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Aspects
génétiques :

Résistome global

* Ensemble des données de séquences de
génomes bactériens disponibles

Multi plicite, e =20000 génes de résistance de 400 types
H A différent

Diversité, Hierents

M O bi I ité Liu & Pop, 2009, Nucleic Acid Res

Capacité d’émergence des résistances
* Richesse du résistome
* Plasticité génomique (ex : transfert latéral de génes)

¢ Unicité du monde microbien
homme/animal/environnement
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Différentes perspectives du mouvement et de

la mobilisation de génes assurant la résistance aux

antibiotiques (stokes & coll, 2011, FEMS Microbial Rev)
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Le transfert de genes de résistance

* Entre bactéries provenant des différents microbiotes : humain, animal,
environnemental

¢ dans I'environnement hospitalier, dans le milieu naturel

* notamment dans les stations d’épuration, un des carrefours principaux
d’échange de matériel génétique entre les bactéries (via les
pseudomonacées)

* Au sein des communauté bactériennes complexes organisées en biofilm,

¢ Siege des communications entre bactéries via des signaux moléculaires
permettant 'expression collective de genes régulée par la taille de la
population (Quorum sensing).

Conjugaison Transduction Transformation Translocation
. '"’f” 2, 3. O

-t h @ %‘(7 ny
=) =) (=) ooves ot W

Variété des structures génétiques mobiles

Plasmide

Transposon

Réplicons
(capable d’autoréplication)

Chromosome
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Les Intégrons

* Trés anciens, exclusivement bactériens

* Capables de capturer des génes individuels localisés sur des « cassettes »
mobiles

* Localisés dans les éléments génétiques trés mobiles (plasmides et transposons)

* Le plus souvent associés au reste d’un transposon déficient (Tn 402/Tn 5070
/Tn21)

* 3 classes selon la composition de leur intégrase

* Lesintégrons de classe 1 sont trés majoritaires comme supports des genes de
résistance aux antibiotiques et dérivent d’'un ancétre commun

Les intégrons constituent un systéme de capture et d'expression de génes jouant un role
important dans I'acquisition et la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques chez
les bactéries. Le mouvement des cassettes permet une mosaique de combinaisons. La
découverte récente des super-intégrons indique que ce systéme de génie génétique au naturel a
de plus amples implications dans I'évolution du génome bactérien que la simple dissémination
des génes de résistance aux antibiotiques.

Porteurs/vecteurs de cassettes de résistance: intégr

% Genecassette 1

e S J" (resistance gene 1)

0

WYL

5 Gene cassette 2

S (resistance gene 2)
s ’

_1“’1//1.’;’.&’..{-’..C-’J.OT!:-’.."‘." FNTINTNI PN INTNY
Principalement chez les bactéries 4 Gram négatif. Capture, expre
dissémination de génes permettant I'adaptation bactérienne a des contr
environnementales (antibiotiques, etc...)

Structure et processus de capture de cassettes:

Intégrase (int) + promoteurs (P;; & P, a son extrémiteé 3' et séqu

d'attachement/insertion (attl)
Le plasmide peut comporter des transposons et des intégrons
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Diversité d'intégrons codant pour
des enzymes de résistance, Gram -

Intégrons de classe 1

Résistance aux R-lactamines

B-lactamases classes A, C, D Réle des antiseptiques, en particulier
R-lactamases classe B ¢ 5

Résistance aux aminosides deS ammonium quatel’nall’es, comme
6'- acéfyltransférases pression sélective ?.
3 - acétyltransférases .
2" - adénylyliransferases (Sansonetti, 2015)

3" - adénylyltransférases

Résistance au chloramphénicol
acetyltransférases
meécanisme non enzymatigue

Résistance au triméthoprime
dihydrofolate réductases
classes AetB

Résistance a la rifampicine
ADP-ribosyl transférase

Intégrons de classe 2

Résistance aux aminosides Intégrons de classe 3

3" - adenylyltransférases N .
Résistance a la streptomycine  Résistance aux B-lactamines

e sy ; styltransférase -lactamases classe B
Résistance a Pérythromycine acety se - Al eb

énthromycine estérase Resistance autriméthoprime  Résistance aux aminosides
Résistance aux ammoniums dihydrofalate réductases B' - acétyliransférases
guaternaires classes AetB

Modele de construction séquentielle d'éléments génétiques
"ultramobiles" au sein des bactéries a Gram - "contemporaines

Chromosomal integron

intit gacE
Tn402-like

res hunter

Environmental pool of
resistance genes and
cassettes

Replicative mer transposon

Dz e —o~(IKINIKIK -G
qacE mpA.R res mer genes
Replicative mer transposon

inpA A res Tn 402-ike integron b
Les désinfectants ont sélectionné des génes de résistance aux ammon

quaternaires dans des intégrons de classe1 avant les antibiotiques.
Cette structure s'est liée a Tn402 (Tn déléte) et est devenue mobile. L'U

des antibiotiques y a amené le recrutement de génes d'antibiorésistance

En paralléle, la contamination de l'environnement microbien (nature
thérapeutique) par le mercure a permis le recrutement indépendant de g
d'antibiorésistance en association avec la résistance au mercure.
capacités de "res-hunting" (préférence d'insertion dans gene de la réso

(res) du trasposon cible) de Tn402 ont permis de fusionner les systéme ¢
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Famille du Tn 21

Tn2411
/ Tn3
nearly precise
Tn2608 excision of cassette Tnd
(aadA | 157326
aadAl) exchange (aadA 1)
RecA)
-aadA |l 1S1353 (Rech) Tnidl0
+dfrA 7 2
(oxa2, orfD)
Tn5086
(dfrd7)
(In22) Tn2l
(In2)
7 IS1326 -m ediated
Tnl831
Tn2603 S . dAl
(oxal-aadA l) siel Tn2é01 (eadth
(In8) +calB2,
Tn2424 " others
n -
(aacA I-aadA-orfH -M -catB2) (la:jf:%

(In21)

Figure 6. Evolution of the Tn2/ transposon family.

A, The progenitor Tn24!  is proposed to have been created by insertion of an integron (InX) into an unknown mercury
resistance transposon (TnX).

B. The relationships of all of the tnsposons i this group can then be explained by subsequent events mdudmu
integration, excision or exchange of ger erti s or insertion sequences, inserti

mediated deletions or insertion sequence excision e.g. In2 and Tn2/ are derived from [nX and Tn2411 by .nqmsmon
of 181353,

Antibiotic development and resistance
Dan | Andersson
Diarmaid Hughes Editor

Transponsons

* Trés anciens transposons
codant pour la résistance au
mercure (oxydé) : apparus
avec l'oxygene dans
I'atmosphere, -2 Gan

* Relai plus récent par
antiseptiques contenant du
mercure

* Evolution de ces transposons
par captures successives de
genes de résistance sous
pression sélective des
antibiotiques

*  Meilleur exemple : famille
Tn21

l La réponse au stress « biocide/ATB » multiplie la vitesse d’adaptation (excision-insertion d’intégrons x340 !)

Tn21
Liebert & coll, 1999, Mol Biol Rev
Opéron mer

gene cassette

Gene de résistance aux
aminosides

orfA

orfB
ml]::j]m 181353

Géne de résistance aux

Gene de résistance aux
Tn2i

sulfamides

Ry

Gene de résistance au
mercure

O ammoniums quaternaires
O (+ chlorhexidine)

Tn402-inté
de classe

>
4G5-1F

Gillins et coll,
Appl Env Micr

>
4G5-tniA-F

Mignature Inverted-Re
Transposable Flement
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Lien désinfectants - antibiorésistance

Il existe des preuves convaincantes que des mécanismes communs qui conferent la
résistance a la fois aux biocides et aux antibiotiques sont présents chez les bactéries et que
ces bactéries peuvent acquérir des résistances grace a l'intégration d’éléments génétiques
mobiles. Ces éléments portent des génes indépendants qui conférent des résistances
spécifiques aux biocides et aux antibiotiques

‘Sclentific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks

SCENIHR

Les éléments trace
métalliques et les biocides Assessment of the Anfibioric &
peuvent co-sélectionner une
résistance aux antibiotiques Janvier 2009

par résistance croisée ou co- scientific Committees
résistance

L'ANSES désigne ces ETM et biocides Evaluation de I'effet des biocid I
seegege eee ege valuation de I'effet des biocides sur les
be 34 $4 04 54443 u:‘g # comme des « cosélecteurs » de génes résistances bactériennes, SCENHIR, 2009
=T =g W . | de résistance aux ATB

Conditions
favo ra bles aux * Exposition a des concentrations sublétales de désinfectant
résista nces — Pas dans les conditions d’usage au sein de I'hépital
- * Durée longue de contact bactérie-biocide
croisees — Absence de ringage
dans le réseau — Faible biodégradabilité des biocides
d'assa in issement * Organisations bactériennes complexes
— Biofilms

— Station épuration
— Eaux stagnantes
— Role des pseudomonacées
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Schéma des effets des biocides selon leur concentration
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P Carenco, 2016

Accumulation environnementale

=

Composés synthétiques

Bioaccumulables dans les eaux usées des
STEP / Clarithromycin
17a-Ethiny i
médicaments v +178

Désinfectants —> Trich
Perflusrooctanoate

Tensioactifs industriels

-> F 143 amplifi
, Perflucrononanocate Eal cation
Détergents 129)

- Galazolide
Parfumants

Nonylphenol

Tonalide

Antibiotiques

——
Production annuelle de Détergents 0 5[0 100
et tensioactifs : Mass Balance (%)
Monde = 11 millions de tonnes i . .
rye En bleu : fraction retrouvée dans les eaux fraitées
Europe = 2,45 millions de tonnes En blanc : fraction perdue par dégradation natamment

En orange - fraction retrouvée dans les boues

des eaux usées

Figure 3 - 1. Compilation des bilans i pour des P

ANSM-ANSES 2013 publiés dans des revues i comité de lecture (d'aprés Heidler et Halden, 2008).
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Voies de dissémination des genes de résistances bactériennes dans I’'environnement

Intégrons de résistance classe 1
Résultats des concentrations totales dans les effluents liquides
pi s

‘ Diffusion anthropique

Seuls les

milieux naturels
sont épargnés par
La présence de BMR

Résultats des concentrations relatives dans les effluents liquides
4 | Hopitaux

Dans l'effluent hospitalier riche en
désinfectants et en antibiotiques, les
rares bactéries présentes ont
nécessairement acquis des corésistances

Absrdance telive des

La proportion

de bactéries
résistantes est
trés importante
dans les effiuents

STALDER Thibault, Implication des effluents d’activités hospitaliéres et de la filiére carnée sur la dissémination de I'antibiorésistance :dynamique des intégrons de
I"émission au rejet. Thése Sci. Env., LIMOGES 2012

‘ Voies de dissémination des résistances bactériennes dans I’environnement ‘

Les échanges

Animaux Produits
domestiques animaux

‘ Réservoir animal : la faune sauvage ‘

Dissemination of MDR into the artic :
Beringia expedition 2005

8/97 (8.2%) birds with resistant GNB

sl

Sjolund M et al. EID 2008

Emperor brent goose  Western sand piper 18
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Quid novi sub sole ?
Des bactéries vieilles de 5000 ans résistantes a nos antibiotiques
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Perron GG, Whyte L, Turnbaugh PJ, Goordial J, Hanage WP, Dantas G, et al. (2015)
Functional Characterization of Bacteria Isolated from Ancient Arctic Soil Exposes Diverse Resistance
Mechanisms to Modern Antibiotics. PLoS ONE 10(3): e0069533. doi:10.1371/journal.pone.0069533

Obésité infantile et produits désinfectants
* Canada, 2018
* 757 enfants suivis de la naissance a 3 ans
«  Sélectionnés selon l'usage ou non de désinfectants dans les produits de ménage
«  Bilan a 3-4 mois : mensurations (IMC), prélévement microbiote intestinal
« Bilana 1 an et trois ans : mensurations (IMC)
*  Analyse de nombreux facteurs sociaux et médicaux

Table 1: Distribution of status of exposure to disinfectant and eco-friendly products at 3-4 months, according to study covariates*

Ménage avec produits désinfectants

Ne. No.
1 ‘exposure to disinfectant, n (%)t toeco-friendly products, n (%t
(Characteristic =404 (53.4) paluet n=361([417) paluet
age . . . Overweight or obesity at 3yr (n=675)
Modification de la flore intestinale | .. — mpEs u g o
1 Yes (0= 66) 20638 158
Bébé en surpoids Le microbiote intestinal est différent

-

Exposés aux désinfectants ?

% d’enfants en surpoids

> =
@ Antibacterial cleaning products have the capacity to change the

environmental microbiome and alter risk for child overweight.

Exemple de perturbation endocrinienne indirecte, par effet sur la composition du microbiote intestinal

Postnatal o il infant gut mi iota and risk of ight in children
Mon H. Tun MBBS MSc, Hein M. Tun DVM PhD, Justin J. Mahoney MSc, Theodore B. Konya MSc, David S. Guttman PhD,and al CMAJ 2018 September 17;190:£1097-107. doi: 10.1503/cmaj.170809

01/07/2021
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Role du Biofilm, a toutes échelles : la « crasse »

MICROscopique

S.Aureus sur un catheter MACROscopique _
_ Plaque dentaire

Biofilm en milieu aqueux

g? 2 :-'.a*v i

Stromatolite du pré-cbrin
Biofilm fossile

D'aprés : P. Carrara, NPS — National Park Service -
hitp//www.natu )_Detai.

Sur une turricule de taupiniére  Algues constituées en biofilm de surface

21

Lamiot — Travail personnel, CC BY 3.0, Lamiot — Travail personnel, CC BY 3.0,
iimedia.org/w/ind kimed d

SCESCIE

Phénotypes (formes de vie) bactériens

Métaboliquement active Métaboliquement inactive

/ Forme végétative \ / Forme sporulée\
[ ENLABORATOIRE \ ( DANSLANATURE (" PERSISTANCE

Phénotype Phénotype biofilm Phénotype spore
planctonique Matrice imperméable

Cr0|.ss.a.n<’:e .rapilde Lieu d’échanges Resistance physicos
Sensibilité biocides chimique

™ TV
LGN

W - 1/

22
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Atteindre la population suffisante pour s’organiser : le Quorum sensing

Sram-pozitive bacteria Gramenerative bacteria
Auto-inducing peptide [AIF) mediated 05 Acylated homoserine [actore [AHL)Mutoinducer-1 (A1-1) Q5 systern Autoanduces-2 (A1-2)
Phosphoryl ation cascade &g lunflax® system in Vibno haney! e husl
£ agrBOCA operon in Stashylocosus aureas Autoinducer-3 (al-3)

.5 QsebC spstem inderomanas hydrophile

(i) Increase in papulation density (i) Passive detathment of

Aetivation of 06 system by sbove callsjmaterial from biafilm
threshold concentration of 1 ocewrs by foree. Chunks of
4 At
ggm“"ilgns zn&m;:;mwe (eg 3 4 :‘ljwf;eﬂf g Jictin neioine] cF
& Bicfim cells 1
flagela, curl, pil) v} Passhve sttachment to solid surfacewith wesk occurs via C5
ek {¥) Aggregation regulsted 5
m, = 1 2 [van der Wiaals forces, electrastatic forces, of calls genetic cues.
. hycaphabic. interactions} Simuftaneous Cells return ta i '
i (i) Mctility enables Ower time, irmeversisle attachment with strong, procuction of planktonic state
: to s ocours [dpcle-dpole interactions, atracellular
| attachmert site hydragen bonding, hydrophobic and ionic covalent pelymen
y 4 Cell awface appendages | | banding) aibstances (EPS)
v enabie the cell to. .
. overcome repulive
forees associsted with

‘ cell surface

At it

A o Maturation Dispersal and detachment
biofilm structure

La densité de population augmente > concentration des médiateurs = activation du phénotype QS
Mouvements actifs d’attachement > développement d’appendices de liaison—=> Adhésion
Accroissement par effets électrostatiques et liaisons faibles : recrutement

Agrégation cellulaire = production de la matrice polysaccharidique externe (ExoPolymeriqueSubstance)
Régulation du biofilm actif (controle génétique du QS) et passif (cisaillement par le flux de circulation)

R wWwNeE

Coughlan LM, Cotter PD, HillC, Alvarez-Orddiiez A. New Weapons to Fight Old Enemies: Novel Strategies for the (Bio)control of Bacterial Biofilms in the Food Industry. Frontiers in Microbiology. - 3
2016;7:1641. doi:10.3389/fmicb.2016.01641.

L'adhésion bactérienne est initiée dés
les premiéres minutes de contact

Chronologie de formation du
biofilm

Formation d’un biofilm de S. aureus sur matériel
; B ¢ 5 o)

Bactérie adhérentes par des
appendices (pili, curli,
fimbriae, ..) auto-induits par
les signaux du Quorum

sensing. ;
2h 4h 8h 24h
icati La surface du matériel Des bactéries
+ati Début de fabrication
Fixation des S. aureus du "slime " est recouverte par émergent du biofilm,
sur des irrégularités a une couche épaisse libres et prétes a se
la surface du matériel de "slime" fixer ailleurs

Olson, et al. J. Biomed Mater Res 1988

24
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Composition de la matrice du biofilm

Bactérie matrice

* Substances produite par les bactéries (ou I’héte si tissu vivant)

d PoIvsaccha rides, lipides, protéines, ADN, ARN, éléments minéraux
La chitine des insectes et la cellulose des végétaux ,leur « squelette », sont aussi des polysaccharides

* EAU +++ : assure les besoins en métabolisme réduit (eau disponible piégée)

* Excrétas ,déchets métaboliques, bactéries mortes, produits de nettoyage, imports

Tous ces éléments pouvant servir de signaux intercellulaires pour activer les genes

du quorum sensing (plasmidiques ou chromosomiques)
25

Rbles de protection du biofilm (1/3)

* Protection passive

* Barriére physique contre I'entrée des agents antimicrobiens :
désinfectants, antiseptiques, antibiotiques, anticorps

* Densité augmentée en milieu sec : résistance aux détergents
* Protection métabolique

* Activité ralentie, besoins moindres

* Piégeage de I'eau et des substances nutritives apportées
* Protection active

* Activation de mécanismes de protection actifs (pompe a efflux)

* Ouverture de canaux aqueux de distribution des nutriments et
voies de communication biochimiques

L’action physique de cisaillement ou cassure de la matrice est le meilleur moyen de destruction

26
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Roles de protection du biofilm (2/3)

Table |: Persistence of clinically relevant bacteria on dry inanimate surfaces.

How long do nosocomial

Type of bacterium

Duration of persistence (range)

pathogens persist on

([ Acinetobacter spp.

3 days to 5 months ]

Bordetella pertussis 3-5 days
Campylobacter jejuni up to 6 days
Qostridum difficie (spores) S months
Chlamydia pneumonice, C. trachomatis < 30 hours
Chlamydia psittaci 15 days
Corynebacterium diphtherioe 7 days - 6 months
Corynebacterium pseudotuberculosis 1-8 days

Escherichia coli
Enterococcus spp. including VRE and VSE

1.5 hours - 16 months
5 days — 4 months

Haemophilus influenzae 12 days
Helicobacter pylori < 90 minutes
Klebsiella spp. 2 hours to > 30 monlhs] <
Listeria spp. T day — months
Mycobadterium bovis > 2 months
Mycobocterium tuberculosis | day — 4 months
Neisseria gonorrhoeae | =3 days
Proteus vulgaris | -2 days
Pseudomonas ceruginosa 6 hours — 16 months]on dry floor: § weeks
Salmonella typhi 6 hours — 4 weeks
imonella typhimurium T0 days — 4.2 years ]

Salmonella spp.
Serratia marcescens
Shigella spp.

Tday
3 days - 2 months; on dry floor: 5 weeks
2 days — 5 months

Staphylococaus aureus, including MRSA

7 days — 7 months ]

Streptococcus pneumonioe
Streptococaus pyogenes
Vibrio cholerae

I =20 days
3 days - 6.5 months
| =7 days

inanimate surfaces? A
systematic review

Nos BHRe préférées

Cela explique pourquoi on
observe tant de variation dans
les études de durée de survie
des bactéries sur les surfaces

Kramer A, Schwebke I, Kampf G. How long do nosocomial pathogens persist on inanimate surfaces? A systematic review. BMC Infectious Diseases.

2006;6:130. doi:10.1186/1471-2334-6-130.

27

Rbles de protection du biofilm (3/3)

La microbiodiversité est un facteur favorable a la survie des colonies bactériennes

* Protection génétique
* Echanges de matériel génétique (plasmides, transposons) conférent les
résistances aux désinfectants et aux antibiotiques

* Multiplication par un facteur x50 a x1 000 des CMI/CMB des antibiotiques
et désinfectants par activation grace aux signaux biochimiques échangés

TABLE 4. Susceptibility of planktonic and biofilm bacteria to selected antibiotics

MIC or MBC of Conen effective against

Refern0s Organtion Amitiotle planktonic phenotype (pg/ml) biofilm phenotype (pg/ml)
215 S. aureus NCTC 8325-4 Vancomycin 2(MBC) 2
26 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Imipenem 1 (MIC) >1,024"
26 E. coli ATCC 25922 Ampicillin 2(MIC) 512
208 P. pseudomallei Ceftazidime 8 (MBC) 800
114 Streptococcus sanguis 804 Doxycycline 0.063 (MIC) 315

“ Concentration required for 99% reduction.

" Minimal biofilm eradication concentration

© Concentration required for ~99% reduction

“ Concentration required for >99.9% reduction.

Biofilms : Survival mechanisms of clinically relevant microorganisms. Rodney M Donlan, JW Costerton. Clinical Microbiology Reviews 15;2;167-193

28
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Biofilms en milieux secs hospitaliers

* Mise en évidence récente (2012, 2015)
¢ En milieu de réanimation en Australie (utilisateurs de Javel)
¢ Alarecherche de réservoirs de BMR/BHR
* Par des préléevements destructeurs et pas des appositions

¢ Role restant a déterminer dans les IAS
* Mode de constitution et d’entretien peu étudiés
¢ Mécanismes de transmission a élucider
* Moyens de prévention jusqu’a ce jour : ameére désillusion ?

- ~— . Une surprise : la proportion d’anaérobies strictes (pres
I de 50% des espéces, en bleu) dans ces biofilms de
surfaces ouvertes.

. Structure de la matrice, réle du chimiofilm* ?

W Obugare Anserchs W Faculunve Ansesobe o

B 8 Obligase Aerob Uskaown |
Au plan phylogénétique,
Proximité des espéces prélevées -
sur des surfaces proches, diversité

sur les sols »

yousd Floor

Hu H, et al,, Intensive care unit environmental surfaces are contaminated by multidrug-resistant bacteria in biofilms: combined results of conventional culture,
pyrosequencing, scanning electron microscopy, and confocal laser microscopy, Journal ofHospital Infection (2015),
http:/dx.doi.org/10.1016/}.jhin.2015.05.016

*Capeyon O., Carenco P., Maintenir la propreté visuelle avec moins de détergent aux CH d’Antibes Juan-les-Pins et de Cannes. Méthode et concept de chimiofilm,
Techniques italiéres n°765, Aou*Qt- -Octobre 2017 30
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Conclusion

pratique

1. « Il estimportant de ne pas restreindre les réflexions sur
I'antibiorésistance uniquement a l'utilisation des
antibiotiques. Notamment, 'utilisation immodérée des
désinfectants et biocides, y compris par les particuliers,
pourrait participer a la sélection croisée des résistances »

In Rapport Carlet

2. l’avenir des produits d’entretien hospitaliers est aux
probiotiques, comportant des BG+ environnementaux non
pathogénes et producteurs d’enzymes et de tensioactifs
biodégradables a faible CMC

Les détergentsissus de la
chimie du pétrole forment
des micelles nécessitant de
nombreuses molécules car
leur pole hydrophile est petit

Les détergents biosourcés
forment des micelles
nécessitant moins de
molécules car leur pole
hydrophile est grand : ils
forment leurs micelles &
concentration plus faible, et
de plus leur biodégradabilité
est meilleure du fait de leur
origine biologique
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