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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 - 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974  : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981  : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989  : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997  : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003  : Professeur Abdelmajid BELMAHI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ
Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines

Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération

Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie

Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :
Février, Septembre, Décembre 1973

1. Pr. CHKILI Taieb Neuropsychiatrie
Janvier et Décembre 1976
2. Pr. HASSAR Mohamed Pharmacologie Clinique
Mars, Avril et Septembre 1980
3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie
Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie
Mai et Octobre 1981
5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie
6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
7. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie
8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation
. Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique
Mai et Novembre 1982
11. Pr. ABROUQ Ali* Oto-Rhino-Laryngologie
12. Pr. BENOMAR M’hammed Chirurgie-Cardio-Vasculaire
13. Pr. BENSOUDA Mohamed Anatomie
14. Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique
15. Pr. LAHBABI ¢p. AMRANI Naima Physiologie



Novembre 1983

16. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

17. Pr. BALAFREJ Amina

18. Pr. BELLAKHDAR Fouad

19. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
20. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21. Pr. BOUCETTA Mohamed*

22. Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
23. Pr. MAAOUNI Abdelaziz

24. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

25. Pr. NAJI M’Barek *

26. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985
27. Pr. BENJELLOUN Halima
28. Pr. BENSAID Younes
29. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
30. Pr. IHRAI Hssain *
31. Pr. IRAQI Ghali
Pr. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987
33. Pr. AJANA Ali
34. Pr. AMMAR Fanid
35. Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
36. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
37. Pr. EL HAITEM Naima
38. Pr. EL MANSOURI Abdellah*
39. Pr. EL YAACOUBI Moradh
40. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
41. Pr. LACHKAR Hassan
42. Pr. OHAYON Victor*
Pr. YAHY AOUI Mohamed

Décembre 1988
44. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
45. Pr. DAFIRI Rachida
46. Pr. FAIK Mohamed
47. Pr. HERMAS Mohamed
Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49. Pr. ADNAOUI Mohamed

50. Pr. AOUNI Mohamed

51. Pr. BENAMEUR Mohamed*

52. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali

53. Pr. CHAD Bouzane

54. Pr. CHKOFF Rachid

55. Pr. FARCHADO Fouzia ¢p.BENABDELLAH
56. Pr. HACHIM Mohammed*

57. Pr. HACHIMI Mohamed

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie
Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Pédiatrique
Médecine-Interne
Urologie



58.
59.
60.
61.
62.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
. SEDRATI Omar*

. TAZI Saoud Anas

Févyrier Avril Juillet et Décembre 1991

63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
7L
72.
73.
74.
75.
76.
i
78.
79.
80.
81.
82.
83.

Pr.
Pt
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pt;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.

Pr

Pr.
Pr:

AL HAMANY Zaitounia
ATMANI Mohamed*
AZZOUZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa ¢p. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad
BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOQOUI Layachi
CHANA EIl Houssaine*
CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATI Idrissi Mohamed*
KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

. OUAALINE Mohammed*
SOULAYMANI Rachida ¢ép. BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

101.

Pr.
s PE
:.Pr
. Pr.
PR
i PE,
Pr.
s PE:
v P
. Pr.
Pt
. L
s PR
97.
98.
99.

Pr

Pr.

AHALLAT Mohamed
BENOUDA Amina
BENSOUDA Adil

BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed
EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed

. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

100. Pr. AGNAOU Lahcen

Pr. AL BAROUDI Saad
102. Pr. BENCHERIFA Fatiha

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Dermatologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Anesthésie-Réanimation

Médecine Préventive, Santé Publique et Hygi¢ne

Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie



103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122,
123.
124,
125.
126.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOQUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
EL KIRAT Abdelmajid*
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha

MOUDENE Ahmed*
OULBACHA Said
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima
SLAOUI Anas

¢ép. BELKHADIR

Mars 1994

127.
128.
129.
130.
131
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Quafae
EL ABBADI Najia
HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

141.
142.
143.
144,
145.
146.
147.
148.
149.

Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane

AMRAOQOUI Mohamed

BAIDADA Abdelaziz

BARGACH Samir

BEDDOUCHE Amograne*
BENAZZOUZ Mustapha

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

Radiothérapie

Chirurgie Générale
Biophysique

Biophysique
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine Interne

Chirurgie Cardio- Vasculaire
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation



150.
I151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL MESNAOQOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa
MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
RZIN Abdelkader*

SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.

Pr.
Pr.
Pr.
PrT;
Pr.
Pr.
PT.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BELMAHI Amin
BOULANOUAR Abdelkrim
EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
EL MELLOUKI Quafae*
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.

Pr.
Pr.
PrT,
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
BOULAICH Mohamed
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KANOUNI NAWAL
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAQUI CHAFIQ
NAZI M’barek*
OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie

Gynécologie Obstétrique

Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie

Radiothérapie

Ophtalmologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatrice et plastique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Parasitologie

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

O.RL.

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Anesthésie Réanimation
Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique



Novembre 1998

196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.

Pr.
Pr;
Pr.
Pr;
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI

BOUGTAB Abdesslam

ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima

KABBAJ Najat

LAZRAK Khalid ( M)

Novembre 1998

205. Pr. BENKIRANE Majid*
206. Pr. KHATOURI ALI*
207. Pr. LABRAIMI Ahmed*
Janvier 2000

208.
209.
210.
211L
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

EL OTMANY Azzedine

GHANNAM Rachid

HAMMANI Lahcen

ISMAILI Mohamed Hatim

ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

2217.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234,
235.
236.
237.
238.
239.

Pr.
Pr.
Pr.
Pt
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
PL;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Anesthésie-Réanimation



240. Pr. LACHKAR Azzouz Urologie

241. Pr. LAHLOU Abdou Traumatologie Orthopédie
242. Pr. MAFTAH Mohamed* Neurochirurgie

243. Pr. MAHASSINI Najat Anatomie Pathologique
244. Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae Pédiatrie

245. Pr. NASSIH Mohamed* Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
246. Pr. ROUIMI Abdelhadi Neurologie

Décembre 2001

247. Pr. ABABOU Adil Anesthésie-Réanimation
248. Pr. AOUAD Aicha Cardiologie

249. Pr. BALKHI Hicham* Anesthésie-Réanimation
250. Pr. BELMEKKI Mohammed Ophtalmologie

251. Pr. BENABDELJLIL Maria Neurologie

252. Pr. BENAMAR Loubna Néphrologie

253. Pr. BENAMOR Jouda Pneumo-phtisiologie
254. Pr. BENELBARHDADI Imane Gastro-Entérologie

255. Pr. BENNANI Rajae Cardiologie

256. Pr. BENOUACHANE Thami Pédiatrie

257. Pr. BENYOUSSEF Khalil Dermatologie

258. Pr. BERRADA Rachid Gynécologie Obstétrique
259. Pr. BEZZA Ahmed* Rhumatologie

260. Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi Anatomie

261. Pr. BOUHOUCH Rachida Cardiologie

262. Pr. BOUMDIN EI Hassane* Radiologie

263. Pr. CHAT Latifa Radiologie

264. Pr. CHELLAOUI Mounia Radiologie

265. Pr. DAALI Mustapha* Chirurgie Générale

266. Pr. DRISSI Sidi Mourad* Radiologie

267. Pr. EL HAJOUI Ghziel Samira Gynécologie Obstétrique
268. Pr. EL HIJRI Ahmed Anesthésie-Réanimation
269. Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid Neuro-Chirurgie

270. Pr. EL MADHI Tarik Chirurgie-Pédiatrique
271. Pr. EL MOUSSAIF Hamid Ophtalmologie

272. Pr. EL OUNANI Mohamed Chirurgie Générale

273. Pr. EL QUESSAR Abdeljlil Radiologie

274. Pr. ETTAIR Said Pédiatrie

275. Pr. GAZZAZ Miloudi* Neuro-Chirurgie

276. Pr. GOURINDA Hassan Chirurgie-Pédiatrique
277. Pr. HRORA Abdelmalek Chirurgie Générale

278. Pr. KABBAIJ Saad Anesthésie-Réanimation
279. Pr. KABIRI EL Hassane* Chirurgie Thoracique
280. Pr. LAMRANI Moulay Omar Traumatologie Orthopédie
281. Pr. LEKEHAL Brahim Chirurgie Vasculaire Périphérique
282. Pr. MAHASSIN Fattouma* Médecine Interne

283. Pr. MEDARHRI Jalil Chirurgie Générale

284. Pr. MIKDAME Mohammed* Hématologie Clinique
285. Pr. MOHSINE Raouf Chirurgie Générale

286. Pr. NABIL Samira Gynécologie Obstétrique
287. Pr. NOUINI Yassine Urologie

288. Pr. OUALIM Zouhir* Néphrologie

289. Pr. SABBAH Farid Chirurgie Générale

290. Pr. SEFTIANI Yasser Chirurgie Vasculaire Périphérique

291. Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia Pédiatrie



292. Pr. TAZI MOUKHA Karim
Décembre 2002

293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311.
312.
313.
314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324,
325:
326.
327.
328.
329.
330.
331.
332.
333.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJ1 Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

334.
335.
336.
337.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*

Urologie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie



338. Pr. BENRAMDANE Larbi* Chimie Analytique

339. Pr. BOUGHALEM Mohamed* Anesthésie Réanimation
340. Pr. BOULAADAS Malik Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
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Introduction :

De la fin des années 1940 jusqu’aux années 1970, de nombreuses
molécules d’antibiotiques d’origine naturelle ou synthétique ont ét¢ découvertes.
Le succes fulgurant des premiers traitements anti-infectieux a fait considérer
hativement le probléme des maladies infectieuses comme définitivement réglé.
Mais, rapidement, 1’enthousiasme a décliné avec 1’apparition des premicres
résistances des bactéries aux antibiotiques [1]. A chaque nouvel antibiotique
introduit en thérapeutique, les bactéries ont su s’adapter et résister plus ou moins
vite. Aujourd’hui de Véritables « monstres » bactériens apparaissent résistants a

tous les antibiotiques potentiellement actifs.

La résistance aux antibiotiques peut étre naturelle ou acquise [2]. La
résistance naturelle est exprimée par toutes les souches d’une espéce et son
support génétique est le chromosome. La résistance acquise n’est présente en
revanche que chez certaines souches au sein d’une espéce donnée. Cette
résistance peut étre due a des mutations affectant des genes présents sur le
chromosome ou a ’acquisition de génes étrangers. Ces génes peuvent provenir
du chromosome d’especes différentes ou étre véhiculés par des ¢€léments
génétiques mobiles pouvant étre transférés d’une bactérie a 1’autre, on parle
d’une transmission horizontale car cela survient en dehors de tout mécanisme de
reproduction. Ce transfert permet une diffusion rapide des genes de résistance et
peut parfois s’opérer entre des bactéries tres éloignées sur le plan phylogénique,
voire entre des bactéries a Gram négatif et des bactéries a Gram positifs. Le

transfert horizontal est le principal mécanisme responsable de la dissémination
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des génes de résistance au sein du monde bactérien et concerne 80% des cas de

résistance aux antibiotiques rencontrés en médecine humaine.

Le plus souvent, lors de ce transfert, les génes sont véhiculés par des
eléments génétiques mobiles, plasmides ou transposons. Ces éléments mobiles
peuvent servir de véhicule aux genes de résistance et permettre leur

dissémination.

Au cours des années 1980, de nouveaux éléments genétiques
susceptibles d’acquérir ou de perdre des genes de résistance aux antibiotiques

ont été décrits et désignés sous le nom d’intégrons [3].

Ce travail vise la description de la nature, la structure, 1’origine et le

role des intégrons dans la résistance bactérienne, ainsi que leur épidémiologie.
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Généralités :
1. Résistance bactérienne aux antibiotiques :

1.1. Définition :

L’organisation mondiale de la sant¢(OMS), a définit la résistance

d’une bactérie a un antibiotique, des 1961, de deux facons différentes [4] :

> Définition therapeutique : une souche est dite résistante lorsque la
concentration d’antibiotique qu’elle est capable de supporter est
notablement plus élevée que la concentration atteignable in vivo.

> Définition epidémiologique : une souche est dite résistante
lorsqu’elle supporte une concentration d’antibiotique notablement
plus élevee que celle qui inhibe le developpement de la majorité des

autres souches de la méme espéce.

Ces deux définitions sont complétées par la suite par deux autres
définitions [5] :

»  Deéfinition clinique : une bactérie est dite resistante quand elle échappe
a I’action de I’antibiotique, supposé actif, prescrit au malade. C’est ce
qui se manifeste par un échec clinique relatif ou absolu.
»>  Définition génétique : une bactérie est dite résistante quand elle
héberge des genes codant pour cette résistance.
1.2. Résistance naturelle- résistance acquise :
»  Larésistance naturelle ou « intrinseque » correspond a la résistance

de toutes les souches d’une méme espéce ou d’un méme genre
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bactérien a un antibiotique. Par exemple, les entérocoques sont

naturellement résistants a la lincomycine, les streptocoques aux
aminosides, les entérobactéries aux macrolides.... Ce type de
résistance est recherché des les premiéres études réalisées afin de
déterminer 1’activit¢é d’un antibiotique et contribue a définir son
spectre antibactérien. Le mécanisme de cette résistance est variable
mais son support genétique est généralement chromosomique. La
résistance naturelle fait partie du patrimoine geénétique habituel de

I’espéce [4, 6, 7].

La résistance acquise correspond a 1’acquisition d’une résistance a
un antibiotique par quelques souches d’une espece donnée
normalement sensible. Cette résistance est évolutive, elle varie en
fonction du temps, de la localisation, et de 1’utilisation des
antibiotiques. Elle résulte soit d’une mutation génétique
(chromosomique ou extrachromosomique), soit de 1’acquisition d’un
ou de plusieurs genes qui rendent la bactérie insensible a
I’antibiotique. Cette antibiorésistance acquise nécessite 1’étude de la
sensibilité des bactéries aux laboratoires (concentration minimale

inhibitrice et concentration critique) [4, 7, 8].

1.3. Différents mécanismes de la résistance bactérienne :

>

Meécanismes biochimiques : les bactéries utilisent plusieurs stratégies

moléculaires pour échapper a I’action des antibiotiques :

v Inactivation enzymatique : les bacteries sont capables de
synthétiser des enzymes qui alterent les antibiotiques et les

rendent ainsi moins actifs ou totalement inactifs. Ce mécanisme
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est retrouvé fréquemment vis-a-vis des [-lactamines et des
aminosides [9]. L’inactivation peut étre intracellulaire, dans le
cas des antibiotiques dont les cibles sont cytoplasmiques
(aminosides, chloramphénicol ; etc.). En revanche, les
antibiotiques qui visent des cibles extracellulaires (-lactamines,
fosfomycine...), sont inactivés dans 1’espace périplasmique
chez les bactéries a Gram négatif ou dans le milieu
extracellulaire chez les bactéries a Gram positif [10,11].
Impermeéabilité membranaire : 1’absence ou la diminution de la
perméabilité membranaire est un phénoméne de résistance
naturel chez certaines espéces, mais qui peut survenir chez des
especes sensibles a la suite d’une mutation ou de 1’acquisition
de plasmide. Cette imperméabilité peut résulter d’une altération
des porines, d’une modification des systemes de transport actif
ou d’autres phénomenes encore mal connus tels que la
modification du lipopolysaccharide, I’altération des lipides de la
membrane externe et la variation de la teneur de la paroi en
cations divalents [12-14].

Efflux actifs : les systémes d’efflux actif sont des systémes de
transport protéiques permettant d’expulser des substances ayant
pénetré dans la cellule bactérienne [10]. lls peuvent étre divisés
schématiquement en deux grands groupes. Les représentants du
premier groupe désigné famille des « major facilitators » qui se
trouvent surtout chez les bactéries a Gram neégatif et les
systemes du deuxiéme groupe qualifiés de « transporteurs

ABC » qu’on rencontre chez les bactéries a Gram positif et les
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parasites [15,16]. La surexpression d’un certain nombre de
systétmes d’efflux entraine une multirésistance acquise a des
antibiotiques pouvant étre trés différents les uns des autres, tant
sur le plan de la structure que du mode d’action [13,15].
Modification du site d’action : I’action d’un antibiotique
apparait suite a sa fixation sur une cible bactérienne spécifique
(PLP, ADN gyrase, sous-unité 50S des ribosomes,
ARNpolymeéase...). Si cette derniere est modifiée, I’antibiotique
voit son affinité diminuée pour sa cible et perd ainsi son action
inhibitrice ou destructrice. Cette modification de la cible résulte
souvent de D’acquisition de plasmides ou de transposons
[10,11].

Modification métaboligue : la bactérie peut échapper a 1’action
d’un antibiotique suite a une modification au sein de son
métabolisme. Elle développe une voie métabolique nouvelle
différente de celle qui est normalement bloguée par
I’antibiotique et qui lui permet d’éviter la destruction [10]. La
résistance plasmidique aux sulfamides et/ou au triméthoprime
est un exemple de cette stratégie bactérienne. En effet, la
bactérie résistante synthétise une nouvelle enzyme (DHPS pour
les sulfamides et DHFR pour le triméthoprime) possédant la
méme fonction que celui sensible. La bactérie posséde, par
conséquent, deux cibles cellulaires : 1'une sensible, 1’autre non.
Il importe que le phénotype résistant domine le phénotype
sensible pour que la résistance soit observee [6,17].

La tolérance : ce phénomene dont la fréquence est mal évaluée
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se définit comme 1’aptitude d’une bactérie a résister a 1’action
bactéricide d’antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne en
cours de biosynthese, alors que sa sensibilité n’est pas modifiée
[4,18].

> Support génétique :

v

Support chromosomique (mutation ponctuelle) : c’est un
changement ou une altération héréditaire d’un gene bactérien
qui peut étre soit un gene de regulation, soit un géne de
structure. Elle se produit au moment de la réplication du
génome et résulte de D’insertion, de la délétion ou de la
substitution d’un ou de plusieurs paires de bases nucléotidiques.
C’est un phénomeéne rare [19].

Supports extrachromosomiques : I’information génétique de
I’antibiorésistance acquise est portée essentiellement par des
supports mobiles extrachromosomiques : plasmides,
transposons et intégrons.

e Plasmides: ils sont des molécules d’ADN
indépendantes  du  chromosome et  capable
d’autoréplication. Un plasmide peut porter plusieurs
genes de résistance aux antibiotiques conférant ainsi en
bloc une multirésistance [20].

e Transposons: ils sont des séquences d’ADN capables
de promouvoir leur propre transfert d’un réplicon
(chromosome ou plasmide) a un autre. Les transposons

peuvent s’intégrer au chromosome de la bactérie [20].
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2. Définition des intégrons :

Les intégrons ont eu plusieurs définitions. Actuellement celle de Hall
et Collis datant de 1995 est adoptée par tous: « Un intégron est une unité
génétique qui inclut un systéeme speécifique de recombinaison, capable de
capturer et mobiliser des genes contenus dans des €léments mobiles appelés
geénes cassettes, et un promoteur pour I’expression des genes cassette. Il agit

comme un vecteur d’expression. » [21].

Ce systeme génétique modulaire est capable d’incorporer des cadres
ouverts de lecture et de les convertir en genes fonctionnels en leur fournissant un
systéme d’expression. Ce systéeme permet de trés nombreuses combinaisons de
cassettes et constitue donc un atout supplémentaire pour les bactéries dans

I’acquisition et la dissémination de geénes de résistance aux antibiotiques [20].
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Structure des intégrons :

Le composant indispensable d’un intégron est un gene int codant une
recombinase speécifique de site appartenant a la famille des intégrases. Les autres
composants essentiels sont, un site adjacent attl qui est reconnu par 1’intégrase et
qui sert de site récepteur pour les genes cassettes, et un promoteur orienté a la

suite qui permet I’expression des génes cassettes.

On divise I’intégron en trois fragments : un fragment 5° et un fragment

3’ constants qui flanquent une région variable composée des genes cassettes
(Fig. 1).

Les intégrons ne sont pas automobilisables mais sont souvent associés
a des transposons et /ou a des plasmides qui peuvent ainsi servir de véhicules

pour la transmission inter- et intraspécifique de matériel génétique [22].
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Gene cassette n” |
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Sequence '
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Figure 1: Représentation schématique d’un intégron. Les régions de l’intégron sont

délimitées par les traits noirs verticaux. Au sein de la partie 5’conservée, le grand rectangle
contient le geéne intl, orienté selon la fléche noire et le triangle représente I’attl. Au niveau de
la région variable un gene cassette est représenté. Le trait bleu représente le géne, codant le
plus souvent une résistance aux antibiotiques et la fleche verte représente 1’attC. La ligne
pointillée représente 1’emplacement d’éventuelles autres cassettes. Les fléches bleues de la
séquence conservée représentent les éventuels segments de la partie 3’ conservée. Pant est le

promoteur d’éventuelles cassettes, Pint est le promoteur du géne intl.

1. Les intégrases :

Le gene Int encodant une intégrase est le constituant principal de
I’intégron. Il est transcrit a partir de son propre promoteur, qui est situ¢ en
orientation inverse par rapport aux autres génes localisés dans 1’intégron (Fig.1).
C’est la possession d’une intégrase qui confére aux intégrons la capacité de
capturer et d’insérer des genes. Les intégrases appartiennent a la famille des
tyrosine-recombinases, ou Lambda-intégrases, qui constituent, avec la famille
des résolvases-invertases, la superfamille des recombinases spécifiques de site.
Cette superfamille a été identifiée chez les bactéries et les champignons [23-25].
Les recombinases speécifiques de site utilisent un mécanisme proche des

topoisomérases I.

La famille des tyrosines-recombinases inclut plus de 100 membres
n’ayant que peu d’homologie de séquence, mais ayant un mécanisme d’action

commun [24,25]. La plupart des études biochimiques réalisées sur cette famille
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d’enzymes se sont focalisées sur quatre de ses membres, et en particulier

I’intégrase du bactériophage Lambda, appelée Int [24,25].

Les membres de la famille des Int, y compris les intégrases des
intégrons, possédent quatre résidus conservés RHRY localises a la partie
carboxyle de la protéine, au niveau de deux régions appelées box | (contenant le
premier résidu arginine) et boxll (contenant les résidus histidine, arginine et
tyrosine). lls possédent également trois motifs conservés patchl, 1l et 11l qui
semblent jouer un role dans la structure secondaire de ces enzymes. Les
intégrases des intégrons ont la particularité de posséder, contrairement aux
autres membres de la famille Int, un groupe additionnel de résidus aux environs
du motif conserve patchlll. Ce groupe additionnel pourrait jouer un réle dans la
liaison a I’ADN et dans D’activité de recombinaison [26]. Le mécanisme
d’échange et de coupure de brins vient juste d’étre mis en évidence et cette
particularité des intégrons est fondamentale car elle semble expliquer la
souplesse de tout ce systéme qui fait de I’intégron un support de 1’émergence et

de la dissémination de la résistance aux antibiotiques redoutable [27,28].

Plusieurs classes d’intégrons ont été définies en fonction de la nature
de I’intégrase. Cinq classes possedent des cassettes contenant des genes de
résistance aux antibiotiques. A I’heure actuelle, les intégrons de classe 1, 2 et 3
sont bien caractérises et reconnus comme etant impliqués dans la dissémination

de la résistance aux antibiotiques [20].

Chez les intégrons de classe 1, I’intégrase intl 1 est une protéine de 337
acides aminés. Chez les intégrons de classe 2, le géne Intl 2 est interrompu par

un codon stop précoce et code une intégrase Intl 2 de 170 acides aminés ayant
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46% d’homologie avec Intll et qui est tronquée dans sa partie terminale.

L’intégrase Intl 3 des intégrons de classe 3 présente 61% d’homologie avec Intl
1[20].

2. Le site attl :

Les intégrases des intégrons reconnaissent deux types distincts de sites
de recombinaisons spécifiques : les sites attl qui sont adjacents aux genes int au
niveau des intégrons et les sites attC(ou 59-be) présents a 1’extrémité des génes
cassettes. L’efficacité des recombinaisons dépend des deux sites spécifiques
utilisés. Ainsi la réaction de recombinaison entre les deux sites attl/attC est
géneralement préférée a la réaction entre attC/attC. Alors qu’une recombinaison

entre deux attl est moins efficiente que celles impliquant au moins un attC [29].

Le site attl appartient a la partie 5’ conservée des intégrons. Il est situ¢
au niveau de sa partie 3’ terminale (Fig. 1). Il est composé de 65paires de bases
[30]. A la fin du gene attl se trouve le site simple qui contient le site coeur (site
core) et le site cceur inverse. La séquence du site coeur est GTTRRRY
(R=purine, Y=pyrimidine). Ce site est un élément clé de cette région car c’est le
point de recombinaison avec les cassettes. Il délimite ainsi la jonction entre la
fin de la région 5° conservée de I’intégron et le début de la premiere cassette.
L’intégration de chaque nouvelle cassette s’effectuera au niveau du site cceur
entre le G et le premier T. Les six derniéres bases du site cceur proviendront

donc le plus souvent du site cceur de la premiere cassette (Fig. 2b).
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Figure 2 : Géne cassette sous forme circulaire et linéarisée.

(@) : géne cassette sous forme libre, circulaire comprenant un gene (en gris) codant le plus
souvent une résistance aux antibiotiques et son attC (qui contient a ses deux extrémités les

séquences cceur et coeur inverse) en noir.

(b) : cassette insérée dans un intégron, trait gris et trait noir, constituée d’un géne, et d’un site
attC amputé des six dernieres paires de bases du site core. Les extrémités de chaque cassette
insérée sont constituées de deux séquences site-cceur (GTTRRRY) ayant la méme orientation
et qui sont la cible du processus de recombinaison. Le G bleu appartient a la cassette en amont
ou au site attl de I’intégron. La séquence TTRRRY en rouge appartient a la cassette en aval

Ou au site attl.

Entre intl et attl se forment quatre complexes [31] a partir de quatre
sites de fixations : les sites cceur et site coeur inverse situés dans ce qui a été
appelé le « site simple », et deux autres sites en amont : DR1 (ou site de fixation
fort), de séquence GTTATCG, et DR2 (ou site de fixation faible) de sequence
GTTATCG [27, 32, 33]. En fait, bien que leurs rdles ne soient pas encore tout a
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fait déterminé [34], il semblerait que DR1 et DR2 servent principalement a
garder intl1pres des sites coeur et ceeur inverses, car c’est 1a que se produira le
cross-over entre le site attl et le site attC [27,28] aboutissant a I’intégration d’un
nouveau gene-cassette, but de tout le systeme. DR1 et DR2 ont également un

potentiel répresseur envers les recombinaisons illégitimes.

Les intégrases des autres classes d’intégrons se fixent sur d’autres attl.
Bien qu’intll soit I’intégrase la plus fréquemment étudiée, des travaux

concernant intl2 et intl3 ont également été réalisés.

Intl2 se fixe sur attl2 et est capable d’insérer et d’exciser des geénes
cassettes au sein des intégrons de classe 2 [35]. Il est incapable d’exciser des
cassettes a partir des intégrons de classe 1. L’IntI3 se fixe sur attl3 et ses
propriétés sont tres proches de Intll, ce qui explique sirement qu’un géne-
cassette comme BlaIMP, codant pour la résistance a ’'imipenéme, initialement
décrit au sein des intégrons de classe 3 [36] ait également été retrouvé au sein

d’un intégron de classe 1[37].
3. Les cassettes :

Les genes cassette, ou cassettes, sont des éléments mobiles qui incluent
un gene, le plus communément un géne de résistance aux antibiotiques, et un
site spécifique de recombinaison, ou site attC. Les cassettes peuvent exister

libres sous forme circulaire ou intégrées dans un site attl au sein d’un intégron

(fig .2 et fig.3).

Cette possibilité d’étre intégrée constitue la caractéristique principale

de ces cassettes et est possible grace a la présence du site attC[38].
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La taille des attC varie de 57 a 141 paires de bases .Dans la grande
majorité des cas leurs séquences sont uniques, spécifiques de leurs cassettes [39]

[40] mais leurs extrémités sont plus conservées.

Ces extrémités sont appelées R’(GTTRRRY) et R”’(RYYYAAC) sont
situées a I’intérieur des sites cceur et site coeur inverse de la cassette [41].

cassette
Gi TTRRRY eéne RYY YAAC —mmmmmmmmmmmmen (J| TTRRRY

"core inverse' "core "

site arrC’

Figure3 : Structure d’une cassette.

4. e promoteur :

A T’exception de quelques rares cassettes comme cmlA et cmlA2
responsables de la résistance au chloramphénicol, dont le promoteur se trouve au
sein méme de la cassette [42], D’expression des cassettes se fait par

I’intermédiaire d’un promoteur situé dans la partie 5’de I’intégron.

Le niveau d’expression du geéne cassette est sous la dépendance de la
distance séparant la cassette du promoteur. Plus la cassette est proche du
promoteur plus le niveau d’expression est important [43]. Des mouvements des
cassettes sont possibles au sein d’un méme intégron, les rapprochant et les
¢loignant du promoteur grace a Dactivit¢ d’intégration et d’excision de
I’intégrase. Ainsi, chez un intégron contenant plusieurs cassettes, une pression
de sélection donnée sélectionnera la configuration ou la cassette dont
I’expression est la plus importante pour conférer un avantage sélectif est la plus

proche possible du promoteur.
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Le niveau d’expression de la cassette dépend également de la séquence
du promoteur lui-méme [44]. En effet, la modification de quelques nucléotides
au sein de la séquence de certains promoteurs aboutit a une activité de ces
promoteurs 20 fois moins efficace que celle des promoteurs classiques. Ces
promoteurs plus faibles sont appelés P1. Quand un promoteur P1 s’exprime, un
second promoteur appelé P2 peut étre recruté par 1’intégron. L’activité conjointe
de P1 et de P2 est alors cette fois plus efficace que celle de P1 seul [39]. P1 est
localisé 200 pb en amont du site d’intégration. Au moins cinq différents P1 et
deux différents P2 ont été décrits [43,45 ,46].
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1 .Fonctions portées par les cassettes :

Plus de 100 cassettes codant pour des genes de résistances ont été

décrites (Tableau 1). [20, 39, 40].

Parmi ces cassettes, certaines ont été retrouvées dans plusieurs classes
d’intégrons ; aac(6’)-1b chez des intégrons de classe 1 et 3 [47,48], dfrAl,

Mouvements des cassettes :

aadAl et ereA chez des intégrons de classe 1 et 2 [49-51] .

Des genes de résistance aux antiseptiques ont aussi été retrouves sur

des intégrons (gack, gacF, gacG) [48, 52].

Tableau 1 : Cassettes décrites chez les intégrons de classe 1, 2 et 3 :

Genes

N°d’acces GenBank

Genes de résistance aux bétalactamines :
bla P1

bla P2

bla P3

oxal

oxa 2a

Z18955
D13210
U14749
J02967
M95287
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oxa 2b
oxa 3

oxas

oxa 7

oxa 9

oxa 10
oxa 1l
oxa 15
oxa 16
oxa 19
oxa 20
oxa 21
oxa 28
oxa 30
oxa 31
oxa 32
oxa 53
IMP-1
IMP-2
IMP-3
IMP-4
IMP-6
IMP-7
IMP-8
IMP-12

M95287
07945
X58272
X75562
M55547
U37105
7222590
U63835
AF043100
AF043381
AF024602
Y10693
AF231133
AY224185
AF294653
AF315351
AY289608
D50438
AJ243491
AB010417
AF244145
AB040994
AF318077
AF322577
AJ420864
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IMP-13
IMP-16
ESP
VIM-1
VIM-2
VIM-4
VEB-1
VEB-1a
VEB-1b
VEB-2
GES-1
GES-2
GES-3
GIM-1
IBC-1
IBC-2
CTX-M-1
CTX-M-9
PSE-1
Genes de resistance aux aminosides :
aadAla
aadAlb
aadA2
aadA3
aadA4

AJ512502
AJ584652
D78375
Y18050
AF263519
AY460181
AF010416
AF324833
AF324834
AY027870
AF156486
AF326355
AB113580
AJ620678
AF208529
AF329699
AJ416340
AJ416345
AB2126603

X12870
M95287
X68227
AF047479
AF364344
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aadA5

aadA6

aadA7

aadA8

aadAl10

aadAll

aadB

aac(6’)-la (aacAl)
aac(6’)-1b (aacA4)
aac(6’)-Ib’
aac(6’)-1d
aac(6’)-11
aac(6’)-1q
aac(6’)-1 30
aac(6’)-lla
aac(6’)-11b
aac(6’)-11c
aac(3)-la(aaCl)
aac(3)-1b
aac(3)-Ic
aac(3)-Id
aac(3)-le
aac(3)-Via
aac(3)-Vlla (aacA7)

Genes de résistance aux triméthoprimes

AY602204
AY460181
AB114632
AY139603
U37105
AJ567827
1.06418
M18967
M21682
AF156486
X12618
7254241
AF047556
AY289608
M29695
L06163
AF162771
X15852
L06157
AJ511268
AB114632
AYT763497
M88012
U13880

53




dfrAl
dfr2d
dfrA5
dfrA6
dfrA7
dfrAl12
dfrAl13
dfrAl4
dfrA15
dfrAl5b
dfrA16
dfrAl6b
dfrA17
dfrB1
dfrB2
dfrB3
Genes de résistance au chloramphénicol
catB2
catB3
catB4
catB6
catB8
cmlA
cmiA4
cmiB

AY605689
AJ429132
X12868
286002
X58425
221672
Z50802
S76821
Z83311
AF156486
AF077008
AJ131405
AY602204
U36276
JO1773
X72585

M80188
U13880
X82455
AJ223604
AF227506
U12338
AF156486
AF34958
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Genes de résistance aux ammoniums

quaternaires :

gack X72585
qacF AF34958
gacG AJ223604
Genes de résistance a la rifampicine :

Arr-2 AFQ078527
Genes de résistance a 1’érythromycine :

ereA AY 183453
ereA2 AF099140
Genes de résistance a la streptothricine :

satl M63169
sat AB161461
Genes de résistance a la fosfomycine :

ORF1 AY?294333
Genes de résistance aux lincosamides :

linF AJ561197

2. L’integration des cassettes dans un intégron :

Lorsqu’elles ne sont pas au sein d’un intégron, les cassettes se
circularisent. Le mécanisme de recombinaison a la base du mouvement des

cassettes passe le plus souvent par un crossing-over entre le résidu G d’un
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premier site coeur au niveau de R’(GTTRRRY) et le premier résidu T du R’ d’un

second site cceur [53] (fig. 2b et 3).

Des expériences de mutagenéses ont montrés que la conservation du

triplet GTT était trés importante pour I’activité du site [54].

Pcl : promoteur 1 des cassettes.

Pc2 : promoteur 2 des cassettes.

L ; Pl P2 intl] : géne de I’intégrase 1.
région 5' conservee -_
ﬂ] attl : site de recombinaison de I’intégrase.
. attC : site de recombinaison des cassettes.
intl
J cassette 1
attC1
Pl P2
artl attC1
cassette 2 r )
“\\.,,4-“ \
attC2
Pl P2

attl attC2 attCl
ﬂ [ [ I |

Figure 4 : Mécanisme d’intégration des cassettes [20].

L’intégration des cassettes 1 et 2 se fait préférentiellement au site de recombinaison attl situé
dans la région 5°. Différentes cassettes peuvent étre intégrées, chacune possédant un site attC
unique. L’excision de la cassette 2 se fait sous forme circulaire et a lieu par recombinaison

entre le site attC1 et le site attC2.

Grace a l’intégrase, un unique événement de recombinaison via 1’attl

de I’intégron et I’attC de la cassette, aboutit a I’insertion au sein de I’intégron du
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géne cassette. Plusieurs cassettes peuvent étre intégrées les une a la suite des
autres, d’ou 1’existence d’intégrons contenant de multiples cassettes (fig.4). Des
intégrons contenant jusqu’a huit cassettes ont été décrits [55]. Chaque nouvelle
cassette s’intégre préférentiellement au sein de 1’intégron au niveau du site attl.
L’intégrase a a la fois une activité d’insertion pour intégrer la nouvelle cassette
et une activité d’excision pour déplacer la cassette précédente. L intégrase peut
aussi avoir une activité de catalyse excessive qui aboutit a la perte de cassettes
par l’intégron et la génération de nouvelles cassettes libres et
circulaires[39].Rarement, 1’événement de recombinaison peut impliquer un site
spécifique et un site non spécifique, dit site secondaire. Ces sites secondaires ont
une séquence de type GWTMW (w=T/A; et M=A/C) [21,39] .En cas
d’insertion au niveau de ces sites secondaires, les cassettes sont dites figées et ne

peuvent plus étre mobilisées.

Les intégrons sont tellement « efficaces », qu’ils peuvent également
initier la transcription de cassettes intégrees, méme lorsque celles-ci sont
incomplétes, c’est-a-dire ne possédant pas de région d’initiation de la
transcription(TIR).L initiation est alors initi€ée non pas au niveau d’un codon
ATG, mais au niveau d’un codon GTG, grace a une courte séquence de lecture

ouverte (ORF) présente au sein méme de la partie 5° de 1’intégron [44].
3. La recombinaison :

I1 s’agit d’une intégration, par recombinaison, de deux éléments sans
homologie, la plus grande caractéristique des intégrases des intégrons. C’est ce
qui fait de cette structure I’outil moléculaire le plus efficace connu a I’heure

actuelle pour capturer des genes de résistance [56].
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Chez les genes cassettes, 1’équivalent du site de recombinaison attl de
I’intégron est donc I’attC. Les attC sont cependant beaucoup plus complexes que
les attl. Ils contiennent deux sites coeurs potentiels appelés R’’-L’” et R’-L’ ou
R2-L2 et R1-L1, séparés par une région centrale (fig.5). La région centrale est
trés variable d’une cassette a 1’autre en séquence et en taille (20-104pb) mais les
sites coeurs ont toujours une structure palindromique ce qui fait que tous les attC
ont la possibilité de créer des structures cruciformes en tige-boucle par
autorepliement de chaque brin (fig.5B et 6) [56].

Par ailleurs, il a été montré que chez attC I’intégrase, contrairement a
ce qui se passe chez attl, se liait a un simple brin, et il a été montré que c’était le
brin inférieur (bottom ss) qui était tres préférentiellement utilisé pour la
recombinaison. C’est donc trés probablement le bottom ss qui tout d’abord se

positionne en tige-boucle, puis qui est utilisé dans la réplication [56].

e rr L’ R’
(A) _i_.» " L ___.» ¢
TCTAAC ATTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAA GTTAGA attC da7 ds
AGATT TAAGTTCGECTGCGGCGARAGCECCGCGACGAATT. GTTC CAATCT aa
*
Core site
® e
G.
5 ATIGTCTAAC T'I" ATTAAGCCGCGCCGC"G‘A atec bs
TACAGATTGIT AR« TAAT TCGGGHCGGCG s aadA7
3 G g T
4*_
— o

Figure 5 : Site attC du géne aadA7. Inspiré de Mazel D, 2006 [41].



““ attC site bs

"

Cassette

Figure 6 : Recombinaison médiée par intl1. Inspiré de Mazel D, 2006[41].

(i) : premiere étape, le simple brin inférieur du gene cassette se met en configuration tige
boucle. Ce remodelage de I’ADN permettrait 1’assemblage d’un site reconnaissable pour le
systeme de recombinaison. (ii) : I’intégrase peut alors se fixer sur les quatre régions du attl et
les deux régions du attC. (iii) : une endonucléase (sous unité attaquante des monomeéres de
I’intégrase) coupe le brin inférieur de attC en configuration tige-boucle, entre R’ et L. (iv) :
aboutissant a une structure d’ADN en croix appelé jonction de Holliday. (v-vi) : la résolution
de cette jonction selon 1’axe A aboutit ; apres réplication, a la production d’un attl reconstitué
a I’identique et d’un attl modifié car ayant intégré la cassette via 1’attC. L’axe B est abortif

probablement du fait de la proximité covalente trop forte des molécules [27,28 ,57].
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4. Transfert horizontal des genes de résistance :

Le transfert horizontal de geénes est un phénomene d’échange
d’information génétique entre bactéries par 1’acquisition d’ADN étranger. Ce

phénomene représente 80% des cas de résistance aux antibiotiques.

Différents acteurs interviennent lors de ces transferts en tant que
supports génetiques de genes de résistances. Par des mecanismes de transfert tels
que la transduction, la transformation ou la conjugaison. Les plasmides, les
bactériophages, ou encore des éléments transposables contribuent a véhiculer

des génes de résistances.

La transduction fait intervenir un virus bacteérien appelé bactériophage.
Ces virus peuvent transporter et incorporer des ADNSs étranger. Le
bactériophage sert de vecteur au géne de résistance. Ce mode de transfert est
limité a des bactéries phylogénétiquement proches en raison de la spécificité de

la relation virus-bactérie.

La transformation est 1’acquisition par une bactérie d’un fragment
d’ADN « nu », ¢’est-a-dire sans qu’il soit véhiculé par un vecteur. Cet ADN est
présent dans le milieu extérieur et peut étre capté par une bactérie. Ce

mécanisme n’est pas trés répandu.

La conjugaison est le mécanisme de transfert le plus répandu. Il
nécessite un contact cellulaire étroit entre les deux bactéries. Généralement, lors
de ce transfert par conjugaison, les genes sont véhiculés par des éléments

génétiques mobiles, plasmides ou transposons.
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Les transferts horizontaux de genes ont été décrits chez les bactéries a
Gram négatif, mais peuvent aussi exister entre des especes phylogénétiqguement
éloignées et entre bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Aucune limite
intergénique ne semble empécher ce phénomene. Le transfert de gene en
conditions naturelles via les éléments génétiques mobiles est difficile a
démontrer, mais de nombreuses observations ont permis de déduire ce
phénomeéne. De nombreux genes de résistance originaires de bactéries a Gram

positif se sont retrouvés dans le génome de bactéries a Gram négatif. [58]

Ces transferts de genes de résistance aux antibiotiques sont réalisés,
essentiellement au niveau du tube digestif des animaux ou de ’homme. C’est un
ecosystétme ou des bactéries appartenant a une multitude d’espéces sont
présentes en nombre extrémement élevé, dans des états physiologiques variés et

en contact tres intime les unes avec les autres [59,60].

Les transferts horizontaux jouent donc un rOle important dans la
dissémination de la résistance aux antibiotiques via I’échange de génes entre

bactéries.
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Régulation de I’expression de l’intégrase et

des génes cassettes .

1. Régulation de I’expression de I’intégrase :

La découverte récente d’un site de fixation de la protéine LexA au
niveau de la région promotrice de 1’intégrase Pint a permis de comprendre que
I’expression d’intl €tait régulée par la réponse SOS[61]. La protéine LexA est le
répresseur transcriptionnel de la reponse SOS bactérienne qui est impliquée dans
la réparation des dommages que I’ADN subit lors de différents stress [62]. LexA
réprime les génes du régulon SOS en se fixant sur un site spécifique dans la
région promotrice de ces génes. Lors d’un stress, différentes voies conduisent a
la formation d’ADN simple brin reconnu par la protéine RecA. Le filament
nucléoprotéique ainsi formé est lui-méme recruté par LexA et ce complexe
active alors la capacité autoprotéolytique de LexA, entrainant son clivage et la
libération de son site de fixation (fig. 7), permettant ainsi I’expression des genes
du régulon SOS. La réponse SOS est impliquée dans I’activation et la
dissémination de facteurs de virulence et il a éte établi que certains antibiotiques

étaient capables de ’activer, directement ou indirectement [63].

Dans le cas du systéme intégron, il a été montré chez les intégrons de

résistance de classe 1 qu’en réponse a des agents chimiques ou des antibiotiques
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(ciprofloxacine, triméthoprime et ampicilline) inducteurs de la réponse SOS, il y
avait une induction de ’expression de I’intégrase d’un facteur 4. De plus,
I’induction de la synthése de ’intégrase est corrélée a une augmentation de 140
fois de son activité recombinase. La régulation de I’expression d’Intl par la
réponse SOS offre plusieurs avantages a la bactérie : d’une part, une économie
énergétique, Intl n’étant produite que lorsqu’elle est nécessaire a la bactérie pour
s’adapter a un stress et, d’autre part, une stabilité des cassettes présentes dans
I’intégron. Ce systéme permet a la bactérie de « conserver » plusieurs génes de
résistance aux antibiotiques dont certains loin de Pc et donc silencieux car peu
ou pas exprimés, mais qui, en cas de besoin, pourront étre apres activation de

I’intégrase rapprochés de Pc permettant alors un niveau d’expression supérieur.

A Pint
< intl o Gl C2 C3
Pc
<. ce SenBeee
B Stress=

. Y ¥
—_— A gy ——>

: AEEZE (D] Filament nucléoprotéique - b

D ! @ RecA ADNsbRecA Autoprotéolysede LexA
Pint
: intd : Gl C2 C3
< L& "o
( Pc
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Figure 7 . Régulation de I’expression d’intl par LexA.

A: la protéine LexA chevauche le promoteur de l’intégrase Pint. B : lors d’un stress
conduisant a la formation d’ADN simple brin, par exemple par un antibiotique dont la
résistance est codée par la troisieme cassette, le filament nucléoprotéiqgue ADNsb/RecA
conduit a I’autoprotéolyse de LexA et donc a ’activation de la réponse SOS. Le promoteur de
I’intégrase est alors libéré. C: D’intégrase alors produite effectue un réarrangement des
cassettes, ramenant la triosieme cassette en premiére position, pour permettre a la bactérie de
résister au stress antibiotique qu’elle subit. Pc = promoteur des cassettes ; attl, attC1, attC2,
attC3 = sites spécifiques de recombinaison ; intl = géne de I’intégrase ; Pint = promoteur de
I’intégrase ; C1, C2, C3 = cassettes.

Cette regulation démontre que les antibiotiques eux-mémes sont
capables d’induire via la réponse SOS la capture de genes de résistance. Une
étude trés reécente [64, 65] confirme I’implication de LexA et du systéme SOS
dans la régulation de D’expression de I’intégrase lors des phénomenes de
conjugaison bactérienne : Intl voit son expression augmentée de 100 a 1000
fois, ce qui résulte en un accroissement du nombre de réarrangements de
cassettes. De nombreuses cassettes codant des résistances a des antibiotiques
inducteurs (triméthoprime, bétalactamines, quinolones) sont présentes chez les
intégrons, montrant le role de la réponse SOS dans ’acquisition de génes de

résistance nécessaires a la bactérie pour survivre dans des conditions de stress.
2. Régulation de I’expression des genes de cassettes :

Les genes de cassettes sont généralement dépourvus de promoteur et
sont donc exprimés comme dans un opéron sous la dépendance du promoteur

Pc. L’expression des génes de cassettes a surtout été décrite chez les intégrons
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de résistance de classe 1 chez lesquels il existe 13 variants de Pc de force et
fréquence variables en fonction des séquences a 35 et a 10 et de la présence ou
non d’un motif TGN-10 entrainant une augmentation de la force de Pc [66]. De
plus, chez 10 % des intégrons de résistance de classe 1, il existe un second
promoteur P2 localisé dans le site attl1, 113 pb en aval de Pc et chevauchant le
promoteur de I’intégrase Pint ; P2 est lui-méme associé a différents variants de
Pc. Il existe au total chez les intégrons de résistance de classe 1 pas moins de 20
combinaisons possibles Pc-P2 permettant I’expression des génes de cassettes.
Cing combinaisons sont les plus freqguemment représentées (PcS, PcH1, PcW,
PcW + P2 et PCWTGN a 10) et correspondent a cing niveaux de transcription
variant de 1 a 25, PcS étant le variant le plus fort et PcW le variant le plus faible
(tableau 2) [66]. En raison de la localisation de Pc dans le gene intll, la
séquence de Pc influe sur la séquence en acides aminés de 1’intégrase Intll.
Selon le variant de Pc, il existe différents variants d’Intll dont les activités de
recombinaison des cassettes varient, surtout en excision. Ainsi, trois principaux
variants d’Intl1 sont définis. Il existe une relation inverse entre la force de Pc et
I’activité d’excision de I’intégrase Intll associée, plus le promoteur Pc est fort,

plus Pactivité d’excision de I’intégrase est faible [66].
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Tableau?2 : Principaux variants des promoteurs Pc des intégrons de résistance de classe 1. La

force des variants de Pc est rapportée a celle du promoteur Pc le plus faible (PcW=1).

Variant | o Fré- | Force _ _ Activité
de Pc | Séquence nucléotidique que- | relative Variant d’intll | p>excision

nce |dePc d’intl1
(%)

PcS TTGACA-N14,-TCNTAAACT | 24,3 25 INtI1IR32-N39 | + +

PcH1 TGGACA-N14-TCNTAAACT |28 6 INtIIR32-H39 | +++++

PcW TGGACA-N14,-TCNTAAGCT | 16,5 1 INtIIR32-H39 | +++++

PcH2 TTGACA-N1,-TCNTAAGCT |44 20 INtI1IR32-N39 | + +

Initialement, avait été suggéré le rble potentiel des sites attC comme

terminateurs de transcription [67] mais cela a été remis en cause récemment. Les

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

certains sites attC de peptides qui joueraient un role de régulateur traductionnel

[68]. Enfin, en ce qui concerne la traduction, certaines cassettes sont dénuées de

régions d’initiation de la traduction (TIR). Dans le cas ou ces cassettes sont en

premiére position, il a été montré chez les intégrons de résistance de classe 1 que

I’expression des geénes de cassettes était couplée a la traduction d’un petit

peptide ORF11 lui-méme précédé d’une région TIR [69]. La séquence orfll est

localisée dans le site attl1 mais le codon stop est dans la premiére cassette. Cette

régulation n’a donc lieu que dans le cas ou la séquence de la premicre cassette

apporte le codon stop nécessaire a la production du peptide ORF11.
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L’expression des genes de cassette peut donc étre extrémement
variable en fonction de trois parametres principaux : (i) la force du variant Pc,
(ii) la position de la cassette au sein de I’intégron [67] — les genes les plus
éloignés de Pc sont plus faiblement exprimés que ceux situés a proximité, (iii) la

nature du site attC et donc de la cassette située en amont [68].
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Epidéemiologie des intégrons :

1. Les intégrons de résistance de classes 1, 2 et 3 :

1.1. Intégrons de resistance de classel : les plus prévalents.

Ce sont les intégrons les plus répandus et les plus étudiés. Leur
séquence 3’ conservée est constitué du géne qaeD1 (qui code pour la résistance
aux ammoniums quaternaires), le gene sul (qui code la résistance pour les
sulfamides) et le gene Orf x. Ils sont souvent associés a Tn21. De tres nombreux
intégrons de classe 1 différents ont été décrits. Ce sont en fait les intégrons de
classe 1 qui sont au cceur du grave probléme de santé publique actuelle que
constitue la dissémination de la résistance aux antibiotiques. Une grande
proportion des génes cassettes codant la résistance aux antibiotiques a été
retrouvée au sein des intégrons de classe 1. La conséquence a cela, est qu’il est
maintenant bien démontré que la multirésistance aux antibiotiques est associée a

la présence d’intégrons de classe 1 [70].

La trés grande variabilit¢ des cassettes qu’ils hébergent [71] leur
permet de conférer des résistances bien plus diverses que celles conférées par
les cassettes plus stables et moins variées des autres classes d’intégrons de

résistance.
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1.2. Intégrons de resistance de classe 2 : la stabilite.

Les intégrons de résistance de classe 2 présentent une grande stabilité
dans leur réseau de cassettes avec la présence quasi-constante de trois cassettes :
dfrAl (résistance au triméthoprime), sat2 (streptothricine) et aadAl
(streptomycine et spectinomycine), suivies d’une séquence orfX [72]. Cette
stabilité, confirmée par une large étude argentine portant sur 130 souches [38],
est vraisemblablement attribuable & la non-fonctionnalité d’IntI2. L’association
de ces intégrons de résistance au transposon Tn7 leur confére néanmoins une
mobilité importante [73,74]. Quelques publications font état de réseaux de
cassettes atypiques, avec par exemple une cassette ereA [75], ou encore les
cassettes aadB, catB2 [76] ou blaCARBAA4 [77]. L’épidémiologie des intégrons
de resistance de classe 2 a été chamboulée en 2006 suite a la description chez
deux souches bovines de Providencia stuartii d’un intégron de résistance de
classe 2 avec une intégrase dénuée de codon stop intermédiaire [78] qui retrouve
sa fonctionnalité [72], et un réseau de 9 cassettes hébergeant chacune des génes
de fonction inconnue. Une souche d’Escherichia coli isolée d’une urine d’un
patient a depuis été décrite avec elle aussi une protéine Intl2 fonctionnelle,
I’intégron hébergeant la cassette dfrA14 [79].

1.3. Intégrons de résistance de classe 3 : la rareté.

Moins d’une dizaine de publications font état de leur description. Ils
associent une cassette de résistance aux B-lactamines a une cassette aac (6°)-1b
(résistance a tobramycine, nétilmicine et amikacine). La premiere découverte
remonte a 1995 au Japon [80] chez une souche de Serratia marcescens

résistante aux carbapénémes (blaIMPA1). D’autres intégrons de résistance ont
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été identifiés chez des souches de Pseudomonas putida [81]. A ensuite été décrit
au Portugal en 2003 une souche de Klebsiella pneumoniae avec un phénotype
BLSE (blaGES) [82] ; le méme réseau a été retrouve en Suisse chez une souche
d’E coli d’origine urinaire [83]. L’épidémiologie des intégrons de résistance de
classe 3 a évolué depuis la découverte en 2007 de deux souches
environnementales du genre Delftia (D acidovorans et D tsuruatensis) qui
possédaient un intégron de classe 3 atypique [84] avec des cassettes dont les
genes codaient des fonctions inconnues. Ces données laissent suggerer que
méme si les intégrons de résistance de classe 3 semblent jouer un réle mineur
en microbiologie clinique, leur impact au niveau environnemental est sans doute

non negligeable [85].
2. Autres classes d’intégrons :

Un intégron de classe 4 a ét¢ identifié¢ chez Vibrio cholerae au sein du
composé conjugatif self transmissible integrating element (SXT) [86]. Un
intégron de classe 5 a été identifié au niveau du plasmide pVRS1 d’une
souche de Vibrio salmonicida [87]. En recherchant des homologies de séquence
avec les génes intl et les génes cassettes au sein de I’ADN bactérien extrait du
sol, trois structures définissant trois nouvelles classes d’intégrons ont été
découvertes [88]. L’une de ces structures a ensuite ¢été ¢&tudiée plus
complétement chez Pseudomonas stutzeri [89]. Des systémes de recombinaison
utilisant des nouvelles intégrases ont été également été décrits tout d’abord chez
Shewanelle oneidensis [90], puis chez Nitromonas europaea [91]. Toutes ces
classes d’intégrons sont caractérisées par la présence d’une intégrase
fonctionnelle originale ayant ses propres propriétés, codée par un gene intl dont

la séquence est spécifique de la classe d’intégron qu’il définit.
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Cependant, le nombre d’espéces bactériennes portant le géne intl est

encore plus nombreux. Boucher et al [57] ; en criblant les 603 génomes
bactériens séquenceés ; ont trouvés 56 especes bactériennes avec un équivalent de

intl, dont la diversité, présentée en partie dans la figure 8, commence a poser un

sérieux probléme pour la classification des génes intl.
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Figure 8 : Dissémination des genes apparentés a intl dans le monde bactérien [57].
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3. Les intégrons chimériques ou hybrides :

A été decrit un intégron de résistance de classe 2 possédant en aval
des cassettes, la région 3’conservée d’un intégron de résistance de classe 1 [92].
D’autres travaux font état, au sein d’intégrons de résistance de classe 1, de la
présence des cassettes dfrAl, sat2, aadAl plutdt associées aux intégrons de
résistance de classe 2 [93,94]. Ces données tendent a montrer que des échanges
de cassettes, vraisemblablement médies par Intl1, surviennent entre intégrons de

résistance de classes différentes.
4. Les intégrons complexes :

Certains intégrons de résistance de classe 1 ont été nommes intégrons
complexes en raison d’une structure particuliere [95]. Ils ont la particularité de
présenter une duplication parfois partielle de la région 3’conservée associée a la
présence d’un élément transposable nommé ISCR1 [96]. De nombreux geénes
codant des résistances a des antibiotiques différents ont été décrits en aval de
cette ISCR1 [97-100] : catA2 (résistance au chloramphénicol),
blaDHAal(résistance au [-lactamines), dfrA10, dfrA19 (résistance au
triméthoprime), gnrA, gnrB (résistance aux quinolones). . . Ces génes ne sont
pas inclus dans des cassettes car non associés a un site attC ; ils ne sont donc pas

mobilisables par une intégrase Intl.
5. Les bactéries hotes :

5.1. Bactéries a Gram négatif (BGN) :

La quasi-totalité des intégrons de résistance décrits sont hébergés par
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des BGN. Quasiment toutes les especes de la famille des Enterobacteriaceae
sont concernées, notamment E. coli qui est le principal représentant [79, 83,
101-105], Klebsiella [82, 106, 107], Enterobacter [108-111] ou encore Serratia
[80, 112, 113]. De nombreux travaux indiquent la présence d’intégrons de
résistance chez Salmonella [114-117] et Shigella [118-120], Shigella sonnei
étant un héte fréquent des intégrons de résistance de classe 2 [121, 122]. Les
descriptions au sein d’autres genres (Proteus, Morganella, Citrobacter, Yersinia.
. .) sont plus anecdotiques [93, 94, 123, 124]. Chez les autres BGN non
fermentaires, Pseudomonas aeruginosa est un hoéte fréquent [125-128]. Les
cassettes hébergees codent souvent des résistances vis-a-vis des p-lactamines

(BLSE, carbapénémases).

Acinetobacter baumannii est également un hote habituel [76, 92, 129,
130]. Les intégrons de résistance concernent d’autres BGN dont les descriptions
sont plus rares, voire exceptionnelles : Stenotrophomonas [131, 132],
Burkholderia [133], Vibrio [134-137], Aeromonas [138-140], Campylobacter
[141, 142], Helicobacter [143], Bordetella [144, 145]. . .

5.2. Bactéries a Gram positif (BGP) :

Seule une dizaine de publications font état de la description
d’intégrons de résistance, de classe 1 principalement. Le plus souvent, il s’agit
de BGP, tels Mycobacterium fortuitum [146], des espéces du genre
Corynebacterium (C glutamicum [147] [148], C asperum AJ871915, C resistens
FN825254), ou encore les bactéries Arcanobacterium pyogenes [149] et
Arthrobacter [150]. Les intégrons de résistance semblent étre présents parmi les

BGP a une prévalence plus importante qu’il n’y parait, des travaux s’intéressant
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a la litiere de volailles ont ainsi montré que les BGP constituaient un réservoir
majeur d’intégrons de résistance [151]. Plusieurs travaux chinois publiés depuis
2006 par une méme équipe décrivent des intégrons de résistance de classe 1
chez des BGP d’importance majeure en bactériologie médicale

Staphylococcus, Enterococcus et Streptococcus [152] avec le méme réseau de
cassettes dfrAl2-orfF-aadA2, mais aussi des souches de S aureus avec la seule
cassette aadA2 [153, 154]. Plusieurs souches de staphylocoques a coagulase
négative sont aussi recensées [155]. Dernieérement, les mémes auteurs ont décrit
aussi des integrons de resistance de classe 2 chez des souches d’entérocoques (E

faecalis, E faecium) [156].
6. Place des intégrons de résistance dans I’environnement :

Une tres large répartition, de fortes prévalences.

> Eaux et sols : Le milieu aquatique naturel est une source importante
d’intégrons de résistance. Les prévalences au sein de BGN isolées de
rivieres ou d’estuaires varient de 3,6 a 30-40 % selon les espéces
bactériennes, les résistances considérées et les origines geéographiques
[157-161]. Ont aussi eté décrits des intégrons de résistance, de classe 1
chez des especes a priori non impliquées en pathologie humaine, isolées
du sol [162, 163]. Les prévalences en intégrons de résistance retrouveées
au sein de bactéries des eaux de stations d’épuration sont plus
importantes, elles varient de 10 a 35 % [85, 164-168]. Il en est de méme
pour les BGN isolées de sols pollués par des métaux lourds [169-171].
Ces lieux ou la pollution est majeure constituent 1’un des principaux

réservoirs hydriques en intégrons de resistance et sont trés propices a des
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transferts horizontaux de genes de résistance [164]. Les travaux menés
directement a partir d’ADN extraits de prélévements environnementaux
montrent des prévalences encore supérieures avec une présence quasi-
constante des intégrons de résistance de classe 1 [168, 170, 172-174].
Leur quantification a permis de montrer qu’il existait une corrélation entre
présence d’intégrons de résistance de classe 1 et stress environnemental
de type urbain [172] ou industriel [170, 174].

Monde animal : Les intégrons de résistance ont été mis en evidence
chez des bactéries commensales ou pathogenes isolées de nombreux
animaux domestiques ou sauvages : chien, cheval, animaux de zoo,
tortues, mouettes, rennes. ..[175-180]. Les piscicultures et aquacultures
sont un réservoir important [181, 182], les bactéries du genre Aeromonas
sont particulierement impliguées [183]. Le plus grand réservoir animal en
intégrons de résistance concerne les animaux de la ferme : le bétail [78,
184-186], les porcs [150, 187, 188] et la volaille notamment [141, 151,
189, 190]. Les prévalences varient selon les animaux, les especes
bactériennes et les phénotypes de résistance retenus, elles sont supérieures
a celles retrouvées dans 1’environnement (> 30 %), que ce soit chez les
salmonelles [191] ou les coliformes [192]. Chez la volaille, les
prévalences sont encore supérieures, pres de 50 % en considérant les
coliformes [190], et méme quasiment 100 % en considérant les bactéries
de la litiere de poulet [151]. Une étude menée chez les bovins montre que
les chiffres obtenus directement a partir d’extraits d’ADN de bouillon
d’enrichissement de selles sont bien supérieurs a ceux retrouvés a partir
des bactéries cultivées : 86 % d’intégrons de résistance de classe 1 et 94

% d’intégrons de résistance de classe 2 versus 50 et 28 % avec la culture
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[186].

Produits alimentaires : Les produits derives de la viande ont fait
I’objet d’études visant a détecter des bactéries, notamment les
salmonelles, hébergeant des intégrons de résistance. Les prévalences
retrouvées sont trés importantes, souvent supérieures a 50 %, la aussi
selon les phénotypes de résistance retenus [193-195]. Une étude
norvégienne menée sur la viande et les produits dérivés de la viande
d’origine bovine, ovine, porcine ou aviaire retrouve une prévalence en
intégrons de résistance de 18 % chez des souches d’E. coli résistantes a
au moins un antibiotique testé [196]. La présence d’intégrons de
résistance d’origine animale au sein de la chaine alimentaire est un réel
probléeme : outre les conséquences cliniques liées aux souches
pathogénes résistantes, les intégrons de résistance peuvent étre la source

de dissemination de genes de résistance aux consommateurs [197].

» Usage des antibiotiques et environnement: Malgré un usage

désormais limité et contrélé, les antibiotiques sont utilisés en grande
quantité dans le monde agricole. La forte prévalence des intégrons de
résistance chez les animaux de la ferme semble étre associée a un usage
parfois « intensif » des antibiotiques. Ce « sentiment » reste néanmoins
difficile a abonder, les études a ce sujet étant discordantes : la
prévalence de seulement 5 % d’intégrons de résistance chez des
bactéries d’origine bovine dans une ferme pratiquant 1’agriculture
biologique semble aller dans ce sens [198], mais des taux élevés
d’intégrons de résistance a la fois dans des poulaillers n’utilisant pas
d’antibiotiques et dans ceux ou leur usage est systématique, tendent a

prouver le contraire [199]. La présence de ’homme semble ne pas étre
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anodine : plus sa présence est proche des animaux (animaux de ferme,
animaux de compagnie), plus les résistances bactériennes et la présence

d’intégrons de résistance chez I’animal sont importantes [200].

7. Place des intégrons de résistance en microbiologie

humaine ;

Des centaines de publications décrivent la présence d’intégrons de
résistance a partir de souches cliniques. Ils ont été mis en évidence chez de tres
nombreuses BGN a partir de tout type de prélévement, et chez tout type de
patient. Leur distribution concerne tous les hopitaux, ce qui pose un probleme
majeur en pratique clinique car leur présence est associee a une plus grande

résistance aux antibiotiques.

7.1. Prévalence :

Il est difficile d’évaluer la prévalence des intégrons de résistance en
microbiologie clinique: elle dépend de nombreux parametres liés a la bactérie
elle-méme, au patient, a sa pathologie, au site d’isolement, au lieu

d’hospitalisation. . .

Concernant les BGN isolées d’infections urinaires, les études
retrouvent généralement des prévalences supérieures a 50 % [201, 202]. Pour les
BGN isolées d’hémocultures, les taux sont de I’ordre de 10 %, quel que soit le
phénotype de résistance [203] ; une étude allemande souligne une hausse
significative au fil des années : 4,7 % en 1993, 9,7 % en 1996, puis 17,4 % en
1999 [204].
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7.2. Lien entre intégrons de résistance et résistance :

Les travaux menés par différentes équipes montrent que la présence
des intégrons de résistance est associée de fagon significative a une
multirésistance  bactérienne [205-207]. En considérant les bactéries
multirésistantes, les prévalences d’intégrons de résistance sont plus élevees
[159], atteignant 60 % [208, 209] voire 70 % [207]. Une étude sur pres de 900
entérobactéries d’origine hospitaliere et communautaire a montré une relation
significative entre présence d’intégrons de résistance et multirésistance, quelles
que soient 1’espéce bactérienne ou I’origine de la souche [207] ; la résistance a
certains antibiotiques (cotrimoxazole, gentamicine, tobramycine, ampicilline,
pipéracilline, céfuroxime) était prédictive de la présence d’un intégron de

résistance.

7.3. Effet de la pression de sélection antibiotique :

Le lien entre intégrons de résistance et multirésistance laisse a penser
que la pression de selection antibiotique joue un réle majeur, comme le
suggerent les prévalences importantes dans les uniteés de soins intensifs fortes
consommatrices d’antibiotiques [210]. La détection des intégrons de résistance
peut méme étre utilisée comme un outil épidemiologique [130, 211]. Peu de
travaux s’intéressent a la prévalence des intégrons de résistance en dehors d’un
cadre hospitalier. Elle est de I’ordre de 20 % d’apres une étude menée chez des
patients le jour de leur admission a 1’hopital [212]. Des travaux ont montré une
prévalence croissante en intégrons de résistance selon le mode de vie des sujets
soumis a des pressions de sélection antibiotique différentes : 6,4 % d’intégrons
de résistance de classe 1 chez des Amérindiens de Guyane Francaise, versus

12,2 % chez des cadres du secteur bancaire et des assurances versus 18,5 % chez
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des éleveurs de porcs [105]. L’importance du « mode de vie » dans le portage
des intégrons de résistance a été confirmée par 1’analyse du portage en intégrons

de résistance chez des expatriés [213].

Deux ¢études apportent des éléments de réflexion concernant la
pression de sélection par le cotrimoxazole. La politique de limitation de 1’usage
de cet antibiotiqgue au Royaume Uni dans le traitement des infections urinaires
[214] laissait augurer d’une baisse de la prévalence des intégrons de résistance,
or celle-ci n’a pas montré de baisse significative chez les souches d’E coli (16,4
% en 1991 versus 17,5 % en 1999). Une autre étude plus récente qui évaluait
I’effet du cotrimoxazole versus placebo sur la flore digestive, a montré que
’effet sur ’apparition des intégrons de résistance était en fait transitoire, avec
une augmentation de la prévalence des intégrons de résistance dans le groupe
antibiotique aprées 6 semaines de suivi post-traitement, puis des valeurs

comparables avec le groupe placebo apres 12 semaines [215].

8. Détection des intégrons :

Les intégrons de resistance sont trés prevalents dans tous les
ecosystémes avec des chiffres parfois effrayants, jusqu’a 70 % des souches
¢tudiées porteuses d’intégrons de résistance. Les études sont difficiles a
comparer car les classes d’intégrons de résistance recherchées ne sont pas
toujours les mémes et la classe 1 est la plus frequemment recherchée et donc la
plus retrouvée. De plus, les méthodes de détection différent, recherche des genes
des différentes intégrases, recherche des cassettes, PCR en point final, PCR en
temps réel, hybridation, etc. Or, comme il a été dit précédemment, les intégrases
des intégrons de résistance ont des pourcentages d’identité élevés (40 a 58 %),

rendant donc difficile leur détection avec une bonne spécificité. Ainsi, des études
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comparant différents couples d’amorces pour amplifier et détecter les intégrons
de résistance ont montré les difficultés de spécificité [216]. De plus, les
intégrases des intégrons de résistance sont aussi proches des intégrases des
super-intégrons, ce qui augmente le risque de réactions croisées lors de PCR,
surtout si on recherche les intégrons dans des écosystemes ou les espéces
bactériennes porteuses de super-intégrons sont présentes (sol, eaux).
Récemment, une technique de PCR en temps réel multiplexe permettant de
quantifier spécifiquement les intégrons de résistance de classe 1, 2 et 3 a été

décrite [217].
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Origine des intégrons :

L’origine des intégrons et des cassettes constitue une ¢€nigme, de
méme que la genése des cassettes. Plusieurs hypothéses ont été avancées, mais
la plus probable considérerait que les superintégrons seraient les ancétres des
trois classes d’intégrons impliquées dans la multirésistance aux antibiotiques.
Les intégrons de résistance auraient évolué a partir de super-intégrons par le
biais de la capture d’un geéne intl et d’un site attl dans des structures mobiles
type transposon et ensuite, sous I’effet de la pression de sélection, il y aurait eu
capture de genes de résistance provenant de pools de cassettes contenus dans

difféerents super-intégrons [218].

L_es supe-rintéqgrons :

Les super-intégrons ont éte caractérisés sur le genome de différentes
especes de Vibrio (V cholerae, V. metschnikovii, V. mimicus, V anguillarum, V
parahaemolyticus, V fischeri,) mais aussi chez d’autres genres bactériens tels
que Pseudomonas, Shewanella, Xanthomonas, Listonnella, Nitrosomonas (P
alcaligenes, P mendocina, X campestris, S putrefaciens, S oneidensis, L
pelagia, N europea) [218, 219]. Une structure proche des super-intégrons a aussi
été décrite chez Treponema denticola [220]. Les super-intégrons de Vibrio ont

été bien étudiés : ils posseédent en 5’ un géne intl codant une intégrase [218, 221-
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223] ayant 45 a 50 % d’identité avec les trois intégrases Intl1, Intl2 et Intl3. En
aval du gene intl, se situe un site attl et de nombreuses séquences inversées
répétées imparfaites flanquées des séquences core GTTRRRY en 3’ et core
inverse RYYYAAC en 5, trés homologues aux sites attC décrits chez les
intégrons de résistance aux antibiotiques et encadrant un ou plusieurs cadres de

lecture ; cette organisation est analogue a celle des cassettes (fig.9) [20].
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Figure 9 : Structure générale du super-intégron chez V cholerae [56].

Les super-intégrons ont donc une structure similaire a celle des

intégrons de résistance aux antibiotiques mais cependant différent par :

* la taille : les super-intégrons ont une taille plus importante car ils
contiennent plus de 20 cassettes et parfois plus de 100 ou 200 comme c’est le
cas chez Vibrio vulnificus [224] ;

* orientation de génes : les genes ne sont pas toujours orientés dans

la méme direction que les sequences répétées ;

* ’homogénéité des séquences répétées : les séquences répétées sont
trés conservées au sein d’un méme super-intégron alors que les sites attC des

intégrons de multirésistance ont des séquences et des tailles variables ;
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« la nature des cassettes : les cassettes des intégrons codent la
résistance aux antibiotiques alors que les cassettes des super-intégrons ne codent
le plus souvent aucune fonction connue. Quelques cassettes codant des fonctions

métaboliques ou des facteurs de virulence ont été caractérisées ;

« la localisation : uniqguement chromosomique alors que les intégrons

de résistance sont véhiculés par des plasmides ou des transposons.

Les sequences inversées répétées équivalentes aux sites attC sont
spécifiques du super-intégron qui les héberge, contrairement aux intégrons de
résistance. Le degré de divergence des séquences répetees entre les différents
super-integrons correspond au degre de divergence de leur gene intl. Il
semblerait donc que chaque super-intégron soit spécifique de 1’espéce
bactérienne qui 1’héberge. Si chaque espéce bacterienne posséde un super-
intégron contenant chacun une centaine de cassettes, on concoit aisément le
phénoménal réservoir de géenes que constituent les super-intégrons. Les géenes
hébergés par les super-intégrons ne sont pas indispensables a la croissance des
bactéries et seraient vraisemblablement susceptibles de jouer un role dans
I’adaptation des bactéries a leur environnement. Les super-intégrons
constitueraient donc un systéme potentiel d’adaptation des bactéries aux
différentes pressions environnementales permettant la capture de genes étrangers

de diverses origines [20].
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Depuis que les médicaments anti-infectieux sont utilisés, la résistance
des micro-organismes (bactéries, champignons, parasites mais également virus)
a ces médicaments n’a cessé d’augmenter. Cette évolution a €té particulierement

spectaculaire pour les antibiotiques depuis une vingtaine d’années.

La prévalence de la résistance bactérienne aux antibiotiques est
préoccupante dans le monde. Le choix d’antibiotiques efficaces y est rendu
difficile, voire impossible dans certaines infections a bactéries totalement
résistantes aux antibiotiques. Dans le méme temps, le nombre des antibiotiques
mis a disposition est de plus en plus limité ces derniéres années (peu de
nouvelles molécules, difficultés d’approvisionnement pour des anciennes
molécules). Par ailleurs, cette prévalence de bactéries multi-résistantes, et la
gravité des infections qu’elles induisent, amenent a prescrire largement les
quelques molécules encore actives, souvent les plus récentes et/ou de spectre
étendu. La prescription des antibiotiques doit prendre en compte non seulement
I’effet recherché sur I’infection des malades traités, mais aussi leurs effets sur
I’écologie bactérienne et donc sur la collectivité. Il est ainsi essentiel de retarder
I’apparition et/ou I’extension des résistances bactériennes, et de préserver le plus

longtemps possible I’activité des antibiotiques.::<:

Ces recommandations ont pour objectif le bon usage des antibiotiques,
et plus particulierement de faciliter au sein des établissements de santé la mise
en place de stratégies d’antibiothérapie les plus efficaces et permettant de

prévenir I’émergence des résistances bactériennes.
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Tous les professionnels de santé, y compris les gestionnaires, ont leur
part de responsabilité, et donc un rdle dans le bon usage des antibiotiques a

I’hopital. Ces recommandations précisent :

+ les dispositions relatives a la prescription des antibiotiques a I’hopital ;

+ le role des acteurs institutionnels, dans le bon usage des antibiotique a
I’hopital : commission des médicaments et des dispositifs médicaux
stériles (COMEDIMS), commission des anti-infectieux (CAl) et
référents ;

+ Les roles des acteurs hospitaliers non institutionnels dans le cadre du
bon usage des antibiotiques ;

* Les modalités de 1’information et de la formation sur le bon usage des
antibiotiques a I’hopital.

Ces recommandations sont accompagnées de grilles d’évaluation des
pratiques professionnelles destinées a faciliter 1’appropriation et 1’utilisation de

ces recommandations dans les établissements de santé.
1. Dispositions relatives a la prescription des antibiotiques :

1.1. Organisation géneérale de la prescription des antibiotiques a I’hopital :

Ces dispositions sont de nature a favoriser la qualité des prescriptions

des antibiotiques. Les antibiotiques doivent faire 1’objet d’une prescription
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nominative datée et signée lisiblement, mentionnant le nom du malade et la

durée prévisionnelle d’administration, et transmise a la pharmacie.

Pour des raisons de tragabilité¢, de surveillance et d’analyse des

consommations, 1’informatisation de la prescription et de la dispensation est

indispensable.

Différentes techniques permettent, surtout quand elles sont associées,

d’améliorer le choix initial de I’antibiothérapie :

+

Rédaction et utilisation, en fonction des types d’infections, de
protocoles facilement accessibles issus de recommandations ;

Listes d’antibiotiques réservés a certaines indications et délivrés sur
justification écrite (comportant des renseignements cliniques et/ou
bactériologiques simples, par exemple 1’antibiogramme) ;

Appel a un référent ou validation par ce dernier de la prescription de
certains antibiotiques ;

Utilisation de systemes informatiques d’aide a la prescription des
antibiotiques comportant en particulier des aide-mémoire (reminders),
des liens avec les recommandations, des informations sur les
résistances bactériennes, des alertes prenant en compte les protocoles
de service et les particularités du patient ; elle permet 1’ajustement de
I’antibiothérapie (arrét, désescalade, maintien d’une association,

changement d’antibiothérapie ou de modalités d’administration, etc.).

La réévaluation entre la vingt-quatriéme heure et la soixante-douziéme

heure permet d’apprécier [’évolution clinique, d’obtenir les données
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microbiologiques, de s’assurer de la preuve ou non d’une infection et de sa
nature bactérienne. Cette réévaluation est essentielle au bon usage, en particulier
dans le cadre des antibiothérapies probabilistes.

L’ordonnance de la 1re antibiothérapie probabiliste d’une infection a
une durée limitée a trois a quatre jours. La poursuite de 1’antibiothérapie

nécessite une réévaluation de 1’état du patient et de son traitement antibiotique.

La poursuite du traitement est soumise a 1’avis d’un médecin senior
(médecin du service, infectiologue ou réeférent désigné).

Une attention particuliere doit étre, en effet, portée a la durée utile de
I’administration des antibiotiques. Différentes modalités sont envisageables : par
exemple, des ordonnances a durée limitée peuvent étre utilisées pour certaines
indications (3 jours en situation probabiliste, 7 jours pour une indication
documentée), ou pour certains antibiotiques.

Ces techniques et modalités ont été décrites dans la littérature comme
ayant un impact favorable. Cependant, on ne connait pas celles qui, seules ou en
association, sont les plus efficaces. Chaque commission des antibiotiques devra
donc déterminer la stratégie paraissant la plus adaptée a la situation locale. Il est,

par ailleurs, souhaitable de développer la recherche dans ce domaine.

1.2. Modalités de prescriptions destinées a prévenir 1’émergence de bactéries

résistantes :

Les regles d’utilisation des antibiothérapies doivent permettre de
limiter I’émergence de bactéries résistantes, non seulement dans le foyer initial

mais aussi dans les flores commensales.
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1.2.1. Recommandations concernant I’antibiothérapie curative :

+

*

Limiter I’antibiothérapie aux infections dont 1’origine bactérienne est
documentée ou probable et pour lesquelles d’autres mesures ne
suffisent pas.

Respecter des posologies et des modalités d’administration adaptées
aux antibiotiques et a la pathologie du patient (voie d’administration,
dose de charge, rythme, monodose ou multidose journaliére, perfusion
continue, etc.) de facon a assurer des concentrations appropriées au
site de I’infection.

Etre trés attentif & éviter le sous-dosage qui est une des causes d’échec
et le surdosage a 1’origine de pathologies 1atrogenes.

Pour ces raisons, le recours au dosage sérique des antibiotiques est
utile pour certaines molécules (glycopeptides, aminosides, voire
d’autres antibiotiques).

Préférer pour les antibiotiques a efficacité comparable ceux dont le
spectre est le plus étroit (hors patients neutropéniques).

Dans les infections séveres, débuter le traitement le plus rapidement
possible aprés I1’hypothése diagnostique et les prélévements
microbiologiques (notamment antibiothérapie administrée dés la 1lre
heure dans le choc septique).

L’antibiothérapie curative ne dépasse généralement pas une semaine.
En effet, beaucoup d’infections ne nécessitent pas une antibiothérapie
d’une durée plus longue. Une antibiothérapie prolongée expose a un

bénéfice/risque défavorable (résistances bactériennes augmentées,
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toxicité accrue). De plus, des traitements plus courts ont été validés
dans des situations bien définies.

+ Envisager chaque fois que possible, en fonction des données cliniques,
des données microbiologiques et de 1’évaluation du malade, une

désescalade thérapeutique voire un arrét du traitement.
1.2.2. Recommandations relatives aux associations d’antibiotiques :

Une monothérapie antibiotique est suffisante dans la plupart des
infections.

Le recours aux associations d’antibiotiques peut avoir pour but
d’éviter I’émergence de bactéries résistantes dans le foyer infectieux en
diminuant rapidement 1’inoculum bactérien, mais il peut contribuer a augmenter
la pression de sélection sur la flore commensale. En conséquence, les
prescriptions d’associations doivent €tre strictement limitées, outre les infections
a mycobactéries, a des situations bien définies:

+ Nécessité d’¢élargissement du spectre antibactérien : infections séveres
et microbiologiquement non documentées ;

+ Infections a P aeruginosa ;

* Couple bactéries-antibiotiques a risque d'émergence de résistances :

e Entérobactéries du groupe 3 (Enterobacter, Serratia, Citrobacter
freundii, Providencia, Morganella par exemple) et
céphalosporines de 3e génération,

e S aureus et fluoroquinolones, rifampicine, acide
fusidique ou fosfomycine,

e Entérobactéries résistantes a I’acide nalidixique et

fluoroquinolones,
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+ Lors de la réévaluation de ’antibiothérapie entre la vingt-quatriéme

heure et la soixante-douzieme heure, le maintien d’une éventuelle association
doit étre discuté. Habituellement, le maintien d’une association ne doit pas étre

poursuivi plus de trois jours, sauf dans de rares situations.
1.2.3. Cycling — Mixing :

Malgré D'intérét théorique de substituer périodiquement a 1’échelle
d’un hopital ou d’un service un antibiotique a un autre antibiotique non exposé
aux mémes mécanismes de résistance, il n’existe actuellement pas d’argument
suffisant pour préconiser une telle pratique de fagon programmeée et a priori.

En cas d’apparition d’une résistance bactérienne, la restriction
temporaire d’ (des) antibiotique(s) potentiellement incriminé(s) dans I’apparition
de la résistance peut trouver sa place dans un ensemble associant notamment le

renforcement des mesures d’hygiene.
1.2.4. Recommandations concernant 1’antibioprophylaxie chirurgicale :

Disposer de protocoles écrits, facilement accessibles au bloc
opératoire, rédigés en concertation avec anesthésistes, chirurgiens,
microbiologistes et pharmaciens, validés par le Comité de lutte contre les
infections nosocomiales (CLIN) et la CAL.

Respecter strictement les indications et protocoles validés, évaluer
réguliérement leur application.

Respecter les regles d’administration :

* Injection intraveineuse une heure au maximum avant I’incision
cutanée, en pratique lors de la période de I’induction anesthésique ;

* Dose de charge double de la dose unitaire standard, réinjection d’une
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dose standard toutes les deux ¥z vies ;
+ Durée le plus souvent limitée a celle de I’acte opératoire et ne

dépassant pas 24 heures.

La présence de drains ou de cathéters ne justifie pas de prolonger
I’antibioprophylaxie. Il n’est pas nécessaire de réadministrer des antibiotiques a
I’ablation des drains ou de cathéters.

L’antibioprophylaxie par voie orale doit tenir compte des

recommandations validees pour chaque situation concernée.

2. ROle des acteurs hospitaliers dans le bon usage des

antibiotiques :

Le bon usage des antibiotiques implique de nombreux acteurs et
Impose une organisation transversale.

L’efficacité d’une politique antibiotique suppose de dégager les
moyens humains, matériels et informatiques nécessaires. Cela peut s’inscrire

dans une dynamique de contractualisation.

En dehors de 1’organisation centrée sur les acteurs institutionnels, trois
acteurs doivent se collaborer autour du bon usage des anti-infectieux : le

laboratoire de microbiologie, la pharmacie et les services cliniques.
2.1. Acteurs institutionnels :

La commission des medicaments et des dispositifs médicaux stériles
(COMEDIMS).

Conformément aux dispositions réglementaires, la COMEDIMS est chargée :
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> de promouvoir et de veiller au bon usage des médicaments ;

» de mettre en place des enquétes d’utilisation et un suivi des

consommations ;
> d’optimiser les dépenses en médicaments ;
> de favoriser la recherche thérapeutique.

Cette mission, en matiere d’antibiothérapie est confiée a une SOuUS-
commission (commission des anti-infectieux).

Il est essentiel que les établissements se dotent d’une CAI, chargée
d’impulser et de coordonner des actions en matiére de bon usage des
antibiotiques, en association avec le Comité de lutte contre les infections
nosocomiales (CLIN) et la COMEDIMS.

La composition de la commission repose sur des criteres de
compétence dans le domaine de D’antibiothérapie et de représentativité des
spécialités fortement concernées par la prescription d’anti-infectieux ou
I’acquisition de résistances bactériennes : maladies infectieuses, réanimation,
médecine d’urgence, oncohématologie, anesthésie, chirurgie, médecine interne,
pneumologie, gériatrie, pédiatrie, etc.

En plus des cliniciens concernés, en font partie les praticiens
compeétents en antibiothérapie, et notamment un pharmacien chargé de la
dispensation des antibiotiques, un biologiste/microbiologiste, un membre de
I’équipe opérationnelle d’hygiéne hospitaliecre (EOHH). Le CLIN et Ia
COMEDIMS y sont représentes.

Lorsque I'importance des activités médicales de 1’établissement ne

justifie pas la constitution d’une commission des antibiotiques, ou en 1’absence
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de praticiens qualifiés en antibiothérapie, 1’établissement considéré charge le
CLIN et la COMEDIMS d’étudier tout rapprochement interne ou externe, y
compris avec un autre établissement de santé disposant d’une telle commission.

La CAI a un rdle transversal au niveau de I’établissement et a une
mission de mise en ceuvre dans les services cliniques des bonnes pratiques en
antibiothérapie.

La commission coordonne les actions en matiére de bon usage des
antibiotiques dans 1’établissement de santé, en relation avec la COMEDIMS et
le CLIN, notamment les actions a mettre en ceuvre en priorité. La CAI doit étre
consultée par la COMEDIMS, et est chargée d’¢laborer et de présenter a la
COMEDIMS ses propositions motivees et argumentées.

Les principales actions a mettre en ceuvre sont :

+ valider la liste des antibiotiques utilisables dans 1’hopital et la
réactualiser au moins une fois par an ;

+ établir la liste des antibiotiques a distribution controlée et proposer les
modalités de cette distribution ; les modalités de ce contr6le sont
intégrées dans le systeme d’information de I’établissement et sont
validées par la  commission  médicale  d’établissement
(CME)/conférence médicale ;

+ rédiger et/ou valider et diffuser des recommandations faisant 1’objet
d’un consensus des professionnels de santé concernés ;

* participer a [’¢élaboration, la mise en place et [’évaluation des
protocoles d’antibiothérapie dans les services cliniques. La CAl
définit les services cliniques et les situations ou la rédaction de

protocoles est prioritaire, s’assure de leur réalisation et de leur
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actualisation, et les valide en accord avec les praticiens des services
CONcCernes ;

+ organiser avec les services cliniques concernés par 1’antibiothérapie,
des audits de prescription prenant en compte la conformité aux
protocoles locaux valides et le caractére approprié des prescriptions en
fonction des données microbiologiques ;

* coordonner avec la COMEDIMS la diffusion reguliere par la
pharmacie des informations relatives aux consommations, aux codts et
aux nouveaux antibiotiques approuves ;

+ examiner avec le CLIN la consommation antibiotique au regard de la
nature des activités medicales et des résistances bactériennes.

2.1.1. Référent(s) en antibiothérapie :

Les référents sont des praticiens désignés afin d’aider les prescripteurs
dans I’indication, le choix et la conduite de la meilleure antibiothérapie, et afin
de participer aux actions de formation et d’évaluation.

Le référent est un praticien formé a D’antibiothérapie, au mieux
titulaire du Diplome d’études supérieures complémentaires (DESC) de
pathologie infectieuse et tropicale. A défaut, il sera titulaire, au minimum, d’un
diplédme d’université formateur en antibiothérapie ou aura une compétence
reconnue attestée par une expérience clinique et éventuellement des publications
scientifiques dans le domaine.

Il est désigné par le directeur de 1’établissement sur proposition de la

commission médicale d’établissement (CME).
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La reconnaissance de la compétence de ce praticien, par I’ensemble
des prescripteurs, est un élément important de 1’acceptabilité des conseils en
matiere d’antibiothérapie.

Le référent assure la promotion sur le terrain des actions de bon usage
définies par la CAI Cela nécessite une étroite collaboration avec le(s)
pharmacien(s), le(s) biologiste(s)/ microbiologiste(s) et les hygiénistes. Ces
praticiens peuvent jouer un réle de conseil dans leurs domaines de compétences.
La synergie existant au sein de cette équipe est garant de réussite de ce plan.

Le référent est membre de la CAL.

Le réferent intervient comme conseil sur le bon usage des
antibiotiques pour I’ensemble de I’hopital, lorsque son avis est sollicité par les
prescripteurs. Le médecin en charge du patient reste responsable de la
prescription, le référent intervenant comme consultant aupres de celui-ci. Le
référent peut également intervenir sur des alertes générées par la CAl ou par la
pharmacie, par le biologiste/microbiologiste ou par 1’équipe opérationnelle en
hygiene hospitaliére.

Il organise, avec la CAl et les correspondants en antibiothérapie des
services, des actions de formation sur le bon usage des antibiotiques pour les
personnels médicaux (en particulier les internes au début de chaque semestre) et
paramédicaux.

I1 aide a des actions d’évaluation (audits de pratiques) et de recherche
clinique en collaboration avec les services cliniques, les services de pharmacie et
de microbiologie médicale et 1’équipe opérationnelle en hygiéne hospitalicre.

Le référent a une activité totale ou partielle, dédiée dans un

établissement ou une activité partagée selon la taille de 1’établissement. Dans les
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gros établissements, il peut y avoir plusieurs praticiens réeférents ; le
regroupement et le fonctionnement en réseau sont a favoriser pour les petits

établissements.
2.1.2. Correspondants locaux en antibiothérapie :

Chaque service ou pble doit désigner en son sein le(s)
correspondant(s) local(x), interlocuteur(s) de la CAIl pour faciliter la mise en
ceuvre des bonnes pratiques en antibiothérapie au sein des services. Il peut s’agir

du référent hygiene du service ou poéle.
2.2. Laboratoire de microbiologie :

Chaque hopital doit bénéficier des services d’un laboratoire de

microbiologie ou au moins d’un biologiste qualifi¢ en bactériologie.

Des procedures internes et externes de controle de qualité des

techniques de détection des résistances bactériennes sont mises en place.

L’implantation d’un systéme d’information médicale au sein de ces
laboratoires est indispensable. Elle doit permettre le rendu immédiat des
résultats microbiologiques dans les services cliniques, la gestion des dossiers

patients, et la surveillance épidémiologique.

2.2.1. Aide au diagnostic de [I’infection, a [I’initiation et au Ssuivi de

I’antibiothérapie :

Le laboratoire de microbiologie définit avec les services concernes la
nature et la qualité de tous les prélévements microbiologiques nécessaires avant

de mettre en place une antibiothérapie empirique.

99



Tout effort d’organisation et de prise en charge technique des
prélevements permettant de réduire le délai entre leur réalisation et
I’identification des bactéries et de leur sensibilité aux antibiotiques doit étre
favorisé, afin d’aider a réduire le délai entre le prélévement et I’administration
d’une antibiothérapie adéquate. Le résultat des antibiogrammes est rendu apres
lecture interprétative. Dans certains cas, la détermination des concentrations
minimales d’inhibition(CMI) des antibiotiques est une information qui peut étre
utile a la détermination des posologies afin d’obtenir des concentrations sériques
satisfaisantes.

Dans le cadre de programmes de contrdle de 1’utilisation des
antibiotiques, sur proposition de la CAI et en liaison étroite avec la pharmacie,
les résultats des antibiogrammes rendus aux cliniciens pourraient ne mentionner
que certains antibiotiques (antibiogrammes restreints). Les résultats des tests de
sensibilité aux autres antibiotiques seraient disponibles sur demande.

Le laboratoire de microbiologie met en place les procédures et les
moyens qui permettent de s’assurer que les résultats des analyses
microbiologiques sont transmis aux cliniciens des que disponibles.

2.2.2. Surveillance épidémiologique :

Des informations relatives a 1’écologie locale (globale et par service)
et aux resistances des principales especes bactériennes aux principaux
antibiotiques considérés comme des indicateurs pertinents doivent étre
régulierement produites (au moins 1 fois/an). Il importe de produire des
indicateurs adaptés a la surveillance épidemiologique, par exemple le nombre
d’isolats de S aureus résistants a la méticilline (SARM) pour 1000 jours

d’hospitalisation.
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Les mémes indicateurs peuvent étre utilisés pour d’autres bactéries
résistantes en fonction de la situation épidémiologique locale (entérobactéries
productrices de bétalactamase a spectre étendu, P aeruginosa résistant a la
ceftazidime).

Les données épidémiologiques devraient au mieux étre interprétées en
fonction de la date d’admission et de la durée d’hospitalisation, afin d’aider a
identifier les cas acquis ou importés au sein d’un service ou d’un établissement
avec I’aide de ’EOHH. Le choix de systemes d’information compatibles entre
eux doit le permettre.

Ces informations sont adressées au CLIN, a la CAI et aux services

cliniques.

Les données épidémiologiques doivent étre preésentées et interprétées
au niveau de la CAl et du CLIN.

2.2.3. Systeme d’alerte :

Il est important de développer un systéme opérationnel d’alerte
capable de prévenir les services cliniques en cas de profil de résistance
particulier, et de mettre en place les mesures nécessaires (isolement, adaptation
de I’antibiothérapie). Le laboratoire de microbiologie doit mettre en place les
moyens permettant de déceler précocement la survenue d’un phénomeéne
épidémique et I’apparition d’un nouveau phénotype de résistance.

Toutes ces actions sont menées en collaboration étroite avec ’EOHH.

Toutes ces missions imposent une informatisation des laboratoires de

microbiologie.
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2.3. Service de pharmacie :
2.3.1. Gestion, approvisionnement, détention :

La pharmacie achete et met a disposition des prescripteurs les
antibiotiques admis par la COMEDIMS en concertation avec le CLIN. Elle
détient en permanence les antibiotiques définis comme indispensables, et
s’approvisionne dans des délais compatibles avec la sécurit¢ des patients en
produits d’utilisation plus ponctuelle. Elle veille a ce que la continuité des

traitements soit assurée.
2.3.2. Dispensation :

Les antibiotiques administrés par voie systemique appartiennent au
registre des substances vénéneuses et doivent étre prescrits sur ordonnance
nominative. Le pharmacien les dispense aprés « analyse pharmaceutique de
I’ordonnance » (identification du patient et du prescripteur, posologie et rythme
d’administration, etc.). Pour les antibiotiques, le pharmacien devra pouvoir
disposer d’un systéme d’information permettant de s’assurer de la conformité de
la prescription avec les recommandations de la CAl. En cas de non-conformite,
le prescripteur doit €tre contacté¢ ; I’avis du réfeérent doit étre sollicité si

nécessaire.
2.3.3. Information ;

En liaison avec la COMEDIMS et le CLIN, la pharmacie doit fournir
et actualiser la liste des antibiotiques disponibles, les recommandations de
bonnes pratiques d’administration et les cofts de traitement journalier. Certaines

de ces informations doivent étre accessibles au prescripteur, notamment au
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moment du choix de I’antibiotique (par le biais d’ordonnances renseignées, de

reminders par exemple).

2.3.4. Evaluation :

La pharmacie a usage intérieur a des missions d’évaluation (pharmaco-
épidémiologique, pharmaco-économique, et de pharmacovigilance) et d’aide a la
prescription. L’évaluation des pratiques de prescription, les actions visant a

promouvoir le bon usage des antibiotiques s’intégrent dans ces missions.

Dans ce cadre, la mise en ceuvre d’un systétme d’information
permettant le suivi et 1’analyse des consommations d’antibiotiques est un
objectif prioritaire. Ce systeme doit permettre de fournir de facon reguliere et
périodique (au moins annuelle) a la COMEDIMS, au CLIN, a la CAl, a la CME,

aux services cliniques et aux p6les des données :

+ exprimeées non seulement en codts, mais aussi en doses définies

journaliéres.

+ en distinguant les principaux types d'activité médicale ou centres de

responsabilité (en particulier réanimation, blocs opératoires, etc.).

L’établissement doit disposer d’un systéme d’information permettant a

la pharmacie de réaliser :

v' la validation pharmaceutique des prescriptions nominatives de tous les
médicaments, dont les antibiotiques ;

v' la transmission de tout avis nécessaire a la qualité de 1’administration
et a I’optimisation du traitement ;

v' la tracabilité des unités non administrées.
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Ce systeme d’information, mais aussi la gestion des ordonnances et de
la dispensation nominative des antibiotiques, et le conseil pharmaceutique
impliquent des moyens appropriés, en particulier informatiques et humains

(pharmaciens cliniques), des services de pharmacie hospitaliére.
2.4. Services cliniques :

L’¢laboration de recommandations adaptées aux situations cliniques
les plus fréquentes ou induisant I’emploi d’antibiotiques a large spectre (et en
particulier des produits les plus récents et/ou qu’il convient de préserver) est
nécessaire. Ces recommandations doivent étre formulées sous forme de
protocoles écrits. De tels protocoles sont indispensables au minimum dans les
services fortement utilisateurs d’antibiotiques (par exemple chirurgie et
hématologie), les unités de soins faisant appel a de nombreux prescripteurs
(urgences en particulier), les services a risque élevé de résistance bactérienne
(réanimation, long et moyen séjours) et pour les antibiotiques a usage topique

destinés a prévenir ou traiter les colonisations.

Ces protocoles doivent étre approuvés par la CAl, et leur observance

doit faire I’objet d’évaluations périodiques.

L’élaboration de protocoles spécifiques, la mise en ceuvre de
recommandations générales, 1’analyse et la valorisation des données de
surveillance issues de la pharmacie et du laboratoire de microbiologie,
I’actualisation et la diffusion des connaissances seraient grandement facilitées et
optimiseées par la désignation de correspondants locaux en antibiothérapie dans
les services cliniques, et en particulier dans les secteurs de soins les plus

concernés par la résistance bactérienne.
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La prescription initiale et sa réévaluation doivent étre inscrites dans le
dossier du patient. Les informations concernant 1’antibiothérapie doivent étre

écrites dans la lettre de sortie du patient.

L’équipe soignante doit veiller a 1’administration effective, a la
précocité, aux modalités d’administration et a la tragabilité des antibiotiques

prescrits.

Les échecs d’une antibiothérapie doivent faire 1’objet d’une analyse.

3. Information et formation :

Ce sont des aspects essentiels pour un bon usage des antibiotiques a
I’hopital.

Les informations produites par les laboratoires de microbiologie, la
pharmacie et les services cliniques doivent étre connectées. Cela permet
d’optimiser la prise en charge des patients infectés, de surveiller I’incidence de
la résistance et d’en analyser les éventuels facteurs favorisants et les

conséguences.

Certaines informations concernant les codts journaliers de traitement,
les posologies habituelles, pourraient utilement figurer sur les documents fournis
par le laboratoire de microbiologie et/ou la pharmacie ou figurer sur le systéme

d’information.

La CAI doit présenter une synthese de ces informations a la CME, au
moins une fois par an, et veiller a ce qu’une information réguliére soit délivrée a

I’ensemble des acteurs.
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Les programmes de formation des professionnels de santé doivent :

# promouvoir au niveau de la formation initiale et continue les
enseignements sur I'épidémiologie, la surveillance et les moyens de la
maitrise de la résistance bactérienne ;

+ assurer une information sur I'épidémiologie locale et la politique
antibiotique de I'établissement a chaque professionnel de santé présent

dans I'hépital (particulierement a son arrivée).
Cette formation se situe a plusieurs niveaux :

> enseignement sur la prescription des antibiotiques et la résistance
bactérienne délivrée aux étudiants en médecine et en pharmacie, aux
infirmiéres, mais aussi aux autres professionnels (administration,
responsables des soins infirmiers) ;

> formation des internes au début de chaque semestre (peut-étre
combinée avec celle sur la prévention de l'infection nosocomiale) et
remise a cette occasion de documents sélectionnés ;

> formation des prescripteurs centrée sur leurs pratiques ;

> formation continue adaptée des correspondants locaux en
antibiothérapie des services cliniques ;

> incitation des établissements a mettre en place des actions d'évaluation
des pratiques permettant de s’assurer de I’efficacité des formations
réalisées ;

> relais au sein des établissements (role de la CAIl) des campagnes
nationales ou régionales de sensibilisation au bon usage des

antibiotiques.
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Les firmes pharmaceutiques jouent un rdle important dans
I’information relative aux antibiotiques ; la COMEDIMS et la CAl doivent
s’assurer que cette information est conforme avec la charte de la visite médicale,
et en accord avec les recommandations nationales et les actions de 1’hopital.
Différentes formules sont envisageables, en particulier en privilégiant des
réunions des membres de la CAI ou sont invités les représentants des firmes

pharmaceutiques concernées et les correspondants des services cliniques.

La réalisation et la communication des résultats d’enquétes sur les
pratiques en antibiothérapie, d’audits cliniques, le suivi de consommation
d’antibiotiques contribuent a améliorer la qualité de la prise en charge des

infections bactériennes.

4. Perspectives :

Ces recommandations ont été élaborées sur la base des connaissances
actuelles, aprés analyse de la littérature disponible et concertation entre
professionnels. Il apparait que de nombreux problémes restent a résoudre. En
particulier, 1’efficacité de certaines stratégies doit étre evaluée correctement. Il
est donc indispensable que des protocoles rigoureux et pertinents soient
consacres a ce type de recherche. Une meilleure connaissance nationale des
consommations d’antibiotiques, I’impact des politiques d’utilisation des
antibiotiques, y compris 1’alternance des antibiotiques sur la résistance
bactérienne, et la détection précoce des nouvelles résistances devraient faire

I’objet de travaux prioritaires.

Il faut encourager la coordination nationale des structures

institutionnelles en charge de la surveillance des résistances bactériennes, de la
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consommation et du suivi du bon usage des antibiotiques. L’ensemble des
professionnels et des institutions et sociétés savantes concernees par le bon
usage des antibiotiques doivent se coordonner, et se donner les moyens de

mettre en place et de suivre une véritable politique antibiotique a I’hopital.

Les établissements doivent par ailleurs s’approprier et valoriser les
outils existants mis a leur disposition, qui leur permettent de mettre en ceuvre
des maintenant une politique antibiotique locale tenant compte des
recommandations existantes et de 1’écologie locale. L’harmonisation de ces
outils permettra une comparaison pertinente et une amélioration de 1’usage des

antibiotiques au niveau local, régional, national et international. [225]
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Conclusion :

Les intégrons sont des structures génétiques trés impliquées dans la
résistance aux antibiotiques. Malgré leur plateforme fonctionnelle assez simple,
les récents travaux ont montré la complexité a la fois des processus de
recombinaison et des processus de régulation ; d’acquisition et d’expression des
cassettes. Les intégrons constituent donc un support génétique capable d’assurer
a la bactérie, avec un colt énergetique minime, une importante plasticité qui lui

offre de formidables capacités d’adaptation et d’évolution.

La pression de sélection induite par l’utilisation des antibiotiques
semble avoir créé un cercle vicieux. Dans un premier temps, selection au sein
des flores commensales de bactéries, et notamment Echerichia coli, porteuses
d’intégrons. Dans un deuxieme temps, transfert de ces intégrons aux souches
pathogénes , ce qui induit une augmentation de la résistance aux antibiotiques,
avec des souches pathogenes pouvant porter, via ces intégrons, de plus en plus
de génes de résistances, dont les genes de résistance les plus récents tel gnr, les
CTX-M ou les carbapénémases. Puis en troisieme temps, augmentation de la
prescription d’antibiotiques du fait de cette multirésistance. Ce qui augmente la
pression de sélection en antibiotiques. . . faisant revenir le cercle a son point de

départ.

Briser ce cercle semble étre devenu problématique, et nécessitera tres
probablement 1’association, d’une part, d’un controle maximum de Ila
prescription des antibiotiques et, d’autre part, le développement de stratégies

paralleles, comme la vaccination ou encore les peptides antimicrobiens.
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Les intégrons constituent la structure génétique la plus efficace connue du monde
bactérien dans le domaine de 1I’émergence et de la dissémination de la résistance aux
antibiotiques. Les trois constituants fondamentaux de 1’intégron sont le géne intl, qui encode
pour une intégrase de la famille des tyrosines recombinantes, le site de recombinaison
primaire attl et un promoteur qui contrélera le niveau de transcription des genes qui seront

intégrés.

Grace a ’activité de I’intégrase Intl, les intégrons sont de véritables pieges pour tous
les genes de résistance passant a leur portée. Ce sont donc les intégrons qui sont au premier
plan de la dissémination et de I’expression des génes de résistance les plus récents : la
résistance plasmidique aux quinolones (gnr), les bétalactamases a spectre élargi (BLSE)
émergentes (CTX-M) et la résistance a 1I’imipenéme (carbapénémases). La majorité des

intégrons médiant la résistance aux antibiotiques appartient aux intégrons de classe 1.

Ces intégrons de classe 1 sont retrouvés aussi bien au sein des souches cliniques
gu’au sein des souches commensales, notamment chez Escherichia coli. La prévalence de ces
intégrons semble augmenter avec la pression de sélection en antibiotique, avec une forte

prévalence de ces structures au sein des souches isolées des milieux hospitaliers.

L’association des intégrons avec la multirésistance aux antibiotiques et la
correlation entre la pression de sélection en antibiotiques et la prévalence en intégrons, sont

des arguments forts pour essayer de controler au maximum la prescription en antibiotiques.
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