particulierement aux espéces bactériennes.

La mise en évidence de bactéries commensales au sein des voies respiratoires a été rendue
possible par les avancées technologiques en microbiologie médicale : milieux permettant de
cultiver un spectre de bactéries de plus en plus large y compris des espéces trés fragiles et
trés exigeantes. Néanmoins c’est la biologie moléculaire qui a fourni 'apport technique majeur
dans ce champ de recherche, rendant possible la détection directe d’ADN bactérien au sein
d’'un prélévement, permettant ainsi de s’affranchir de I'étape de la culture bactérienne. Outre
le gain de temps offert par une telle technologie, cette derniére a 'avantage de détecter,
d’identifier et de quantifier des populations, méme peu importantes, de bactéries non
cultivables 4. Ceci constitue un atout considérable ; en effet on suppose qu’un centiéme
seulement des bactéries sur Terre est capable de se développer en milieu de culture, tous
milieux confondus.

A la naissance, le microbiote respiratoire du nourrisson est proche de celui de la cavité
buccale, et fortement influencé par la voie de 'accouchement °. Par la suite, il se différencie
progressivement durant 'enfance pour devenir a 'adolescence quasiment comparable a celui
de l'adulte.

La densité bactérienne du microbiote respiratoire d’'un adulte en bonne santé est d’environ
50 000 bactéries par cm? 18, La population est constituée surtout de bactéries appartenant au
groupe des Firmicutes et au groupe des Bacteroidetes; les genres majoritaires sont
Peptostreptococcus spp, Veillonella spp, Streptococcus spp, Staphylococcus spp et
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Bacteroides spp !¢ 7. L'écologie bactérienne de I'appareil respiratoire chez I'adulte sain est
représentée en Figure 4.

Healthy lung Actinobacteria
Bacteroidetes

Firmicutes

Firmicutes (Staphylococci)
Firmicutes (Streptococci)
Others

Proteobacteria

EEoEECE

Figure 4 : répartition des différents groupes bactériens au sein du microbiote pulmonaire normal.

Il existe une multitude d’interactions entre le microbiote et les processus biochimiques,
notamment immunologiques, de I'héte. Lors d'un processus pathogéne tel qu’une
inflammation locale chronique, une altération du mucus, I'introduction d’'un corps étranger, etc.,
I'équilibre des espéces bactériennes au sein du microbiote est modifié & ° 20 c’est ce que
'on appelle la dysbiose. Cette dysbiose peut mener au développement en trop grande quantité
d'une bactérie commensale pouvant devenir pathogéne, ou bien au développement d’un
germe pathogéne issu de I'environnement extérieur qui aurait involué au sein d’un microbiote
équilibré.

Malgré les nombreuses avancées dans le champ de recherche des différents microbiotes
humains, il reste difficile de déterminer la nature et 'ordre chronologique des relations entre
pathologie clinique voire infraclinique et dysbiose 2.

I.1.4. Exemples de situations pathologiques
I.1.4.1. La mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie génétique a transmission autosomique récessive due a une
mutation du géne cftr codant la protéine CFTR qui est principalement un transporteur
membranaire de I'ion chlorure. Plus de 1900 mutations sont répertoriées a ce jour 22, la plus
fréquente en France consistant en une délétion de la phénylalanine en 508°™ position de la
chaine peptidique. Il en résulte une protéine non fonctionnelle, altérant les fonctions de
plusieurs épithéliums glandulaires exocrines du corps humain.

Il existe des manifestations digestives intestinales: constipation chronique, syndrome
occlusif ; ou encore hépatiques : cirrhose biliaire primitive par hyperviscosité biliaire ; mais
aussi une insuffisance pancréatique exocrine responsable d’'un défaut d’absorption des lipides
et vitamines liposolubles, pouvant conduire a un retard de croissance staturo-pondéral.

Chez 'homme, la mucoviscidose entraine une stérilité par agénésie bilatérale des canaux
déférents. Chez la femme, cette pathologie conduit & une hypofertilité due a des modifications
de la glaire cervicale.

Enfin, les manifestations broncho-pulmonaires de la mucoviscidose en constituent la cause
majeure de morbi-mortalité 3. Elles sont en lien avec une hyperviscosité du mucus bronchique,
qui rend plus difficile son évacuation par I'escalator mucociliaire. Cette altération entraine
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d’'une part une obstruction bronchique chronique aggravative, conduisant a une insuffisance
respiratoire chronique obstructive, facilitant en elle-méme les épisodes infectieux broncho-
pulmonaires et provoquant a un stade avancé un retentissement cardiaque a type de coeur
pulmonaire chronique avec hypertension artérielle pulmonaire 2. D’autre part, 'hyperviscosité
du mucus altére la capacité a éliminer mécaniquement d’éventuels germes pathogénes ; enfin,
cette hyperviscosité induit des phénomeénes inflammatoires chroniques ainsi qu’'une dysbiose
du microbiote par modification des conditions de vie des bactéries par rapport a un individu
sain. La répartition des espéces bactériennes est donc perturbée au sein du systéme
respiratoire des patients atteints de mucoviscidose : on observe une proportion plus grande
par exemple d’Haemophilus influenzae et de Staphylococcus aureus au début de la maladie,
puis une colonisation de plus en plus importante par Pseudomonas aeruginosa, des
entérobactéries ou encore parfois Burkholderia cepacia et Stenotrophomonas maltophilia .
Ces especes bactériennes sont ainsi frequemment responsables de complications septiques
a point de départ bronchopulmonaire.

La prévalence de la mucoviscidose en France est de 1 sur 4500 naissances environ 26, ce qui
en fait la maladie génétique grave la plus fréquente au sein de I'ethnie caucasienne. En France
depuis 2002, un test de dépistage systématique est réalisé au troisieme jour de vie par
prélévement d’'une goutte de sang sur papier buvard.

L’age moyen de décés en France était de 31,8 ans en 2016 ?’. Il n’existe pas a ce jour de
traitement curatif pour cette pathologie ; des traitements symptomatiques peuvent étre
employés (mucolytiques, kinésithérapie respiratoire, laxatifs, ...), les exacerbations
infectieuses peuvent étre traitées individuellement par antibiothérapie, enfin le recours a la
greffe pulmonaire est de plus en plus fréquent et permet une augmentation de I'espérance de
vie d’environ 8 ans 2%,

1.1.4.2. Le patient intubé sous ventilation mécanique

Lorsqu’un patient n’est plus en capacité d’assurer des échanges gazeux corrects via I'appareil
respiratoire par respiration spontanée, il est en situation d’insuffisance respiratoire. L’étiologie
de cette défaillance peut étre liée a un état pathologique aigu ou chronique décompensé des
voies respiratoires ou du parenchyme pulmonaire, mais aussi a une affection neurologique,
un déséquilibre métabolique, etc. Une insuffisance respiratoire aigué sévere conduit au déces
du patient en 'absence de prise en charge adéquate. Celle-ci consiste en une intubation oro-
trachéale afin de mettre en place une ventilation artificielle au moyen d’'un respirateur,
permettant de paramétrer entre autres la fraction d’O, administrée au patient, la fréquence
respiratoire souhaitée, les volumes respiratoires, ...

Cependant, ce traitement présente des risques iatrogénes. En effet, les altérations cellulaires
provoquées par les modifications des pressions au sein du poumon peuvent donner lieu a des
réactions inflammatoires parenchymateuses, a fortiori en présence d’'une pathologie
pulmonaire préexistante ?°. Par ailleurs, I'introduction d’une sonde d’intubation dans la trachée
peut induire ou aggraver une inflammation des voies aériennes °; de plus, au sein de ce corps
étranger et de la trachée elle-méme peut se développer une colonisation bactérienne sous
forme de biofilm, souvent dés les premiéres 24 heures aprés l'intubation 3. On observe en
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outre chez ces patients une dysbiose du microbiote buccal et gingival susceptible de gagner
les voies respiratoires 2, ainsi qu’un risque majoré d’inhalation(s) ou de micro-inhalation(s) de
liquide gastrique 3. Les aspirations endotrachéales pluriquotidiennes, bien que nécessaires et
assorties de mesures de précaution, peuvent également entrainer lintroduction de
microorganismes exogénes au sein de I'appareil respiratoire. Enfin, en cas de contamination
bactérienne du respirateur ou de ses circuits par un germe environnemental, il existe un risque
de contamination des voies respiratoires.

Tous ces facteurs de risque, ajoutés aux perturbations des mécanismes immunologigues
systémiques dues au stress physique majeur que représente une intubation avec ventilation
mécanique 3, peuvent concourir a I'apparition d’'une complication infectieuse redoutée : la
pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM). Le diagnostic de PAVM est posé
devant un faisceau d’arguments : la dégradation brutale de 'hématose, I'apparition d’'un foyer
infectieux auscultatoire et/ou radiologique et I'aspect purulent des sécrétions respiratoires. La
fievre, un syndrome inflammatoire ou la détection de matériel microbiologique dans les
prélévements respiratoires ne suffisent pas a eux seuls a affirmer le diagnostic .

Il'y a quelques années encore, on distinguait les PAVM précoces et tardives, selon qu’elles
survenaient avant ou aprés 7 jours de ventilation. Depuis peu, cette distinction tend a étre
abandonnée au profit d’approches préventive, diagnostique et thérapeutique davantage
centrées sur le terrain du patient et ses facteurs de risque individuels . Dans les pays
occidentaux, les PAVM sont le plus souvent causées par des entérobactéries (en particulier
Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli), mais aussi par Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, et Haemophilus influenzae. 37 38 39,

Le traitement repose sur une antibiothérapie bactéricide a bonne diffusion pulmonaire et une
adaptation des parametres ventilatoires, toutefois la mortalité reste élevée, de 10 a 30% dans
les pays développés “.

I.2. Pseudomonas aeruginosa
I.2.1. Caractéristiques microbiologiques

Pseudomonas aeruginosa est une espece bactérienne appartenant a la classe des
Gammaproteobacteria, a la famille des Pseudomonadaceae. Ce bacille @ Gram négatif non
sporulé, fin et droit (Figure 5) est aérobie strict, non exigeant, non fermentaire, catalase
positive, oxydase positive, nitrate réductase positive. A I'état frais, il posséde une mobilité
caractéristique par ciliature monotriche.

31



\\;'..,.50’.
- Vi
s #,,‘r/;.
3/ P
AR oot »
(N LV K 5l e
¢ \‘ % 5’1/ ¢ ‘3"'\
\
g s
-
N “
N/ '
A } s
/ e
Q\
W
Bl v/

Figure 5 : Pseudomonas aeruginosa en coloration de Gram

Il peut étre cultivé sur milieux ordinaires mais aussi sur gélose au cétrimide. En culture, la
plupart des souches expriment deux pigments : un pigment bleu nommé pyocyanine, trés
spécifiqgue de cette espéce, et un pigment vert fluorescent nommé pyoverdine. Ces pigments
conférent une couleur caractéristique, entre le bleu turquoise et le vert-de-gris (Figure 6). Il
s’en dégage également une odeur trés particuliére, due a I'O-amino-acétophénone, proche du
seringa ou de l'acacia.

Figure 6 : Pseudomonas aeruginosa en culture sur milieu de Muller-Hinton

On compte 20 sérotypes au sein de cette espéce, que I'on distingue d’aprés I'antigene O du
lipopolysaccharide (LPS), nommés de O1 a O20.
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Pseudomonas aeruginosa posséde un génome d’environ 6 millions de pb, plus grand que celui
des autres bactéries a Gram négatif (1,5 fois plus grand environ que celui d’Escherichia coli)
et dont la plasticité est supérieure.

I.2.2. Habitat et pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeruginosa est un germe ubiquitaire de I'environnement aquatique : riviéres,
lacs, sols, mais aussi piscines, douches, jacuzzi, eaux usées, etc %2, |l s’organise en biofilm,
ce qui optimise sa persistance et promeut son caractére pathogéne “%. Ce n’est pas une
bactérie commensale de 'organisme humain mais au contraire un pathogene opportuniste
redoutable pour les patients immunodéprimés, atteints de pathologies chroniques graves
(telles que la mucoviscidose par exemple), grands brdlés, intubés-ventilés, ou aux ages
extrémes de la vie.

Il est majoritairement responsable d’infections liées aux soins, notamment en milieu hospitalier
ou il peut entrainer de véritables épidémies %4. La contamination peut étre directe par eau
contaminée ou par gouttelettes inhalées ou ingérées de patient a patient, ou bien indirecte via
un portage manuel par les soignants ou du matériel diagnostique ou thérapeutique non
adéquatement décontaminé.

Il n’existe pas de tropisme d’organe particulier a Pseudomonas aeruginosa ; par conséquent
les pathologies qu’il peut occasionner sont multiples.

Sont recensées ainsi par ordre croissant de gravité :

- Des infections superficielles : otites, kératites et conjonctivites, folliculites et surinfections
cutanées.

- Des infections urinaires sur sonde urétérale ou vésicale (12% a 18% seraient dues a
Pseudomonas aeruginosa en Unité de Soins Intensifs %°)

- Des bactériémies, dont 5 a 15% seraient causées en milieu hospitalier par Pseudomonas
aeruginosa “¢ et dont la mortalité serait de 30 a 50% *’.

- Des infections bronchopulmonaires :

- Selon les séries, de 2,5% a 28% des pneumopathies acquises sous ventilation

mécanique seraient dues a Pseudomonas aeruginosa en Europe ces dix derniéres années &
49, 50

- Pneumopathies nosocomiales sans ventilation mécanique

- Surinfections bronchiques chez les patients atteints de mucoviscidose (70% a 80%
des patients colonisés %)

Ces infections peuvent se compliquer de séquelles au long cours telles que des dilatations de
bronches, qui rendent les voies respiratoires davantage susceptibles aux infections a germes
opportunistes, constituant ainsi un cercle vicieux.

BN

La mortalité totale attribuée aux infections de la sphere respiratoire & Pseudomonas
aeruginosa serait de 55% 2.
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1.2.3. Facteurs de virulence

A la différence des autres espéces proches, Pseudomonas aeruginosa synthétise un grand
nombre de facteurs de virulence dont les cibles et les mécanismes d’action sont variés.

Certains d’entre eux jouent un role dans la phase d’adhésion de la bactérie aux cellules,
notamment épithéliales, plus particulierement si celles-ci sont lésées :

- Les lectines : protéines cytoplasmigues mais également exprimés a la surface de la
membrane. La lectine A se lie préférentiellement au galactose, tandis que la lectine B a une
forte affinité pour le fructose. Toutes deux sont cytotoxiques et ont la capacité d’inhiber les
battements ciliaires de I'épithélium bronchopulmonaire .

- Les pili de type IV, principales adhésines de Pseudomonas aeruginosa qui ont une forte
affinité pour les cellules épithéliales notamment respiratoires.

- Le flagelle : outre son rble évident dans la mobilité, il est impliqué dans l'internalisation du
corps bactérien via son adhésion a la couche de mucine %*.

Certaines autres molécules participent a I'invasion et a la destruction tissulaire lors de
linfection aigué :

- L’endotoxine du lipopolysaccharide (LPS) augmente de facon majeure la réponse
inflammatoire de I'héte via les cytokines pro-inflammatoires, ce qui peut conduire au choc
septique

- L’élastase : cette métalloprotéase a zinc est capable de dégrader I'élastine, mais aussi le
collagéne, la fibrine, Tlinterféron gamma, le Tumor Necrosis Factor (TNF), les
immunoglobulines A et G et le complément % %6, Elle permet donc linvasion tissulaire et
l'altération de la réponse immunitaire de 'héte.

- La pyocyanine : loin d’étre un simple pigment, elle induit I'apoptose des polynucléaires
neutrophiles et participe au stress oxydatif causant une nécrose tissulaire chez I'héte °’.

- L’exotoxine A : cette ADP-ribosyl-transférase est le composant le plus cytotoxique sécrété
par Pseudomonas aeruginosa ; elle inhibe la synthese protéique cellulaire, provoquant une
mort par nécrose 8.

- Le systeme de sécrétion de type lll est une protéine transmembranaire possédant un
appendice capable de transpercer la membrane des cellules eucaryotes (Figure 7) pour y
injecter des exoenzymes aux effets cytotoxique et antiphagocytaire.
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Figure 7 : schéma simplifié du systéme de sécrétion de type 3

- Les phospholipases C : enzymes extracellulaires contenant des ions zinc, elles ont un effet
cytolytique local, en particulier sur I'épithélium pulmonaire °°.

- Les protéases (protéase alcaline et protéase V) : enzymes dégradant la fibrine, elles jouent
un réle prépondérant dans les infections oculaires et pulmonaires.

Enfin, certaines molécules sont impliquées dans I'infection chronique par des mécanismes de
persistance et d’échappement immunitaire :

- La pyoverdine est le sidérophore majeur de Pseudomonas aeruginosa ; son role de chélateur
du fer est essentiel pour la croissance et la persistance bactériennes .

- L’alginate : ce polysaccharide extracellulaire est responsable du phénotype muqueux. Il
confére un avantage en inhibant la phagocytose, I'action des antibiotiques et la réponse
immunitaire 1, en particulier chez les patients atteints de mucoviscidose.

- Le biofilm : matrice extracellulaire composée en majorité d’exopolysaccharides, I'organisation
des bactéries entre elles y est particuliére, avec notamment un ralentissement du métabolisme
de plus en plus important lorsque I'on s’éloigne de la surface du biofilm. Cette organisation
facilite la survie au long cours au sein d’un environnement hostile 2.

I.2.4. Résistances aux antibiotiques
[.2.4.1. Résistances naturelles
Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistant a un grand nombre d’antibiotiques du

fait d’'une faible perméabilité membranaire et d’'un important équipement enzymatique. Cet
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équipement comprend une céphalosporinase inductible AmpC, une oxacillinase a spectre
restreint OXA-50 et des systémes d’efflux actifs MexAB-OprM & et MexXY-OprM ¢4,

Ainsi, le phénotype sauvage montre une résistance a I'amoxicilline seule et en association
avec l'acide clavulanique, aux céphalosporines de premiére et deuxieme générations, a la
ceftriaxone et au céfotaxime, mais aussi a I'ertapénéme.

Par ailleurs, le triméthoprime, le chloramphénicol, les macrolides et apparentés, les cyclines
(y compris la tigécycline), la nitrofurantoine, le métronidazole et certaines quinolones telles
que l'acide nalidixique et I'ofloxacine sont inactifs sur cette espéce.

Il existe également une résistance naturelle a certains aminosides : kanamycine, néomycine,
spectinomycine, par expression d’'une aminoside-phosphotransférase : 'Aph(3’)llb.

Par ailleurs, a l'instar de toutes les bactéries a Gram négatif, Pseudomonas aeruginosa est
naturellement résistant aux glycopeptides, aux oxazolidinones et a la daptomycine.

Les principaux antibiotiques susceptibles d’étre actifs sur Pseudomonas aeruginosa, et donc
testés en routine sont listés ci-dessous (Tableau 1).

Tableau 1 : Principaux antibiotiques testés en routine sur Pseudomonas aeruginosa, classés par

familles

B-lactamines Aminosides Quinolones Autres
Ticarcilline Gentamicine Ciprofloxacine Fosfomycine
Pipéracilline Amikacine Lévofloxacine Colistine

Ticarcilline + Acide clavulanique Tobramycine
Pipéracilline + Tazobactam Nétilmicine
Ceftazidime
Céfépime

Imipéneme

Méropénéme
Aztréonam

Sur justification clinique et microbiologique, de nouvelles associations peuvent étre testées :
ceftolozane + tazobactam et ceftazidime + avibactam. Ces deux associations comprennent
une céphalosporine de troisieme géneération et un inhibiteur de p-lactamases.

1.2.4.2 Résistances acquises

Les bactéries peuvent acquérir des résistances par le biais de différents mécanismes :
mutation d’'un géne chromosomique de résistance ou d’'un géne régulateur de I'expression de
ce-dernier, ou bien acquisition de matériel génétique portant des genes de résistance non
possédés par la bactérie a I'état sauvage (plasmides, transposons, intégrons) %. Ces différents
mécanismes peuvent s’additionner, d’ou certains phénotypes bactériens dits multirésistants.
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Chez Pseudomonas aeruginosa, la surproduction de la céphalosporinase AmpC par mutation
du gene ampC donne lieu & une résistance a toutes les B-lactamines sauf les carbapénémes ;
c’est le plus fréquent des mécanismes de résistance a la ceftazidime et a I'association
pipéracilline-tazobactam . La surexpression de MexAB-OprM via des mutations des génes
régulateurs induit une résistance a la ticarcilline seule et associée a l'acide clavulanique, a
I'aztréonam ainsi qu’aux fluoroquinolones ©. La surexpression de MexXY-OprM se traduit par
une résistance de bas niveau au céfépime, aux aminosides et aux fluoroquinolones 2.

Le mécanisme de résistance le plus fréquent aux carbapénémes en France est une mutation
du gene oprD codant une porine qui constitue le canal d’entrée principal de ces molécules
antibiotiques. Ce mécanisme donne lieu a un phénotype résistant a I'imipénéme et au

méropénéme, avec néanmoins une CMI plus basse pour ce-dernier qui peut rester sensible
69

La résistance a la colistine chez Pseudomonas aeruginosa est causée par une modification
du lipide A du LPS par addition de molécules d’amino-arabinose ; elle est peu fréquente en
France "°. Enfin, des mutations des génes gyrA et parC codant des sous-unités de la gyrase
et de la topoisomérase IV entrainent une résistance isolée aux fluoroquinolones ™.

Outre ces mécanismes de résistance liés au matériel génétique intrinséque de Pseudomonas
aeruginosa, cette espéce peut acquérir des génes de résistance extrinséques par transfert
horizontal, a partir d’autres individus ou de l'environnement. Ces génes de résistance
concernent potentiellement toutes les familles d’antibiotiques. A titre d’exemple, les
carbapénémases sont les plus préoccupantes (VIM-2 et GES-5 étant majoritaires en France)
2, mais il peut également s’agir de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), d’enzymes
modificatrices d’aminosides, etc.

En conséquence, on voit apparaitre des phénotypes de Pseudomonas aeruginosa
multirésistants, voire totorésistants, en particulier au sein des populations exposées a une forte
pression de sélection antibiotique. Malgré les nouvelles molécules actives contre cette espéce
récemment mises sur le marché (cf supra), 'Organisation Mondiale de la Santé place
Pseudomonas aeruginosa sur la liste des agents bactériens pour lesquels le développement
de nouveaux antibiotiques est nécessaire de toute urgence .

I.3. Les intégrons de résistance

Les intégrons de résistance sont des structures génétiques bactériennes capables de capturer
et d’exprimer des génes, notamment des génes de résistance aux antibiotiques. Découverts
en 1989 3, ils ont d’abord été mis en évidence au sein de souches bactériennes issues de
prélevements en médecine humaine. lIs ont ensuite été recherchés et retrouvés dans des
prélevements vétérinaires et environnementaux. lls sont majoritairement présents au sein du
génome des bactéries a Gram négatif, mais certaines bactéries a Gram positif
(Corynebacterium spp et apparentés) peuvent également en héberger . Ils sont portés par
des plasmides ou des transposons, et donc potentiellement transférés d’une bactérie a une
autre, ce qui fait d’eux des acteurs majeurs de la dissémination de I'antibiorésistance.

Le lien entre intégrons et multirésistance a été maintes fois démontré dans différentes
publications, y compris au sein de I'espéce Pseudomonas aeruginosa "> 7. En conséquence,
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leur détection pourrait constituer un élément important a prendre en compte dans la prise en
charge du patient, et leur présence un facteur pronostic péjoratif au plan de I'évolution clinique.

1.3.1. Structure

Tous les intégrons ont en commun une partie conservée appelée région 5 CS (conserved
segment) constituant une plateforme fonctionnelle permettant d’intégrer, d’exprimer et
d’exciser des génes sous forme de cassettes. Les cassettes se situent en aval de cette région :
elles constituent la région variable d’'un intégron (Figure 8).

Région 5'CS Région variable
~ — Pc > — — ™
i T .? =9 -
It attl GC1  atcCl attc2

| - -

Figure 8 : structure d’un intégron

intl : géne de l'intégrase. Pc : promoteur des cassettes. attl : site d’attachement spécifique de
l'intégrase. GC 1 : gene cassette 1. attC1 : site spécifique de recombinaison de la cassette 1. GC 2 :
gene cassette 2. attC2 : site spécifique de recombinaison de la cassette 2

1.3.1.1 Larégion 5°CS

Cette région comprend le géne de lintégrase intl, généralement orienté en sens inverse des
autres éléments de l'intégron. La protéine Intl est une tyrosine recombinase spécifique de site
qui catalyse des réactions de recombinaison entre le site attC d’'une cassette et le site attl ou
entre deux sites attC de deux cassettes. Selon la composition en acides aminés de l'intégrase,
on dénombre a ce jour trois principales classes d’intégrons de résistance. Les intégrons de
classe 1 sont les plus fréquemment isolés en contexte microbiologique clinique.

Le site attl est un site d’attachement spécifique de lintégrase, par lequel les cassettes sont
intégrées au réseau.

Enfin, le promoteur Pc a pour rble d’assurer 'expression des génes de cassettes, celles-ci
étant en majorité dépourvues de promoteur propre. Plus une cassette est située pres du Pc,
plus le géne qu’elle héberge est exprimé de fagon importante’. Il existe plusieurs variants de
Pc ; a titre d’'exemple, au sein des intégrons de classe 1, on recense cing variants principaux
qui assurent a des degrés différents I'expression des cassettes en aval (on parle de promoteur
plus ou moins fort ou faible). Ces variants sont distingués par des différences subtiles dans
deux parties spécifiques de leurs séquences nucléotidiques, appelées boite -35 et boite -10
(Tableau 2). Chez les intégrons de classe 1, plus le variant du Pc est fort, plus l'activité de
I'intégrase est faible et vice-versa 2.
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Tableau 2 : Les principaux variants du promoteur Pc au sein des intégrons de classe 1

Variants de Pc Force relative Bo?tseé(j:sence nucléotidi:::te 0
PcW 1 TGGACA TCNTAAGCT
PcH1 6 TGGACA TCNTAAACT

PcWran-10 18 TGGACA TGNTAAGCT
PcH2 20 TTGACA TCNTAAGCT
PcS 25 TTGACA TCNTAAACT

PcW : Pc Weak. PcH1 : Pc hybride 1. PcWren-10 : Pc Weak avec un motif TGN dans la boite -10.
PcH2 : Pc hybride 2. PcS : Pc Strong.

1.3.1.2. La région variable

En aval de la plateforme fonctionnelle 5°CS, les cassettes forment la région variable des
intégrons. Les cassettes sont constituées d’'un cadre ouvert de lecture (ORF) et d'un site attC.
Les génes de cassettes codent le plus souvent des résistances aux antibiotiques, quasiment
toutes les familles d’antibiotiques étant concernées™. Certaines cassettes hébergent des
genes codant des protéines de fonction encore inconnue. Les intégrons de résistance
contiennent moins d’'une dizaine de cassettes, mesurant en moyenne 1kb chacune et dont les
sites attC sont trés différents les uns des autres.

En aval de ce réseau se trouve souvent, mais pas toujours, une région appelée 3'CS
(conserved segment) qui comporte chez les intégrons de classe 1 le géne gqacEA1 codant une
résistance aux ammoniums quaternaires, le gene sull codant une résistance aux sulfamides
et le géne orf5 codant une protéine de fonction inconnue.

1.3.2. Mécanistique
1.3.2.1 L’activité de l'intégrase

L’expression de l'intégrase est sous la dépendance de la réponse SOS bactérienne &°. Cette
réponse est déclenchée lors de la détection, au sein du corps bactérien, d’ADN simple brin
témoignant d’'une lésion de 'ADN bicaténaire. L'ADN simple brin se combine a la protéine
RecA pour induire 'autoprotéolyse d’'une autre protéine : LexA. Cette derniere est fixée, a I'état
basal, sur le promoteur de lintégrase Pint situé entre le promoteur Pc et le site attl. La
dénaturation de LexA permet donc I'expression de lintégrase, et ainsi le recrutement et/ou
'excision de cassettes au sein du réseau (Figure 9). La réponse SOS est induite par de
nombreux facteurs de stress environnementaux physiques (UV, radicaux libres, élévations de
pression...) mais aussi par la présence de certains antibiotiques tels que les B-lactamines, les
guinolones, le métronidazole et le triméthoprime 8- 19,
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Figure 9 : réponse SOS bactérienne entrainant I'expression de l'intégrase.

D’aprés Cambray et al. 2011

1.3.2.2. Les réarrangements de cassettes

Le site attC, propre a chaque cassette, est un site spécifique de recombinaison reconnu par
lintégrase Intl. Les cassettes peuvent étre intégrées au réseau de cassettes grace a
intégrase, le plus souvent par recombinaison entre le site attl et un site attC ; lorsque les
cassettes sont excisées, la recombinaison s’effectue plus fréquemment entre deux sites attC

(Figure 10).

Pc

y attl GC1 attC1 atc2

[ ) L

GC3

A
attc3
Pc
intI J—> attl GC3 aucs3 GC1 aucCi aucz
—_— . H
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Figure 10 : insertion (A) et excision (B) de cassettes au sein d’un intégron

intl : géne de l'intégrase Intl. Pc : promoteur des cassettes. attl : site d’attachement spécifique de
l'intégrase. GC 1 : gene cassette 1. attC1 : site spécifique de recombinaison de la cassette 1. GC 2 :
gene cassette 2. attC2 : site spécifique de recombinaison de la cassette 2. GC 3 : gene cassette 3.
attC3 : site spécifique de recombinaison de la cassette 3
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De tels réarrangements ont été mis en évidence in vitro a de nombreuses reprises ¢ " & %, mais
une seule publication a ce jour a décrit ce phénomene in vivo °. Les auteurs ont retrouvé au
sein du génome d’'une souche de Pseudomonas aeruginosa isolée a partir de prélévements
respiratoires d’'un patient en Hématologie Clinique, un intégron de classe 1 hébergeant
notamment la cassette blaoxa-2s dont le géne code une BLSE. Sur un premier prélévement
était insérée en amont de la cassette blaoxa-2s une cassette gcuF1 de fonction inconnue. Il en
résultait la synthése d’'une protéine de fusion ne conférant pas en elle-méme de résistance
aux B-lactamines. Seule une faible proportion de cette protéine hybride pouvait étre clivée a la
jonction des séquences peptidiques GCUF1 et OXA-28, conférant ainsi une résistance
résiduelle a la ceftazidime, sans toutefois que la souche bactérienne ne soit interprétée comme
résistante. Sur un second prélévement effectué vingt-huit jours plus tard, la cassette gcuFl
avait été excisée du réseau mais pas la cassette blaoxa-2s (Figure 11) ; il en résultait une
expression pleine et entiére de la protéine OXA-28 seule, conférant ainsi une résistance a la
ceftazidime détectée comme telle par un antibiogramme.

Pc

Pint

Pint

Figure 11 : réarrangement observé in vivo au sein d’'un réseau de cassettes d’intégron de classe 1

D’aprés Hocquet et al. 2012

Ce patient avait bien recu une antibiothérapie par ceftazidime, cependant dans ce cas précis,
les auteurs ont démontré que la réponse SOS bactérienne n’avait pas été déclenchée par cet
antibiotique, mais par la présence de métronidazole administré concomitamment a la
ceftazidime.

I.4. Objectifs

L’objectif principal de notre travail était de rechercher, pour différents patients exposés aux
antibiotiques, des réarrangements de cassettes d’intégrons de classe 1 au sein de souches
de Pseudomonas aeruginosa isolées chez un méme patient au cours du temps.

Les objectifs secondaires de ce travail étaient d’étudier les différents variants du Pc rencontrés
au sein de ces intégrons, d’analyser les caractéristiques clonales des différentes souches de
Pseudomonas aeruginosa, mais également de caractériser pour chaque souche les genes de
résistance acquis de fagon extrinséque en dehors des réseaux de cassettes d’intégrons.
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Il. Matériel et méthodes

II.1. Provenance des souches bactériennes analysées

Pour ce travail, 28 souches de Pseudomonas aeruginosa ont été étudiées, pour lesquelles la
présence d’un intégron de classe 1 avait été préalablement objectivée par qPCR &2,

Ces souches étaient issues de 4 patients atteints de mucoviscidose suivis au CHU de Limoges
en Pathologie Respiratoire et en Pédiatrie, ainsi que de 6 patients intubés sous ventilation
mécanique hospitalisés dans le service de Réanimation Polyvalente du CHU de Limoges.

Les dates de prélévement de chacune des souches ainsi que les patients correspondant sont
listés dans le Tableau 3. Pour chaque patient, au moins 2 souches de Pseudomonas
aeruginosa ont été analysées.

Tableau 3 : Souches, patients correspondant et dates de prélévements

Contexte Dates
clinique Patients Souches prélevements
. R1 29/07/2011
Patient A R2 23/11/2011
. R3 15/07/2016
Patient B R4 27/07/2016
RS 19/07/2013
Patient C R6 26/07/2013
R7 13/08/2013
Intubation/ RS 24/01/2017
Ventilation | patient RO 14/02/2017
mecanique R12 15/02/2017
R10 15/01/2017
Patient E R11 31/01/2017
R13 02/03/2017
R14 31/01/2018
Patient F R15 03/03/2018
R16 03/03/2018
. PH 02/02/2007
Patient PH PH41 | 27/07/2007
MM23 | 23/09/2013
. MM32 | 03/11/2014
Patient MM | ima1 | 20/04/2015
Mucoviscidose MM49 11/12/2015
LL20 17/12/2014
Patient LL LL22 16/06/2015
LL26 16/12/2015
MMy5 | 12/06/2015
Patient MMy MMy9 04/09/2015
MMy1l | 23/10/2015

Les souches de patients atteints de mucoviscidose ont été nommées d’aprés les initiales du
patient correspondant suivi d’'un nombre servant a identifier la souche de fagon chronologique
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parmi tous les prélevements subis par le patient. Lorsque plus de 2 souches étaient
disponibles pour un méme patient, afin de couvrir la période chronologique la plus longue
possible, nous avons sélectionné la premiere et la derniere des souches prélevées, ainsi
gu’une a deux souches issues de prélevements intermédiaires.

Les souches de patients de Réanimation ont été nommeées par la lettre R (pour Réanimation)
suivie d’'un nombre permettant de les identifier de fagon plus précise. Dans cette population,
nous avons utilisé toutes les souches disponibles pour un méme patient (au nombre de 2 a 3
par patient), la période de temps étant plus restreinte.

Toutes ces souches étaient issues de prélévements effectués au niveau de lappareil
respiratoire : lavage broncho-alvéolaire, aspiration bronchique, aspiration endotrachéale ou
expectoration.

Les patients porteurs de ces souches appartenaient a des populations potentiellement trés
fortement exposées a la pression de sélection antibiotique car recevant des antibiothérapies
fréquentes et/ou a spectre large. Lorsque cela était possible, nous avons recensé pour chaque
patient les traitements antibiotiques prescrits autour de la période pendant laquelle les
prélevements ont été effectués. Ces données figurent en annexes 1 a 8. A noter que pour les
patients A et PH, ces informations n’ont pu étre recueillies car trop anciennes.

II.2. Etude du phénotype de résistance

Le phénotype de résistance aux antibiotiques de chacune des souches a été analysé par
antibiogramme par diffusion en milieu gélosé selon la méthode des disques apres
ensemencement sur gélose en milieu de Miller-Hinton (Figure 12), ou bien au moyen de
bandelettes Etest®, ou encore via un antibiogramme en milieu liquide réalisé a laide de
lautomate Vitek®2. Le caractére sensible, intermédiaire ou résistant de chaque souche a
chaque antibiotique a été déterminé en milieu gélosé par mesure du diamétre de la zone
d’inhibition de croissance bactérienne autour de chaque disque d’antibiotique selon les

recommandations de 'European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
83

Figure 12 : antibiogramme d’une souche de Pseudomonas aeruginosa par diffusion en milieu gélosé
(méthode des disques)
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11.3. Extraction de I’ADN total des souches bactériennes

L’ADN total des 28 souches bactériennes a été extrait a 'aide de 'automate SaMag™ (Sacace
Biotechnologies), conformément aux instructions du fabricant. Les ADN totaux ont ensuite été
dosés au fluoromeétre Qubit® afin de déterminer leur concentration, information importante et
nécessaire pour I'étape suivante de préparation des librairies.

I1.4. Séquencage haut débit

Depuis la fin des années 2000 sont apparus de nouveaux automates pour le séquencage de
'ADN dits de 2é™ génération, opérant en paralléle sur un trés grand nombre de séquences
courtes, avec des débits environ 1000 fois supérieurs a ceux des séquenceurs précédents de
1%¢ génération. C’est pourquoi cette méthode est appelée « séquengage haut débit » ou «
séquencage nouvelle génération » (NGS : Next Generation Sequencing). Dans le cadre de
notre travail, nous avons utilisé la technologie lon Proton™ (Thermo Fisher Scientific).

Préalablement au NGS, des étapes spécifiques de préparation de TADN sont nécessaires.

I1.4.1 Préparation des librairies

Cette étape consiste en la fragmentation enzymatique de 'ADN total en séquences courtes
de 100 a 400 pb, auxquelles sont fixées deux séquences adaptatrices : une séquence P1 et
une séquence A identiques pour tous les échantillons, ainsi qu’une séquence supplémentaire
appelée « barcode » spécifique de chaque échantillon (Figure 13).

Barcode Séguence P1

Séguence A ADN d'intérét

Figure 13 : ADN fragmenté lié aux séquences adaptatrices A et P1

Pour notre travail, nous avons constitué des librairies de 300 pb environ a 'aide de 'automate
AB Library Builder™ System (Thermo Fisher Scientific) a partir de 100 ng d’ADN total pour
chaque souche bactérienne, en suivant les instructions préconisées par le fournisseur.

L’étape suivante, consistant en une courte amplification sur 8 cycles, a été faite manuellement
avec pour 25uL d’ADN fragmenté lié aux séquences A et P1, 100 uL de Platinum® Supermix
High Fidelity (Thermo Fisher Scientific) et 5 uL de Library Amplification Primer Mix, un mélange
d’amorces ciblant les séquences A et P1.

Les librairies ont ensuite subi une purification par billes magnétiques Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter, Inc). Un contrble de qualité des librairies a été effectué (vérification de la
taille des fragments et concentration en pmol/L) a I'aide de I'outil BioAnalyzer® 2100 (Agilent).
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Enfin, 'ensemble des librairies obtenues a été mélangé de fagon équimolaire a la
concentration de 100 pmol/L. Les étapes suivantes ont été réalisées par les ingénieurs de la
plateforme hospitalo-universitaire d’acides nucléiques BisceM.

11.4.2 Amplification clonale par PCR émulsion (Plateforme BisceM)

Il s’agit d'une PCR réalisée au sein d’'une émulsion comportant une phase aqueuse et une
phase huileuse, afin que se forment des micro-goutelettes (ou micro-réacteurs) contenant les
réactifs de la PCR ainsi que les « ion sphere patrticles » (ISP). Un fragment d’ADN se fixe sur
une ISP par 'adaptateur P1 ; lamplification se fait grace a une amorce biotinylée ciblant la
séquence A (Figure 14). La réaction s’effectue en conditions limitantes, I'objectif étant d’obtenir
le maximum d’ISP monoclonales et le minimum d’ISP nues et polyclonales (lorsque plusieurs
fragments d’ADN différents se fixent sur une méme ISP au départ).

Par la suite, lors de I'étape d’enrichissement, 'amorce biotinylée est captée par des billes de
streptavidine ; les ISP nues sont donc éliminées aprés lavage. Puis, 'ADN est dénaturé par
de la soude, ce qui permet de récupérer des ISP recouvertes de segments d’ADN
monocaténaire.

(o)

Figure 14 : une « ion sphere particle » (ISP) monoclonale avec amorces biotinylées

[1.4.3. Réaction de séquencage par technologie lon Proton™ (Plateforme BisceM)

Cette technologie repose sur la détection de protons (H*) libérés lors de l'incorporation d’'un
dNTP par la polymérase. Il résulte de cette libération un changement de pH et un signal
électrique, qui est détecté par une puce semi-conductrice comportant plusieurs millions de
puits. Théoriguement, chaque puits contient une ISP. La puce est mise en contact avec les
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quatre nucléotides A, T, C, G I'un aprés l'autre (Figure 15) ; le séquengage s’effectue depuis
la séquence A jusqu’a la séquence P1.

Pour notre travail, deux puces ont été utilisées afin de séquencer 'ensemble de nos souches.

4dNTPs

Example:

b Tempiate c I

Sensing Layer
Sensor Plate

Drain Source

Silicon Substrate

Figure 15 : schéma de fonctionnement du séquencage par la technologie lon Proton™

a : addition d’'un nucléotide lors de la synthése du brin d’ADN complémentaire, libérant un proton.
b : détection par un capteur de pH en silicone. ¢ : vue en coupe d’'une puce constituée de millions de
capteurs recouverts par des micro-puits. d = photographie d’'une puce

II.5. Post-traitement des données et analyse bioinformatique

A la fin de la réaction, les données brutes ont été transférées vers un serveur informatique ou
elles ont été converties en lettres A, T, G, C. Des millions de séquences d’environ 200 pb
appelées « reads » ont été générées. Afin d’apprécier la qualité de ces données, nous avons
comparé I'ensemble des reads obtenus pour chague génome a un génome de Pseudomonas
aeruginosa de référence : PAOL (accession number : AE004091). Un score de couverture
d’au moins 20 a 50X témoignait d’'une bonne qualité des données de séquencgage.
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I1.L5.1. Assemblage des reads (Plateforme BisceM)

A l'aide du logiciel MIRA (Mimicking Intelligent Read Assembly), un assemblage des millions
de reads a été réalisé selon I'approche de novo qui permet de recouper des séquences
chevauchantes de différents reads de fagon a assembler ceux-ci en centaines ou milliers de «
contigs », plus longs et moins nombreux (Figure 16).

Reads e

Contigs

Figure 16 : assemblage des reads en contigs

I1.5.2. Analyse bioinformatique
11.5.2.1. Caractérisation des réseaux de cassettes d’intégrons

Cette étape a été réalisée a l'aide du logiciel Geneious® (Biomatters). Face aux centaines,
voire milliers, de contigs obtenus pour chaque souche, la méthodologie informatique employée
a eu pour but de rechercher celui ou ceux comportant un intégron de classe 1. Plus
précisément, nous avons recherché le géne de lintégrase intll, qui en est la composante
stable et constante, accompagné du site attll. Pour ce faire, nous avons isolé une séquence
de région 5°CS d’un intégron de classe 1 a partir de la GenBank® (accession number :
KY646160), la banque de séquences d’ADN en ligne du National Institute of Health. Puis nous
avons utilisé la fonction « map to reference » du logiciel Geneious® (Figure 17). Une
couverture de 60% minimum et une homologie de séquence supérieure ou égale a 99%
permettaient d’identifier formellement une région 5’CS.

Une fois le site attll repéré sur 'un des contigs, nous avons sélectionné le fragment du contig
en aval de ce site (fragment qui correspondait donc selon toute vraisemblance au réseau de
cassettes) et ce sur 10 kb environ, longueur maximale d’'un réseau d’intégron de classe 1. Puis
nous avons comparé ce fragment de contig a 'ensemble des séquences nucléotidiques de la
GenBank® a l'aide de I'outil Blast, afin de déterminer la ou les cassette(s) dont il était composé.
Une couverture de 90 % minimum et une homologie de séquence supérieure ou égale a 99%
permettaient d’identifier formellement une cassette. La caractérisation du réseau prenait fin
lorsqu’une région 3’CS était rencontrée.

Le site attll pouvait étre repéré a deux occurrences sur des contigs différents, ce qui nous
orientait vers la présence de deux intégrons de classe 1 au sein du génome concerné ; de fait
les séquences en aval de chaque occurrence d’attll étaient analysées.

Lorsque la séquence en aval d’un site attll mesurait moins de 10 kb, nous 'avons analysée
au maximum de sa longueur, puis nous avons sélectionné les 300pb terminales et recherché
la présence de ces 300 pb au début d’un autre contig grace a la fonction map to reference afin
d’analyser la suite du réseau étudié. Une autre méthode a consisté a rechercher la présence
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d’une région 3’CS (accession number : AF133699) (couverture de 60% minimum et homologie
de séquence supérieure ou égale a 99%) et a analyser la séquence en amont sur 10 kb (ou
sur la longueur permise par la taille du contig), jusqu’a la rencontre d’une région 5'CS ou
Fextrémité du contig, selon la situation.

Cette opération a été effectuée pour chacune des 28 souches.
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Figure 17 : capture d’écran lors de l'utilisation de la fonction « map to reference » du logiciel
Geneious® (Biomatters).

A été trouvée sur le contig n° 41 (c41) une séquence analogue a notre région 5’CS de référence
(gene intll en vert, site attl1 en rouge)

11.5.2.2. Etude des variants de Pc

Sur notre région 5‘CS de référence (KY646160), les boites -35 et -10 du promoteur Pc étaient
annotées ; il s’agissait du variant PcH1. Afin de comparer de fagon exacte la séquence
nucléotidique du Pc de chacun de nos intégrons a la séquence de notre région 5CS de
référence, toujours grace au logiciel Geneious® (Biomatters), nous avons aligné ces deux
séquences (Figure 18).
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Figure 18 : capture d’écran lors d’alignements des séquences Pc dans le logiciel Geneious®
(Biomatters)

Alignement de la séquence de notre région 5'CS de référence (géne intll en vert, boites -35 et -10 du
PcH1 en violet) et du contig 41 (c41). En jaune sur notre contig, on trouve une base G dans la boite -
10 au lieu d’'une base A dans la séquence 5°CS de référence. Dans cet exemple, il s’agit d’'un PcW.

11.5.2.3. Analyse de la clonalité des souches

Aprés avoir étudié les réseaux de cassettes, il était nécessaire de s’assurer que les différentes
souches isolées chez un méme patient appartenaient bien au méme clone.

A cet effet, nous avons effectué plusieurs analyses complémentaires. Tout d’abord, nous
avons déterminé le sérotype de chacune des souches en soumettant lensemble des contigs
de chaque souche a l'outil Past 1.0 (Pseudomonas aeruginosa serotyping) de la plateforme
en ligne du Center for Genomic Epidemiology (CGE) (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PAst/).

Dans un second temps, nous avons effectué un Multilocus Sequence Typing (MLST) sur les
contigs de chaque souche au moyen de l'outii MLST 2.0 de la plateforme du CGE
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/), en sélectionnant 'espéce Pseudomonas aeruginosa.

La méthode MLST consiste a comparer entre différentes souches d’'une méme espéce les
alléles de plusieurs génes codant des protéines indispensables a la survie de cette espéce ;
les génes utilisés pour le MLST ( dits « génes de ménage » ou « housekeeping genes ») sont
au nombre de 7 chez Pseudomonas aeruginosa: acétyl-coA-synthétase, shikimate
déshydrogénase, GMP synthétase, enzyme de réparation de I'ADN MutL, NADH
déshydrogénase |, phosphoenol-pyruvate synthétase et composant | de 'anthralite synthétase
84 Plus le nombre d’alléles identiques entre deux souches est élevé, plus les souches sont
proches phylogénétiquement.

49


https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/

Enfin, afin d’asseoir ces données concernant la clonalité, nous avons construit deux arbres
phylogénétiques a partir de 'ensemble des données NGS : I'un pour les souches issues de
patients atteints de mucoviscidose, l'autre pour les souches issues de patients de
Réanimation. Pour ce faire, nous avons utilisé la plateforme en ligne RealPhy (Reference
sequence Alignment based Phylogeny)du Swiss Institute of Bioinformatics
(https://realphy.unibas.ch/fcgi/realphy) ; nous avons choisi le génome PAO1 comme séquence
de référence.

11.5.2.4. Recherche de genes de résistance acquis hors intégrons

Il nous a paru également intéressant d’étudier pour chaque souche 'ensemble des génes de
résistance acquis ne se présentant pas sous la forme de cassettes d’intégrons, afin d'y
rechercher d’éventuelles modifications au cours du temps. Cette analyse a été réalisée grace
a l'outil ResFinder 3.0 de la plateforme en ligne du CGE
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/). Une couverture de 30% minimum et une
homologie de séquence de 100% permettaient d’identifier formellement un géne de résistance
donné.
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[ll. Résultats

[Il.1. Phénotypes de résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa

Les résultats des antibiogrammes de chacune des souches sont résumés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Phénotypes de résistance des 28 souches de Pseudomonas aeruginosa

Contexte

. Patients Souches (I Z | € T P E A E N O M E S | E
clinique

»w O mm
-~ 0
> N O

R1
R2
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Patient C R6
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PIP : pipéracilline. TZP : pipéracilline-tazobactam. TIC : ticarcilline. TCC : ticarcilline-acide
clavulanique. ATM : aztréonam. IPM : imipénéme. MEM : méropénéme. CAZ : ceftazidime. FEP :
céfépime. AN : amikacine. TOB : tobramycine. GM : gentamicine. NET : nétilmicine. CS : colistine.
CIP : ciprofloxacine. LEV : Iévofloxacine. FOS : fosfomycine. C/T : ceftolozane-tazobactam. CZA :

ceftazidime-avibactam.
S : sensible. | : intermédiaire. R : résistant. Case grise : antibiotique non testé pour cette souche.
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Les souches R15 et R16 étaient toutes deux résistantes a l'association ceftolozane-
tazobactam, mais avec des CMI différentes mesurées par Etest® : CMI = 48 mg/L pour R15 et
CMI > 256 mg/L pour R16.

lll.2. Analyse qualitative et quantitative des données générées par le NGS

l11.2.1. Analyse qualitative

La profondeur moyenne du séquencage a été estimée pour chacune des souches. Ce faisant,
on obtient un score qui représente le nombre moyen de reads recouvrant chaque base du
génome de Pseudomonas aeruginosa de référence, PAOL (Tableau 5).

Tableau 5 : Score de profondeur moyenne de séquencage pour chaque souche sur le génome de
référence PAO1

Patients intubés ventilés
Souches R1 R2 R3 |R4| R5 R6 R7 R8 R9 | R12 | R10 R11 | R13 | R14 | R15 | R16
Profondeur
moyenne | 325,3X|22,4X|115,6X|72X|21,6X |38,9X | 23,2X | 142,9X | 86,6X | 52,8X | 607,4X | 144,8X | 48,1X | 51,6X | 45,7X | 44,3X
Patients atteints de mucoviscidose
Souches PH PH41 | MM23 | MM32 | MM41 | MM49 | L20 | LL22 | LL26 | MMy5 | MMy9 | MMy11
Profondeur
moyenne 202,8X | 67,1X | 72,4X | 42,2X | 103,2X | 116,1X | 41,6X | 64,5X | 182,9X | 90,9X | 180,9X | 32,6X
I11.2.2. Analyse quantitative
Dans le Tableau 6 est indiqué le nombre de contigs générés par le NGS pour chaque souche.
Tableau 6 : Nombre de contigs générés pour chaque souche
Patients intubés ventilés
Souches Rl | R2 | R3 | R4 R5 R6 R7 R8 R9 | R12 |R10 ([R11 | R13 | R14 | R15 | R16
Nombre de
contigs 144 | 643 | 873 | 630 | 6702 | 4060 | 4270 | 1119 | 530 | 1037 | 273 | 968 | 1090 | 4406 | 2165 | 1485
Patients atteints de mucoviscidose
Souches PH |PH41 | MM23 | MM32 | MM41 | MM49 | L20 | LL22 | LL26 | MMY5 | MMY9 | MMy11
Nombre de
contigs 2639|9712 | 6976 | 2873 | 7030 | 4719 |1789 (1177|1637 | 7623 | 2706 | 9383
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lll.3. Caractérisation des réseaux de cassettes d’intégrons
[11.3.1. Souches isolées des patients de Réanimation
[11.3.1.1. Patient A

Les souches R1 et R2 issues du patient A possédent toutes deux un intégron dont le réseau
de cassettes est identique. Il s’agit d’un réseau de 3415 pb comportant 3 cassettes (Figure
19):

- aadA2 dont le géne code une aminoside-nucléotidyltransférase conférant une résistance a
la streptomycine et a la spectinomycine

- blaoxa-4 dont le géne code une B-lactamase de classe D (oxacillinase) a spectre étroit
conférant une résistance a toutes les pénicillines, y compris en association avec un inhibiteur
de B-lactamases, ainsi qu’aux céphalosporines de premiere génération.

- cmlAl dont le géne code une pompe d’efflux conférant une résistance au chloramphénicol

Région 5'CS Région 3'CS

Figure 19 : réseau de cassettes porté par I'intégron des souches R1 et R2 (Patient A)

111.3.1.2. Patient B

Les souches R3 et R4 issues du patient B posséedent toutes deux un intégron dont le réseau
de cassettes est identique. Il s’agit d’'un réseau de 1367 pb comportant 2 cassettes (Figure
20):

- aacA4 dont le géne code une aminoside-acétyltransférase conférant une résistance a la
kanamycine, la tobramycine, la nétilmicine, la gentamicine et 'amikacine

- catB10 dont le géne code une acétyltransférase conférant une résistance au chloramphénicol
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Région 5°CS Région 3'CS

Figure 20 : réseau de cassettes porté par I'intégron des souches R3 et R4 (Patient B)

[11.3.1.3. Patient C

Les souches R5, R6 et R7 issues du patient C possédent toutes les trois un intégron dont le
réseau de cassettes est identique. Il s’agit d’'un réseau de 2550 pb composé de 3 cassettes
(Figure 21) :

- aacA4 (cf supra)

- blacars2 dont le gene code une B-lactamase de classe A conférant une résistance aux
carboxypénicillines dont la ticarcilline

- aadA2 (cf supra)

Région 3'CS

Région 5'CS > aacAd4

Figure 21 : réseau de cassettes porté par I'intégron des souches R5, R6 et R7 (Patient C)

I11.3.1.4. Patient D
Les souches R8, R9 et R12 issues du patient D possédent toutes les trois 3 intégrons.

L’intégron 1) est un intégron dont la région 5°CS, tronquée au niveau du site attl, est suivie
d’'une région 3'CS, tronquée également, comportant le géne sull sans qu’il ne soit précédé
par le géne gacEAl (Figure 22).

L’intégron 2) est un intégron « vide », ne possédant pas de réseau de cassette (Figure 22).

L’intégron 3) posséde un réseau de 642 pb composé de la cassette aacA31 dont le gene code
une aminoside-acétyltransférase conférant une résistance a la kanamycine, la tobramycine, la
nétilmicine, la gentamicine et 'amikacine (Figure 22).
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Intégron 1) Aattll sull
Intégron 2) Région 5'CS Région 3'CS
Intégron 3) Région 5'CS aacA31 Région 3'CS

Figure 22 : réseaux de cassettes portés par les intégrons de souches R8, R9 et R12 (Patient D)

I11.3.1.5. Patient E

Les souches R10, R11 et R13 issues du patient E possédent toutes les trois un intégron dont
le réseau de cassettes est identique. Il s’agit d’'un réseau de 1743 pb composé de 3 cassettes
(Figure 23) :

- aadB dont le géne code une aminoside-nucléotidyltransférase conférant une résistance a la
kanamycine, la tobramycine et la gentamicine.

- gcuE6 dont le géne code une protéine de fonction encore inconnue et dont I'orf se termine
dans la cassette suivante

- aadAl11 dont le géne code une aminoside-nucléotidyltransférase conférant une résistance a
la streptomycine et a la spectinomycine.

Région 5'CS Région 3'CS

Figure 23 : réseau de cassettes porté par I'intégron des souches R10, R11 et R13 (Patient E)
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111.3.1.6. Patient F
Les souches R14, R15 et R16 issues du patient F possédent toutes les trois 2 intégrons.
L’intégron 1) posséde un réseau de 1343 pb composeé de 2 cassettes (Figure 24) :

- aacA56 dont le géne code une aminoside-acétyltransférase conférant une résistance a la
kanamycine, la tobramycine, la nétilmicine, la gentamicine et 'amikacine

- aadB (cf supra)
L’intégron 2) posséde un réseau de 2340 pb composé de 2 cassettes (Figure 24) :

- dfrB5 dont le géne code une dihydrofolate réductase conférant une résistance au
triméthoprime

-aadB (cf supra) dont le site attC est partagé en deux par une séquence d’insertion ISPa62.
Cette séquence est un élément génétique de 1382 pb capable de se transposer d’elle-méme
d’un endroit du génome a un autre. Au sein de notre réseau, elle se situe en sens inverse des

cassettes.
Intégron 1) Région 5'CS Région 3'CS
Intégron 2) Région 5°CS Région 3'CS

Figure 24 : réseaux de cassettes portés par les intégrons des souches R14, R15 et R16 (Patient F)

I11.3.2. Souches isolées de patients atteints de mucoviscidose

[1.3.2.1. Patient PH

Les souches PH et PH 41 issues du patient PH possédent toutes deux 2 intégrons.
L’intégron 1) posséde un réseau de 2539 pb composé de 3 cassettes (Figure 25) :

- aacA4 (cf supra)
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- blacars-2 (cf supra)

- aadA2 (cf supra)

L’intégron 2) posséde un réseau de 3143 pb composeé de 3 cassettes (Figure 25) :

- aacA4 (cf supra)

- cmIB dont le géne code une pompe d’efflux conférant une résistance au chloramphénicol

- blaoxa-s dont le géne code une B-lactamase de classe D a spectre étroit conférant une
résistance a toutes les pénicillines y compris en association avec un inhibiteur de f-
lactamases, ainsi qu’aux céphalosporines de premiére génération.

Intégron 1) Région 5°CS Région 3'CS

Intégron 2) Région 5'CS Région 3'CS

NSNS

Figure 25 : réseaux de cassettes portés par les intégrons des souches PH et PH41 (Patient PH)

[1.3.2.2. Patient MM

Les souches MM23, MM32, MM41 et MM49 issues du patient MM possédent toutes les quatre
un intégron dont le réseau de cassettes est identique. Il s’agit d’'un réseau de 640 pb composé
de la cassette aacA4 (Figure 26).
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Région 5'CS aacA4 Région 3'CS

Figure 26 : réseau de cassettes porté par I'intégron des souches MM23, MM32, MM41 et MM49
(Patient MM)

111.3.2.3. Patient LL

Les souches LL20, LL22 et LL26 issues du patient LL possedent toutes les trois un intégron
dont le réseau de cassettes est identique. Il s’agit d’'un réseau de 3251 pb composé de 4
cassettes (Figure 27) :

- gacH dont le géne code une pompe d’efflux conférant une résistance aux ammoniums
guaternaires

- aadB (cf supra)
- cmIA10 dont le géne code une pompe d’efflux conférant une résistance au chloramphénicol

- aadA2 (cf supra)

Région 5°CS Région 3'CS

Figure 27 : réseau de cassettes porté par I'intégron des souches LL20, LL22 et LL26 (Patient LL)

I1.3.2.4. Patient MMy

Les souches MMy5, MMy9 et MMy11 issues du patient MMy possédent toutes les trois 2
intégrons.

L’intégron 1) posséde un réseau de 861 pb composé de la cassette aadA7 dont le géne code
une aminoside-nucléotidyltransférase conférant une résistance a la streptomycine et la
spectinomycine (Figure 28).

L’intégron 2 posséde un réseau de 1467 pb composé de 2 cassettes :

- blaoxa-10 dont le gene code une B-lactamase de classe D a spectre étroit conférant une
résistance a toutes les pénicillines y compris en association avec un inhibiteur de pB-
lactamases, ainsi qu’aux céphalosporines de premiére génération
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- aacA4 (cf supra)

Intégron 1)

Région 5'CS

Intégron 2)

Région 5'CS

Figure 28 : réseaux de cassettes portés par les intégrons des souches MMy5, MMy9 et MMy11

lIl.4. Recherche des différents variants du promoteur Pc

(Patient MMy)

I11.4.1. Souches issues de patient de Réanimation

Région 3'CS

Région 3'CS

Les variants de Pc pour chaque intégron de chacune des souches issues des patients intubés

ventilés en Réanimation sont exposés dans le Tableau 7.

On ne constate pas de modification du variant de Pc pour un méme intégron chez un méme

patient.

59



Tableau 7 : Variants de Pc pour chaque intégron de chacune des souches issues des patients de

Réanimation
Souches Variants de Pc
R1 PcH1
R2 PcH1
R3 PcW
R4 PcW
R5 PcWren-10
R6 PcWren-10
R7 PcWren-10
R8 Intégron 1) : PcH1 Intégron 2) : PcH1 Intégron 3) : PcW
R9 Intégron 1) : PcH1 Intégron 2) : PcH1 Intégron 3) : PcW
R12 Intégron 1) : PcH1 Intégron 2) : PcH1 Intégron 3) : PcW
R10 PcW
R11 PcW
R13 PcW
R14 Intégron 1) : PcH1 Intégron 2) : PcH1
R15 Intégron 1) : PcH1 Intégron 2) : PcH1
R16 Intégron 1) : PcH1 Intégron 2) : PcH1

PcH1 : Pc hybride 1. PcW : Pc Weak. PcWren-10 : Pc Weak avec un motif TGN dans la boite -10.

I11.4.2. Souches issues de patients atteints de mucoviscidose

Les variants de Pc pour chaque intégron de chacune des souches issues des patients atteints
de mucoviscidose sont exposés dans le Tableau 8.

On ne constate pas de modification du variant de Pc pour un méme intégron chez un méme
patient.
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Tableau 8 : Variants de Pc pour chaque intégron de chacune des souches issues des patients atteints
de mucoviscidose

Souches Variants de Pc
PH Intégron 1) : PcWren-10 Intégron 2 : PcS

PH41 Intégron 1) : PcWren-10 Intégron 2 : PcS
MM23 PcS

MM32 PcS

MMA41 PcS

MMA49 PcS

LL20 PcH1

LL22 PcH1

LL26 PcH1

MMy5 Intégron 1) : PcW Intégron 2) : PcH1
MMy9 Intégron 1) : PcW Intégron 2) : PcH1
MMy11 Intégron 1) : PcW Intégron 2) : PcH1

PcH1 : Pc hybride 1. PcW : Pc Weak. PcWren-10 : Pc Weak avec un motif TGN dans la boite -10.
PcS : Pc Strong

[ll.5. Etude de la clonalité des souches

l11.5.1. Sérotypage

Les sérotypes correspondant & chacune des souches sont listés dans les Tableaux 9 et 10.
Les souches R1 et R2 appartiennent au sérotype O6.

Les souches R3 et R4 appartiennent au sérotype 011, ainsi que les souches R10, R11 et R13.
Les souches R5, R6 et R7 appartiennent au sérotype O12.

Les souches R8, R9 et R12 appartiennent au sérotype O4, ainsi que les souches R14, R15 et
R16.

Les souches PH et PH41 appartiennent au sérotype O12.
Les souches MM23, MM32, MM41 et MM49 appartiennent au sérotype O11.
Les souches LL20, LL22 et LL26 appartiennent au sérotype O6.

Les souches MMy5, MMy9 et MMy11 appartiennent au sérotype O10.
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Tableau 9 : Sérotype correspondant a chaque souche issue des patients de Réanimation

Souches Sérotypes
R1 06
R2 06
R3 011
R4 011
R5 012
R6 012
R7 012
R8 04
R9 04

R12 04
R10 011
R11 011
R13 011
R14 04
R15 04
R16 04

Tableau 10 : Sérotype correspondant a chaque souche issue des patients atteints de mucoviscidose

Souches Sérotypes
PH 012
PH41 012
MM23 011
MM32 011
MM41 011
MM49 0o11
LL20 06
LL22 06
LL26 06
MMy5 010
MMy9 010
MMy11 010
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[11.5.2. Multilocus Sequence Typing

Les résultats du MLST sont exprimés pour chacune des souches dans les Tableaux 11 et 12.

Tableau 11 : Résultats du Multilocus Sequence Typing (MLST) pour les souches issues des patients
de Réanimation

Souches Alleles Sequence types
R1 acs_39 aro_5 gua_11 |mut_28 |nuo_4| pps_4 | trp_63(99,77%) ST379?
R2 acs_39 aro_5 gua_11 |mut_28 |nuo_4| pps_4 | trp_63(99,77%) ST 379?
R3 acs_172 aro_11 gua_3 mut_13|nuo_1| pps_2 trp_4 ST 235
R4 acs_172 aro_11 gua_3 |mut_13 |nuo_1| pps_2 | trp_201(99,32%) ST 235?
R5 acs_152 (99,49%) aro_105 gua_5 | mut_4 |nuo_4| pps_4 trp_3(99,77%) ST111?
R6 acs_17 aro_105 gua_ 5 | mut_ 4 |nuo_4| pps_4 trp_3(99,77%) ST1117?
R7 acs_17 aro_105 gua_ 5 | mut_ 4 |nuo_4| pps_4 trp_3(99,77%) ST1117?
R8 acs_28 aro_22 gua_5 | mut_3 |nuo_3| pps_14 trp_19 ST 175
R9 acs_28 aro_22 gua_5 | mut_3 |nuo_3| pps_14 | trp_19(99,77%) ST1757?

R12 acs_28 aro_22 gua_5 | mut_3 |nuo_3| pps_14 trp_19 ST 175

R10 acs_172 aro_11 gua_3 [mut_13|nuo_1| pps_2 | trp_201 (99,32%) ST2357?
R11 acs_172 aro_11 gua_ 3 |mut_13 |nuo_ 1| pps_2 | trp_201 (99,32%) ST 235?
R13 acs_172 aro_11(99,8%) | gua_ 3 |mut_13 |nuo_1| pps_2 trp_4 ST 235?
R14 acs_17 aro_125(40,66%) |gua_26 | mut_3 |nuo_4| pps_4 | trp_26(99,77%) ST 654 ?
R15 acs_17 aro_268 (68,47%) |gua_26 | mut_3 |nuo_4| pps_4 trp_26 ST 654 ?
R16 acs_17 aro_5 gua_26 | mut_3 |nuo_4| pps_4 | trp_26(99,77%) ST 654 ?

acs : gene de I'acétylcoenzyme-A synthétase. aro : géne de la shikimate déshydrogénase. gua : géne

de la GMP synthétase. mut : enzyme MutL de réparation de 'ADN. nuo : géne de la NADH

déshydrogénase |. pps : géne de la phosphoenol-pyruvate synthétase. trp : géne du composant | de
I'anthralite synthétase
Lorsqu’un alléle n’avait pas été identifié avec 100% d’homologie, le pourcentage d’homologie est
indiqué entre parenthéses en gras.
Lorsqu’un alléle n’avait pas été identifié avec 100% de couverture, le pourcentage de couverture est
indiqué entre parenthéses en italique.
Lorsqu’un sequence type n’avait pu étre déterminé avec certitude, le sequence type le plus proche
était indiqué suivi d’un point d’interrogation.
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Tableau 12 :

atteints de mucoviscidose

Résultats du Multilocus Sequence Typing (MLST) pour les souches issues des patients

Souches Alléles Sequence types
PH acs_17 aro_ 5 gua_5 mut_4 nuo 4 | pps_4 trp_3 ST 111
PH41 acs_17 aro_ 5 gua_5 mut_4 nuo 4 | pps_4 trp_3 ST 111
MM23 | acs_172 aro_11 gua_3 mut_13 nuo_1 | pps_2 |trp_4(99,77%) ST235?
MM32 | acs_172 aro_11 gua_3 mut_13 nuo_1 | pps_2 trp_4 ST 235
MM41 | acs_172 aro_11 gua_3 mut_13 nuo_1 | pps_2 trp_4 ST 235
MMA49 | acs-172 aro_11 gua_3 mut_13 nuo_1 | pps_2 trp_4 ST 235
LL20 acs_6 aro_5 gua 11| mut _1(99,36%) | nuo 1 |pps_12|trp_1(99,77%) ST395?
LL22 acs_6 aro_5 gua_11 mut_1 nuo_1 | pps_12 trp_1 ST 395
LL26 acs_6 aro_5 gua_11 mut_1 nuo_1 | pps_12 trp_1 ST 395
MMy5 acs_4 | aro_214(61,84%) | gua_16 mut_12 nuo_1 | pps_6 trp_3 ST 253?
MMy9 acs_4 aro_4 gua_16 mut_12 nuo_1 | pps_6 trp_3 ST 253
MMyl1l acs_4 aro_93(27,91%) |gua_16 mut_12 nuo_1 | pps_6 trp_3 ST 253?

acs : géne de I'acétylcoenzyme-A synthétase. aro : gene de la shikimate déshydrogénase. gua : gene

de la GMP synthétase. mut : enzyme MutL de réparation de 'ADN. nuo : géne de la NADH

déshydrogénase |. pps : géne de la phosphoenol-pyruvate synthétase. trp : géne du composant | de

I'anthralite synthétase

Lorsqu’un alléle n’avait pas été déterminé avec 100% d’homologie, le pourcentage d’homologie est
indiqué entre parenthéses en gras.
Lorsqu’un alléle n’avait pas été identifié avec 100% de couverture, le pourcentage de couverture est

indiqué entre parenthéses en italique.

Lorsqu’un sequence type n’avait pu étre déterminé avec certitude, le sequence type le plus proche
était indiqué suivi d’'un point d’interrogation.

[11.5.3. Construction des arbres phylogénétiques

L’arbre phylogénétique des souches issues de patients intubés ventilés en Réanimation se
trouve en Figure 29.

On peut constater que les différentes souches de Pseudomonas aeruginosa isolées d’un
méme patient appartiennent au méme clone.

Ces clones sont la plupart du temps différents d’'un patient a l'autre, excepté en ce qui
concerne les patients B et E : en effet, les souches R3, R4, R10, R11 et R13 appartiennent a
un méme clone.
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Figure 29 : arbre phylogénétique des souches issues des patients de Réanimation
PaO1l : souche de référence

L’arbre phylogénétique des souches issues de patients atteints de mucoviscidose se trouve

en Figure 30.

On peut constater que les différentes souches de Pseudomonas aeruginosa isolées d’un

méme patient appartiennent au méme clone.

Ces clones sont tous différents d’un patient a l'autre.
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Figure 30 : arbre phylogénétique des souches issues des patients atteints de mucoviscidose
PaOL1 : souche de référence

lll.6. Les génes de résistance acquis hors réseaux de cassettes d’intégrons
[11.6.1. Souches issues de patients de Réanimation

Les génes de résistance acquis de facon extrinséque en dehors des réseaux de cassettes
d’intégrons pour les souches de patients intubés ventilés en réanimation sont listés dans le
Tableau 13.

Les souches R1 et R2 comportent le géne fosA codant une glutathion-transférase conférant
une résistance a la fosfomycine, de méme que les souches R3 et R4, les souches R5, R6 et
R7, et les souches R8, R9 et R12.

Les souches R10, R11 et R13 ne comportent aucun gene de résistance acquis hors réseau
de cassettes d’intégron.
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Les souches R14, R15 et R16 comportent le gene fosA, ainsi que les genes strA et strB codant
une aminoside-phosphotransférase conférant une résistance a la streptomycine, mais
également le géne tetA codant une pompe d’efflux conférant une résistance a la tétracycline
et a ses dérivés.

On constate que les génes de résistance acquis hors réseaux de cassettes d’intégrons ne
varient pas chez un méme patient.

Tableau 13 : Génes de résistance acquis en dehors des réseaux de cassettes d’intégrons pour les
souches issues de patients de Réanimation.

Souches Geénes de résistance acquis hors réseaux de cassettes
R1 fosA / / /
R2 fosA
R3 fosA / / /
R4 fosA / / /
R5 fosA / / /
R6 fosA / / /
R7 fosA / / /
RS fosA / / /
R9 fosA / / /

R12 fosA / / /
R10 / / / /
R11 / / / /
R13 / / / /
R14 fosA StrA strB tetA
R15 fosA StrA strB tetA
R16 fosA StrA strB tetA

111.6.2. Souches issues de patients atteints de mucoviscidose

Les genes de résistance acquis de facon extrinseque en dehors des réseaux de cassettes
d’intégrons pour les souches issues de patients atteints de mucoviscidose sont listés dans le
Tableau 14.

Les souches PH et PH41 comportent le géne fosA. Il en va de méme pour les souches MM23,
MM32, MM41 et MM49.
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Les souches LL20, LL22 et LL 26 comportent les génes fosA, strA, strB, ainsi que le gene tetC
codant une pompe d’efflux codant une résistance a la tétracycline et a ses dérivés.

Les souches MMy5, MMy9 et MMy11 comportent le géne fosA, ainsi que le géne cmx codant
une pompe d’efflux conférant une résistance au chloramphénicol, le gene mph(E) codant une
macrolide-phosphotransférase conférant une résistance aux macrolides, et le géne msr(E)
codant une pompe d’efflux conférant une résistance a I'érythromycine et a la streptogramine
B.

Tableau 14 : Génes de résistance acquis en dehors des réseaux de cassettes d’intégrons pour les
souches issues de patients atteints de mucoviscidose.

Souches Geénes de résistance acquis hors réseaux de cassettes
PH fosA / / /
PH41 fosA / / /
MM23 fosA / / /
MM32 fosA / / /
MM41 fosA / / /
MM49 fosA / / /
LL20 fosA StrA strB tetC
LL22 fosA StrA strB tetC
LL26 fosA StrA strB tetC
MMy5 fosA cmx mph(E) msr(E)
MMy9 fosA cmx mph(E) msr(E)
MMy11 fosA cmx mph(E) msr(E)
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IV. Discussion

Notre étude avait pour objectif principal la recherche de réarrangements de cassettes au sein
de réseaux de cassettes d’intégrons de classe 1 chez un méme patient au cours du temps.
Les objectifs secondaires étaient 'analyse des variants du promoteur Pc, la détermination des
caractéristiques clonales des différentes souches de Pseudomonas aeruginosa, et I'étude des
génes de résistance acquis de fagon extrinséque, en dehors des réseaux de cassettes
d’intégrons.

Comme exposé dans les résultats, nous ne sommes pas parvenus a mettre en évidence des
mouvements de cassettes au sein des intégrons de classe 1 chez un méme patient au cours
du temps. De méme, nous n’avons pu démontrer aucun changement au sein des promoteurs
de cassettes Pc. De tels résultats tendraient a montrer que les intégrons de classe 1 sont des
structures génétiques d’une grande stabilité in vivo, et ce méme dans un contexte de forte
pression de sélection antibiotique. Pour réaliser ce travail, nous avons choisi de nous
conformer autant que possible au seul article ayant décrit des réarrangements de cassettes in
vivo 10 : ainsi, nous nous sommes intéressés exclusivement a des souches de Pseudomonas
aeruginosa isolées de prélévements respiratoires provenant de patients dont le recrutement
était hospitalier (hospitalisation compléte ou hospitalisation de jour). Nous avons sélectionné
d’'une part des souches issues de patients hospitalisés en Réanimation Polyvalente, dans un
contexte infectieux aigu, et d’autre part des souches issues de patients suivis au long cours
dans le cadre d’'une mucoviscidose, dans un contexte de colonisation chronique avec des
épisodes d’exacerbations infectieuses. Le choix de se focaliser sur des souches de
Pseudomonas aeruginosa isolées de prélévements respiratoires résidait aussi dans le fait que
ces souches sont conservées sur le long terme par le laboratoire de Bactériologie-Virologie-
Hygiéne de notre établissement. |l pourrait étre pertinent d’élargir cette étude a d’autres
espéces bactériennes, d’autres sites de prélévements, d’autres profils de patients, etc. D’autre
part, contrairement aux travaux dont nous nous sommes inspirés, notre étude ne comptait
aucun patient ayant recu une antibiothérapie par métronidazole, seul antibiotique a ce jour
capable d’induire in vivo des mouvements de cassettes d’intégrons via la réponse SOS. Une
approche intéressante consisterait a sélectionner uniquement des patients ayant recu une
antibiothérapie par métronidazole, ou encore un ou des antibiotique(s) connus pour
déclencher in vitro l'activité de lintégrase Intl1 via la réponse SOS. En outre, conduire une
étude de facon prospective permettrait de ne pas se limiter aux collections de souches
conservées mais d’investiguer également des mouvements de cassettes au sein d’espéces
autres que Pseudomonas aeruginosa, telles que des espéces appartenant a la famille des
entérobactéries. Par ailleurs, au sein des génomes de cette étude, nous n’avons rencontré
que des intégrons de classe 1, ce qui n’est pas surprenant car ce sont les plus courants en
pratique clinique. Effectuer un tel travail au sein des intégrons de classe 2 ne serait pas aussi
rentable car leur intégrase est souvent non-fonctionnelle & et leur réseau de cassettes trés
stéréotypé . De méme, envisager une étude comparable au sein d’intégrons de classe 3 ne
serait pas pertinent au vu de leur présence exceptionnelle chez ’'Homme ; c’est en effet dans
les prélévements environnementaux que la prévalence de cette classe d’intégrons est la plus
élevée®’. Une autre approche, en complément de I'étude des génes de résistance acquis par
transferts horizontaux, consisterait a rechercher d’éventuelles mutations de génes de
résistance constitutifs de Pseudomonas aeruginosa (ou de leurs régulateurs) : ampC, mexAB-
OprM, mexXY-OprM, oprD ou encore gyrA et parC. Cela permettrait possiblement d’élucider
certaines modifications de phénotypes de résistance au cours du temps. Enfin, notre travail a

69



porté sur une partie du résistome ('ensemble des génes de résistance aux antibiotiques) de
Pseudomonas aeruginosa ; une autre réflexion pertinente serait I'étude de 'ensemble des
géenes codant les supports de la virulence (le virulome) de cette espece, afin de rechercher
d’éventuels genes ou mutations pouvant possiblement expliquer la survenue d’un tableau
clinique brutal et sévére ou au contraire I'existence d’'une colonisation prolongée a bas bruit.

Parmi les réseaux de cassettes que nous avons caractérisés, les cassettes mises en évidence
sont toutes fréquemment rencontrées au sein des intégrons de classe 1 °. On notera que tous
les intégrons de notre étude possédant un réseau de cassettes comportent au moins une
cassette hébergeant un géne de résistance aux aminosides ; cela pourrait étre expliqué par le
fait que 'usage des aminosides est fréquent en milieu hospitalier, a fortiori en contexte de prise
en charge réanimatoire (voie intra-veineuse), ainsi qu’en contexte de colonisation respiratoire
chronique a Pseudomonas aeruginosa (voie inhalée).

Si certaines de ces cassettes n’ont pas de répercussion sur le phénotype de résistance de la
souche qui les héberge, d’autres peuvent expliquer par leur présence une partie des
résistances mises en évidence sur l'antibiogramme de la souche intéressée. Ainsi, les
cassettes aadA, dfr et cml/cat n'ont pas de traduction phénotypique car Pseudomonas
aeruginosa est naturellement résistant respectivement a la streptomycine/spectinomycine, au
triméthoprime et au chloramphénicol. En revanche, la cassette blaoxa« détectée chez les
souches R1 et R2 du patient A concorde avec la résistance des deux souches aux pénicillines
y compris associées a des inhibiteurs de B-lactamases. Quant a la résistance de ces deux
souches au céfépime, elle ne peut étre expliquée par le contenu du réseau de lintégron de
classe 1; il en va de méme pour le caractére intermédiaire de la souche R2 vis-a-vis de
laztréonam, ces deux résistances étant probablement imputables a des surexpressions de
pompes d’efflux. En ce qui concerne les souches R3 et R4 du patient B, la cassette catB10
n‘entraine pas de répercussion phénotypique ; a contrario, la cassette aacA4 explique
probablement la résistance a la tobramycine, a la nétimycine et a la gentamicine. Il est toutefois
surprenant de constater que ces deux souches sont sensibles a 'amikacine alors que le géne
aacA4 est censé apporter une résistance a cet aminoside ; le niveau d’expression conféré est
probablement trop faible pour catégoriser cette souche comme résistante sur le plan de la
catégorisation clinique. Les autres résistances de ces deux souches ne peuvent étre
expliquées par la seule présence de ce réseau catB10-aacA4. En particulier, 'apparition chez
R4 d’une résistance aux carbapénémes aprés administration d’une antibiothérapie par
imipénéme pourrait résulter d’'une mutation du géne oprD qui code la porine permettant 'entrée
de l'antibiotique dans la bactérie. Concernant les souches R5, R6 et R7 du patient C, la
présence de la cassette aacA4 peut expliquer la résistance a tous les aminosides. La présence
de la cassette blacars-2 peut étre tenue pour responsable de la résistance a la ticarcilline ;
néanmoins il N’en va pas de méme pour les résistances a d’autres p-lactamines et aux
fluoroquinolones. Concernant les souches R8, R9 et R12 du patient D, la présence de la
cassette aacA4 concorde avec la résistance a la gentamicine et a la tobramycine ; toutefois,
comme pour R3 et R4, il a été constaté pour ces trois souches une sensibilité a 'amikacine
malgré la présence d’'une telle cassette. En ce qui concerne les souches R10, R11 et R13 du
patient E, la cassette aadB concorde tout a fait avec le phénotype de résistance aux
aminosides épargnant lamikacine. Les résistances aux pénicillines seules et en association,
aux céphalosporines, aux quinolones et le caractére intermédiaire a I'aztréonam, puisque non
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attribuables aux cassettes d’intégrons ou a d’autres génes acquis de fagon extrinséque,
pourraient résulter de mutations de génes constitutifs ou de leurs régulateurs. L’apparition
chez R13 d’'une résistance aux carbapénémes a la suite d’'une antibiothérapie par imipénéme
pourrait étre consécutive a une mutation du géne oprD. Concernant les souches R14, R15 et
R16 du patient F, les cassettes aacA56 et aadB peuvent étre reliées au phénotype de
résistance a la totalité des aminosides. Concernant les souches PH et PH41 du patient PH, la
détection de la cassette aacA4 concorde avec la résistance a tous les aminosides testés ; de
plus la cassette blaoxa-s peut étre rattachée a la résistance de ces souches aux pénicillines, y
compris associées a des inhibiteurs de B-lactamases. En revanche, ces cassettes ne peuvent
étre mises en cause dans la résistance de ces souches aux quinolones ni dans le caractéere
intermédiaire a l'imipénéme. Concernant les souches MM23, MM32, MM41 et MM49 du
patient MM, la cassette aacA4 peut expliquer la résistance a tous les aminosides testés. En
ce qui concerne les souches LL20, LL22 et L26 du patient LL, il est impossible d’apprécier
limpact de la cassette gacH par un antibiogramme, car les ammoniums quaternaires ne sont
pas des antibiotiques mais des composants présents dans les désinfectants. La présence de
la cassette aadB concorde tout a fait avec le phénotype de résistance aux aminosides de LL20
et LL26 ; cependant il est surprenant de constater que la souche LL22 est résistante a
amikacine en plus des autres aminosides. Concernant les souches MMy5, MMy9 et MMy11
du patient MMy, la cassette aacA4 peut étre logiqguement rattachée a la résistance a tous les
aminosides testés. L’apparition chez MMy11 d'une résistance aux quinolones aprés une
antibiothérapie par ciprofloxacine pourrait quant a elle provenir d’'une mutation des génes gyrA
et parC.

D’autre part, il est intéressant de souligner que certains réseaux de cassettes rencontrés dans
notre étude constituent des assemblages inédits. En effet, les réseaux suivants n’ont jamais
été répertoriés tels quels dans la Genbank ® :

aacA4-cmiB-blaoxa-s (intégron 2) des souches PH et PH41),
aadA2-blaoxa-4-cmIAL (intégron des souches R1 et R2),
aacA4-blacars-2-aadA2 (intégron des souches R5, R6 et R7),
dfrB5-aadB-ISPa62 (intégron 2) des souches R14, R15 et R16).

Ce dernier réseau possede une particularité notable par rapport aux autres réseaux mis en
évidence dans notre étude : l'interruption du site attC d’'une cassette aadB par une séquence
d’insertion ISPa62. Les IS (insertion sequences) sont des éléments génétiques capables de
se transposer de fagon autonome d’'un endroit du génome a un autre grace a une enzyme
appelée transposase . ISPa62 a été fréquemment répertoriée au sein de génomes de
souches de Pseudomonas aeruginosa. L’association d’'une IS et d’'un intégron est loin d’étre
exceptionnelle & ; néanmoins l'interruption du site attC par une IS est moins classique. En ce
qui concerne le réseau caractérisé dans notre travail, I'explication réside dans le fait qu’'ISPa62
appartient a la famille des IS110 et au sous-groupe des I1IS1111, qui posséde une forte affinité
pour les structures secondaires en tige-boucle *°, or les sites attC constituent un exemple de
structure en tige-boucle.
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Tous les autres réseaux de cassettes avaient déja été répertoriés, et ce au sein de diverses
espéces bactériennes dont Pseudomonas aeruginosa. Le réseau aadB-gcuE6-aadAll porté
par I'intégron des souches R10, R11 et R13 comporte une cassette dont 'orf se termine dans
la cassette suivante et code une protéine de fonction inconnue. Cette catégorie de cassettes,
appelées gcu (gene cassettes of unknown function), est généralement plus courte (300 a 400
pb) que les cassettes hébergeant des genes de résistance aux antibiotiques. On recense a ce
jour plus de 60 gcu . Par ailleurs, nous avons mis en évidence deux intégrons de classe 1
plus « atypiques », qui ne comportaient pas de réseau de cassette, tous deux portés par les
souches R8, R9 et R12. Le premier est un intégron dont la région 5’CS est interrompue au
niveau du site attll par une région 3'CS elle-méme tronquée car ne comportant que le gene
sull. Un tel intégron a été répertorié a plusieurs reprises au sein de génomes de diverses
espéces bactériennes dont Pseudomonas aeruginosa et des bactéries a Gram positif ; il est
trés probablement dans l'incapacité d’intégrer des cassettes, ne possédant pas de site attll
fonctionnel °X. Pour notre étude, nous avons pu étudier la séquence nucléotidique en aval de
cet intégron ; il s’avere que celle-ci est constituée d’une séquence d’insertion 1S6100. Une
association semblable a été constatée a deux reprises sur le chromosome de souches de
Pseudomonas aeruginosa (accession numbers : CP029090 et KY860573). Le deuxiéme
intégron « atypique » est un intégron vide, comportant une région 5’CS entiére et donc trés
probablement fonctionnelle, directement suivie d’'une région 3'CS entiére. Un tel intégron a été
répertorié a plusieurs reprises au sein de génomes de souches de Pseudomonas aeruginosa ;
la fonction de ce type d’intégrons n’est pas encore clairement établie, ils joueraient
probablement un réle de « réservoir » %, préts par exemple a intégrer rapidement des
cassettes de résistance lors du déclenchement de la réponse SOS par lintroduction d’'un
antibiotique dans 'environnement.

L’analyse des différents variants du promoteur Pc montre une importante diversité de ceux-ci
au sein des intégrons de notre étude. Seul le PcH2 n’a pas été mis en évidence, mais il s’agit
du variant le moins fréquemment rencontré °. Il ne semble pas exister, pour les intégrons
retrouvés dans notre étude, de corrélation entre la longueur du réseau et la force relative du
variant de Pc.

L’étude des génes de résistance acquis de fagon extrinséque hors réseaux de cassettes
d’intégrons a révélé une diversité intéressante. On note toutefois une forte prévalence du géne
fosA (25 souches sur 28), qui, du reste, ne va pas toujours de pair avec un phénotype clinique
de résistance a la fosfomycine (cf. patient A, patient LL, patient MMy). |l est surprenant de
constater la présence des génes cmyx, tet, strA/strB, et msr/mph conférant des résistances
respectives au chloramphénicol, aux cyclines, a la streptomycine et aux macrolides, qui sont
des résistances déja présentes naturellement chez Pseudomonas aeruginosa, et plus
généralement retrouvées chez des bactéries a Gram positif. A noter que notre travail retrouvait
dans 'ensemble une grande stabilité de ces génes chez un méme patient au cours du temps.

L’étude des caractéristiques clonales des différentes souches a montré qu'il n’existe qu’un
seul clone bactérien pour chaque patient. La détermination du sérotype était insuffisante pour
explorer une clonalité, certaines souches non clonales ayant des sérotypes identiques
(souches des patients D et F de méme sérotype O4). La techniqgue MLST a permis
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d’approfondir davantage les explorations, toutefois un nombre important des donnes générées
par cette méthodes manquait de fiabilité, notamment en ce qui concerne la détermination des
alleles du géne de la shikimate déshydrogénase (aro) et du géne du composant | de I'anthralite
synthétase (trp), avec des insuffisances d’homologie ou de couverture. En effet, la
détermination du MLST, habituellement réalisée par un séquencage Sanger, implique un
séquencage parfait des 7 genes de ménage, ce qui ne peut étre assuré avec la méme qualité
par un séquencage type NGS ou des erreurs de séquencage, liées notamment aux
homopolyméres, peuvent survenir. Le Gold Standard pour déterminer la clonalité des
différentes souches fut donc la construction d’arbres phylogénétiques, qui présente I'avantage
d’intégrer dans la comparaison des souches l'intégralité des génomes, contrairement au
MLST. Concernant les souches issues de patients atteints de mucoviscidose, on observait un
seul clone bactérien par patient; et il s’agissait de clones différents entre les patients.
Concernant les souches de patients hospitalisés en Réanimation, on observait un seul clone
bactérien par patient ; cependant deux patients étaient porteurs d'un méme clone : le patient
B et le patient E. Aprés analyse des dossiers médicaux et des séjours de ces patients, il est
apparu qu’ils avaient été hospitalisés dans deux box trés proches au sein du service de
Réanimation Polyvalente a environ 6 mois d’intervalle. Par conséquent, il aurait semblé
pertinent de recouper nos résultats d’analyses avec ceux obtenus lors de prélévements
environnementaux réalisés au niveau des surfaces et des points d’eau de ce box, afin d’établir
I'existence éventuelle d’'un clone de Pseudomonas aeruginosa présent au long cours dans ces
locaux, et de tenter d’en déterminer l'origine exacte pour I'éradiquer. Nous avons contacté
pour ce faire nos collégues Hygiénistes ; il s’avére que les souches issues de prélévements
de surfaces et de points d’eau ne sont pas conservées a titre systématique. Néanmoins, il
serait Iégitime d’effectuer de nouveau de tels prélévements ; en cas de mise en évidence d’'une
souche de Pseudomonas aeruginosa, la détermination de ses caractéristiques clonales et leur
comparaison a celles du clone retrouvé dans notre travail serait opportune. On peut également
imaginer que nous soyons en présence d’'un clone de Pseudomonas aeruginosa diffusant a
'échelle régionale voire nationale ; dans ce cas, le fait de retrouver ce clone chez deux patients
d’'un méme service serait tout simplement fortuit. Le fait que les souches de ces 2 patients
hébergent 2 intégrons différents constitue un argument en faveur de cette derniére hypothése,
allant a 'encontre d’'une simple transmission par un réservoir commun.

Notre étude présente des limites. Ainsi, le nombre de souches bactériennes et de patients
analysés était peu important (28 souches, 10 patients), de méme que la durée de suivi (12
jours au minimum, 27 mois au maximum). Il serait légitime d’envisager une étude comparable
a plus grande échelle, tant au plan des effectifs qu’au plan de la chronologie. D’autre part, les
données de notre étude ont été recueillies de facon rétrospective ; or une étude prospective
permettrait sans doute d’augmenter la fiabilité du recueil des données.

Il existe en outre des limites techniques et bioinformatiques propres au séquencage haut débit.
Le génome de Pseudomonas aeruginosa étant plus volumineux que celui d’autres espéeces
bactériennes, on ne peut exclure I'éventualité que certains des génomes de notre étude n’aient
pas été séquencés en totalité. Au vu des travaux de séquencage de génomes par NGS
réalisés antérieurement au laboratoire, nous avons estimé pouvoir grouper sur une méme
puce au maximum une quinzaine de génomes de 6 a 7 Mb. Nous avons donc utilisé deux
puces pour nos 28 souches. Les scores de profondeur que nous avons obtenus témoignent
d’'une qualité de séquencgage correcte ; cependant, dans l'idéal, ces scores auraient pu étre
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encore augmentés en utilisant 3 voire 4 puces. Cela aurait bien entendu engendré des colts
plus importants, c’est pourquoi nous n’avons volontairement pas choisi cette solution. Par
ailleurs, le logiciel MIRA permettant lassemblage des reads en contigs, bien qu’utilisant des
algorithmes complexes, peut générer des erreurs lors de 'assemblage qui sont difficiles a
détecter et a corriger par la suite. Nous avons choisi de faire appel au séquengage complet
des génomes de Pseudomonas aeruginosa plutét qu'a un séquencgage sélectif de certaines
régions du génome (réseaux de cassette, régions 5°CS, génes requis pour le MLST, ...) car,
bien que plus codteux, le NGS permet un gain de temps considérable et un accés plus
approfondi au patrimoine génétique des souches bactériennes. De plus, malgré la quantité
tres importante de données générées, il existe des logiciels ainsi que de nombreuses
plateformes en ligne permettant de trier efficacement ces données pour répondre a des
guestions précises.
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Conclusion

Ce travail n’a pas permis de mettre en évidence de mouvements de cassettes d’intégrons chez
un méme patient au cours du temps.

Néanmoins, nous avons pu valider un modele d’étude pertinent pour servir un tel objectif, tant
au plan technique qu’au plan bioinformatique. Il serait souhaitable de mener une étude
comparable a plus grande échelle, de facon prospective, portant sur une plus grande diversité
d’espéces bactériennes et de natures de prélévements.

De plus, nous avons caractérisé quatre réseaux de cassettes inédits au sein des intégrons de
classe 1; ces informations constituent une contribution intéressante aux données
épidémiologiques de cette classe d’intégrons.

Nous avons également découvert un clone de Pseudomonas aeruginosa qui pourrait provenir
d’un réservoir au sein de notre établissement hospitalier, ou méme diffuser a plus grande
échelle, et qui ouvre la voie a un travail collaboratif avec l'unité fonctionnelle d’Hygiéne
hospitaliere.

Dans le contexte actuel d’augmentation de la dissémination de l'antibiorésistance, il parait
crucial de recueillir autant de données que possible permettant de mettre en place des
stratégies de lutte afin de prévenir, ou du moins minimiser I'impact de cette menace majeure
sur la santé publique.
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Annexe 1. Contexte clinique et antibiothérapies du patient B

- Homme de 72 ans

- Hospitalisé en réanimation Polyvalente pour choc septique en post-opératoire immédiat d’'un
lavage de péritonite purulente sans Iésion étiologique retrouvée.

- Antécédents : ° Bronchopneumopathie obstructive chronique post-tabagique
° Hypertension artérielle
° Artériopathie oblitérante des membres inférieurs

° Arythmie compléte par fibrillation auriculaire
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Annexe 2. Contexte clinique et antibiothérapies du patient C

- Homme de 31 ans

- Hospitalisé en Réanimation Polyvalente pour arrét cardio-respiratoire en contexte de
neutropénie fébrile

- Antécédents : ° Retard mental séquellaire d’une rougeole avec méningo-encéphalite dans
l'enfance

° Greffe rénale sur glomérulonéphrite endocapillaire séquellaire d’une
rougeole dans I'enfance

° Lymphome B diffus a grandes cellules en cours de chimiothérapie (derniere
cure 12 jours avant admission)

° Colonisation respiratoire chronique connue a Pseudomonas aeruginosa
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Annexe 3. Contexte clinique et antibiothérapies du patient D

- Femme de 51 ans

- Hospitalisée en réanimation polyvalente pour insuffisance respiratoire aigué dans les suites
immeédiates d’'une ablation d’endoprothése bronchique gauche

- Antécédents : ° Pneumonectomie droite a la suite d’'une atrophie pulmonaire sur agénésie
de l'artére pulmonaire droite

° Trachéo-bronchomalacie sur syndrome post-pneumonectomie

° Pose d’endoprothése bronchique gauche
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Annexe 4. Contexte clinique et antibiothérapies du patient E

- Homme de 69 ans

- Hospitalisé en réanimation polyvalente pour choc septique sur bactériémie a Staphylococcus
aureus avec greffe pulmonaire et infection de matériel ostéo-articulaire

- Antécédents : ° Arthrodése T12-L5 sur sciatalgies invalidantes
° Fibrillation auriculaire paroxystique
° Deux embolies pulmonaires a bilan étiologique négatif

° Tabagisme sevré
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Annexe 5. Contexte clinique et antibiothérapies du patient F

- Homme de 64 ans

- Hospitalisé en Réanimation polyvalente pour choc cardiogénique sur communication inter-
ventriculaire

- Antécédents : ° HTA

° Dyslipidémie
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Annexe 6. Contexte clinique et antibiothérapies du patient MM

- Femme de 29 ans atteinte de mucoviscidose
- Suivie tous les 3 & 6 mois en alternance en consultations et en hospitalisations de jour

- Pas d’hospitalisation pour pathologie aigué durant la période des prélévements. Cures
d’antibiotiques IV a domicile et courte hospitalisation pour accouchement voie basse non
compliqué autour du 16/08/2015.

- Autre antécédent : allergie prouvée a I'amoxicilline, la ceftazidime et la ceftriaxone

> b‘ )
o NN NN N
oS WS P> @ O KX
o> o N & S L
YV ‘\’Qﬁ ®® Qrb‘\'eﬁe' @ '\6 S o 50 N \ R QQQQQ
~ S RCIR S R &L
Qb‘\q’@e& W\ P
&° @
< %O\)O
> > X &) ) G\ )
N N2\ N N N NN N
U © ‘U UGS S
o® A & & & @ FF @
N> U » e '|<\ o
| |
AZTREONAM IV AZTREONAM IV
TOBRAMYCINE IV _ TOBRAMY
- CINE IV

s par voie inhalée

92



Annexe 7. Contexte clinique et antibiothérapies du patient LL

- Jeune fille de 13 ans atteinte de mucoviscidose
- Suivie tous les 3 mois en alternance en consultations et en hospitalisations de jour

- Pas d’hospitalisation pour pathologie aigué durant la période des prélévements

- Pas d’autre antécédent notable
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Annexe 8. Contexte clinique et antibiothérapies du patient MMy

- Femme de 56 ans atteinte de mucoviscidose, en attente d’une greffe pulmonaire
- Suivie tous les 3 & 6 mois en alternance en consultations et en hospitalisations de jour

- Pas d’hospitalisation pour une pathologie aigué durant la période des prélévements

- Autres antécédents : ° Tuberculose pulmonaire

° Aspergillose pulmonaire
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Serment d’Hippocrate

En présence des maitres de cette école, de mes condisciples, je promets et je jure d’étre fidele
aux lois de 'nonneur et de la probité dans I'exercice de la médecine.

Je dispenserai mes soins sans distinction de race, de religion, d'idéologie ou de situation
sociale.

Admis a lintérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe, ma langue taira les
secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les moeurs ni a favoriser
les crimes.

Je serai reconnaissant envers mes maitres, et solidaire moralement de mes confreres.
Conscient de mes responsabilités envers les patients, je continuerai a perfectionner mon
savoir.

Si je remplis ce serment sans I'enfreindre, qu’il me soit donné de jouir de I'estime des hommes
et de mes condisciples, si je le viole et que je me parjure, puissé-je avoir un sort contraire.
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Résumé :

INTRODUCTION : Les intégrons de résistance sont des structures génétiques bactériennes capables
d’acquérir et d’exprimer des génes de résistance aux antibiotiques sous forme de cassettes ; portés par
des plasmides ou des transposons, ils jouent un rbéle majeur dans la dissémination de
I'antibiorésistance, notamment en médecine hospitaliére. L’objectif principal de cette étude était de
mettre en évidence d’éventuels réarrangements de cassettes au sein de réseaux de cassettes
d’intégrons chez un méme patient au cours du temps. Les objectifs secondaires étaient la détermination
des caractéristiques clonales des souches étudiées et I'analyse des génes de résistance acquis hors
réseaux de cassettes d'intégrons.

MATERIEL ET METHODES : Les génomes de 28 souches de Pseudomonas aeruginosa hébergeant
un ou plusieurs intégron(s) de classe 1, provenant de 10 patients du CHU de Limoges (6 patients intubés
sous ventilation mécanique, 4 patients atteints de mucoviscidose) ont été séquencés par séquencage
haut débit (NGS). Les réseaux de cassettes ont été caractérisés par analyse bioinformatique. La
détermination des caractéristiques clonales et la recherche de génes de résistance hors réseaux de
cassettes ont été effectuées via différentes plateformes en ligne.

RESULTATS : Nous n’avons pas mis en évidence de mouvement de cassettes d’intégrons au sein des
souches bactériennes provenant d’'un méme patient au cours du temps. Il n’a pas non plus été observé
de modification au sein des génes de résistance acquis hors réseaux de cassettes. Cependant, nous
avons découvert quatre réseaux de cassettes jamais décrit auparavant dans des intégrons de classe 1.
CONCLUSION : Notre étude n’a pas permis de démontrer I'existence de mouvements de cassettes au
sein de réseaux de cassettes d’intégrons in vivo, méme en situation de forte pression de sélection
antibiotique. Néanmoins notre travail valide une méthodologie technique et bioinformatique intéressante
et ouvre la voie a des études complémentaires dans le domaine de la génétique bactérienne et de
I’hygiéne hospitaliére.

Mots-clés : intégrons, cassettes, réarrangements, Pseudomonas aeruginosa, antibiorésistance
Abstract :

INTRODUCTION : Resistance integrons are genetic bacterial structures able to acquire and express
resistance genes embedded within cassettes ; carried by plasmids or transposons, they are key players
of antibiotic resistance spreading, especially in hospital medicine. The main goal of this study was to
show potential cassette rearrangements within integron cassette arrays from a single patient over time.
The secondary objectives were to determine the clonal characteristics of the strains we studied, and to
analyse acquired resistance genes apart from integron cassette arrays.

METHODS : Genomes from 28 Pseudomonas aeruginosa strains, harbouring one or several class 1
integron(s), isolated from 10 patients of the Limoges University Hospital Center (6 were intubated under
mechanical ventilation, 4 were suffering from cystic fibrosis), were sequenced using high-throughput
sequencing (NGS). The cassette arrays were characterised using a bioinformatics analysis. Determining
the clonal characteristics and searching for resistance genes apart from cassette arrays was performed
using several online platforms.

RESULTATS : We did not show any change in integron cassette arrays within bacterial strains from a
single patient over time. Neither did we observe any modification within resistance genes apart from
cassette arrays. However, we discovered four new cassette arrays that have never been described in
class 1 integrons before.

CONCLUSION : Our study could not demonstrate any change within integron cassette arrays in vivo,
even in situations of high antibiotic selection pressure. Though, our work validates an interesting
technical and bioinformatics methodology and paves the way to complementary studies in the field of
bacterial genetics and hospital hygiene.

Keywords : integrons, cassettes, rearrangements, Pseudomonas aeruginosa, antibiotic résistance



