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RESUME 

Les méthyltransférases de l’ARNr 16S (RMTase) sont des enzymes qui confèrent une résistance 

à haut niveau (CMI ≥ 256 mg/L) aux aminoglycosides (AG) d’usage clinique. Depuis les années 

2000, les RMTases acquises ont émergé chez des bacilles à Gram négatif, particulièrement chez 

les producteurs de carbapénémase. 

Les objectifs de ce travail étaient d’identifier et de caractériser sur le plan phénotypique et 

génotypique les bactéries productrices de RMTase dans notre collection pour décrire 

l’épidémiologie de cette résistance en France afin de mieux comprendre leurs émergences. 

Nous avons identifié des RMTases dans des isolats de Enterobacterales, de A. baumannii et de 

P. aeruginosa ; leurs prévalences respectives sont estimées à 0,12%, 4,4% et 0,26 % dans notre 

collection. Chez les Enterobacterales, les RMTases ArmA et RmtB sont les plus fréquentes et 

sont principalement retrouvées chez E. coli et K. pneumoniae dans de multiples clones incluant 

des clones à haut risque. Dans les isolats de E. coli, le gène armA est principalement localisé 

sur le transposon Tn1548 retrouvé sur des plasmides IncM, alors que le gène rmtB est retrouvé 

flanqué de différentes séquences d’insertion et hébergé sur des plasmides de type IncF. Chez 

K. pneumoniae, la RMTase RmtF est retrouvée uniquement dans des isolats coproduisant des 

carbapénémases et appartenant aux clones ST147 et ST231. Dans les isolats de A. baumannii, 

seule la RMTase ArmA est identifiée et uniquement chez des isolats producteurs de 

carbapénémase, principalement OXA-23. Ces isolats appartiennent à trois clones différents, le 

plus fréquent est le ST2. Dans les isolats de P. aeruginosa, les RMTases ne semblent pas être 

le mécanisme le plus fréquemment associé à la résistance à haut niveau aux AG. Les gènes de 

RMTase identifiés sont rmtF2 et rmtB4 majoritairement décrits dans le chromosome bactérien 

au sein d’éléments conjugatifs et intégratifs (ICE). Enfin, nous avons évalué l’activité de 

l’apramycine sur notre collection de bactéries productrices de RMTase et nous avons montré 

que la résistance à cette AG est rare (<5%) chez ces bactéries suggérant que l’apramycine 

constituerait une alternative thérapeutique intéressante en cas d’infection. 

Ce travail a permis une caractérisation étendue, incluant des analyses phénotypiques, 

génotypiques et phylogénétiques, améliorant les connaissances des bacilles à Gram négatif 

producteurs de RMTases en France. Bien que rare, les bactéries productrices de RMTases 

semblent émerger en France par expansion clonale et potentiellement grâce à leur association 

avec des élément génétiques mobiles et des carbapénémases, soulignant la nécessité de 

surveiller cette résistance dans le futur. 

 

Mots clés : Aminoglycosides, méthyltransférase de l’ARNr 16S, Enterobacterales, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa, plasmide, élément génétique mobile, carbapénèmase, 

apramycine 
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Genomic characterization of 16S rRNA methyltransferase-producing 

Gram-negative bacilli and therapeutic alternatives 

ABSTRACT 

16S rRNA methyltransferases (RMTases) are enzymes that confer high-level resistance (MIC 

≥ 256 mg/L) to clinically relevant aminoglycosides (AG). Since the 2000s, acquired RMTases 

have emerged in Gram-negative bacilli, particularly in carbapenemase producers. 

The objectives of this work were to identify and characterize phenotypically and genotypically 

the RMTase-producing bacteria in our collection to further describe the epidemiology of this 

resistance in France and to better understand their emergence. 

We identified RMTases in Enterobacterales, A. baumannii and P. aeruginosa isolates; their 

prevalences are estimated at 0.12%, 4.4% and 0.26%, respectively, in our collection. Among 

Enterobacterales, the RMTases ArmA and RmtB are the most frequent and are mainly found in 

E. coli and K. pneumoniae in multiple clones including high risk clones. In E. coli isolates, the 

armA gene is mainly located on the Tn1548 transposon found on IncM plasmids, while the 

rmtB gene is found flanked by different insertion sequences and harbored by IncF plasmids. In 

K. pneumoniae isolates, the RmtF RMTase is found only in carbapenemase co-producing 

isolates belonging to clones ST147 and ST231. In A. baumannii isolates, only the RMTase 

ArmA is identified and solely in carbapenemase-producing isolates, mainly OXA-23. These 

isolates belong to three different clones, the most frequent being ST2. In P. aeruginosa isolates, 

RMTases do not represent the most frequent mechanism associated with high-level AG 

resistance. The most frequent RMTase genes identified are rmtF2 and rmtB4 localized in the 

bacterial chromosome within conjugative and integrative elements (ICE). Finally, we evaluated 

the activity of apramycin in our collection of RMTase-producing bacteria and showed that 

resistance to this AG is rare (<5%) suggesting that apramycin could represent an interesting 

therapeutic option in case of infection. 

This work allowed an extensive characterization, including phenotypic, genotypic and 

phylogenetic analyses, improving the knowledge of Gram-negative bacilli producing RMTases 

in France. Although rare, RMTase-producing bacteria seem to emerge in France by clonal 

expansion and potentially through their association with mobile genetic elements and 

carbapenemases, highlighting the need of a surveillance of this resistance in the future. 

 

 

Key words: Aminoglycosides, 16S rRNA methyltransferase (RMTase), Enterobacterales, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, plasmid, mobile genetic element, 

carbapenemase, apramycin 
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1 Introduction 

1.1 Résistance aux antibiotiques 

1.1.1 Découverte des antibiotiques 

Le mot « antibiotique » tire son étymologie du préfixe anti - « contre » et du grec βιωτικο ́ς « 

qui concerne la vie, qui sert à l'entretien de la vie » ; avec peut-être une influence du grec 

α ̓ντι ́ϐιος composé du préfixe anti - « contre » et du grec βι ́ος « vie ». Il a été utilisé en premier 

par Selman Waksman en 1941 pour désigner toute substance chimique produite par des 

microorganismes, qui présente à l'état de solution diluée, le pouvoir d'inhiber la croissance 

d'autres microorganismes et même de les détruire. Par la suite il a désigné toute substance 

d'origine naturelle ou synthétique possédant une action spécifique de blocage et/ou de 

destruction des bactéries. Pour les autres micro-organismes, on utilisera les termes 

d’antifongique (actif sur les champignons), et d'antiviral (actif sur les virus).  

Alexander Flemming découvrit la pénicilline en 1928, révolutionnant ainsi le traitement de 

nombreuses maladies infectieuses (1). Néanmoins l’effet antagoniste entre une moisissure et 

une bactérie avait déjà été observé à de nombreuses reprises dans l’histoire de l’Humanité. 

Ainsi, en 1897 le médecin français Ernest Duchesne mentionne que les moisissures d’un 

champignon, le Penicillium glaucum, éliminent la bactérie Escherichia coli (bacterium coli) 

lorsqu’elles sont mises en contact. La description de la pénicilline est le début d’un âge d’or 

pour les antibiotiques avec la découverte de multiples composées produits naturellement par 

des bactéries ou des moisissures (2). Il existe différentes classes d’antibiotiques avec des 

mécanismes d’action multiples : inhibition de la synthèse d’acides nucléiques ou de protéines, 

perturbation de la synthèses ou endommagement de la paroi cellulaire ainsi que la modification 

du métabolisme bactérien. 

La découverte des antibiotiques a permis le traitement des infections bactériennes chez 

l’homme et l’animal, de même que la prophylaxie, diminuant le risque d’infection chez les 

patients à risque. Néanmoins, le mésusage à l’échelle mondiale de ces médicaments a engendré 

une augmentation importante de la résistance aux antibiotiques jusqu’à observer des infections 

avec des bactéries résistantes à l’ensembles des antibiotiques disponibles (3). 
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1.1.2 Impact de la résistance aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques est aujourd’hui considérée comme un problème global de santé 

publique. En 2014, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a publié son premier rapport 

sur la résistance aux antimicrobiens (dont les antibiotiques) soulignant que « à moins que les 

nombreux acteurs concernés agissent d’urgence, de manière coordonnée, le monde s’achemine 

vers une ère post-antibiotiques, où des infections courantes et des blessures mineures qui ont 

été soignées depuis des décennies pourraient à nouveau tuer ».  

L’utilisation croissante des antibiotiques en thérapeutique humaine mais aussi en 

supplémentation dans l’alimentation animal a contribué à sélectionner des bactéries de plus en 

plus résistante. Il a été estimé que près de 50% des prescriptions antibiotiques en médecine 

n’étaient pas nécessaires (4). Un autre facteur participant à l’augmentation des résistances aux 

antibiotiques est que de nombreuses classes d'antibiotiques utilisées en agriculture (comme 

stimulateurs de croissance par exemple) et en médecine vétérinaire sont les mêmes que celles 

utilisées en médecine clinique, ce qui signifie que la résistance peut se propager entre les 

animaux de compagnie, les agriculteurs, le bétail, et l’ensemble de la chaîne alimentaire 

touchant ainsi presque l’ensemble des individus (5, 6). Enfin, des gènes de résistance aux 

antibiotiques ont également été trouvés dans l'environnement et dans les milieux aquatiques, en 

particulier dans les pays où l'assainissement est médiocre et où les eaux usées peuvent être 

rejetées dans l’environnement (7). 

1.1.3 Méthode microbiologique d’étude des bactéries résistantes aux antibiotiques 

1.1.3.1 Les antibiogrammes 

Le terme antibiogramme a été créé au début des années 1950 par analogie avec l’hémogramme. 

Les antibiogrammes sont des tests d’étude de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries. Ils 

peuvent être effectués à l’aide de diverses techniques comprenant, la microdilution, la dilution 

en gélose, la diffusion et des méthodes semi-automatisées. Ils servent à mesurer sur une souche 

bactérienne, une concentration active d’antibiotique choisie comme la concentration minimale 

inhibitrice (CMI), afin de la classer en 3 catégories cliniques : sensible (S), intermédiaire (I) et 

résistante (R) dont la signification repose sur des critères d’efficacité thérapeutique. Cette CMI 

correspond à la plus petite concentration d’un antibiotique donné qui inhibe la croissance 

bactérienne. La CMI diffère de la concentration minimale bactéricide (CMB) qui est la plus 

petite concentration d’antibiotique capable de tuer des bactéries. Des seuils d’interprétation 

fournit par le Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CA-SFM) 
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et par le Comité Européen des Tests de Sensibilité aux Antibiotiques (EUCAST) sont utilisés 

pour classifier si une bactérie est sensible, intermédiaire ou résistante à un antibiotique donné 

(8, 9).  

D’autres techniques existent pour détecter la résistance aux antibiotiques qui n’utilisent pas une 

méthode phénotypique conventionnelle comme par exemple la PCR, la spectrométrie de masse 

couplée à une source d'ionisation laser assistée par une matrice (MALDI-TOF MS) ou le 

séquençage de génome complet (Whole genome sequencing, WGS). La PCR a été utilisée pour 

identifier des gènes codant des β-lactamases comme des carbapénèmases (10) ; le MALDI-TOF 

MS a été utilisé pour détecter la production de β-lactamases (11) ; et le WGS permet d’identifier 

les gènes codant des résistances aux antibiotiques grâce à différents outils comme ResFinder 

(12), Antibiotic Resistance Gene-ANNOTation (ARG-ANNOT) (13), Comprehensive 

Antibiotic Resistant Database (CARD) ou AMRFinder (14). Cependant, ces techniques ne 

permettent pas de mesurer la CMI qui est nécessaire pour guider la prescription antibiotique.  

1.1.3.2 Les techniques de typage de bactérie 

Les méthodes de typage bactérien basées sur l’ADN permettent de distinguer avec plus ou 

moins de précision si plusieurs isolats d’une même espèce bactérienne appartiennent aux 

mêmes groupes clonaux ou non. Ces méthodes présentent un intérêt majeur pour les 

microbiologistes confrontés à des épidémies ou effectuant des études épidémiologiques. Les 

méthodes de typage bactérien basées sur l'ADN telles que l'électrophorèse en champ pulsé 

(Pulse-Field gel electrophoresis, PFGE) (15), l’analyse des répétitions en tandem à nombre 

variable (Variable number of tandem repeats, VNTR) (Multilocus VNTR analysis, MLVA), le 

typage des séquences multilocus (Multilocus sequence typing, MLST) ou le WGS sont 

désormais les plus couramment réalisées pour déterminer si un isolat bactérien est différent, 

proche ou identique d’un autre isolat bactérien de la même espèce (15, 16). Les clones sont des 

bactéries génétiquement indiscernables en raison d'un ancêtre commun, mais elles peuvent 

avoir été isolées indépendamment à partir de sources et de lieux différents. Certains clones sont 

considérés comme étant à "haut risque" en raison de leur virulence et/ou de leur multirésistance 

aux antibiotiques (17). Ils peuvent être observés dans le monde entier avec la possibilité de 

disséminer la résistance aux antibiotiques ou la virulence par le biais d’éléments génétiques 

mobiles (Mobile Genetic Element, MGE) tels que les plasmides.  

1.1.3.2.1 MLST 

Le MLST a été développé pour Neisseria meningitidis en 1998 afin de remédier au manque de 

reproductibilité entre les laboratoires avec les anciennes techniques de typage (18). Le principe 
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du MLST consiste à identifier des séquences nucléotidiques internes d'environ 400 à 500 pb 

dans plusieurs gènes de référence. Les séquences uniques (allèles) se voient attribuer un nombre 

entier aléatoire formant une combinaison unique d'allèles pour définir un "profil allélique". Ce 

profil permet d’obtenir le « sequence type » (ST). Après l'introduction du schéma MLST pour 

Neisseria, le MLST a été considérée comme le "gold standard" du typage, et de nouveaux 

schémas pour d’autres espèces bactériennes ainsi que des champignons ont été développés (19). 

Le site pubMLST rassemble les données de toutes les bases de données ([http://pubmlst.org]). 

La MLST a été utilisée pour identifier les clones bactériens et les complexes clonaux. Les 

complexes clonaux sont des groupes de ST qui partagent des allèles identiques à un nombre 

spécifié de loci (20). Les principaux inconvénients du MLST sont son coût élevé car il faut 

séquencer plusieurs gènes. Cependant, le MLST est utile pour l'épidémiologie mondiale car il 

est basé sur un système normalisé au niveau international, avec un faible taux de mutation des 

gènes conservés et grande reproductibilité des résultats (21). 

1.1.3.2.2 WGS 

Le séquençage complet de génome (WGS) peut également être utilisé pour identifier le lien 

génétique entre des isolats bactériens. Les séquences du génome peuvent être utilisées pour 

obtenir le ST de la technique MLST et l'analyse des génomes complets peut conduire à 

l'identification de polymorphismes nucléotidiques (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), qui 

sont des mutations localisées sur une paire de base du génome d’un isolat par rapport à un isolat 

de référence. Par conséquent, le WGS fournit le plus haut niveau de discrimination par rapport 

aux autres méthodes de typage bactérien (22). De plus, le WGS permet d’identifier les gènes 

de résistance aux antibiotiques et les facteurs de virulence (23, 24). Les limites du WGS 

comprennent son coût élevé (bien qu'il soit de moins en moins élevé), la nécessité de connaître 

les techniques bioinformatiques pour une analyse approfondie des données et l'incapacité des 

technologies de séquençage à lecture courte (short read), qui sont actuellement les plus utilisées 

dans les laboratoires, à séquencer avec succès les régions contenant de longues répétitions en 

tandem ou des MGE en raison de la longueur réduite des lectures (<1000 pb) (25, 26). 

1.1.3.2.3 Utilisation du typage bactérien 

Les méthodes de typage bactérien peuvent aider à identifier les épidémies de bactéries dans les 

établissements de santé ou les collectivités et permettre de mettre en place les mesures de 

contrôle appropriées pour réduire la propagation des bactéries, comme l'amélioration de 

l'hygiène ou l'isolement des patients (27). L'avantage du typage bactérien est également qu’il 

permet la surveillance à large échelle, en particulier le WGS qui permet de comparer des isolats 
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séquencés dans le monde entier et d’obtenir d’autres données comme le résistome, et qui 

participent à identifier les tendances générales et émergentes (28). Ceci est particulièrement 

important pour les bactéries à Gram négatif multirésistantes aux antibiotiques (Multidrug 

resistant, MDR), qui constituent actuellement une menace pour la santé publique (29). 

1.1.4 Focus sur les bacilles à Gram négatif 

La résistance aux antibiotiques des bactéries à Gram négatif est une préoccupation majeure en 

raison de leur capacité à diffuser mondialement et de la rareté des nouveaux antibiotiques 

développés (30, 31). Selon la liste des pathogènes prioritaires de l'OMS publié en 2017, de 

nouveaux antibiotiques sont nécessaires de toute urgence pour cibler Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa et les entérobactéries résistantes aux carbapénèmes et/ou 

productrices de β-lactamases à spectre étendue (BLSE) (32).  

1.1.4.1 Entérobactéries 

La naissance de la famille des entérobactéries, appartenant initialement à l’ordre des 

Enterobacteriales, se situe en 1937 lorsque Otto Rahn proposa le genre Enterobacter pour 

regrouper les micro-organismes présentant des propriétés biochimiques et morphologiques 

communes et parmi lesquelles on trouvait déjà des noms tels que Escherichia, Klebsiella, 

Proteus ou Serratia. Cet ordre est composé de bacilles à Gram négatif, non sporulés, anaérobies 

facultatifs appartenant à la classe des Gammaproteobacteria. En 2016, l’ordre des 

Enterobacteriales fut renommé Enterobacterales et divisé en 7 familles, dont les 

Enterobacteriaceae, les Hafniaceae et les Morganellaceae, sur la base d’analyse 

phylogénétique de protéines conservées et de protéines ribosomales reconstruites à partir de 

données de séquençage de génomes complets (33). Ces bactéries sont impliquées dans tous les 

types d’infections, particulièrement gastro-intestinales, urinaires et nosocomiales. Enfin un 

critère de gravité particulier est représenté par le fait que ces souches d’entérobactéries 

présentent souvent des résistances multiples aux antibiotiques. L’émergence et l’augmentation 

exponentielle de souches productrices de BLSE au début des années 2000 (34) et des souches 

productrices de carbapénémase depuis quelques années (29), constitue un problème de santé 

publique à l’échelle mondiale.  

1.1.4.2 Non-fermentant 

Généralement, les bacilles à Gram négatif non fermentaires regroupent plusieurs familles et 

genres bactériens pouvant être mobiles ou immobiles et ayant pour traits communs de pouvoir 

pousser sur milieux ordinaires et de posséder un métabolisme de type aérobie strict. Ces bacilles 
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à métabolisme oxydatif ne fermentent pas les sucres et sont qualifiées de « non fermentants » 

ou « non fermentaires ». Ce groupe rassemble des bactéries appartenant à des classes 

phylogénétiques différentes comme les Burkholderia appartenant à la classe des 

Betaproteobacteria et les P. aeruginosa appartenant à la classe des Gammaproteobacteria. Les 

espèces majoritairement isolées en laboratoire de bactériologie médicale sont P. aeruginosa et 

A. baumannii. Ces deux espèces sont des bactéries ubiquitaires de l’environnement mais 

peuvent aussi provoquer des infections, majoritairement en contexte hospitalier (35, 36). Ce 

sont des pathogènes opportunistes infectant les patients immunodéprimés, hospitalisés en soins 

intensifs ou des patients ayant des maladies respiratoires chroniques comme la mucoviscidose. 

Malheureusement, ces bactéries sont difficiles à traiter à cause de multiples mécanismes de 

résistance intrinsèques affectant notamment les β-lactamines et les aminoglycosides. Ces 

résistances sont principalement dues à une faible perméabilité membranaire, à l’action 

d’enzymes qui dégradent ou modifient les antibiotiques (AmpC, OXA-50, APH(3’)-IIb chez P. 

aeruginosa et AmpC et OXA-51 chez A. baumannii), ainsi qu’à la présence de systèmes 

d’efflux (MexAB-OprM et MexXY-OprM chez P. aeruginosa et AdeABC chez A. baumannii) 

capables d’expulser un large panel de molécules antibactériennes en dehors de la cellule (35, 

36). De plus, ces bactéries peuvent acquérir des mécanismes de résistance par l’intermédiaire 

de MGE, comme des plasmides ou des transposons, pouvant aller jusqu’à la résistance à 

l’ensembles des antibiotiques disponibles (31, 37).  

1.2 Les aminoglycosides 

1.2.1 Découverte des aminoglycosides 

Les premiers aminoglycosides (AG) commercialisés sont la streptomycine isolée en 1944 (38) 

et la néomycine isolée en 1949 (39) par Selman Waksman aux Etats-Unis. Il reçut le prix Nobel 

de Physiologie et de Médecine en 1952 notamment pour sa découverte de la streptomycine, le 

premier antibiotique actif contre Mycobacterium tuberculosis. La streptomycine a été utilisée 

dès 1947 pour traiter les patients tuberculeux (40) et ce composé reste encore actuellement 

recommandé en 2021 par l’OMS dans le traitement des tuberculose à bactéries multi-résistantes 

(MDR). La plupart des AG sont produits de manières naturelle par des bactéries appartenant à 

la classe des Actinomycetia et aux genre Streptomyces ou Micromonospora (Tableau 1) (41).  
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Aminoglycosides  
Année de 

découverte 
Origine Utilisation Référence  

Streptomycine 1944 Streptomyces griseus  Clinique (38) 

Néomycine 1949 Streptomyces fradiae  Clinique (39) 

Hygromycine B  1953 Streptomyces hygroscopicus  Vétérinaire (42) 

Kanamycine  1957 Streptomyces kanamyceticus  Clinique (43) 

Paromomycine  1959 Streptomyces rimosus  Clinique (44) 

Spectinomycine  1961 Streptomyces spectabilis  Clinique (45) 

Gentamicine  1962 Micromonospora purpurea  Clinique (46) 

Tobramycine 1967 Streptomyces tenebrarius  Clinique (47) 

Apramycine 1968 Streptomyces tenebrarius  Vétérinaire (48) 

Ribostamycine 1970 Streptomyces ribosidificus  Clinique (49) 

Sisomicine 1970 Micromonospora rosea  Clinique (50) 

Lividomycine  1971 Streptomyces lividus  Clinique (51) 

Amikacine  1972 Synthétique, dérivé de la kanamycine Clinique (52) 

Arbekacine  1973 Synthétique, dérivé de la kanamycine Clinique (53) 

Nétilmicine  1973 Synthétique, dérivé de la sisomicine Clinique (54) 

Dibekacine  1973 Synthétique, dérivé de la kanamycine Clinique (55) 

Isepamicine  1977 Synthétique, dérivé de la gentamicine Clinique (56) 

Fortimicine A  1977 Micromonospora olivasterospora  Clinique (57) 

Plazomicine  2009 Synthétique, dérivé de la sisomicine Clinique (58) 

Tableau 1. Année de découverte et origines de différents aminoglycosides. 

1.2.2 Structure des aminoglycosides 

Les AG sont des molécules cationiques, hydrophiles, qui possèdent un spectre antibactérien 

large. Chimiquement, tous les composants de cette famille ont en commun un noyau 

aminocyclitol (cyclohexane avec des substituants) relié ou non à un sucre aminé par une liaison 

glycosidique (41). Les AG peuvent être divisés en quatre groupes en fonction du type de noyau 

aminocyclitol (i) le cycle streptidine (e.g. streptomycine), (ii) le cycle mono-substitué 

deoxystreptamine (DOS) (e.g. apramycine), (iii) le cycle 4,5-di-subtitué-deoxystreptamine 

(4,5-2-DOS) (e.g. néomycine) et le plus important (iv) le cycle 4,6-di-subtitué-

deoxystreptamine (4,6-2-DOS) (e.g. gentamicine, amikacine, tobramycine, nétilmicine et 

plazomicine) (59) (Figure 1). On distingue au sein du groupe 4,6-2-DOS, les molécules dont la 

structure de base se rapproche de la kanamycine (e.g. amikacine, tobramycine et arbékacine) et 

celles dont la structure de base se rapproche de la gentamicine (e.g. isépamicine, nétilmicine et 

sisomicine). A noter, l’exception de la spectinomycine qui a un noyau aminocyclitol non relié 

à un sucre aminé, lui donnant une structure chimique éloignée des autres AG. La structure des 

AG contient plusieurs groupes hydroxyles et au moins 2 groupes aminés libres, qui sont 

essentiels pour l’interaction avec la sous-unité 30S du ribosome via l’ARNr 16S (41). Par 

convention, le noyau aminocyclitol comporte les carbones numérotés en chiffre arabe simple et 

les sucres liés au noyau en position C4 et C5-C6 sont respectivement numérotés avec le chiffre 

de la position modifiée suivit de prime ou double prime. 
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Figure 1. Structures du noyau aminocyclitol et de différents aminoglycosides, adaptées de Wachino et 

al. (60). 

 

1.2.3 Utilisation des aminoglycosides 

Les AG sont des antibiotiques à large spectre essentiellement utilisés pour traiter les infections 

sévères à bactéries à Gram négatif et à Gram positif comme les bactériémies, les pneumonies 

et les infections urinaires (60, 61). Les AG font partis des molécules anciennes qui ont été 

classifiées par l’OMS comme des antibiotiques d’importance critique pour la médecine 

humaine car cette classe d’antibiotique peut encore rester très efficace alors que les autres 
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familles d’antibiotique sont touchées notamment dans les cas des infections à bacilles à Gram 

négatif MDR. Ces antibiotiques sont rapidement bactéricides et leur activité peut être 

significativement accrue lorsqu’ils sont associés aux β-lactamines ou aux fluoroquinolones. Les 

AG sont exclusivement utilisés par voie parentérale, principalement intra-veineuse, certaines 

spécialités peuvent être administrées en aérosols, il existe également des AG sous formes 

locales à usage ophtalmologique et auriculaire.  

Leur spectre antibactérien est large et englobe les bactéries à Gram négatif aérobies comme les 

entérobactéries et le Pseudomonas aeruginosa, et des bactéries à Gram positif comme les 

streptocoques, les entérocoques et les staphylocoques (60). Certaines molécules sont dotées 

d’une activité spécifique. Ainsi, la streptomycine et l’amikacine sont actives sur les 

mycobactéries, l’amikacine sur les Nocardia spp., la spectinomycine sur Neisseria gonorrhoeae 

et la paromomycine sur les protozoaires et les helminthes (59, 62–65).  

1.2.4 Toxicité 

L’un des inconvénients à utiliser les AG repose sur leur toxicité et l’apparition d’effets 

indésirables sous traitement. Les plus fréquents sont l’ototoxicité et la néphrotoxicité (66, 67). 

Dans les cellules tubulaires proximales du rein, les AG perturbent les processus intracellulaires 

et provoquent la mort des cellules épithéliales, ce qui entraîne une nécrose tubulaire. La toxicité 

vestibulaire est due à l’impact sur 2 nerfs crâniens, le nerf vestibulaire responsable de l'équilibre 

et le nerf cochléaire responsable de l'audition. De plus, les AG ont un impact additionnel sur 

les cellules ciliées cochléaires entrainant la mort de ces cellules et une perte d’audition 

généralement irréversible (67). A l’inverse, la néphrotoxicité est réversible (68). Ces toxicités 

sont dose-dépendantes, et certains patients sont génétiquement plus sensible aux dommages 

causés par les AG (69). Cette susceptibilité génétique est associée à une mutation dans le gène 

MT-RNR1 qui code l’ARN ribosomal mitochondrial 12S où une guanosine est remplacé par 

une adénosine en position 827 et/ou 1555 (69). D’autres effets indésirables comme la toxicité 

neuromusculaire, principalement chez les patients ayant une maladie ou une thérapie qui 

interfére avec le système neuromusculaire, une réaction d’hypersensibilité, des nausées, des 

céphalées, des arthralgies et de l’hypotension ont également été rapportés (60). Par conséquent, 

les doses doivent être calculées pour chaque patient et les niveaux sériques doivent être 

surveillés pour prévenir ces toxicités (61). 
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1.2.5 Mécanismes d’action 

Les AG sont des molécules chargées positivement ayant une affinité pour les molécules 

chargées négativement telles que les lipopolysaccharides (LPS), les phospholipides, l'ADN et 

l'ARN (41, 59, 70). Cela contribue à leur mécanisme d'action, qui consiste principalement à 

perturber la synthèse des protéines par liaison à l'ARNr 16S du ribosome bactérien (71).  

1.2.5.1 Pénétration intrabactérienne 

L’accumulation intrabactérienne des AG a lieu en plusieurs étapes dont la première est le 

passage de la paroi. 

1.2.5.1.1 Traversée de la paroi 

Chez les bacilles à Gram négatif, la première étape de la pénétration des AG consiste en une 

interaction électrostatique entre l’AG polycationique et les composés de la membrane chargés 

négativement (LPS, phospholipides, protéines de la membrane externe). Cette liaison 

électrostatique est réversible et concentration-dépendante (72). Cette liaison ionique engendre 

le déplacement des ions magnésiums qui assurent le pontage entre les groupements phosphate. 

Il en résulte une désorganisation de la membrane externe avec une perméabilité augmentée 

favorisant l’entrée des AG. L’étape suivante est la traversée de la membrane interne en deux 

étapes, la phase énergie-dépendante I (Energy dependante phase I, EDPI) puis la phase énergie-

dépendante II (EDPII). Une fois que l’AG est dans le périplasme, il doit traverser la membrane 

cytoplasmique pour atteindre sa cible. Cette étape de passage de la membrane interne, appelée 

EDPI, est un processus oxygéno-dépendant utilisant l’énergie de la chaine de transport 

d’électrons de la bactérie, ce qui explique pourquoi les bactéries anaérobies strictes sont 

intrinsèquement résistantes aux AG (73). L’étape EDPII suit l’étape EDPI et correspond à 

l’accumulation rapide des AG dans le cytoplasmes, suite à leur fixation à la sous-unité 30S du 

ribosome de l’AG, provoquant des erreurs de traduction et augmentant la perméabilité cellulaire 

(73). 

1.2.5.2 Action sur l’ARN 16S ribosomal 

Le ribosome est un complexe ribonucléoprotéique capable de décoder l’information génétique 

à partir d’un ARN messager (ARNm). Le ribosome 70S bactérien est composé de deux sous-

unités, une petite sous-unité 30S et une grande sous-unité 50S. Si on prend comme référence la 

bactéries E. coli, la sous-unité 30S est composée de 21 protéines ribosomales et d’un ARN 

ribosomal (ARNr) 16S de 1541 nucléotides, et la sous-unité 50S contient 33 protéines 

ribosomales et 2 ARNr, le 5S et le 23S, respectivement de 115 et 2909 nucléotides (74, 75). Le 
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ribosome possède 3 sites majeurs pour la traduction : le site A (pour Aminoacyl-ARN de 

transfert (ARNt)) qui est occupé par un ARNt porteur d'un acide aminé en attente d'être lié à la 

chaîne polypeptidique, le site P (pour Peptidyl-ARNt) qui est occupé par un ARNt porteur d'un 

acide aminé lié à la chaîne polypeptidique en cours de synthèse et enfin, le site E (pour Exit), 

qui permet la libération de l'ARNt désacétylé qui a cédé son acide aminé (Figure 2) (76). Durant 

la traduction, l’ARNt portant un acide aminé se fixe au ribosome au niveau du site A qui vérifie 

que seule l’ARNt complémentaire (celui avec un anticodon capable de s’apparier au codon de 

l’ARNm) se lie à l’ARNm. Ce site comprend l’hélice 44 de l’ARNr 16S ainsi que deux adénines 

en position 1492 et 1493 (Figure 2) (75). Une fois vérifié, un lien peptidique est formé entre 

l’acide aminé lié à l’ARNt au niveau du site A et celui au niveau du site P, suivi d’une 

translocation du site A vers le site P, le site P et le site E permettant respectivement, l’élongation 

de la chaîne polypeptidique et la sortie de l’ARNt dépourvu d’acide aminé (76). 

L’activité antibactérienne majeure des AG est due à l’inhibition de la synthèse protéique. En 

effet, les AG impactent toutes les principales étapes du processus de traduction (initiation, 

élongation, terminaison et recyclage du ribosome) (77–80). Les erreurs de traduction sont dûes 

à la liaison de l’AG au niveau du site A, qui stabilise et favorise la liaison de l’ARNt non 

complémentaire à l'ARNm. Les études structurales ciblant la petite sous-unité 30S ont démontré 

que les AG 2-DOS interagissent avec une boucle interne de l’hélice 44 de l’ARNr 16S au niveau 

du site A du ribosome et stabilisent une conformation où les nucléotides A1492 et A1493 sont 

basculés vers l’extérieur (Figure 2) (81, 82). Cette conformation permet la fixation d’ARNt non 

reconnu à l’ARNm favorisant les erreurs de traduction aboutissant à l’accumulation de 

protéines aberrantes (82). Celles-ci peuvent être insérés dans la membrane cellulaire, modifiant 

la perméabilité et augmentant même le transport vers le cytoplasme des AG. 

Des données récentes montrent également l'existence de sites de liaisons allostériques des AG 

au sein du ribosome qui affectent la mobilité des sous-unités ribosomales, ce qui entraîne une 

réduction de la liaison des facteurs de traduction et de l'activité de traduction, ainsi que le 

recyclage du ribosome (83). 
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a  

Figure 2. Représentations détaillées de l’ARNr 30S et de son interaction avec un aminoglycoside. (A) 

Structure du ribosome 30S avec les sites A (magenta), P (rouge) et E (jaune). (B) Structure secondaire 

de l’ARNr 16S avec les sites A (magenta), P (rouge) et E (jaune). (C) Structure secondaire du site A de 

l’ARNr 16S de E. coli. (D) Diagramme chimique de la paromomycine montrant ses interactions avec 

les résidus spécifiques de l’ARNr 16S. Figure adaptée de (81, 82). 

 

1.2.5.3 Effet bactéricide 

L’altération de la membrane cytoplasmique est vraisemblablement responsable en grande partie 

de l’effet bactéricide des AG, excepté dans le cas de la spectinomycine qui est seulement 

bactériostatique. De plus, ces modifications membranaires permettraient un flux massif des AG 

dans le cytoplasme (84). Il a aussi été proposé que les AG pourraient eux-mêmes diminuer la 

différence de potentiel électrochimique au niveau de la paroi entrainant ainsi leur propre 

séquestration intracellulaire irréversible qui serait la base de l’effet bactéricide (85). Enfin, les 

AG, comme d’autres antibiotiques bactéricides (e. g. β-lactamines, fluoroquinolones), semblent 

stimuler l’oxydation du NADH via la chaîne de transport des électrons sous la dépendance du 
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cycle des acides citriques (cycle de Krebs) (86). L’hyperactivation de la chaîne de transport des 

électrons stimulent la formation d’ions superoxydes endommageant les agrégats Fer-soufre, 

rendant le fer ferreux disponible pour l'oxydation par la réaction de Fenton (86). La réaction de 

Fenton conduit à la formation de radicaux hydroxyles, qui vont engendrer des dommages au 

niveau de l'ADN, des protéines et des lipides, ce qui entraîne la mort cellulaire (86, 87). 

L’ensemble des effets des AG sur la cellule bactérienne va entraîner une bactéricide rapide, 

généralement dès la première heure, indépendante de la densité bactérienne (88). Cette 

bactéricidie est dose dépendante, l’augmentation des concentrations sériques entrainant une 

augmentation de la bactéricidie à la fois en intensité et en durée (88). Les AG ont de plus un 

effet post-antibiotique (EPA) très marqué qui est dose dépendant (59). Il a été démontré que 

l’EPA est directement lié au temps que mettent les bactéries pour récupérer de l'inhibition de la 

synthèse des protéines (89). On suppose que cela dépend de la dissociation éventuelle de l'AG 

au ribosome et de sa sortie de la cellule. 

1.2.6 Mécanismes de résistance aux aminoglycosides 

Il existe plusieurs mécanismes de résistance aux AG qui comprennent (i) une résistance 

intrinsèque comme le fait d'être anaérobie strict ou par des mutations entrainant un faible niveau 

de potentiel transmembranaire (88), (ii) une réduction de la concentration cellulaire d'AG par 

l'intermédiaire de pompes d'efflux ou d'imperméabilité (59, 90), (iii) une modification chimique 

de l'AG par l'intermédiaire d'enzymes modificatrices des AG (Aminoglycoside modifying 

enzyme ; AME) (70) et (iv) une modification du ribosome par une mutation chromosomique ou 

par l’action d’une méthyltransférases de l'ARNr 16S (RMTases) (59, 91). Plusieurs de ces 

mécanismes de résistance peuvent exister en même temps au sein d’une cellule bactérienne. 

1.2.6.1 Résistance par imperméabilité membranaire 

Ce mécanisme se caractérise par une résistance de bas niveau qui affecte, en général, plusieurs 

AG. 

1.2.6.1.1 Imperméabilité au niveau de la membrane externe 

Certains bacilles à Gram négatif présentent une résistance intrinsèque par défaut de fixation 

électrostatique des AG sur la membrane externe (92). Dans les souches de P. aeruginosa, 

isolées de patients atteints de mucoviscidose, le déficit de certaines chaines des LPS est 

fréquente et peut représenter un mécanisme répandu de résistance aux AG (93). 
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1.2.6.1.2 Imperméabilité au niveau de la membrane cytoplasmique 

Les bactéries anaérobies strictes sont naturellement résistantes aux AG du fait de l’existence 

d’un gradient de potentiel électrochimique insuffisant et de l’absence d’une quinone nécessaire 

au transport actif intracellulaire de l’AG (94). Le même phénomène est observé chez les 

streptocoques et les entérocoques qui possèdent une chaîne de transport des électrons 

incomplètes. Plusieurs déficits en composants de la chaîne respiratoire (cytochrome, quinones, 

nitrite et nitrate réductase) ou des mutation dans les gènes codant pour l’ATPase ont également 

été mis en évidence chez les souches résistantes (95). De tels mutants ont été isolés au cours 

d’infections cliniques ou expérimentales, en particulier des modèles expérimentaux 

d’endocardites à P. aeruginosa (96). Des mutants résistants à la kanamycine, streptomycine et 

néomycine dus à un déficit en protéine de liaison aux oligopeptides OppA ont été décrit chez 

E. coli (97). 

1.2.6.2 Résistance par efflux de l’antibiotique 

Il a été démontré que les pompes d'efflux appartenant à la superfamille de résistance-

nodulation-division cellulaire (RND) sont à l'origine de la résistance aux AG, notamment AcrD 

chez E. coli (98), AdeABC chez A. baumannii (99) et MexXY-OprM chez P. aeruginosa (90). 

Ces pompes d'efflux sont constituées de trois composants : une protéine de transport dans la 

membrane interne, une protéine de fusion membranaire dans le périplasme et la troisième dans 

la membrane externe, qui agit comme le composant de la membrane externe de la pompe 

(Figure 3) (100). Ces composants créent un canal qui exporte les substrats directement hors de 

la cellule. Ils utilisent la force protonique membranaire comme source d'énergie et rendent les 

bactéries intrinsèquement résistantes à de faibles concentrations d'AG (59, 101). Cependant, la 

surexpression des pompes d'efflux par la mutation de gènes régulateurs, tels que mexZ pour la 

pompe d'efflux MexXY-OprM, peut entraîner une résistance élevée aux AG ainsi qu'une 

résistance à d'autres classes d'antibiotiques, car beaucoup d'entre eux sont également des 

substrats de cette pompe d'efflux, comme les carbapénèmes, les fluoroquinolones, les 

macrolides et les tétracyclines (90, 102). Les pompes d’efflux appartenant à la famille RND ont 

également été impliquées dans l’efflux d’antiseptiques comme les dérivés phénolés (Triclosan) 

largement utilisés dans des produits comestiques et pesticides (103).  
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1.2.6.3 Résistance par inactivation enzymatique 

La modification enzymatique de l’antibiotique est le principal mécanisme de résistance aux AG 

utilisé par les bactéries à Gram négatif et à Gram positif (70). Cette inactivation est effectuée 

par des AME qui catalysent la modification des groupes -NH2 ou -OH présents sur le cycle 

DOS ou sur les fragments de sucre, ce qui réduit la capacité des AG à se lier au ribosome et les 

empêche d'effectuer l’étape EDPII, entraînant la résistance (70). Il existe trois groupes d'AME 

appelés acétyltransférases (AAC), nucléotidyltransférases (ANT) et phosphotransférases 

(APH), qui modifient les AG respectivement par acétylation, adénylation et phosphorylation 

(59, 70) (Figure 4). L’ensemble des profils de résistance aux AG pour chaque AME est listé 

dans le Tableau 2. 

 

Figure 3. Transport des aminoglycosides à travers la paroi bactérienne incluant l’entrée par des 

porines et l’efflux par une pompe d’efflux AcrAD-TolC de type RND. Les aminoglycosides 

sont représentés par des gélules et l’entrée et l’efflux par des flèches. ME : Membrane externe ; 

MI : Membrane interne (cytoplasmique). Figure adaptée de (100). 
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Figure 4. Exemple de modifications chimiques des aminoglycosides par les AME. (A) Modification de 

la gentamicine catalysée par l’acétyltransférases AAC(3) en présence d’acétyl coenzyme A. (B) 

Modification de l’amikacine catalysée par la phosphotransférases APH(3’) en présence d’ATP. (C) 

Modification de la kanamycine catalysée par la nucléotidyltransférases ANT(2’’) en présence d’ATP. 

Figure adaptée de (59). 

 

1.2.6.3.1 Classes d’enzymes 

Il existe deux schémas différents pour la nomenclature des AME : l'un proposé par Novick et 

al. (104) et l'autre proposé par Shaw et al. (105). Selon le schéma proposé par Novick et al., les 

gènes codant les acétyltransférases, les nucléotidyltransférases et les phosphotransférases sont 

étiquetées respectivement aac, ant et aph. Cette désignation est suivie d'une lettre indiquant la 

position de la modification où le gène aacA code une 6′-N-acétyltransférase, tandis que les 

gènes aacB et aacC codent respectivement une 2′-N-acétyltransférase et une 3-N-

acétyltransférase. Cette désignation peut être suivie d'un numéro pour indiquer une subdivision 

(106). 

Shaw et al. (105) ont proposé que les gènes aac, ant et aph soient utilisés pour distinguer le 

type d'enzyme encodée suivi de la position où l'AG est modifié entre parenthèses, par exemple 
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(2'), qui modifie la position 2' de AG. Les chiffres romains sont utilisés pour distinguer le profil 

de résistance et ensuite une lettre minuscule pour distinguer les protéines uniques, par exemple 

aac(6')-Ia et aac(6')-Ib sont des gènes uniques codant pour deux protéines ayant le même profil 

de résistance. 

1.2.6.3.2 AAC 

Les AAC catalysent l'acétylation des groupes amines (-NH2) présents sur les AG, en utilisant 

l'acétyl coenzyme A comme substrat donneur, où les AAC appartenant aux groupes AAC(1), 

AAC(2'), AAC(3) et AAC(6') catalysent la modification des groupes -NH2 par l'ajout d'un 

groupe acétyle aux positions 1, 2', 3 et 6', respectivement (70). L'enzyme AAC la plus répandue 

est l'AAC(6')-Ib qui confère une résistance à l'amikacine, à la kanamycine et à la tobramycine, 

mais pas à la gentamicine (Tableau 2) (70). Elle a largement été identifiée chez les bactéries à 

Gram négatif, notamment les Enterobacterales et les non-fermentant comme A. baumannii et 

P. aeruginosa (59, 101). Un trentaine de variants aac(6’)-Ib numérotés à partir de -Ib1 dont la  

nomenclature repose sur la variation de région N-terminale de la protéine ont été décrits 

principalement dans des structures génétiques de type intégron sous forme de gènes cassettes 

(autre nomenclature aacA4). Dans ces structures, il a été montré que l’expression du variant 

aac(6’)-Ib7 était dépendante de la partie 5’conservée de l’intégron (107). De même, le variant 

Ib11, avec des substitutions Leu118 et Ser119 dans la protéine AAC(6’)-Ib, a été décrit comme 

codant la « première acétyltransférase à large spectre » car elle conférait un profil de résistance 

étendu à tous les AG (108) (Tableau 2). En 2006, l’enzyme bi-fonctionnelle AAC(6')-Ib-cr, qui 

confère une résistance à la fois aux AG et à certaines fluoroquinolones (norfloxacine et 

ciprofloxacine) médiée par des substitutions en position 104 et 181 de l’enzyme, était décrite 

(109). Cette enzyme a été retrouvée en France dans des collections de bacilles à Gram négatif 

producteurs de l’enzyme CTX-M-15 dès 2005, le gène était localisé dans et hors des intégrons 

(110–113). On a également découvert que d’autres enzymes AAC(6'), qui font partie d'enzymes 

bi-fonctionnelles associées à d'autres AME comme l’AAC(6')-APH(2"), génèrent une 

résistance à une gamme plus large d'AG (114). Cependant, cette enzyme bi-fonctionnelle ne 

semble être retrouvée que chez les cocci à Gram positif.  

Les AAC(6’)-II ont des séquences protéiques proches de celles des AAC(6’)-Ib (82% 

d’homologie en acide aminé) mais un spectre qui confère une résistance à la gentamicine, à la 

kanamycine et à la tobramycine, mais pas à l’amikacine (Tableau 2) (115).  
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  Aminoglycoside     

Enzyme GEN TOB NET AMK PLZ KAN NEO APR ISE SIS DBK ABK PAR HYG STR SPC   Nomenclature alternative 

AAC(1)                      

AAC-(2')-I                         

AAC-(3)-I                    

AAC-(3)-II                        

AAC-(3)-III                          

AAC-(3)-IV                         

AAC-(3)-V                        

AAC-(3)-VI                      

AAC-(3)-VII                    

AAC-(3)-VIII                    

AAC-(3)-IX                    

AAC-(3)-X                       

AAC-(6')-I                       

AAC-(6')-Ib11                       

AAC-(6')-II                      

ANT-(2")-I                       aadB 

ANT-(3")-I                    aadA1-24 

ANT-(4')-I                       aadD, aadD2, ant(4',4")-I 

ANT-(4')-II                       

ANT-(6)-I                   ant6, aadE, aadK 

ANT-(9)-I                   spc, aad9, ant9 

APH-(2")-I                    

APH-(2")-IV                   

APH-(3')-I                     aphA-1 

APH-(3')-II                     aphA-2 

APH-(3')-III                        

APH-(3')-IV                     

APH-(3')-V                     

APH-(3')-VI                       aphA-6 

APH-(3')-VII                     

APH-(3")-I                   aphE, aphD2, strA 

APH-(4)-I                   hph, hyg 

APH-(6)-I                   aphD, strA, strB, orfI 

APH-(7")-I                    

APH-(9)-I                                     

GEN : gentamicine, TOB : tobramycine, NET : netilmicine, AMK : amikacin, PLZ : plazomicine, KAN : kanamycine, NEO : néomycine, APR : apramycine, ISE : isépamycine,            

SIS : sisomycine, DBK : dibékacine, ABK : arbékacine, PAR : paromomycine, HYG : hygromycine, STR : streptomycine, SPC : spectinomycine 

 

Tableau 2. Profils de résistance aux aminoglycosides en fonction du types d’AME. Le carré noir signifie que l’enzyme modifie l’AG, le carré gris signifie que 

certains variants peuvent modifier l’AG, le carré blanc signifie que l’enzyme ne modifie pas l’AG. Tableau adapté d’après Ramirez et al. (70). 
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Il est intéressant de remarquer que seules les AAC(1) et AAC(3)-IV sont capables de modifier 

l’apramycine (Tableau 2) (41, 116). Concernant la plazomicine, l’AAC(2’)-I et l’APH(2’’)-IV 

peuvent la modifier (Tableau 2) (117). 

1.2.6.3.3 ANT 

Les ANT catalysent l'adénylation des AG en utilisant un substrat donneur ATP où ils transfèrent 

un groupe adénosine monophosphate (AMP) aux groupes hydroxyl (-OH) aux positions 6, 9, 

4’, 2" et 3"de l'AG via respectivement les groupes d'enzymes ANT(6), ANT(9), ANT(4'), 

ANT(2") et ANT(3") (Tableau 2) (70). Tous les groupes d'enzymes sont principalement 

retrouvés chez des bactéries à Gram positif. L'enzyme ANT(2")-Ia est l'ANT la plus répandue 

chez les bactéries à Gram négatif (Enterobacterales ainsi que par A. baumannii et P. aeruginosa) 

(70, 101, 118). Elle confère une résistance à la dibékacine, à la gentamicine, à la kanamycine, 

à la sisomicine et à la tobramycine (Tableau 2). Le gène ant(2)-Ia est largement présent comme 

gène cassette dans des intégrons de classe 1 et 2, et a été identifié sur des plasmides et des 

transposons (70). 

1.2.6.3.4 APH 

Les APH catalysent la phosphorylation des groupes hydroxyl (-OH) des AG, en utilisant l'ATP 

comme substrat donneur, aux positions 4, 6, 9, 3', 2", 3" et 7" (Tableau 2) (70). Le plus grand 

nombre d'APH appartient au groupe APH(3') (70). Les gènes codant les APH(3') ont été trouvés 

sur des plasmides et des transposons à large spectre d'hôtes (88). Ils confèrent une résistance à 

plusieurs AG tels que l'amikacine, la kanamycine et la néomycine chez les bactéries à Gram 

négatif et à Gram positif (70). 

1.2.6.3.5 Enzymes endogène 

Les AME peuvent faire partie du patrimoine chromosomique de la bactérie, qu’elles soient 

endogènes ou acquises, intégrées dans le chromosome le plus souvent par recombinaison. Elles 

sont alors la plupart du temps stables dans le génome bactérien spécifiques d’une espèce et leurs 

transmissions s’effectuent de manière verticale. Ces gènes chromosomiques, codant 

essentiellement pour des AAC, ont été mis en évidences dans de nombreuses espèces 

bactériennes (Tableau 3). La plupart d’entre elles, comme par exemples aac(6’)-Ig, aac(6’)-Ij 

et aac(6’)-Ik, sont exprimées de manière constitutive (119, 120). Cependant, certains gènes 

chromosomiques peuvent être silencieux ou très faiblement exprimés comme c’est le cas de 

aac(6’)-Ic chez Serratia marcescens (121). La faible expréssion de ce gène a été reliée à une 

séquence promotrice atypique -35, comme celle retrouvée en amont du gène aac(2’)-Ia chez 

Providencia stuartii (115, 121). L’expression du gène aac(6’)-Ic peut augmenter 



38 

 

considérablement et cette augmentation a été reliée à des réarrangements au niveau de la région 

5’ du gène sous forme de modification de la région promotrice (121).  

 

Gène Phénotype de résistance  Bactérie 

aac(2')-Ia GEN, TOB, DIB, KAN, NET Providencia stuartii 

aac(2')-Ib GEN, TOB, DIB, KAN, NET Mycobacterium fortuitum 

aac(2')-Ic GEN, TOB, DIB, KAN, NET Mycobacterium tuberculosis 

aac(2')-Id GEN, TOB, DIB, KAN, NET Mycobacterium smegmatis 

aac(2')-Ie GEN, TOB, DIB, KAN, NET Mycobacterium leprae 

aac(6')-Ic AMK, TOB, NET Serratia marcescens 

aac(6')-Ig AMK, TOB, NET Acinetobacter haemolyticus 

aac(6')-Ii AMK, TOB, NET Enterococcus spp. 

aac(6')-Ij AMK, TOB, NET Acinetobacter sp. 13 

aac(6')-Ik AMK, TOB, NET Acinetobacter sp. 6 

aac(6')-Ir AMK, TOB, NET Acinetobacter sp. 14 

aac(6')-Iid AMK, TOB, NET Enterococcus durans 

aac(6')-Iih AMK, TOB, NET Enterococcus hirae 

aac(6')-Is AMK, TOB, NET Acinetobacter sp. 15 

aac(6')-It AMK, TOB, NET Acinetobacter sp. 16 

aac(6')-Iu AMK, TOB, NET Acinetobacter sp. 17 

aac(6')-Iy AMK, TOB, NET Salmonella enterica 

aac(6')-Iz AMK, TOB, NET Stenotrophomonas maltophilia 

aac(6')-sk AMK, TOB, NET Sptreptomyces kanamyceticus 

aac(3)-Xa AMK, DIB, KAN, ABK Sptreptomyces griseus 

ant(6) STR Bacillus subtilis 

aph(6)-Ia STR Sptreptomyces griseus 

aph(3')-IIb KAN, NEO Pseudomonas aeruginosa 

aph(3')-Vb NEO Streptomyces ribosidificus 

aac(3)-VIIa AMK, DIB, KAN, ABK Streptomyces rimosus 

aac(3)-VIIIa AMK, DIB, KAN, ABK Streptomyces fradiae 

aac(3)-Ixa AMK, DIB, KAN, ABK Micromonospora chalcae 

AG : aminoglycoside, GEN : gentamicine, TOB : tobramycine, DIB : dibékacine, KAN : kanamycine, 

NET: netilmicine, AMK : amikacine, ABK : Arbékacine,  STR : Streptomycine, NEO : Néomycine 

 

Tableau 3. Principaux gènes codant pour des enzymes modificatrices des aminoglycosides à 

localisation chromosomique. 
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1.2.6.4 Résistance par mutation de la cible ribosomale 

1.2.6.4.1 Mutation 

La résistance aux AG par mutation de la cible ribosomale concerne essentiellement la 

streptomycine et la spectinomycine, et a donc une incidence clinique assez faible. Cette 

résistance reste peu observée car la plupart des procaryotes possèdent dans leurs génomes 

plusieurs copies des ARNr, excepté des genres comme Mycobacterium et Mycoplasma qui ne 

possèdent qu’une copie (122). Ces mutations ont particulièrement été décrit dans la résistance 

à la streptomycine chez Mycobacterium spp.. En effet, une seule mutation dans le gène rrs de 

Mycobacterium spp. peut empêcher la liaison de la streptomycine aux ribosomes bactériens. 

Cette mutation doit se situer dans une de ces deux régions hautement conservées : la boucle 530 

ou la région entourant le nucléotide 912 (selon la numérotation de E. coli), localisées au niveau 

du site A de l'ARNr 16S (123). Des mutations dans la protéine S12, responsables de la résistance 

à la streptomycine, ont également été caractérisées chez plusieurs espèces comme 

Mycobacterium tuberculosis, Haemophilus influenzae et Streptococcus pneumoniae (124–

126). Enfin, une mutation dans la protéine L6 de la grande sous-unité du ribosome conférant 

un bas niveau de résistance à la gentamicine a été décrite chez E. coli (127).  

1.2.6.4.2 Méthylation de ARNr 16S 

Le second mécanisme de résistance impliquant une modification de la cible, cliniquement 

beaucoup plus important que le précédent, est la méthylation post-transcriptionnelle du site A 

de l’ARNr 16S. Ces méthyltransférases (ou méthylases) de l’ARNr 16S (RMTases) sont très 

courantes chez les Streptomyces spp. et Micromonospora spp. qui produisent naturellement des 

AG. Depuis le début des années 2000, leur importance n’a fait qu’augmenter du fait de 

l’acquisition de ce mécanisme de résistance par des bactéries responsables d’infection, comme 

P. aeruginosa, A. baumannii ou des Enterobacterales, par l’intermédiaire d’éléments génétiques 

mobiles multiples facilitant leur dissémination (128). Les détails concernant la résistance 

intrinsèque ou acquise par production de RMTase sont l'objet de la section suivante. 

1.3 Méthyltransférase de l’ARNr 16S (RMTase) 

Ces enzymes confèrent une résistance de haut niveau (CMI ≥ 256 mg/L) à tous les AG 

cliniquement pertinents (amikacine, tobramycine, gentamicine) (128) en ajoutant un groupe 

méthyle, à la position N-7 du résidu G1405 ou à la position N-1 du résidu A1408, se trouvant 

au niveau du site A de l'ARNr 16S (Figure2), en utilisant la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) 

comme cofacteur (129, 130). La méthylation introduit une charge positive au niveau du résidu, 
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ce qui empêche la liaison des AG au site A. La modification de A1408 confère une résistance 

aux AG du groupe 4,5- et 4,6-2-DOS, tels que la gentamicine, l’amikacine et la néomycine, 

ainsi qu'à l'apramycine, alors que la méthylation du résidu G1405 ne confère une résistance 

qu'aux AG du groupe 4,6-2-DOS, tels que l'amikacine, la gentamicine et la tobramycine (128, 

131). Le profil de résistance conféré par les RMTases est dû à des différences d’interactions 

entre les résidus G1405 ou A1408 et l’AG. En effet, un AG du groupe 4,6-2-DOS doit former 

une liaison hydrogène avec la position N7-G1405 pour se fixer à sa cible alors qu’un AG du 

groupe 4,5-2-DOS ou du groupe monosubtitué-DOS n’en a pas besoin (Figure 5) (128, 129). 

De plus, l’ensemble des AG possédant un noyau streptamine doivent former une liaison 

hydrogène avec la position N1-A1408 (Figure 5) (130, 132). Par conséquent, la méthylation 

des positions N1-A1408 et N7-G1405 empêche la formation de ces liaisons hydrogènes et 

confère une résistance. Par contre, les RMTases ne confèrent pas de résistance aux AG 

dépourvus de cycle streptamine, comme la streptomycine (128). 

 

Figure 5. Interaction entre un aminoglycoside du groupe 4,6-2-DOS (Gentamicine) et du groupe 4,5-2-

DOS (Néomycine) avec les résidus G1405 et A1408 de l’ARNr 16S. La ligne en pointillée indique une 

probable liaison hydrogène. Figure adaptée de (128). 

 

1.3.1 Origine des RMTases 

Les AG sont produits par les actinomycètes qui sont des bactéries à Gram positif formant des 

spores (131). Afin de protéger leurs ribosomes des AG qu'elles produisent, elles peuvent utiliser 

des RMTases pour modifier leur ARNr 16S au niveau du site A, de sorte que les AG ne puissent 

pas se lier aux ribosomes (131, 133, 134). Ces enzymes ont été découvertes pour la première 

fois chez des actinomycètes dans les années 1980 où des enzymes modifiant les résidus G1405 
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et A1408 ont été identifiées comme, respectivement, la RMTase Kmr chez S. kanamyceticus 

ou la RMTase KamA chez Streptomyces tenjimariensis (Tableau 4) (135, 136). Ces résistances 

intrinsèques peuvent être classées en deux catégories : les RMTases agissant en position N7 du 

résidu G1405 et celles agissant en position N1 du résidu A1408 (Tableau 4) (cf section 

précédente).  

 

Groupe de RMTase Gènes Bactéries progénitrices AG produit Référence 

N7-G1405 fmrO M. olivasterospora Fortimicine (57, 137) 

grmA M. purpurea Gentamicine (46, 134) 

kmr S. kanamyceticus Kanamycine (43, 136) 

grmB M. rosea Sisomicine (50, 138) 

N1-A1408 kamA S. tenjimariensis Istamycine (135, 139) 

kamB S. tenebrarius Apramycine (48, 140) 

kamC Sacharopolyspora hirsuta Sporiricine (141, 142) 

 

Tableau 4. RMTases intrinsèques présentes chez des bactéries naturellement productrices d’AG. 
 

1.3.2 Découverte des RMTases acquises chez les bactéries à Gram négatif 

En 2000, une K. pneumoniae nommée BM4536 et isolée d'une infection des voies urinaires en 

France présentait des niveaux inhabituellement élevés de résistance à tous les AG du groupe 

4,6-2-DOS (143). Le fragment génétique portant le déterminant de résistance a été cloné et 

séquencé, avant d'être comparé aux séquences disponibles dans Genbank. Ce déterminant 

inconnu s'est avéré identique à une séquence de la base de données correspondant à une souche 

de Citrobacter freundii portant un plasmide pCTX-M3 (numéro d'accession AF550415) isolée 

en Pologne en 1997, non décrite en 2003, année où l’équipe de Patrice Courvalin à l’Institut 

Pasteur a caractérisé et nommé cette protéine ArmA (aminoglycoside resistance 

methyltransferase A) (143, 144). En 2006, la fonction enzymatique de la RMTase ArmA a été 

caractérisée comme étant une RMTase méthylant la position N7 du résidu G1405 et que le gène 

armA était retrouvé dans les deux isolats sur un plasmide également porteur de la BLSE blaCTX-

M-3 (129). Il n'a pas fallu longtemps pour réaliser que la RMTase acquise ArmA n'était que la 

partie émergée de l'iceberg. Seulement 4 mois après la publication décrivant ArmA, l’équipe 

de Yoshichika Arakawa au Japon a publié un article décrivant une autre RMTase acquise 

nommée RmtA (ribosomal RNA methyltransferase A), provenant, cette fois, d'une souche de 
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P. aeruginosa appelée AR-2 et isolée en 1997 (145). Comme armA, ce gène conférait une 

résistance exceptionnellement élevée aux AG du groupe 4,6-2-DOS. Ce gène rmtA avait un % 

de GC de 55 % contre 30 % pour armA et les enzymes ArmA et RmtA présentait une très faible 

identité (30%) en acides aminés (128). Depuis la découverte des RMTases ArmA et RmtA, 11 

RMTases distinctes acquises ont été publiées (ArmA, RmtA-H et NpmA-B) en plus de 

nombreux variants (Tableau 5). Le site de méthylation n’a pas été prouvé au niveau fonctionnel 

pour l’ensemble des RMTase mais il est admis que l’ensemble des RMTase appartiennent au 

groupe N7-G1405, à l'exception de NpmA et NpmB, qui appartiennent au groupe N1-A1408. 

L'analyse du % de GC des gènes de RMTases acquis se situe entre 30% et 68% alors qu’il est 

proche de 60 % chez les Actinomycètes, suggérant l’existence de progéniteurs de ces gènes 

acquis différents des producteurs naturels de RMTases connus (e.g. Micromonospora spp.) 

(146). Très récemment, l’équipe de Yohei Doi au Japon, a montré que NpmB1 et NpmB2 

avaient des séquences d’acides aminées très proches d’une séquence associée à une bactérie des 

sols appartenant au phylum Acidobacteria du genre Blastocatellia et dont l’espèce n’était pas 

définie (147). De plus, les régions en amont et en aval du gène codant npmB2 était également 

similaires à celles retrouvées dans la bactérie du genre Blastocatellia. Un arbre phylogénétique 

des RMTases est présenté Figure 6. 

Les gènes codant des RMTases acquises semblaient être présents uniquement chez des bacilles 

à Gram négatif car, jusqu'à récemment, aucun d’entre eux n’avait été rapporté chez des bactéries 

à Gram positif (91, 128). Cependant, npmA, et son variant npmA2, ont été découverts dans des 

isolats cliniques de Clostridioides difficile provenant des États-Unis en 2018 (148). Avant cette 

découverte, il avait été montré que l'expression du gène rmtC chez des bactéries à Gram positif 

comme Bacillus subtilis ou Staphylococcus aureus était possible, mais dépendait de l'utilisation 

de promoteurs optimaux compatibles avec ces bactéries pour l'expression du gène (149). 

L'expression des gènes codant ces RMTases dans les bactéries à Gram positif en particulier C. 

difficile, connue pour être à l'origine d'épidémies nosocomiales (150) et capable de produire des 

spores qui peuvent vivre pendant des mois en dehors du corps humain, signifie que ces bactéries 

ont potentiellement la possibilité de propager ces gènes à d'autres espèces de bactéries. Cette 

propagation pourrait être facilitée par un transfert horizontal car des recombinases ont été 

trouvées associées à npmA dans la souche CD7814 de C. difficile (148).  
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Gènes 
Années de 

publication 
Bactéries 

Pays 

d'isolement 

GC 

(%) 

Numéro 

GenBank 
Référence 

armA 2003 K. pneumoniae France 30 AY220558 (143) 

armA2 2020 A. baumannii Myanmar 30 LC433766 (151) 

rmtA 2003 P. aeruginosa Japon 55 AB083212 (145) 

rmtB 2003 S. marcescens Japon 57 AB103506 (152) 

rmtB2 2012* E. cloacae Etats-Unis 56 JN968578 Non publié 

rmtB3 2012* E. coli Etats-Unis 56 JN968579 Non publié 

rmtB4 2019 P. mirabilis Etats-Unis 56 KM999534 (153) 

rmtC 2006 P. mirabilis Japon 41 AB194779 (154) 

rmtD 2007 P. aeruginosa Brésil 59 DQ914960 (155) 

rmtD2 2011 E. cloacae Argentine 59 HQ401566 (156) 

rmtD3 2018 P. aeruginosa Myanmar 59 LC229801 (157) 

rmtE 2010 E. coli Etats-Unis 37 GU201947 (158) 

rmtE2 2015 E. coli Chine 37 KT428293 (159) 

rmtE3 2022 A. baumannii Royaume-Uni 37 MH572011 (160) 

rmtF 2012 K. pneumoniae France 67 JQ808129 (161) 

rmtF2 2017 P. aeruginosa Népal 68 LC050387 (162) 

rmtG 2013 K. pneumoniae Brésil 60 JX486113 (163) 

rmtH 2013 K. pneumoniae Iraq 61 KC544262 (164) 

npmA 2007 E. coli Japon 34 AB261016 (165) 

npmA2 2018 C. difficile Etats-Unis - - (148) 

npmB1 2021 E. coli Royaume-Uni - EGD5494512** (147) 

npmB2 2021 E. coli Royaume-Uni - EAB8931753** (147) 

*Année de publication dans GenBank. 

**Uniquement les séquences d’acides aminés sont publiées dans GenBank. 

Tableau 5. Découverte des gènes codant les RMTases acquises. 
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Figure 6. Arbre Phylogénétique des RMTases intrinsèques et acquises. Cet arbre a été construit en 

utilisant PhyML et iTol (166, 167), à partir des séquences protéiques récupérées de GenBank : Grm0 

(numéro d’accession : AY524043), NbrB (numéro d’accession : AF038408), Grm (numéro 

d’accession : M55521), KgmB (numéro d’accession : S60108), GrmA (numéro d’accession : 

AY524043), Srm1 (numéro d’accession : AY661430), FmrO (numéro d’accession : D13171.2), Sgm 

(numéro d’accession 3LCU), KamB (numéro d’accession3MQ2), CmnU (numéro d’accession : 

EF472579), Kmr (numéro d’accession : EU429565), NpmA1 (numéro d’accession MH249957), NpmB 

(numéro d’accession : WP_231869585), ArmA (numéro d’accession : AY220558), ArmA2 (numéro 

d’accession : BBH42896), RmtA (numéro d’accession : AB083212.2), RmtB1 (numéro d’accession : 

AB103506), RmtB2 (numéro d’accession : JN968578), RmtB3 (numéro d’accession : JN968579), 

RmtB4 (numéro d’accession : KM999534), RmtC (numéro d’accession : AB194779.2), RmtD1 

(numéro d’accession : DQ914960.2), RmtD2 (numéro d’accession : HQ401565), RmtD3 (numéro 

d’accession : LC229801), RmtE (numéro d’accession : GU201947), RmtF1 (numéro d’accession : 

JQ808129), RmtF2 (numéro d’accession : LC050387), RmtG (numéro d’accession : JX486113), RmtH 

(numéro d’accession : KC544262). 
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1.3.3 Distribution mondiale des RMTases 

Une carte indiquant la répartition mondiale des RMTases est présentée en figure 7. 

1.3.3.1 NpmA 

La RMTase NpmA a été identifiée pour la première fois dans un isolat clinique de E. coli 

appartenant au ST131 provenant du Japon (165). Cet E. coli producteur de NpmA a été identifié 

car il présentait une résistance de haut niveau à l'apramycine, un AG d’utilisation vétérinaire. 

Après cette première description cette RMTase n’a pas été identifiée souvent. Cette RMTase a 

été détectée chez des Enterobacterales en Inde (168), en Chine (169), en Arabie Saoudite (170) 

et dans un isolat de C. difficile provenant des Etats-Unis (148). Le gène npmA2 a été retrouvé 

uniquement chez C. difficile provenant de différentes régions du monde comme les Etats-Unis, 

l’Australie, le Royaume-Uni et le Canada (148). Ces souches de C. difficile présentaient des 

hauts niveaux de résistances 4-8 fois supérieur aux souches ne produisant pas NpmA2 (148). 

1.3.3.2 NpmB 

Le gène npmB, codant la dernière RMTase décrite, a été découvert par l’équipe de Yohei Doi 

grâce à une recherche dans la base de données NCBI par homologie de séquence (la séquence 

en acides aminés de NpmB est similaires à la séquence de NpmA1) (147). Cette équipe identifia 

deux séquences ayant 40% d’identité avec NpmA1 et annotées comme des « méthyltransférase 

S-adenosylmethionine (SAM)-dépendant de classe 1 ». Ces deux séquences ont été désignées 

NpmB1 et NpmB2 avec seulement une mutation (R21C) entre les deux. Elles provenaient de 

deux souches de E. coli isolées au Royaume-Uni. Pour montrer que ces séquences 

correspondaient bien à des RMTases, les auteurs ont cloné les gènes correspondant dans un 

plasmide pUC-19 (avec leur promoteur) et transformé ce vecteur dans une souche de E. coli 

sauvage. Le transformant présentait une résistance à l’ensemble des AG des groupes 4,5-2-

DOS, 4,6-2-DOS et monosubstitué-DOS avec des CMI proches de celle retrouvées dans les 

souches produisant NpmA. Les séquences npmB1 et npmB2 ont également été identifiées 

comme proches de séquences décrites dans une bactérie du genre Blastocatellia appartenant au 

phylum Acidobacteria (numéro GenBank : HCA58615). Les séquences en amont et en aval de 

ces gènes étaient également proches de séquences de bactéries d’espèces d’Acidobacteria, 

suggérant que npmB pourrait provenir de ces bactéries du sol puis aurait intégré dans un second 

temps le génome de E. coli (147). Depuis cette description en 2021 aucune autre souche n’a été 

décrite avec ces gènes.  
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1.3.3.3 ArmA 

ArmA est la première RMTase acquise décrite (en 2003) dans une souche de K. pneumoniae 

par l’équipe de Patrice Courvalin à l’Institut Pasteur (143). Le gène armA est l'un des gènes 

codant une RMTase acquise les plus répandus dans le monde  puisqu'il a été trouvé sur les cinq 

continents (91, 128, 171). Il a été identifié dans un large éventail de bactéries à Gram négatif, 

notamment chez A. baumannii (172, 173), en particulier dans les isolats appartenant au clone 

international II (151, 160, 174–176), chez des Enterobacterales (172, 177–181) et beaucoup 

plus rarement chez P. aeruginosa (182–185). Cette RMTase a également été identifiée chez des 

espèces telles que Salmonella spp. (186–191) et Shigella flexneri (191) qui sont impliquées 

dans des infections d'origine alimentaire. Le variant armA2 a été identifié récemment dans deux 

isolats de A. baumannii producteurs de carbapénémase de type OXA-23 et provenant du 

Myanmar (151). 

1.3.3.4 RmtA 

L’enzyme RmtA, décrite également en 2003, est la seconde RMTase acquise découverte après 

ArmA. On pensait initialement que ce gène rmtA était uniquement présent dans les bactéries 

isolées en Asie car il a été identifié principalement chez P. aeruginosa au Japon (145, 192–194) 

ainsi que chez E. coli (195), K. pneumoniae (195) et P. aeruginosa (196) en Corée du Sud. Il a 

également été identifié en Inde dans des isolats de A. baumannii (197) et de E. coli pouvant 

produire une carbapénémase de type New Delhi metallo-β-lactamase (NDM) (168, 198). 

Cependant, il a ensuite était détecté chez une K. pneumoniae de ST147 produisant aussi une 

NDM, en Suisse (199). 

1.3.3.5 RmtB 

Peu de temps après la description de armA et rmtA, l’équipe de Yoshichika Arakawa décrivit 

une souche de Serratia marcescens montrant un haut niveau de résistance aux AG lié à la 

présence d’un nouveau gène codant une RMTase appelé rmtB. Comme armA, rmtB (rmtB1-4) 

est l'un des gènes de RMTases acquises les plus largement distribués dans le monde puisqu'il a 

également été trouvé sur l’ensemble des cinq continents (91, 128, 171). Le gène rmtB a 

également été identifié dans une série de bactéries à Gram négatif, principalement des 

Enterobacterales (178, 179, 200–204) ainsi que P. aeruginosa (162, 176, 205, 206) et beaucoup 

moins fréquemment chez A. baumannii (176). Les variants rmtB2 et rmtB3 ont été déposés sur 

Genbank par Castanheira et al. et ont été trouvés dans plusieurs isolats : un E. cloacae possédant 

rmtB2 isolé au Mexique, un isolat de E. coli provenant des Etats-Unis ainsi qu'un isolat de E. 

cloacae et un isolat de K. pneumoniae provenant du Mexique portant rmtB3. Le variant rmtB4 
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a été trouvée dans deux isolats de P. aeruginosa du Népal (162) et aux Royaume-Uni (205) et 

dans un isolat de P. mirabilis (153). 

1.3.3.6 RmtC 

Comme armA et rmtB, rmtC a été identifié en Europe, en Afrique, en Asie, en Amérique du 

Nord, en Amérique du Sud, au Moyen-Orient et en Océanie (170, 180, 207–211). Le gène rmtC 

a été principalement identifié chez les Enterobacterales (170, 181, 198, 207, 208, 212–215), en 

particulier dans les isolats cliniques de K. pneumoniae, mais a également été identifié dans des 

pathogènes alimentaires tels que Salmonella spp. (216–218). De plus, rmtC a été identifié chez 

A. baumannii en Inde (219) et en Uruguay (220) ainsi que chez P. aeruginosa en Inde (221), au 

Royaume-Uni (205) et en Roumanie (222). On peut noter également que la RMTase RmtC est 

souvent associée à la carbapénémase NDM que ce soit dans des souches de Enterobacterales 

ou de P. aeruginosa. 

1.3.3.7 RmtD 

Depuis sa description en 2005, RmtD (RmtD1 à RmtD3) a été principalement trouvée chez P 

aeruginosa et chez des Enterobacterales isolés en Amérique du Sud : en Argentine, au Chili et 

au Brésil (155, 156, 163, 179, 223). A noter une diffusion particulière au Brésil, où les P. 

aeruginosa exprimant rmtD possédaient également fréquemment la carbapénémase Sao Paulo 

metalo-β-lactamase (SPM) et appartenait au ST235 (155, 223, 224). Le dernier variant décrit 

rmtD3 a notamment été rapportée dans des isolats cliniques de P aeruginosa provenant du 

Myanmar (157, 206), de la Pologne, où la souche produisait aussi la carbapénémase NDM 

(225), et au Royaume-Uni, où les quatre isolats décrits produisaient des carbapénémases (NDM 

ou Verona integron-encoded metallo-β-lactamases (VIM)) (205). Ces résultats indiquent que la 

RMTase RmtD commencerait à se répandre en dehors de l'Amérique du Sud. 

1.3.3.8 RmtE 

Le nombre de rapports concernant les producteurs de RmtE (RmtE1 à RmtE3) est également 

limité, trois provenant des Etats-Unis (tous les E. coli) (158, 226, 227), deux E. coli produisant 

RmtE2 en Chine (159) et, récemment, un P. aeruginosa producteur de NDM-1 au Myanmar 

(206). En 2022, le variant rmtE3 a été décrit dans un isolat de A. baumannii produisant une 

carbapénémase OXA-72 (OXA-24-like) provenant du Royaume-Uni (160). 
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1.3.3.9 RmtF 

RmtF (RmtF1 et RmtF2) est la RMTase la plus répandue, après ArmA, RmtB et RmtC. La 

première description de RmtF a été faite dans un isolat de K pneumoniae provenant de l'île de 

La Réunion en 2011 (161). Ensuite, la RMTase RmtF a été décrite chez des Enterobacterales 

isolées en Inde (168, 228–230), au Népal (213, 231), au Pakistan (232), à Taïwan (233), en 

Chine (234), à Singapour (235), en Australie (207), aux Emirats Arabes Unis (236, 237), en 

Egypte (238), en Afrique du Sud (239), au Royaume-Uni (180), en Suisse (240), au Canada 

(241) et aux Etats-Unis (242–244) ; et chez P. aeruginosa au Myanmar (206), au Népal (162), 

en France (245) et au Royaume-Uni (205). Le variant rmtF1 est principalement retrouvé chez 

des K. pneumoniae produisant une carbapénémase alors que le variant rmtF2 est exclusivement 

retrouvé chez P. aeruginosa. 

1.3.3.10 RmtG 

Comme rmtD, rmtG a été principalement retrouvé en Amérique du Sud chez des K. pneumoniae 

dont certaines produisaient des carbapénmases de type K. pneumoniae carbapenemase (KPC) 

(163, 246–248). Ce gène rmtG a également été retrouvé dans des P. aeruginosa essentiellement 

de ST235 et isolés chez des patients atteints de mucoviscidose en Amérique du Sud (249, 250). 

En dehors ce continent, rmtG a été retrouvé chez des isolats de K. pneumoniae aux Etats-Unis 

(251), en Suisse (252) et en Inde, également chez E. coli (229). 
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Figure 7. Distribution mondiale des RMTases. La légende indique les différentes RMTases décrites par pays. Adaptée de Wachino et al. (128) 
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1.3.3.11 RmtH 

Initialement décrit en 2013, rmtH a été identifié dans une souche de K. pneumoniae de ST48 

isolée d’une plaie d’un soldat américain blessé en Iraq (164). Contrairement à d’autres gènes 

de RMTases, le gène rmtH a été identifié sur le chromosome de la souche. Cette RMTase avait 

plus de 60% d’identité en acides aminés avec RmtB et RmtA. Elle a ensuite été retrouvée 

uniquement dans un plasmide d’une souche de K. pneumoniae de ST1157 isolée au Liban (253) 

et chez des E. coli producteurs de carbapénémase de type NDM en Inde (168). 

1.3.4 Prévalence de la résistance par production de RMTase 

Plusieurs études ont été menées dans le monde pour calculer la prévalence des RMTases dans 

leurs pays respectifs. Les RMTases semblent être retrouvées à des taux très variables entre les 

régions du monde, notamment entre l’Asie du Sud Est et l’Europe, parfois même entre pays 

d’une même région. Des taux de 0,5-1% (2/446 pour E. coli et 1/103 pour K. pneumoniae) ont 

été trouvés chez des Enterobacterales isolées d’animaux de compagnie du Japon (254), similaire 

au taux de 0,6% (16/2877) dans une collection d’isolats cliniques de bacilles à Gram négatif 

issue de plusieurs hôpitaux japonais (193). En Europe, ces prévalences sont légèrement plus 

faibles chez les Enterobacterales avec un taux de 0,12% (66/56172) au Royaume Uni (181), 

0,15% (6/4080) en Grèce (255) ou de 0,12% (19/15386) en Belgique (178). Des occurrences 

plus importantes sont rapportées dans des populations de bactéries ayant déjà des résistances 

aux β-lactamines: des taux de 1,3 % (5/373) et 0,7% (1/139) sont retrouvés chez des 

Enterobacterales productrices de BLSE respectivement en France (256) et en Turquie (257), ils 

montent à 5,1% (24/468) en Espagne et à 7,7% (23/300) en Grèce chez des Entérobactéries 

productrices de carbapénémases (255, 258).  

D’autres études ont révélé la présence de gènes de RMTase chez des Enterobacterales à des 

taux variables en fonction des pays et des régions du monde : dans 46 % (57/123), 5,6 % 

(10/177), 1,5 % (20/1301), 1,1 % (1/90) et 2,1% (22/1052) des isolats provenant respectivement 

d’Inde (259), d'Iran (260), de Bulgarie (261) du Kenya (262) et du Brésil (201). Chez P. 

aeruginosa et A. baumannii  peu d’études se sont intéressées à la prévalence sans critères de 

résistance au préalable, on peut noter l’étude de l’équipe de Arakawa associée à la description 

de rmtA, où la prévalence de RMTases (rmtA uniquement) était de 0,8% (9/1113) dans des 

isolats japonais (145), et les études sur des A. baumannii isolés en Chine et au Vietnam où, 

respectivement, 36% (40/110) et 70% (70/101) des isolats produisaient une RMTase (176, 263). 

La majorité des études ont été réalisées à partir d’isolats présentant un premier niveau de 
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résistance, généralement aux β-lactamines, voir une multirésistance. Les taux de RMTases dans 

les isolats MDR de A. baumannii ont été trouvés à 89% (48/54) en Inde (219), 76,2% (32/42) 

en Corée du Sud (264) et 33% (23/70) en Bulgarie (173). Avant le début de ce projet, une seule 

étude s’était intéressée à évaluer la prévalence de RMTases dans une collection de 

Enterobacterales productrices de BLSE en France (256), les autres descriptions de RMTase en 

France étaient des cas sporadiques (143, 161, 189, 200, 245, 265–271).  

Comme indiqué précédemment, les AME sont le mécanisme le plus fréquent de résistance aux 

AG et des études ont prouvé qu'ils sont plus fréquents que les RMTases. Castanheira et al. ont 

identifié que 17% (728/4217) des Enterobacterales collectés en Europe et dans les pays voisins 

étaient porteurs d’AME, contre 1,4% (60/4217) d'isolats produisant des RMTases (272). 

Costello et al. ont identifié que 81% (162/200) des bacilles à Gram négatif (Enterobacterales, 

A. baumannii et P. aeruginosa) provenant d'hôpitaux d'Europe, d’Amérique du Nord et latine 

participant au programme de surveillance antimicrobienne SENTRY produisaient des AME, 

contre 10,5 % (21/200) d'isolats produisant des RMTases incluant 90% (19/21) produisant au 

moins une AME associée à la RMTase (153). Enfin, Galani et al. ont identifié que 85,3 % 

(256/300) des isolats de K. pneumoniae producteurs de carbapénémase provenant d'hôpitaux 

grecs produisaient des AME, contre 7,7 % (23/300) produisant des RMTases (273). Cela montre 

que la prévalence des gènes codant des RMTases est relativement faible par rapport aux AME, 

mais plusieurs facteurs rendent leur émergence actuelle inquiétante. 

1.3.5 Impact des RMTases sur la santé publique 

L'émergence des RMTases est préoccupante car elles confèrent une résistance de haut niveau 

(CMI >256 mg/L) aux AG avec un seul gène par rapport aux autres mécanismes de résistance, 

en particulier les AME, qui, en dehors du variant aac(6’)-Ib11, nécessitent plusieurs gènes pour 

atteindre le même niveau de résistance (91, 108, 128, 171). Bien que les AME soient le 

mécanisme de résistance aux AG le plus fréquent, les RMTases acquises ont rapidement été 

mises en évidence au niveau mondiale depuis leurs premières identifications (91, 128, 171). 

Outre leur mécanisme d’action rendant l’utilisation des AG inefficace, d’autres facteurs 

viennent s’ajouter comme la présence d’éléments génétiques mobiles dans les environnements 

génétiques des gènes codant ces RMTases et leur association avec d'autres mécanismes de 

résistance importants, tels que la production de la carbapénémase NDM. Ces RMTases sont 

couramment détectées dans des bactéries à Gram négatif responsables d’infections 

communautaires et nosocomiales (164, 186, 194). De plus, certaines des espèces bactériennes 
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les plus décrites comme produisant des RMTases font partie des agents pathogènes inclus dans 

le groupe des "ESKAPE" comprenant les six pathogènes bactériens hautement virulents et 

résistants aux antibiotiques Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, A. 

baumannii, P. aeruginosa et Enterobacter spp. (31). Ainsi, l’association de tous ces facteurs 

font actuellement des RMTases un problème de santé publique dans plusieurs pays du monde, 

comme l’Inde ou la Chine, et certainement un futur problème dans les régions peu touchées par 

cette résistance pour le moment, comme l’Amérique du Nord et l’Europe de l’Ouest. 

1.3.5.1 Association avec d’autres gènes de résistance aux antibiotiques 

Depuis leurs premières descriptions en 2003, les gènes codant les RMTases acquises ont été 

trouvés associés aux gènes BLSE (274, 275). Le gène le plus courant auquel ils sont associés 

est blaCTX-M-15, qui a été identifié associé avec armA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtF, rmtG, rmtH (163, 

164, 221, 238, 248, 257, 276, 277) mais n'a pas encore été trouvé associé à rmtE, npmA ou 

npmB. 

On a constaté également que les gènes codant les RMTases acquises étaient associés à d'autres 

gènes de résistance aux antibiotiques chez les bacilles à Gram négatif. Les gènes codant une 

carbapénémase sont fréquemment retrouvé associés à une RMTase en particulier le gène 

blaNDM, qui a été trouvé associé à armA (278–281), rmtB (162, 282, 283), rmtC (211, 213, 221, 

283), rmtE (206), rmtF (161, 233, 241) et rmtH (168) tandis que rmtD semble être associé à 

blaSPM-1 (spécifiquement dans les isolats de P. aeruginosa) (155, 224, 284–286) mais a 

également été signalé dans les isolats possédant blaKPC-2 de même que rmtG (163, 252). A notre 

connaissance, les gènes npmA et npmB n’ont pas été associés à des gènes codant une 

carbapénémase. 

Les gènes codant les RMTases, en particulier armA et rmtB, ont également été associés à des 

gènes de résistance aux quinolones médiés par des plasmides (plasmid-mediated quinolone 

resistance :PMQR) tels que qnrB, qnrS ainsi que aac(6')-Ib-cr (187, 287–290), et rmtB a 

également été étroitement associé au gène acquis codant une pompe d'efflux des quinolones 

QepA (291–294). 

L'association des gènes codant une RMTase acquises avec les gènes codant des BLSE, des 

carbapénémases et des PMQR signifie qu’en cas d’infection avec un bacille à Gram négatif 

portant ces gènes, les options de traitement seront limitées, car les AG, les β-lactamines et les 

fluoroquinolones sont trois des principales classes d'antibiotiques utilisées pour traiter les 

infections à bactéries à Gram négatif (31, 295). 
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1.3.5.2 Association avec des éléments génétiques mobiles  

Les MGE sont des structures d’ADN mobile qui peuvent porter des gènes de résistance aux 

antibiotiques mais également des gènes codant pour plusieurs types de protéines responsables 

de leurs mouvements (transposases, resolvase, système de sécrétion de type IV…) au sein d'un 

génome mais parfois aussi entre bactéries (296). Ces MGE sont transmis par des mécanismes 

de transferts horizontaux, principalement par transformation (incorporation au sein d'une cellule 

dite compétente d'un ADN libre circulant), transduction (incorporation d’ADN via un 

bactériophage) ou conjugaison (transfert d'un élément conjugatif) (Figure 8).  

 

 

Figure 8. Mécanismes de transfert horizontaux de gènes. a. Transformation : l'ADN relargué par une 

bactérie donneuse peut être capté par une bactérie receveuse naturellement compétente et incorporé à 

son propre génome par recombinaison homologue. b. Transduction : une bactérie donneuse, portant un 

prophage en son chromosome ou infectée par un phage peut se voir emporter une partie de son génome, 

lors de l'assemblage des nouveaux virions. Ainsi le nouveau phage peut aller transmettre ces séquences 

à une nouvelle bactérie, lors de son infection. c. Conjugaison : mécanisme de transfert impliquant un 

élément conjugatif et/ou mobilisable, qui va ainsi transférer du nouveau matériel génétique à une 

bactérie receveuse lors de la conjugaison. Adaptée de (297). 
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Ces MGE sont très diversifiés (Figure 9) : 

(i) les plasmides : ce sont des molécules d'ADN extra-chromosomiques, circulaires, et capables 

de se répliquer indépendamment du chromosome (298). Ces structures sont principalement 

transmises par conjugaison. Les plasmides conjugatifs codent pour la machinerie nécessaire à 

leur transfert. D’autres dits « mobilisables » ne peuvent pas se transférer par eux-mêmes mais 

seulement à l'aide d'un autre plasmide conjugatif. Les plasmides participent aussi à la 

dissémination de nombreux autres MGE comme des transposons ou des intégrons. Les 

plasmides sont donc des acteurs majeurs des transferts de gènes de résistance. 

(ii) les bactériophages : les virus infectant des bactéries (ou bactériophages) sont des particules 

intracellulaires obligatoires. Ils s’appuient sur la machinerie cellulaire de la cellule hôte afin 

d'effectuer les mécanismes moléculaires nécessaires à leur survie et à leur prolifération 

(réplication, transcription, traduction) (296). Leur génome peut s'intégrer dans le génome de 

l’hôte sous forme de prophage qui va se répliquer au rythme de la cellule hôte. 

(iii) les éléments transposables : ce sont des structures génétiques qui peuvent se déplacer à 

l'intérieur et entre les génomes par un processus connu sous le nom de transposition (26, 299) 

Au cours de ce processus, une transposase codée par l'élément transposable clive les liaisons 

phosphodiester au sein de l'ADN, qui libèrent l'élément transposable pour qu'il puisse s'insérer 

ailleurs (296). Les groupes 3'-OH aux extrémités de l'élément transposable libéré servent alors 

de nucléophiles, qui attaquent les groupes 5'-phosphate de l'ADN cible pour permettre 

l'insertion (299, 300). Les lacunes adjacentes à l'élément transposable sont ensuite comblées 

par les systèmes de réparation de l'ADN, générant les répétitions qui encadrent l'élément 

transposable et signent la transposition (300). Il existe plusieurs types d'éléments transposables, 

notamment, les séquences d'insertion (IS), les transposons, les intégrons et les éléments ISCR 

(insertion sequence with common regions). Tous ont été trouvés associés aux gènes de RMTase, 

permettant leur propagation entre plasmides et chromosomes ainsi qu'entre bactéries. 

(iv) Les éléments conjugatifs et intégratifs (ICE) ou transposons conjugatifs : Ce sont des 

éléments chromosomiques capables de s'exciser du chromosome, d’induire leur transfert par 

conjugaison et leur intégration dans le génome. Ces éléments portent les gènes nécessaires à la 

machinerie de conjugaison, par homologie avec les plasmides, mais ils ne sont pas capables de 

se répliquer de façon autonome, d'où leur intégration nécessaire au sein du chromosome. Ces 

ICE sont connus pour être des vecteurs de la dissémination de l'antibiorésistance. 



55 

 

 

Figure 9. Exemple d’éléments génétiques mobiles (MGE) et processus impliqués dans la mobilité 

intracellulaire ou le transfert extracellulaire de gènes de résistance aux antibiotiques. Deux cellules de 

différentes souches ou espèces sont représentées, l'une jouant le rôle de donneur (enveloppe et 

chromosome en bleu, contient deux plasmides) et l'autre celui de receveur (en rouge). Différents MGE 

sont représentés, avec les fonctions des gènes qu'ils portent selon un code couleur, comme indiqué dans 

la légende. Les différents gènes de résistance associés aux différents MGE sont représentés par de petites 

flèches de différentes couleurs. Les flèches noires fines indiquent les processus intracellulaires, ceux 

médiés par une protéine transposase étant étiquetés Tnp et ceux médiés par une protéine recombinase 

spécifique de site étant étiquetés Ssr. Les flèches vertes épaisses représentent le transfert intercellulaire 

(horizontal). Des insertions successives du même IS des deux côtés d'un gène de résistance peuvent 

permettre de le capturer et de le déplacer vers une autre molécule d'ADN (par exemple, du chromosome 

vers un plasmide) dans le cadre d'un transposon composite (Tn composite) (A). Un transposon (unité 

Tn) portant un gène de résistance peut transposer entre des plasmides (B) ou d'un plasmide vers le 

chromosome ou vice versa. Une cassette de gène qui est mobile peut se déplacer entre un intégron (In) 

(une structure In/Tn de classe 1 est représentée ici) via la formation d’un intermédiaire circulaire (C). 

Un ICE peut être intégré dans le chromosome ou excisé sous la forme d'un élément circulaire qui peut 

ensuite se conjuguer dans une cellule réceptrice et s'intégrer (de manière réversible) dans le chromosome 

au niveau d'un site de recombinaison spécifique (D). Un plasmide peut être capable d'assurer son propre 

transfert intercellulaire par conjugaison ou, s'il ne possède pas de région de conjugaison, être mobilisé 

par un autre plasmide (ou, alternativement, se déplacer horizontalement par transduction ou 

transformation phagique). Les transposons et/ou les intégrons et les gènes de résistance associés sur un 

plasmide entrant peuvent se déplacer dans le chromosome ou d'autres plasmides dans la cellule 

réceptrice (E), comme illustré ici pour In/Tn de classe 1, qui sont connus pour cibler l'unité Tn. Voir les 

sections pertinentes du texte pour plus de détails. Figure adaptée de (26). 
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(v) Les intégrons : Cette structure particulière n’est pas mobile de façon autonome mais les 

gènes qui s’y réintègrent participent grandement à la plasticité génomique. Ainsi, les intégrons 

sont des plateformes d’acquisition et d’expression de gènes cassettes que les intégrons 

mobilisent par l’intégrase encodée dans la partie 5’ conservée (299). Les gènes sont exprimés, 

en règle général, grâce à la présence du promoteur principal P1 présent en amont du site de 

recombinaison et parfois avec l’aide d’un second promoteur P2. Les intégrons ne sont pas, en 

eux-mêmes, des MGE mais seront mobilisés s’ils sont présents au sein d'autres MGE tels que 

les transposons ou les plasmides (301). 

 (vi) Les îlots génomiques. Ce sont des segments chromosomiques acquis par transfert 

horizontal qui auraient un impact positif sur la physiologie de la bactérie (302). Ils véhiculent 

des gènes qui vont permettre à son hôte de s'adapter à une niche écologique particulière (302). 

Une caractéristique troublante des gènes de RMTase est qu'ils sont associés à des MGE, qui 

consistent en des éléments transposables et des plasmides, facilitant leur propagation à d'autres 

bactéries par transfert horizontal (91). 

1.3.5.2.1 Séquences d’insertion 

Les séquences d’insertion (IS) sont les éléments transposables les plus petits et les plus simples. 

Leur taille varie de 0,5 à 2 kb et ils ne codent que pour les gènes impliqués dans la transposition 

(26, 303). Les éléments IS ne possèdent qu'un seul gène codant pour une transposase ainsi que 

des répétitions inversées à courte terminaison (~15-40 pb), qui servent de sites de liaison pour 

la transposase. 

1.3.5.2.2 Transposons 

Les transposons diffèrent des éléments IS car ils codent des gènes pour la transposition ainsi 

que pour d'autres fonctions telles que la résistance aux antibiotiques (26, 304). Il existe deux 

types de transposons : les transposons composites et les transposons complexes. 

Les transposons composites ont une structure modulaire, où des éléments de type IS identiques 

flanquent une région contenant des gènes codant pour une fonction telle que la résistance aux 

antibiotiques, mais ne contiennent pas de gènes impliqués dans la transposition (305). Au 

contraire, les gènes impliqués dans la transposition sont fournis par les IS, qui agissent 

également comme sites de reconnaissance pour la transposase. Le gène de la RMTase npmA a 

déjà été identifié dans un transposon composite car il était flanqué de deux éléments IS26 

(Figure 10) (165). De la même manière, la mobilisation du gène armA inclus dans le transposon 

Tn1548 flanqué de deux IS26 a été décrite expérimentalement (191). 
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Les transposons complexes contiennent des gènes qui sont impliqués à la fois dans la 

transposition et dans la fonction (comme la résistance aux antibiotiques) mais sont flanqués de 

courtes répétitions terminales inversées (~15-40 pb) (306). Tn3 est l'un des transposons 

complexes les plus courants identifiés chez les bactéries à Gram négatif, en particulier les 

Enterobacterales et P. aeruginosa (26, 306, 307), et est fréquemment associé au gène rmtB 

codant pour une RMTase (Figure 10) (152, 257, 287, 308, 309). Cependant, le transposon Tn3 

associée au gène rmtB était auparavant mal classée, il a a maintenant été reclassée en Tn2 (310). 

1.3.5.2.3 Les éléments conjugatifs et intégratifs 

Les éléments conjugatifs et intégratifs (Integrative and conjugative element, ICE), ou 

transposons conjugatifs, sont des éléments génétiques mobiles localisés sur le chromosome de 

bactéries à Gram négatif et à Gram positif. Les ICE sont capables de s'exciser du chromosome, 

d’induire leur transfert par conjugaison et leur intégration dans le génome (311, 312). Ces 

éléments portent les gènes nécessaires pour l’intégration et l’excision ainsi que la machinerie 

de conjugaison (système de sécrétion de type IV), par homologie avec les plasmides, mais ils 

ne sont pas capables de se répliquer de façon autonome, d'où leur intégration nécessaire au sein 

du chromosome. Les ICE sont de taille variable (de ~20 kb à >500 kb) et possèdent une structure 

mosaïque contenant des régions regroupant des gènes ayant des fonctions similaires (312). De 

nombreux ICEs portent des régions variables appelées « cargo » contenant des gènes qui ne 

sont pas impliqués dans le fonctionnement de l'ICE et pouvant conférer un bénéfice aux cellules 

hôtes (312). Ces ICE sont connus pour être des vecteurs de diffusion de la résistance aux 

antibiotiques, comme par exemple l'ICE SXT chez Vibrio cholerae qui porte la résistance au 

chloramphénicol, au triméthoprime, aux sulfonamides et à la streptomycine (313). Récemment 

le gène rmtD3 a été retrouvé dans une région cargo d’un ICE localisé sur le chromosome d’un 

P. aeruginosa isolée en Pologne (225) 
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Figure 10. Association des séquences d’insertion IS26 avec npmA et rmtD, du transposon Tn2 avec rmtB, de la séquence ISEcp1 avec rmtC et des séquences 

ISCR14 avec rmtD. Les flèches vertes claires représentent les MGE ; les flèches jaunes représentent les gènes de résistance aux antibiotiques autres que les 

gènes codant une RMTase ; la flèche rose représente npmA, la flèche bleue foncée représente rmtB, la flèche bleue claire représente rmtC et la flèche verte 

foncée représente rmtD. Figure adaptée de (128). 
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1.3.5.2.4 Intégrons 

Au cours des années 1980, il a été montré que des gènes de résistance aux antibiotiques 

pouvaient être insérés à des sites spécifiques dans des transposons ou des plasmides par un 

processus qui semblait faire intervenir un évènement de recombinaison spécifique de site. Des 

plasmides comme R46 ainsi que des transposons tels que Tn21, hébergeaient des gènes de 

résistance aux antibiotiques différents mais les séquences flanquantes de ces gènes restaient très 

conservées (314–316). Les gènes étaient orientés toujours dans le même sens. De chaque côté 

du groupe de gènes de résistance insérés étaient situées des séquences conservées désignées 

régions 5’ et 3’ conservées. La distribution assez large de ces éléments génétiques suggérait la 

mobilité des éléments centraux car retrouvés dans différents plasmides et transposons (317). 

Cependant, ils ne présentaient pas eux-mêmes de séquences répétées aux extrémités, 

caractéristiques des éléments transposables (transposons, séquences d’insertion) ni de 

séquences nécessaires à la transposition, et le nom « intégron » a été proposé par Stokes et Hall 

en 1989 pour désigner ces éléments. Les intégrons possèdent en commun une région 5’ 

conservée dont le brin complémentaire porte un gène intI codant une intégrase. L'intégrase 

permet l’excision de la partie 5’ conservée et l'insertion au niveau du site de recombinaison 

appelé attI du gène cassette. De multiples cassettes de gènes ont été décrites avec des tailles et 

des fonctions très variables mais elles possèdent une organisation commune : une cassette qui 

est constitué d’un gène de résistance et, à sa partie 3’ terminale, d’un site spécifique de 

recombinaison nommé attC reconnu par l’intégrase et qui est impliqué dans leur recombinaison 

(299). La région 5’ conservée contient un promoteur P1 situé 214 pb en amont de la séquence 

du site attI (318). Les cassettes de gènes sont insérées dans le site attI par l'intégrase pour former 

un réseau continu de gènes, où la cassette de gènes la plus récente est la plus proche du gène 

intI et est la mieux exprimée (319). Généralement les cassettes sont de petite taille de l’ordre 

de 500 à 1000 pb. Trois régions permettant une classification en intégron de classe 1, 2 et 3 ont 

été bien caractérisées et sont impliquées dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques. 

La région 3’conservée des différentes classes d’intégrons varie considérablement. 

Les intégrons complexes de classe 1 comprennent un élément ISCR au niveau de la région 3’ 

conservée, tel que ISCR1, qui est associé à une autre région variable codant pour des gènes de 

résistance aux antibiotiques, eux-mêmes séparés de la région contenant les cassettes de gène 

(319). Le gène armA codant une RMTase ainsi que les gènes de résistance aux macrolides mphE 

et msrE se trouvent souvent dans cette région variable dans l'intégron complexe de classe 1 

présent dans Tn1548 (178, 187, 188, 191) (Figure 11).  
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Figure 11. Comparaison de Tn1548 associé à armA dans les plasmides pNDM-CIT, pMR0211, pNDM-HK, pMDR-ZJ06, pXD1 et pCTX-M-3. Tn1548 est 

représenté par des flèches orange ; blaNDM-1 est désigné par des flèches bleues ; mel et mph2 sont désignés par des flèches vertes ; ISCR1 et IS26 sont désignés 

respectivement par des flèches grises et rouges, et les flèches violettes représentent le gène repAciN codant pour une réplicase. Deux intégrons complexes de 

classe 1 sont indiqués sur la séquence du plasmides pNDM-CIT. Figure adaptée de (279). 
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1.3.5.2.5 Elément ISCR 

Contrairement aux autres éléments transposables, les ISCR se transposent par un processus 

appelé réplication en « roling circle ». Ils ont des répétitions terminales distinctes connues sous 

le nom de oriIS et terIS, où la réplication en « roling circle » est initiée à l’oriIS et terminée à 

terIS (319). Au cours de cette réplication, un seul brin de l'élément ISCR est entaillé à 

l'extrémité 5' près de l’oriIS et devient lié de manière covalente à la transposase (320). Une 

nouvelle copie de l'élément ISCR est générée en utilisant le brin d'ADN intact comme modèle 

par un complexe de réplication, qui déplace le brin entaillé pendant la réplication, formant une 

boucle d'ADN simple brin (320). Une fois que le terIS est atteint, la boucle simple brin est 

déplacée, avec la transposase toujours liée à l'extrémité 5'. Le groupe 3'-OH libre à l'extrémité 

3' du simple brin peut être utilisé comme nucléophile pour attaquer un site d'ADN cible pour 

l'insertion. Cela génère un nouveau groupe 3'-OH dans l'ADN cible, qui attaque l'extrémité 5' 

de l'élément ISCR attaché à la transposase, conduisant à l'insertion de l'élément ISCR (320). 

Cependant, dans environ 1,0 % à 10,0 % des cas, le site de terminaison terIS n'est pas reconnu 

et la réplication continue en aval du terIS jusqu'à ce qu'elle se termine sur un autre terIS-like 

(319, 320). Cela signifie que des gènes tels que les gènes de résistance aux antibiotiques qui 

sont adjacents au terIS peuvent être mobilisés en tant que partie de l'élément ISCR en raison de 

la mauvaise lecture du terIS initiale et on pense que c'est la raison de la génération d'intégrons 

complexes de classe 1 (319, 320). 

Plusieurs gènes de RMTases 16S ont été trouvés associés aux éléments ISCR, notamment 

ISCR14 (rmtD), qui a été initialement nommé orf494 (Figure 10) (321) et ISCR2 (rmtH) (Figure 

12) (253). De plus, rmtC a été trouvé associé à ISEcp1 (Figure 10) (154, 217, 322) 

[201,311,339], qui présente des similitudes en termes de transposition avec les éléments ISCR 

en raison de la mobilisation des gènes adjacents par l'échec de la terminaison (305). Cependant, 

ISEcp1 montre moins de capacité de mobilisation que les éléments ISCR car la taille des 

séquences qui peuvent être mobilisée par ISEcp1 semble être limitée (305). 



62 

 

 

Figure 12. Représentation schématique du plasmide pRmtH en mettant l'accent sur le transposon 

composite Tn6329 composé de deux IS26 qui abrite la répétition en tandem quadruple de l'unité ISCR2-

rmtH. Figure adaptée de (253). 

 

1.3.5.2.6 Plasmides 

Dans la plupart des cas, les RMTases acquises sont portées par des plasmides. La classification 

de plasmides en groupes basés sur leur parenté phylogénétique est utile pour analyser leur 

distribution mais aussi pour évaluer leur relation avec les cellules hôtes (323). En 1971, Datta 

et Hedges ont proposé un schéma de catégorisation des plasmides sur la base des éléments de 

la coexistence des plasmides après la conjugaison (324). Ils ont défini le terme "Incompatibilité" 

comme l'incapacité de deux plasmides apparentés, qui partagent un contrôle commun de la 

réplication, à se propager dans l'organisme (325), ces plasmides appartiennent donc au même 

"groupe d'incompatibilité". Depuis 2005, un schéma de typage des réplicons basé sur la PCR 

est disponible pour cibler les réplicons des principales familles de plasmides présentes chez les 

Enterobacterales (326). Les principaux groupes d'incompatibilité chez les Enterobacterales sont 

HI1, HI2, I1, X, L/M, N, FIA, FIB, FIC, W, Y, P, A/C, T, K, et B/O. Les plasmides 
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principalement associés aux gènes de résistance aux antibiotiques sont IncF, IncA/C, IncL/M, 

IncI1, IncHI2, et IncN (26).  

Les RMTases acquises sont généralement portées par des plasmides appartenant aux groupes 

IncA/C, IncN, IncL/M et IncF (Tableau 6). Les plasmides IncA/C ont fait l'objet d'études 

approfondies au cours des dix dernières années, car ils se sont révélés être les principaux 

plasmides responsables de la propagation du gène blaCMY-2 codant une céphalosporinase 

répandu parmi les isolats de E. coli et de Salmonella spp. en Amérique du Nord et en Europe 

(210). Ce sont des plasmides à large spectre d'hôtes, ils peuvent donc se répliquer chez les 

Enterobacterales mais aussi dans des bactéries comme Photobacterium damselae et Aeromonas 

salmonicida. Les plasmides de type IncA/C ont été détectés dans des isolats provenant de 

l'homme et de l'animal. Les plasmides de type IncN ont été principalement associés à des 

souches d'origine animale, ils sont en outre impliqués dans la transmission du gène blaCTX-M-1, 

suggérant un réservoir animal pour cette BLSE. Ces plasmides sont très répandus chez les E. 

coli de la flore fécale aviaire et chez les Salmonella spp. isolées de la viande vendue au détail 

et des animaux destinés à l'alimentation (327).  

 

RMTase acquise Groupe d'incompatibilité de plasmide 

armA IncL/M, IncHI2, IncN, IncA/C, IncF 

rmtA IncA/C 

rmtB IncI1, IncA/C, IncFI, IncFII 

rmtC IncA/C 

rmtD IncA/C 

rmtE IncI1 

rmtF IncF 

rmtG IncN, IncL/M, IncA/C 

rmtH IncF 

npmA IncF 

npmB Non déterminé 

Tableau 6. Plasmides historiquement décrits comme porteurs de RMTase. Ce tableau ne prend pas en 

compte les plasmides décrits dans cette Thèse. 
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Les plasmides appartenant à la famille IncL/M ont un large spectre d'hôte et ont été associés à 

la propagation de blaCTX-M-3. Le plasmide pCTX-M-3 isolé d’une souche clinique de C. freundii 

en Pologne est le plasmide représentatif de cette famille (137). Les plasmides de type IncF sont 

des plasmides à faible taux de replication limités aux Enterobacterales au niveau de leur spectre 

d’hôtes (310). Ils ne constituent pas un groupe homogène, présentant une grande variation de 

taille (de 50 à 200 kb), et ils portent souvent plus d'un réplicon, car ils peuvent porter le réplicon 

repFII seul ou en combinaison avec repFIA et/ou repFIB. Ces plasmides IncF ont été largement 

associés à la dissémination de la β-lactamase pandémique CTX-M-15 (26, 34, 311).  

On a constaté que le gène armA était situé sur les plasmides IncA/C et IncHI2 dans les souches 

asiatiques isolées avant 2001, mais par la suite, il est devenu principalement lié à IncF, IncL/M 

et à des plasmides non typables (169). Il a été suggéré que ces plasmides étaient responsables 

de l'émergence de K. pneumoniae multirésistants dans ces pays (305). À cette époque, les 

plasmides IncL/M étaient associés à la dissémination du gène armA dans des isolats cliniques 

provenant de pays européens, le pCTX-M-3 étant spécifiquement considéré comme responsable 

de la propagation de cette RMTase acquise en Pologne (312). Toutefois, il est important de 

souligner que le gène armA était localisé sur un plasmide IncN d'origine animale en Espagne 

(313), et plus récemment, l'émergence de plasmides IncA/C portant armA et blaNDM-1 a été 

décrite (230). 

1.3.5.3 Identification chez les animaux 

Des gènes codant une RMTase ont également été identifiés chez des animaux (incluant des 

animaux de compagnie et des animaux d'élevage) et dans des bactéries provenant de la viande 

de supermarché. Les gènes de RMTase armA et surtout rmtB ont été identifiés chez des animaux 

d'élevage tels que la volaille (187, 218, 328–331), les porcs (287, 308, 309, 332) et les bovins 

(333), en particulier en Chine où la majorité de ces études sur les animaux ont été menées. La 

présence de gènes de RMTase dans des bactéries provenant d'animaux d'élevage constitue une 

menace non seulement via la chaîne alimentaire, mais aussi pour les personnes qui se trouvent 

à proximité des animaux d'élevage. Par exemple, un enfant de 11 mois a été infecté par un isolat 

de Salmonella enterica sérotype Stanley producteur de ArmA après avoir été en contact avec 

des animaux d'élevage en Inde (188) et des plasmides contenant le gène rmtB ont été trouvés 

disséminés chez des travailleurs agricoles et des porcs provenant d'une ferme en Chine (309). 

Plusieurs cas de détection de gènes de RMTase 16S dans des bactéries isolées de viandes de 

supermarché (217, 271), en particulier de volailles, indiquent que la viande peut être une source 

potentielle de bactéries porteuses de RMTase dans la communauté. De plus, l'identification de 
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ces gènes chez les animaux de compagnie (334) signifie qu'ils peuvent également servir de 

réservoir en communautaire. Cependant, il n'est pas clair si les animaux de boucherie, d'élevage 

ou de compagnie ont acquis les gènes de RMTase indépendamment ou à partir des humains. Il 

est donc nécessaire de poursuivre la surveillance des animaux (de compagnie et d'élevage) afin 

de limiter leur propagation à la population humaine et de soutenir le concept " One Health ". Le 

concept " One Health " est une approche collaborative entre les responsables gouvernementaux 

et les professionnels de la santé, tels que les cliniciens, les scientifiques et les vétérinaires, afin 

d'obtenir de meilleurs résultats en matière de santé publique chez l'Homme, les animaux, les 

plantes et l'environnement par le biais de la recherche ou de la législation. 

1.3.5.4 Identification dans l’environnement 

Outre les échantillons cliniques et les animaux, des gènes de RMTase ont également été trouvés 

dans l'environnement. L'analyse métagénomique des eaux usées des toilettes des avions arrivant 

dans un aéroport international de Copenhague, au Danemark, a identifié la présence de npmA 

(335). De plus, l'analyse des eaux usées des hôpitaux ainsi que des influents et des effluents des 

stations d'épuration de Bâle, en Suisse, a permis d'identifier les gènes armA et rmtB dans les 

isolats de E. coli (336). La présence de gènes de RMTase dans les eaux usées, en particulier 

dans l'eau qui a été traitée, est préoccupante car elle indique que les eaux usées constituent un 

réservoir potentiel de bactéries hébergeant des gènes de RMTase (ainsi que d'autres gènes de 

résistance aux antibiotiques) et qu'un traitement supplémentaire des eaux usées est nécessaire 

pour garantir l'éradication des bactéries résistantes aux antibiotiques. La RMTase RmtD a été 

identifiée dans un isolat de P. aeruginosa prélevé dans la rivière Tietê au Brésil (284), ce qui 

indique que les environnements aquatiques servent déjà de réservoirs pour ces gènes, ainsi que 

pour d'autres gènes de résistance aux antibiotiques, augmentant le potentiel de disséminer dans 

la communauté. 

1.3.6 Aminoglycosides actifs sur les bactéries productrices de RMTase 

La plazomicine est le dernier AG commercialisé sous le nom de Zemdri, avec une indication 

dans le traitement des infections urinaires compliquées causées par des Enterobacterales, aux 

Etats-Unis seulement (101). Il a été développé par la compagnie pharmaceutique Achaogen et 

a été initialement conçu pour être utilisé contre les entérobactéries résistantes aux carbapénèmes 

car cette molécule a la capacité de résister à la modification par des AME cliniquement 

pertinents, incluant AAC(3), AAC(6′), ANT(2″) et APH(2″) (91, 101, 128). Cependant, il 

présente une activité minimale contre A. baumannii et P. aeruginosa (337) en raison de la 
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régulation ascendante des pompes d'efflux, des modifications de la perméabilité membranaire 

ou de la perte de porine chez ces espèces (338). Par conséquent, il n'est pas utile pour traiter les 

A. baumannii et P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes. Par ailleurs, la plazomicine n'est 

pas active contre les isolats qui produisent une RMTase acquise. Ce phénomène est surtout 

observé pour les entérobactéries productrices de NDM qui coproduisent fréquemment une 

RMTase (339). Il est donc nécessaire de produire une future génération d'AG qui ne soient pas 

sensibles aux RMTases afin de contribuer à la lutte contre la résistance. 

L’apramycine est un ancien AG utilisé en milieu vétérinaire pour lequel il y a un regain 

d’intérêt. En effet, cet AG appartenant à la famille des monosubtituté-DOS garde une efficacité 

sur les souches productrices de RMTase du groupe N7-G1405. Cet antibiotique montre des 

CMI relativement basses pour tous les entérobactéries productrices de carbapénémases incluant 

ceux produisant une NDM-1 (339). L’apramycine semble également être active sur P. 

aeruginosa et A. baumannii (340). Quelques études ont évalué l’apramycine sur des bactéries 

productrices de RMTase, notamment dans des souches productrices de carbapénémase en Grèce 

(273), dans des entérobactéries en Belgique (178), en Chine (293, 334), en France (161) ou en 

Espagne (341). Dans l’étude de Fritsche et al., sur les 20 souches d’entérobactéries productrices 

de RMTase testées seulement une présentait une CMI à l’apramycine > 8 mg/L (179). Enfin 

l’étude de Juhas et al a évalué l’apramycine sur un panel de 1232 isolats cliniques incluant des 

souches productrices de RMTase (116). Les isolats résistants étaient principalement retrouvés 

parmi les isolats de A. baumannii producteurs de ArmA et les isolats producteurs de l’enzyme 

AAC(3)-IV. Cette dernière enzyme avait déjà été décrite comme un mécanisme de résistance à 

l’apramycine (342). Cette molécule semble néanmoins prometteuse pour encourager son 

développement pour une utilisation chez l’Homme. 
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1.4 Objectifs du travail de thèse  

Dans cette partie bibliographique, on observe que l'émergence des RMTases est préoccupante 

car leur production par les bactéries provoquant une résistance de haut niveau au AG. Cette 

résistance est apportée par le gain d'un seul gène et engendre une perte d’activité des AG utilisés 

pour traiter les infections bactériennes à bacilles à Gram négatif. Leur association avec les MGE 

et d'autres gènes de résistance aux antibiotiques, en particulier les gènes codant les 

carbapénémases, signifie que leur émergence contribuera à la génération de bactéries MDR 

pour lesquelles les options de traitement disponibles sont très limitées. Bien que la première 

description d’un isolat producteur de RMTase acquise ait été faite en France, cette résistance 

reste peu décrite dans ce pays.  

Au commencement de ce travail, nous avions observé l’émergence des RMTases en France, 

principalement en raison d'une association avec des plasmides contenant des gènes de 

carbapénémase ou des clones bactériens dits "à haut risque" connus pour abriter des gènes de 

carbapénémase. Les RMTases restaient peu décrites dans les bactéries dépourvues de gènes de 

carbapénémase.  

Les objectifs de cette étude étaient de : (i) identifier des bactéries productrices de RMTase en 

France, (ii) déterminer la prévalence des gènes RMTase dans les bactéries à Gram négatif en 

France, (iii) analyser phylogénétiquement les isolats producteurs de RMTase, (iv) caractériser 

les supports génétiques de cette résistance, et (v) tester l’activité d’autres antibiotiques pour 

identifier des alternatives thérapeutiques potentielles. 

. 
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2 Travaux expérimentaux 

2.1 CHAPITRE I : Caractérisation génomique des E. coli producteurs de RMTase en région 

parisienne. 

2.1.1 Introduction à la publication n°1 

Ce premier article aborde l’identification et la caractérisation génomique des E. coli producteurs 

de RMTase au sein d’une collection multicentrique d’isolats pan-résistants aux AG, incluant 

l’amikacine et la gentamicine, classiquement utilisés en clinique humaine pour le traitement des 

infections graves. 

Au moment de cette étude, les données concernant la prévalence des RMTases dans les souches 

cliniques de Enterobacterales en France et en Europe étaient rares. Seules quelques études, le 

plus souvent monocentriques et/ou utilisant des collections de souches résistantes, avaient été 

publiées et elles rapportaient des taux de prévalence faibles en Europe (178, 179, 256). Le choix 

d’explorer les isolats de E. coli producteurs de RMTases avait été décidé pour plusieurs raisons : 

(i) historiquement, le laboratoire possède une expertise importante dans la caractérisation 

génomique de cette espèce bactérienne, sur le plan de la résistance comme sur celui de la 

phylogénie ; (ii) cette espèce est connue pour avoir développé une résistance à l’ensemble des 

classes antibiotiques utilisées en clinique avec des taux de résistance assez élevés et ; (iii) E. 

coli est la bactérie à Gram négatif la plus fréquemment responsable d’infection à l’hôpital en 

Europe et aux Etats-Unis (343, 344). Ces différentes caractéristiques permettaient de réunir 

l’ensemble des conditions pour étudier un mécanisme de résistance rare comme les RMTases.  

Cette collection est composée de 137 isolats cliniques obtenus entre 2008 et 2014 provenant de 

neuf hôpitaux situés en région parisienne et préalablement caractérisée phénotypiquement dans 

le cadre du Master 2 de Florence Morel. Dans ce cadre, nous avions pu identifier 30 isolats 

présentant un haut niveau de résistance aux AG faisant suspecter la présence d’une RMTase. 

Pour confirmer cette hypothèse, des PCR multiplexes ciblant l’ensemble des gènes codant une 

RMTase connue avaient été réalisées sur l’ADN de ces 30 isolats, confirmant la présence de 

RMTase dans chacun d’eux. Ces 30 isolats ont été séquencés en technologie Illumina afin de 

caractériser leurs génotypes de résistance, d’analyser leurs liens phylogénétiques et d’identifier 

les supports et les environnements génétiques des gènes codant les RMTases. Pour l’analyse 

des supports génétiques des gènes de RMTase, nous avons également réalisé des transformants 
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dans une souche sauvage E. coli TOP10 que nous avons aussi séquencés en technologie 

Illumina.  

Les gènes de RMTase les plus fréquemment identifiés était rmtB (n=18) suivie de armA (n=11) 

et rmtC (n=1). L’ensemble de ces isolats étaient MDR mais tous restaient sensibles à la 

tigécycline et à la colistine. Concernant les β-lactamases, 90% produisaient une BLSE 

correspondant à l’expression du variant blaCTX-M-3 qui était coproduit avec armA ou des variants 

blaCTX-M-55 et blaCTX-M-14 associés à rmtB. Par ailleurs, 10% (3/30) des isolats produisaient une 

carbapénémase appartenant à la classe B de Ambler. Les niveaux de résistance aux 

fluoroquinolones étaient plus élevés dans les isolats producteurs de RmtB que dans ceux 

produisant ArmA (respectivement 94% vs 36% de résistance). L’analyse phylogénétique des 

30 isolats a montré que les isolats appartenaient à six phylogroupes génétiques incluant 21 ST 

différents, avec une diversité de ST plus importante chez les E. coli producteurs de ArmA que 

chez ceux produisant RmtB. Un arbre phylogénétique basé sur les SNP du core-génome (soit 

172 771 SNPs) a permis d’identifier six clades correspondant aux différents phylogroupes ainsi 

que trois cluster nous permettant de suspecter des cas de transmissions intra-hospitalières 

(isolats V02 et V03 et isolats HM04 et HM05) et inter-hospitalière (isolats LB01 et SL09) pour 

une paire d’isolats.  

L’analyse des supports génétiques de armA a permis d’identifier quatre réplicons de plasmides 

différents (IncL/M, IncA/C, IncX, IncF) et sept isolats possédant un plasmide IncL/M très 

proche du plasmide pCTX-M-3 porteur de armA décrit initialement (143, 144). Les 

environnements génétiques autour de armA étaient très conservés entre les isolats et 

homologues au transposon Tn1548 décrit précédement par Galimand et al. (191). Chez les 

producteurs de RmtB, deux réplicons de plasmides porteurs de rmtB ont été identifiés, incluant 

majoritairement des réplicons de type IncF. Néanmoins pour six isolats, le plasmide porteur de 

rmtB n’a pas pu être identifié du fait de la limite de la technologie « short read » d’Illumina. 

Les environnements génétiques entourant rmtB étaient composés de différents MGE. La 

séquence d’insertion ISCR3 et le gène de résistance aux fluoroquinolones qepA ont été 

retrouvés en aval du gène dans cinq isolats comme décrit précédement (291). De plus, des 

séquences IS26, IS6100 et ISCfr1 en amont et des séquences ISL3 et ISCR1 en aval du gène 

rmtB ont été retrouvées. L’isolat (HM21) possédant la séquence ISL3 avait été décrit 

précédement (267). Pour le seul isolat producteur de RmtC, le gène était porté par un plasmide 

de type IncA/C avec en amont un gène codant une carbapénémase de type NDM (345).  
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MATERIELS SUPPLEMENTAIRE 

Supplementary data 

Table S7. Sequences of primers used for 16S-RMTases genes detection 

PC

R 

Targ

et 

Prime

r 

Primer sequence (5’ to 3’) Siz

e 

(bp

) 

Positive control 

strain 

Referen

ce 

PC

R 1 

npm

A 

npmA

-

multi

F 

npmA

-

multi

R 

GGGCTATCTAATGTGGTG 

 

TTTTTATTTCCGCTTCTTCGT 

22

9 

E. coli 

TOP10 

pMCL-BEa 
 

Berçot 

et al.27 

arm

A 

armA-

multi

F 

armA-

multi

R 

ATTTTAGATTTTGGTTGTGGC 

 

ATCTCAGCTCTATCAATATCG 

10

1 

E. coli 

COPa 
 

Berçot 

et al.27 

rmtB rmtB-

multi

F 

rmtB-

multi

R 

ACTTTTACAATCCCTCAATAC 

 

AAGTATATAAGTTCTGTTCCG 

17

1 

E. coli 

VOGa 
 

Berçot 

et al.27 

PC

R 2 

rmtA rmtA-

multi

F2 

rmtA-

multi

R2 

ATGAGCTTTGACGATGCCC 

 

TGATCTAAAATCCGCCGTAC 

89 E. coli TOP10 

pCR2.1TOPO 

rmtAa 
 

This 

study 
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rmtC rmtC-

multi

F 

rmtC-

multi

R 

CAGGGGTTCCAACAAGT 

 

AGAGTATATAGCTTGAACATA

AGTAGA 

24

6 

E. coli TOP10 

pCR2.1TOPO-

rmtCa 
 

Berçot 

et al.27 

rmt

D1 

rmt

D2 

rmtD-

multi

F2 

rmtD-

multi

R2 

GGAAAAGGACGYGGACA 

 

TCCATCGATTCCACMGG 

 

17

1 

P.aeruginosa 

16a(rmtD1) 

K. pneumionae 

2970c 

(rmtD2) 

 
 

This 

study 

PC

R 3 

rmtE rmtE-

multi

F 

rmtE-

multi

R 

TTAGGCGACATTGAAGCGGT 

 

AGTAATGGCAACGCAAATGG 

10

6 

E. coli TOP10 

pCR-Blunt II-

TOPO-rmtEb 
 

This 

study 

rmtF rmtF-

multi

F 

rmtF-

multi

R 

TGTTTATGGAGCTTTTGCCG 

 

CAGATGAATGTCCATGCCC 

34

4 

K. pneumoniae 

 Oman 13a 
 

This 

study 

rmt

G 

rmtG-

multi

F 

rmtG-

multi

R 

AAATACCGCGATGTGTGTCC 

 

ACACGGCATCTGTTTCTTCC 

25

0 

K. 

pneumoniae 

KPC-2c 
 

This 

study 

rmt

H 

rmtH-

multi

F 

rmtH-

multi

R 

CACAAAAAGCCCAAGCAGG 

 

GATAGGTATCCAGCCGCTC 

17

2 

K. 

pneumoniae 

MRSN 

2404d 
 

This 

study 

Kindly provided by Pr Nordmann and Dr Poirela , by Pr Davisb, by Pr Doic and by Pr McGannd  
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PCR screening of 16S-RMTases encoding genes- All isolates were screened by 3 multiplex PCR for 

all variants of 16S-RMTases genes described to date (npmA, armA, rmtB1-2, rmtC, rmtD1-2, rmtE, 

rmtF, rmtG, rmtH). The genes npmA, armA, and rmtB1-2 were detected using a multiplex PCR 1 

previously developed.27 The genes rmtA, rmtC and rmtD1-2 were screened by multiplex PCR 2. Primers 

used for detection of rmtC were previously developed by Berçot et al..27 On the basis of GenBank 

nucleotide sequences, degenerate primers were designed in order to detect the both variants rmtD1 

(accession number DQ914960) and rmtD2 (accession number HQ401565), not allowed by primers 

previously described for rmtD.27 New primers were also designed for rmtA on the basis of its nucleotide 

sequence (GenBank accession number AB083212) in order to detect our positive control (Table S1).  

The quadruplex PCR 3 which detects the genes encoding the most recently 16S-RMTases described 

(rmtE, rmtF, rmtG and rmtH) was developed for this study, with the same conditions of amplification 

as multiplex PCR 1 and PCR 2: denaturation at 94 °C for 5 min;  followed by 35 cycles of 94 °C for 30 

s, 55 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min; followed by a single, final, elongation step at 72 °C for 5 min. 

Primers were designed on the basis of GenBank nucleotide sequence for the 4 genes (accession number: 

rmtE GU201947, rmtF JQ808129, rmtG JX486113 and rmtH KC544262). 

PCR multiplex 3 was realized in a 50 µL reaction mixture containing 5 µL of 10X polymerase buffer 

with 15 mM MgCl2, 5 µL of 10X DXTP, 2.5 µL of each for and reverse primers at 10 pmol/µL, 0.4 µL 

of Taq DNA polymerase at 5 U/µL, 17.6 µL of sterile water and 2 µL of DNA (Roche Applied Science).  
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Table S2. Characteristics of the phylogroups, the ST/STc of two MLST schemes (Warwick University 

and Pasteur Institute), the serotypes and the fimH alleles and number of SNP within identical clone for 

the 16S-RMTase-producing E. coli isolates. Identical clone isolates are highlighted in gray. 

Isola

te 

P

G 

STc  

Warwic

k 

ST  

Warwic

k 

ST  

Pasteu

r 

Serotype 
fimH 

allele 

Global 

typing 

SNPs within 

clone isolates 

LM1

8 
A 10 10 2 O141:H32 54 

Distinct 

clone - 

V16 A 10 10 2 
O89/162:H

37 
54 

Distinct 

clone - 

LB01 A 10 10 2 
O89/162:H

9 
27 

Identical 

clone 
82 

SL09 A 10 10 2 
O89/162:H

9 
27 

BJ05 A 10 167 2 
O89/162:H

17 
- 

Distinct 

clone - 

BI10 A 10 617 2 
O89/162:H

9 
54 

Distinct 

clone - 

RD0

4 
A 168 93 83 O5:H4 32 

Distinct 

clone - 

LM1

5 
A none 3631 924 O8:H21 - 

Distinct 

clone - 

BI09 
B

1 
155 58 24 O8:H25 32 

Distinct 

clone - 

V02 
B

1 
156 156 19 O-:H25 38 

Identical 

clone 
78 

V03 
B

1 
156 156 19 O-:H25 38 

LB04 
B

1 
469 162 294 O9:H19 32 

Distinct 

clone - 

SL10 
B

1 
469 162 893 O-:H19 27 

Distinct 

clone - 

BI01 
B

1 
101 101 88 O160:H31 191 

Distinct 

clone - 

BI16 
B

1 
none 224 479 O9:H30 61 

Distinct 

clone - 

BJ08 
B

1 
none 345 636 ND 368 

Distinct 

clone - 

HM1

5 

B

1 
none 345 636 O9:H18 31 

Distinct 

clone - 

LM1

4 

B

1 
none 351 846 O18:H7 31 

Distinct 

clone - 

LM1

9 

B

2 
28 121 725 O113:H6 90 

Distinct 

clone - 

LM0

3 

B

2 
131 131 43 O25:H4 30 

Distinct 

clone - 

RD0

6 

B

2 
none 141 923 O2:H6 14 

Distinct 

clone - 

LB05 
B

2 
none 3672 315 O140:H14 5 

Distinct 

clone - 

SL16 C 23 90 922 O8:H9 142 
Distinct 

clone - 
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HM2

1 
D 38 38 8 O11:H30 5 

Distinct 

clone - 

LM1

2 
D 405 405 44 O102:H6 29 

Distinct 

clone - 

HM0

5 
D 405 405 477 O102:H6 27 

Identical 

clone 
13 

HM0

6 
D 405 405 477 O102:H6 27 

LB07 D 405 405 477 O102:H6 27 
Distinct 

clone 

2313 with 

HM05 2318 

with HM06 

BJ01 D none 2003 8 O1:H15 65 
Distinct 

clone - 

LB02 F 354 354 39 O1:H34 54 
Distinct 

clone - 

PG: Phylogoup; ND: Not determined   
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Table S3. Major antimicrobial resistance genes present in each 16S-RMTase-encoding plasmid 

harbored by the respective E. coli transformant  

Transformant 

Isolate 
Plasmid Genes Proteins 

E. coli Top10 

BI01 
IncA/C 

armA 16S rRNA methyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaCMY-4 β-lactamase 

dfrA17 Dihydrofolate reductase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

E. coli Top10 

BI09 
IncL/M 

armA 16S rRNA methyltransferase 

aac(3)-II Aminoglycoside acetyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaCTX-M-15 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

E. coli Top10 

BI16 
IncX 

armA 16S rRNA methyltransferase 

blaCTX-M-3 β-lactamase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

E. coli Top10 

LB05 
IncL/M 

armA 16S rRNA methyltransferase 

aac(6’)-Ib-cr Aminoglycoside acetyltransferase 

blaCTX-M-3 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

blaOXA-1 β-lactamase 

catB3 
Chloramphenicol O-

acetyltransferase 

arr-3 Rifampin ADP-ribosyl transferase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

E. coli Top10 

LM03 
IncF 

armA 16S rRNA methyltransferase 

aac(3)-II Aminoglycoside acetyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaTEM-30 β-lactamase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

E. coli Top10 

LM18 
IncL/M 

armA 16S rRNA methyltransferase 

aac(3)-II Aminoglycoside acetyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaCTX-M-3 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

E. coli Top10 

LM19 
IncL/M 

armA 16S rRNA methyltransferase 

aac(3)-II Aminoglycoside acetyltransferase 
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ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaCTX-M-3 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

E. coli Top10 

RD04 
IncL/M 

armA 16S rRNA methyltransferase 

aac(3)-II Aminoglycoside acetyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaCTX-M-3 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

E. coli Top10 

RD06 
IncL/M 

armA 16S rRNA methyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaCTX-M-3 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

E. coli Top10 

SL10 
IncA/C 

armA 16S rRNA methyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaCMY-6 β-lactamase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

E. coli Top10 V16 IncL/M 

armA 16S rRNA methyltransferase 

aac(3)-II Aminoglycoside acetyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaCTX-M-3 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

E. coli Top10 

BI10 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

aph(6)-I 
Aminoglycoside 

phosphotransferase 

blaCTX-M-55 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

fosA3 Glutathione S-transferase 

dfrA14 Dihydrofolate reductase 

E. coli Top10 

BJ05 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

aac(3)-II Aminoglycoside acetyltransferase 

blaTEM-1 β-lactamase 

E. coli Top10 

HM05 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

blaTEM-1 β-lactamase 

qepA1 Quinolone efflux pomp 
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E. coli Top10 

HM06 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

blaTEM-1 β-lactamase 

qepA1 Quinolone efflux pomp 

E. coli Top10 

HM15 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

blaCTX-M-55 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

fosA3 Glutathione S-transferase 

E. coli Top10 

HM21 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

blaCTX-M-15 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

E. coli Top10 

LM12 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

aac(3)-II Aminoglycoside acetyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaTEM-1 β-lactamase 

dfrA17 Dihydrofolate reductase 

qepA1 Quinolone efflux pomp 

E. coli Top10 

LM14 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

aph(3'')-I 
Aminoglycoside 

phosphotransferase 

blaTEM-1 β-lactamase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

qepA1 Quinolone efflux pomp 

E. coli Top10 

LM15 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

aac(3)-II Aminoglycoside acetyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaTEM-1 β-lactamase 

dfrA17 Dihydrofolate reductase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

catA1 
Chloramphenicol O-

acetyltransferase 

tet(B) Tetracycline efflux pomp 

qepA1 Quinolone efflux pomp 

E. coli Top10 

SL16 
IncF 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

blaNDM-5 Carbapenemase 

blaTEM-1 β-lactamase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

E. coli Top10 V02 IncI 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

aac(6’)-I Aminoglycoside acetyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 
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aph(3’)-I 
Aminoglycoside 

phosphotransferase 

blaCTX-M-55 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

catB3 
Chloramphenicol O-

acetyltransferase 

tet(D) Tetracycline efflux pomp 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

qepA1 Quinolone efflux pomp 

E. coli Top10 V03 IncI 

rmtB 16S rRNA methyltransferase 

aac(6’)-I Aminoglycoside acetyltransferase 

ant(3”)-I 
Aminoglycoside 

adenylyltransferase 

aph(3’)-I 
Aminoglycoside 

phosphotransferase 

blaCTX-M-55 β-lactamase 

blaTEM-1 β-lactamase 

catB3 
Chloramphenicol O-

acetyltransferase 

tet(D) Tetracycline efflux pomp 

dfrA12 Dihydrofolate reductase 

sul1 Dihydropteroate synthase 

qepA1 Quinolone efflux pomp 

E. coli Top10 

LB04 
IncA/C 

rmtC 16S rRNA methyltransferase 

aac(6’)-I Aminoglycoside acetyltransferase 

blaNDM-1 Carbapenemase 

blaCMY-6 β-lactamase 

sul1 Dihydropteroate synthase 
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Figure S1. Flowchart of aminoglycoside resistance in the 140 presumed E. coli isolates. In total, 137 of 

the 140 isolates were confirmed to be E. coli. Resistance to gentamicin, amikacin and tobramycin was 

detected in 107 E. coli isolates, including 30 with high-level resistance to all aminoglycosides mediated 

by 16S-RMTase production. 

 

 

 

140 non-duplicate clinical 

isolates presumed to be E. coli 

and resistant to all 

aminoglycosides 

3 isolates were excluded due to 

misidentification of the bacterium 

137 non-duplicate clinical 

isolates of E. coli considered 

resistant to all aminoglycosides 

107 isolates were non-

susceptible to gentamicin, 

amikacin and tobramycin 

30 isolates were excluded as 

susceptible to at least one 

aminoglycoside 

30 isolates displayed high-level 

resistance to all 

aminoglycosides (MIC ≥ 256 

mg/L) 

77 isolates did not display high-level 

resistance to at least one 

aminoglycoside 
(MIC < 256 mg/L) 

30 isolates produced 16S-

RMTases  
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2.1.3 Commentaires de la publication n°1 

Ce premier travail décrit l’épidémiologie moléculaire des E. coli producteurs de RMTase en 

région parisienne sur la période 2008-2014 et la caractérisation des supports génétiques de cette 

résistance.  

Au sein de notre collection, les déterminants responsables de la pan-résistance aux AG étaient 

majoritairement des mécanismes n’impliquant pas une RMTase car seulement 28% des isolats 

(30/107) en étaient producteurs. Néanmoins, l’ensemble des isolats pan-résistants aux AG pour 

lesquels les CMI à l’amikacine, la gentamicine et la tobramycine étaient supérieures à 256 

mg/L, étaient producteurs de RMTase montrant que ce trait phénotypique était étroitement lié 

à la production de ces enzymes. Les RMTases les plus fréquemment retrouvées dans notre 

collection étaient RmtB et ArmA, résultats similaires aux études réalisées en Europe et en Asie 

(178, 182, 256). Dans une étude épidémiologique récente réalisée aux Royaume-Uni et en 

Irlande, les auteurs retrouvaient que 49%, 25%, 21% des E. coli producteurs de RMTase 

(n=152) possédait respectivement le gène rmtB, rmtC et armA confirmant que RmtB était la 

RMTase la plus fréquente chez E. coli (180). Par contre, la répartition des gènes de RMTase 

est différente chez les autres espèces de Enterobacterales notamment chez K. pneumoniae où 

ArmA est la RMTase la plus fréquente suivie par RmtF (180, 181, 346). 

Une carbapénémase de classe B (de type NDM ou VIM) était retrouvée dans 10% de nos isolats, 

une prévalence bien supérieure au taux de E. coli producteurs de carbapénémase en France 

(moins de 1%) sur la même période. En effet, de nombreuse études rapportent des taux de 

prévalence importants de RMTase chez les bactéries productrices de carbapénémase 

notamment de type NDM. Dans une étude réalisée au Myanmar sur des K. pneumoniae 

productrices de NDM, une RMTase était retrouvée dans 50% (19/38) des cas, principalement 

ArmA (347). Une autre étude réalisée au Royaume-Uni retrouvait que 87% (69/79) des 

producteurs de RMTase (68 Enterobacterales et 11 A. baumannii) produisaient une 

carbapénémase, dont 67% était de type NDM (181). Nos résultats associés à ceux d’autres 

études confirment le lien épidémiologique entre production de RMTase et de carbapénémase, 

et particulièrement les enzymes de type NDM dont le gène peut être colocalisé sur le même 

plasmide que le gène de RMTase, comme pour l’isolat LB04.  

Une grande diversité de clone a été observée dans notre étude, retrouvant 26 clones différents 

appartenant à six phylogroupes parmi les 30 E. coli producteurs de RMTase. Les clones les plus 

fréquemment observés appartenaient au ST405 et au complexe clonal ST10. La production de 
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RMTase (rmtB et armA en majorités) chez ces clones a été rapportée dans d’autres études 

réalisées sur des isolats issus de différents continents (180, 277, 294, 309, 348, 349). Dans 

l’étude de Taylor et al., le ST405 rassemblait 22% (19/87) des E. coli produisant une RMTase 

provenant du Royaume-Uni et d’Irlande. D’autres E. coli ST405 producteurs de RmtB ont été 

décrits en Italie et aux Etats-Unis, démontrant l’importante de ce clone dans la diffusion de 

RMTases et particulièrement du gène rmtB (294, 350). Le clone E. coli ST405 de phylogroupe 

D est considéré comme un clone à « haut risque »,il a été associé à l’acquisition de BLSE de 

type CTX-M, de carbapénémase et du gène mcr-1 (351, 352). Dans notre étude, aucun isolat 

appartenant à ce ST ne produisait de carbapénémase ou MCR-1. Les E. coli appartenant au 

complexe clonal ST10 producteurs de RMTase ont été retrouvés ponctuellement en Chine dans 

une souche bovine produisant RmtB et en Algérie dans des isolats cliniques producteurs de 

ArmA (277, 349). 

De manière intéressante, nous avons également trouvé un isolat producteur de ArmA (LM03) 

appartenant au clone mondial hypervirulent ST131. Cet isolat était de sérogroupe O25b et de 

fimH30. Ce type O25b-fimH30 est fréquemment retrouvé au sein du ST131 et associé à la 

résistance aux fluoroquinolones et à la production de l’enzyme codant une BLSE de type CTX-

M-15 (353). Dans notre cas, l’isolat produisait une BLSE de type CTX-M-3, ce qui diffère par 

rapport au profil typique de ce clone. De même, le gène armA était localisé sur un plasmide 

IncF, constituant l’unique plasmide porteur de armA de ce réplicon dans notre étude.  

Globalement, les résultats de phylogénie de notre étude démontrent une diffusion 

principalement non-clonale des RMTases chez E. coli en France, avec une exception pour les 

clones produisant RmtB et appartenant aux ST405 et ST10, retrouvés chacun dans deux isolats 

issus de deux hôpitaux distincts. 

Les environnements génétiques entourant le gène armA étaient particulièrement conservés avec 

6/11 isolats possédant le transposon complet Tn1548 flanqué de deux éléments IS26 comme 

précédemment décrit (191). Cet élément, dont la capacité de mobilisation a été démontrée, a été 

retrouvé majoritairement sur des plasmides IncL/M à larges spectres d’hôtes proches du 

plasmide pCTX-M-3 précédemment décrit en Pologne (144, 191, 354). Ces plasmides IncL/M 

portant armA sont potentiellement conjugatifs. Dans l’étude de Galimand et al., les auteurs ont 

retrouvé chez 12 souches de cinq espèces différentes, que le plasmide IncL/M portant armA 

était capable de conjuguer dans un E. coli sélectionné avec de l’acide nalidixique et de 

l’amikacine (191). Ce taux diminuait légèrement (11/12 souches) lorsque le transconjuguant 

était sélectionné sans AG. De manière intéressante, le transconjugant ne portant pas armA, 



95 

 

possédait bien le plasmide IncL/M mais semblait avoir perdu le transposon Tn1548 portant 

armA.  

Récemment, Carattoli et al. ont démontré que les plasmides IncL/M devraient être interprétés 

comme des groupes d'incompatibilité distincts (355). Cette distinction est basée sur plusieurs 

critères incluant des tests d’incompatibilité, montrant la coéxistence possible de plasmides IncL 

et IncM au sein du même transformant, et des comparaisons phylogénétiques révélant la 

présence de deux branches (IncL et IncM). De plus, en raison des différences entre les plasmides 

IncM, deux groupes ont été définis et appelés IncM1 et IncM2. En prenant en compte cette 

nouvelle classification, les plasmides porteurs de armA précédemment décrits de réplicon 

IncL/M appartiennent au groupe IncM2. Les autres plasmides portant armA (4/11) possédaient 

d’autres réplicons (IncC, IncF et IncX). Ces résultats apportent de nouvelles données sur les 

plasmides porteurs de armA, confirmant que les plasmides IncM sont les principaux vecteurs 

de armA (191). Les autres réplicons ont également étaient identifiés, plus rarement, chez des 

plasmides portant armA : IncF en France et en Corée, IncC en Corée, au Japon et en Grèce et 

IncX en Inde (177, 230, 256, 356, 357). La diversité des plasmides hébergeant armA pourrait 

être liée à la capacité du transposon Tn1548, flanqué de deux éléments IS26, de transposer par 

transposition replicative et de s’intégrer dans différents plasmides (358, 359). En effet, des 

auteurs ont montré, avec un modèle pOX38, que le plasmide possédant le transposon Tn1548 

(pAT783) était capable de s’intégrer au plasmide pOX38 formant un plasmide 

pOX38 ::pAT783 portant le transposon (191). Ce dernier plasmide était également capable de 

conjuguer dans une souche de E. coli après sélection avec de l’amikacine. Ce transposon 

semblait se mobiliser par transposition replicative générant des duplications directes de 8 bp 

(CTTTTTTG) au niveau du site où il s’était intégré. 

Dans notre étude, les environnements entourant le gène rmtB montraient plus de diversité, que 

ceux décrits pour le gène armA, notamment au niveau des séquences d’insertion en amont et en 

aval de ce gène. Pour neuf isolats (BJ05, V02, V03, LM12, LB07, HM05, HM06, LM14 et 

LM15), le gène rmtB était suivit de la séquence ISCR3 et du gène qepA codant une pompe 

d’efflux impliquée dans la résistance plasmidique aux fluoroquinolones. Ces environnements 

sont similaires à l’environnement du plasmide pIP1206 décrit par Périchon et al. (360). Dans 

cette étude, les auteurs ont décrit le plasmide pIP1206, appartenant au groupe d’incompatibilité 

IncFI et provenant d’un E. coli isolé en Belgique, et ont retrouvé que la région portant rmtB et 

qepA était flanquée par deux IS26. Cette région faisait partie d’une plus grande structure de 33 

kb hébergeant cinq IS26, incluant deux IS26 encadrant la structure, et l’ensemble des gènes de 
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résistance du plasmide (blaTEM-1, rmtB, qepA, tetA, catA, sul1, aadA4 et dfrA17). L’analyse des 

régions flanquantes de chaque IS26 a retrouvé deux répétitions directes identiques de 8 pb, une 

en amont de la première IS26 et la deuxième en aval de la cinquième IS26. Ces deux IS26 

étaient dans des orientations opposées suggérant deux mécanismes d’acquisition potentiels :  (i) 

une transposition complète de la structure à partir d’un autre support (chromosome, 

plasmide…) médiée par IS26 ou (ii) l’intégration successive de différents éléments mobiles 

dans un plus petit fragment flanqué par ces deux IS26 déjà présentes sur le plasmide. L’année 

suivante, une équipe chinoise a caractérisé une souche clinique de K. pneumoniae possédant 

rmtB avec, cette fois, le transposon Tn2 (Tn3 dans la publication) complet (204). Néanmoins, 

les séquences inversées répétées droite et gauche (IRR et IRL), synonyme de transposition, ont 

été localisées en amont de la transposase et en aval de blaTEM-1 n’incluant pas le gène rmtB. 

L’absence de ces séquences en aval de rmtB suggère la non-mobilisation du ce gène par le 

transposon Tn2 (310). Par ailleurs, le rôle de ISCR3 en aval de rmtB reste à élucider mais il est 

possible que cette séquence soit responsable de l’acquisition initiale de rmtB via un mécanisme 

de rolling circle au sein d’une structure mobilisable flanquée de IS26.  

Pour trois isolats, nous avons décrit un autre environnement du gène rmtB, celui-ci étant suivit 

de la séquence ISCR1 localisée à la place de ISCR3 et orienté dans le sens inverse de rmtB, et 

pour deux isolats une séquence ISCfr1 en amont de rmtB. Ce type d’environnement avait déjà 

été décrit dans des souches de E. coli isolées chez le poulet en Chine (361). Dans cette étude, 

les auteurs décrivent trois plasmides possédant rmtB (pEC006-008) avec deux environnements 

génétiques similaires notamment avec la présence de ISCfr1 en amont de rmtB et ISCR1 en 

aval. Dans les trois cas, les auteurs retrouvent des séquences IS26 inversement orientées 

entourant ces séquences. Néanmoins, aucune répétition directe n’a été retrouvé flanquant les 

IS26 suggérant que cette structure aurait été acquise par recombinaison homologue plutôt que 

par transposition. Dans notre étude, la taille des contigs ne permettait pas d’identifier IS26 mais 

la présence de l’intégron de classe 1 en aval de ISCR1 suggèrait des mécanismes de 

mobilisations similaires.  

Un autre type d’environnement a été décrit pour l’isolat HM21 où la séquence en aval de rmtB 

possédait une nouvelle séquence d’insertion appartenant à la famille des ISL3 dont les 

séquences IRR et IRL, synonyme de transposition, étaient observées de part et d’autre de 

l’élément ISL3 (267). Cet environnement a également été décrit dans des entérobactéries 

productrices de carbapénémases (VIM, KPC et OXA-48) isolées en Grèce (362). De manière 

intéressante, notre isolat possédait également un gène blaVIM porté par un autre plasmide que 
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celui portant rmtB (porté par un plasmide IncF) alors qu’il était porté par sur même plasmide 

IncC-IncR dans un P. stuartii isolé en Grèce (363) 

Concernant l’unique isolat possédant rmtC, l’environnement génétique retrouvé était identique 

à celui du plasmide pNDM-US, précédemment décrit dans un isolat de K. pneumonia retrouvé 

aux Etats-Unis chez un patient ayant reçu des soins médicaux en Inde (345). Initallement, 

Wachino et al. avaient montré que le gène rmtC était mobilisé par une ISEcp1 placé en amont 

du gène (276). Les auteurs avaient pu mettre en évidence la transposition de la structure ISEcp1-

rmtC dans un modèle de plasmide R388 en identifiant les IRL et IRR encadrant cette structure. 

Le gène rmtC a par la suite été décrit dans un isolat produisant également une carbapénémase 

blaNDM-1. Le plasmide portant ces deux gènes a été séquencé et il a été montré que la séquence 

ISEcp1 était tronquée par l’insertion d’une séquence ISKpn14, appartenant à la famille des IS1, 

comme c’est le cas pour l’isolat LB04 dans notre étude (210). Ces plasmides portant rmtC et 

blaNDM-1 appartenaient également au groupe IncC (IncA/C dans la publication). 

Cette étude a permis de décrire l’épidémiologie moléculaire des E. coli producteurs de RMTase 

dans une large collection d’isolats cliniques provenant de région parisienne. Les isolats 

producteurs de RMTases possèdent une grande diversité génétique avec, néanmoins, la 

présence de certains clones « à haut risque » retrouvés dans plusieurs hôpitaux et très proches 

d’un point de vue phylogénétique. Enfin l’étude des environnements génétiques a montré 

l’éventails des structures entourant les RMTases et impliquées dans leurs mobilisations. Les 

régions contenant armA se trouvaient sur des supports génétiques conservés impliquant 

majoritairement le transposon Tn1548 et un plasmide IncM proche de pCTX-M-3 ; alors que 

les environnements génétiques entourant rmtB présentaient plus de diversités avec l’insertion 

d’une variété d’IS en amont et en aval du gène. 
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2.2 CHAPITRE II : Détection d’isolats de K. pneumoniae coproducteurs de carbapénémase 

et de la RMTase RmtF à Paris 

2.2.1 Introduction à la publication n°2 

Différentes études ont rapporté l’association entre carbapénémase et RMTase chez les 

Enterobacterales. Nous avions observé également ce lien dans notre étude sur les E. coli 

producteurs de RMTase (voir Chapitre I). L’émergence de cette double résistance est 

particulièrement préoccupante car elle constitue un défi pour l’antibiothérapie, compromettant 

l’activité de la plupart des antibiotiques disponibles en cas d’infections sévère à bacilles à Gram 

négatif. De plus, les informations concernant la prévalence des RMTases parmi les 

Enterobacterales productrices de carbapénémases sont rares, et la plupart des rapports 

proviennent des résultats collatéraux d'autres études axées sur la caractérisation d'autres 

mécanismes de résistance émergents (carbapénémase en majorité). Dans l'ensemble, la plupart 

de ces études indiquent que l'association des carbapénémases et des RMTases est en 

augmentation dans différents contextes, mais particulièrement dans les pays d'Asie de l'Est, 

d'Afrique et, dans une moindre mesure, d'Europe, chez lesquels les métallo-β-lactamases 

comme NDM sont répandues ou en augmentation (228, 256, 348). En France, très peu d’études 

ont identifié des RMTases chez des entérobactéries productrices de carbapénémases. En 2011, 

Berçot et al. ont identifié quatre isolats producteurs de NDM-1 et possédant différents gènes de 

RMTase (armA, rmtC et armA+rmtB). En 2012, la première description de la RMTase RmtF 

avait été effectuée à partir d’un isolat de K. pneumoniae producteur de la carbapénémase NDM-

1 (161). Une autre étude décrivant l’émergence en France du ST258 parmi les K. pneumoniae 

productrices de carbapénémase avait retrouvé que sept isolats parmi 63 producteurs de la 

carbapénémase KPC possédaient le gène rmtB (364).  

L’objectif de notre étude était de caractériser les isolats producteurs à la fois de RMTase et de 

carbapénémase Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés particulièrement à l’espèce 

bactérienne K. pneumoniae qui correspond à l’espèce bactérienne la plus fréquemment 

productrice de carbapénémase en France ainsi que dans notre groupe hospitalier (365). Pour 

commencer, nous avons d’abord identifié les K. pneumoniae productrices de carbapénémases 

détectées par PCR (Carba-R, Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) et résistant à la fois à l’amikacine 

et à la gentamicine sur la base des antibiogrammes réalisés à l’hôpital. Cette étape nous a permis 

de sélectionner 29 isolats uniques chez lesquels nous avons recherché une résistance de haut 

niveau à l’ensemble des AG utilisés en clinique (amikacine, gentamicine et tobramycine). Cette 
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sélection s’est déroulé en deux étapes : dans un premier temps nous avons mis en culture les 

isolats sur une gélose contenant des AG (30 mg/L d’amikacine et de gentamicine) puis, dans 

un second temps, pour les isolats poussant sur cette gélose sélective, nous avons mesuré les 

CMI à l’amikacine, la gentamicine et la tobramycine pour rechercher le caractère de résistance 

de haut niveau aux AG (CMI ≥ 256 mg/L). De plus, nous avons testé un large panel 

d’antibiotiques, incluant les nouvelles β-lactamines comme l’association ceftazidime-

avibactam et le céfédirocol, pour identifier les alternatives thérapeutiques. 

Parmi les 29 isolats testés, cinq présentaient une résistance de haut niveau aux AG. Ces isolats 

(KP24, KP25, KP70, KP71 et KP75) ont été isolés en 2014 et en 2017 à l’hôpital Saint-Louis 

chez cinq patients différents. Les cinq isolats étudiés provenaient d’écouvillons rectaux dans le 

cadre d’un dépistage de portage de bactéries multirésistantes (BMR). Quatre patients étaient 

hospitalisés en réanimation et le cinquième était hospitalisé en service de maladies infectieuses. 

La moyenne d’âge des patients était de 53 ans (de 20 à 69 ans) et quatre étaient des hommes. 

Parmi eux, deux patients avaient séjourné récemment en Inde et en Egypte. Durant leurs 

hospitalisations, trois patients décédèrent, dont deux concomitamment à une bactériémie à K. 

pneumoniae présentant le même phénotype de résistance que celui des K. pneumoniae 

retrouvées de leurs écouvillons rectaux respectifs. 

En plus de la pan-résistance aux AG, tous les isolats étaient résistants aux fluoroquinolones, au 

cotrimoxazole et à l’ensemble des β-lactamines excepté l’association ceftazidime-avibactam et 

le céfidérocol qui restaient sensibles respectivement pour deux et quatre isolats. L’ensemble 

des isolats restaient sensibles à la tigécycline et à la colistine. L’antibiogramme effectué par la 

méthode des disques par diffusion en milieu gélosé de isolats KP24 est présenté dans la figure 

13. 
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Figure 13. Antibiogramme de l’isolat KP24 producteurs de carbapénémase et résistant à haut niveau 

aux AG. La double zone autour des disques de gentamicine et d’amikacine est caractéristique de la 

résistance par production de RMTase. AMP : ampicilline, TIC : ticarcilline, PTZ : pipéracilline-

tazobactam, PIL : pipéracilline, CXN : céfalexine, CXM : céfuroxime, FOX : céfoxitine, MOX : 

moxalactam, FEP : céfépime, AMC : amoxicilline-clavulanate ; TCC : ticarcilline-clavulanate ; COX : 

céfotaxime ; TEM : témocilline ; CZD : ceftazidime ; ATM : aztréonam ; FIX : céfixime, GEN : 

gentamicine ; TMN : tobramycine ; NTM : nétilmicine, AKN : amikacine ; IPM : imipénème ; MEM : 

méropénème ; ETP : ertapénème ; COL : colistine ; NAL : acide nalidixique ; OFX : ofloxacine ; LVX : 

lévofloxacine ; CIP : ciprofloxacine ; NFE : nitrofurantoïne ; FOS : fosfomycine ; SXT : 

cotrimoxazole ; MEC : mécillinam. 

 

Pour caractériser génétiquement ces isolats un double séquençage, en « short read » par 

Illumina (San Diego, CA, USA) et en « long read » par Nanopore (Oxford, UK), a été réalisé. 

L’analyse du séquençage par méthode Illumina (short reads) a permis de déterminer le 

résistome des cinq isolats ainsi que leurs typages. Les isolats appartenaient au ST231 (KP24, 

KP25 et KP75) et au ST147 (KP70 et KP71). Toutes les souches possédaient la RMTase RmtF1 

associée aux carbapénémases OXA-232 (n=2), OXA-48 (n=1), NDM-1 (n=1) et OXA-48 plus 

NDM-1 (n=1). En plus de ces gènes codant les carbapénémases et les RMTases, ces cinq isolats 

possédaient aussi de multiples gènes de résistance dont blaCTX-M-15, aac(6’)-Ib, et arr-2 codant 

pour une résistance à la rifampicine, ainsi que que les mutation chromosomique conférant une 

résistance aux fluoroquinolones (GyrA S83L et ParC S80I). 

Néanmoins, nous n’avons pas pu identifier les supports génétiques des gènes codant les 

carbapénémases et les RMTases à partir des données de séquençage « short read ». Pour pallier 

à ces limites, nous avons combiné le séquençage par technique Illumina (short reads) et par 

technique Nanopore (long reads) dans le but d’obtenir le génome complet de chaque isolat. 
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L’assemblage hybride des deux séquençages a permis d’obtenir l’ensemble des génomes 

circularisés et d’identifier les plasmides porteurs des différents gènes codant les 

carbapénémases et rmtF. Ces gènes étaient portés en général par deux plasmides différents au 

sein d’une même bactérie exceptée pour l’isolat KP75 où les deux gènes étaient co-localisés 

sur le même plasmide. Les gènes rmtF étaient portés par trois types de plasmides différents : 

un plasmide IncFIB(pQil)-IncFII(K) respectivement de 140 kb et 115 kb pour KP24 et KP25, 

un plasmide IncR respectivement de 100 kb et 77 kb pour KP70 et KP71 et un plasmide IncFIA-

IncFIB(AP001918)-IncFIB(pQil)-IncFII de 279 kb pour KP75. 

Les gènes codant les carbapénémases étaient portés par différents plasmides : un plasmide 

ColKP3 de 6 kb pour blaOXA-232, un plasmide IncL/M de 63 kb pour blaOXA-48, un plasmide 

IncFIB(pQil)-IncFII(K) de 118 kb pour blaNDM-1 pour KP70 et le même plasmide que rmtF pour 

KP75. 
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104 

 

 

 



105 

 



106 

 

Supplementary data 

FIG S1 BRIG comparisons of rmtF1-carrying plasmids: a) pKP75_NDM_rmtF, pECIMT16316 

(CP023816) and pKP46 (LC613146) plasmids; b) pKP24_rmtF, pKP25_rmtF and pCP044045 

(CP044045) plasmids; c) pKP70_rmtF, pKP71_rmtF and p47733_CTX-M-15 (CP050364) plasmids.  

 

a) 

b) 

c) 
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FIG S2 BRIG comparisons of carbapenemase-carrying plasmids: a) ColE blaOXA-232 (JX423831), 

pKP24_OXA-232 and pKP25_OXA-232 plasmids; b) pOXA48a (JN626286), pKP70_OXA-48 and 

pKP71_OXA-48 plasmids; c) pKP70_NDM and p2 plasmids. 

 

a) 

b) 

c) 
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FIG S3 Genetic structures surrounding the rmtF gene in the five K. pneumoniae isolates, compared to 

the Tn6229 transposon. Arrows indicate ORFs and their orientations. The resistance genes are shown in 

red, mobile genetic elements are shown in blue, the integrases of class 1 integrons are shown in green, 

and other ORFs are shown in black. Gray shading indicates homologous regions and their degree of 

sequence identity. Graphical representations were generated with Easyfig v 2.2.2.. IRL: left inverted 

repeat, IRR: right inverted repeat. 
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FIG S4 Genetic structures surrounding the blaNDM-1 gene in Tn125 and in the two NDM-1-producing K. 

pneumoniae isolates. Arrows indicate ORFs and their orientations. The resistance genes are shown in 

red, mobile genetic elements are shown in blue, integrases of class 1 integrons are shown in green, and 

other ORFs are shown in black. Gray shading indicates homologous regions and their degree of sequence 

identity. The graphical representation was generated with Easyfig v 2.2.2. 
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2.2.3 Commentaire de la publication n°2 

Dans ce travail nous avons décrit cinq isolats de K. pneumoniae co-producteurs de 

carbapénémase et de la RMTase RmtF en France. 

Ces cinq isolats avaient été obtenus de patients hospitalisés majoritairement dans des services 

de soins intensifs. Certains d’entre eux avaient séjournés dans des pays à forte prévalence de 

carbapénémases (i.e. Egypte et Inde). Pour deux patients, la notion de séjour à l’étranger n’était 

pas indiquée dans le dossier. Ces observations rejoignent les facteurs de risques de colonisation 

à BMR ou Bactéries Hautement Résistantes et émergentes (BHRe). L’information concernant 

l’exposition aux antibiotiques dans les mois précédents l’hospitalisation était inconnue. Dans 

l’étude de Taylor et al., les auteurs ont essayé d’identifier les facteurs de risque d’acquisition 

de bactéries productrices de RMTase (181). L’analyse multivariée montrait une tendance vers 

une augmentation du risque d’acquisition chez les patients masculins et en cas d’utilisation de 

polymyxine (p = 0,1 chacun). En revanche, le domicile au Royaume-Uni et la prise d’AG était 

des facteurs protecteurs (respectivement p=0,003 et p=0,006). Ces facteurs sont à interpréter 

avec précautions car ils peuvent être le reflet d’une connaissance antérieur de colonisation (pour 

l’utilisation des antibiotiques) ou du risque d’habiter dans un pays à forte prévalence (Asie, 

Afrique) par rapport aux pays à faible prévalence (Europe, Amérique du Nord). 

Dans notre étude, peu d’antibiotiques restaient actifs excepté, la colistine et la tigécycline qui 

restaient sensibles sur l’ensemble des isolats. La colistine et la tigécycline sont des antibiotiques 

de derniers recours à cause de leurs effets indésirables, de leurs propriétés 

pharmacodynamiques et pharmacocinétiques et enfin du risque d’apparition de résistance sous 

traitement par mutations (366–368). L’association ceftazidime-avibactam gardait une activité 

sur les K. pneumoniae  ne produisant pas de carbapénémase de type NDM (i.e. KP24, KP25 et 

KP71) conformément à son spectre d’action (369). Enfin la céphalosporine sidérophore 

céfidérocol était active sur l’ensemble des isolats sauf KP70, qui produisait deux 

carbapénémases (NDM-1 et OXA-48). La résistance au céfidérocol chez des bactéries 

productrices de NDM avait déjà été rapportée (370). Néanmoins, la présence de l’enzyme seule 

n’explique pas la résistance, d’autres facteurs comme des mutations dans des gènes régulateurs 

chromosomiques peuvent participer à cette résistance (371, 372). Nous n’avons pas analysé si 

ces mutations étaient présentes ou non dans notre isolat.  

Tous nos isolats possédaient le gène rmtF1. Depuis sa première description ce gène a été 

retrouvé presque exclusivement dans des K. pneumoniae. Seulement quelques études ont 
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rapporté ce gène dans d’autres espèces : un isolat de E. cloacae producteur de NDM-1 en 

Afrique du Sud, des isolats de E. coli, C. freundii et E. cloacae en Inde et trois E. coli au 

Royaume-Uni (168, 180, 228, 229, 239). Le variant rmtF2, par contre, a été retrouvé 

uniquement chez P. aeruginosa en Asie du Sud Est, au Royaume-Uni et en France (162, 205, 

206, 245, 373). Chez K. pneumoniae, le gène rmtF a été décrit sur l’ensemble des continents 

(161, 207, 213, 236, 238, 240, 374, 375). De manière intéressante, ce gène est fréquemment 

associé à une carbapénémase. Dans l’étude de Arca-Suarez et al., les auteurs ont constaté que 

5% (24/468) des Enterobacterales productrices de carbapénémases (majoritairement de type 

OXA-48) isolées en Espagne étaient porteuses d'une RMTase, majoritairement rmtF chez K. 

pneumoniae (21/24, 87%) (258). Dans l’étude de Fournier et al. basée sur la collection du centre 

national de référence de la résistance aux antibiotiques suisse (NARA), 26 K. pneumoniae 

portaient le gène rmtF dont 73% (19/26) coproduisaient une carbapénémase (KPC-like et OXA-

48-like majoritairement) (346). Dans une étude au Royaume-Uni basée sur la collection du 

centre national de référence de la résistance aux antibiotiques anglais (AMRHAI), 155 isolats 

de K. pneumoniae portant rmtF ont été détectées dont 92% (143/155) possédaient un gène 

codant une carbapénémase (OXA-48-like et/ou NDM) (180). Dans notre étude, tous les isolats 

produisaient des carbapénémases : OXA-48-like (n=3), NDM (n=1) et OXA-48+NDM (n=1). 

A noter que le variant blaOXA-232, identifié dans notre étude, a été retrouvé à plusieurs reprises 

associé à rmtF (240, 243, 374). 

Dans notre étude, deux isolats appartenaient au ST147 et trois au ST231. L’analyse des SNP a 

montrait que deux couples d’isolats présentaient moins de 100 SNPs d’écart. Ces couples 

avaient été isolés de patients hospitalisés dans le même service en même temps suggérant une 

possible transmission. Néanmoins la transmission semble plus probable entre les patients 

porteurs des isolats KP24 et KP25 car ces deux isolats ne présentaient que 5 SNPs de différence 

et ils étaient hospitalisés au même moment dans le même service. De manière intéressante, les 

K. pneumoniae productrices de RmtF montrent peu de diversité en terme de ST, seul 10 ST 

différents ont été décrits : ST11, ST15, ST16, ST17, ST23, ST101, ST147, ST231, ST336 et 

ST383 (180, 181, 207, 230–234, 236–238, 240, 242–244, 346, 374, 376). Les ST les plus 

fréquemment retrouvés sont les ST231 et ST147 et ils ont été observés sur plusieurs continents.  

Les plasmides porteurs de rmtF possédaient différents réplicons : IncFIB-IncFII (KP24 et 

KP25), IncR (KP70 et KP71) et IncFIA-IncFIB-IncFII pour KP75. Pour les isolats KP24 et 

KP25, les plasmides pKP24_1 et pKP25_4 étaient smilaires entre eux (84% de couverture, 

100% d’identité) et avec le plasmide de 139 kb d’une souche de K. pneumoniae isolée aux 



112 

 

Etats-Unis (79-84% de courverture, 100% identité) (Genbank CP044045). Contrairement aux 

plasmides pKP24_1 et pKP25_4, le plasmide américain possèdait l’opéron tra complet 

impliqué dans la conjugaison. Ces trois plasmides appartenaient au groupe IncFIIK2. D’autres 

plasmides IncF porteur de rmtF ont été décrit en Chine, en Inde, au Népal et en Suisse (230, 

231, 234, 240).  

Chez KP70 et KP71, le gène rmtF était porté par des plasmides de type IncR (pKP70_1 et 

pKP71_1) similaires entre eux (93% de couverture, 100% d’identité) et avec le plasmide 

p47733_CTX-M-15 (Genbank CP050364) de 120kb retrouvé chez un patient en République 

Tchèque (82-83% de couveture, 100% d’identité) (377). De manière intéressante, la K. 

pneumoniae possédant p47733_CTX-M-15 appartenait également au ST147 et possédait sur 

d’autres plasmides les gènes blaNDM-5 et blaOXA-181. Une souche similaire (K. pneumoniae 

ST147 portant rmtF, blaNDM-5 et blaOXA-181) a été retrouvé aussi en Suisse (346). Ces plasmides 

IncR ne possèdent pas l’opéron tra mais semblent mobilisable (354). Des plasmides IncR 

portant rmtF ont aussi été retrouvés en Inde dans des isolats de K. pneumoniae ne produisant 

pas de carbapénémase (228).  

Pour KP75, le plasmide porteur de rmtF était un plasmide IncF de formule FAB F2:A1:B49 et 

possédant l’opéron tra. Ce plasmide pourrait être le résultat de la fusion de deux plasmides 

IncF, le plasmide pKP46 (Genbank LC613146) de formule FAB K5:A-:B- (couverture 96%, 

identité 100%) contenant les gènes rmtF et blaNDM-1 et le plasmide pEcIMT16316 (Genbank 

CP023816) de formule FAB F1:A1:B49 (couverture 79%, identité 98%) portant blaCTX-M-15 et 

aac(3)-II. Le premier plasmide a été retrouvé chez un isolat de K. pneumoniae appartenant au 

ST231 isolée un prélèvement d’urine en Thaïlande en 2014. Le second a été décrit dans un E. 

coli isolé chez un oiseau en Allemagne. 

Les loci rmtF avaient une structure très similaire (couverture de 80 à 100 %, identité >99 %) à 

celle du transposon Tn6229 (Genbank KF295829), apparenté aux transposons de la famille 

Tn3, précédemment décrit chez K. pneumoniae au Canada (241). Les répétitions inversées 

droites du transposon Tn6229 (IRR : 

TTACGTTGGTTTTCGGTTCCATTGCTCCCCAAACCCC) ont été trouvées pour quatre 

isolats, en aval du gène codant la transposase du transposon, alors que les répétitions inversées 

gauches, localisées en amont du gène codant la resolvase du transposon (IRL : 

GGGGTTTGGGGAGCAATGGAACCAAAAACCAACGTAAG) étaient absentes de tous les 

isolats. Il est intéressant de noter que la région terminale en amont du transposon Tn6229 a été 

interrompue dans tous les isolats par des gènes tronqués codant des IS ou des transposases tnpA, 
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ce qui a entraîné la disparition de la résolvase tnpR de ce transposon dans trois isolats. Dans 

l’étude de Shi et al., les auteurs ont décrit trois isolats de K. pneumoniae ST15 possédant les 

gènes rmtF et blaOXA-232 isolés en Chine (234). Le plasmide p2 de réplicon incFIB portant rmtF, 

était similaire à pPMK1-B (GenBank CP008931), sauf au niveau d’une région de 

multirésistance (MRR) de 16,8 kb portant tous les gènes de résistance du plasmide p2 (rmtF, 

aac(6’)-Ib, cat et arr-2) et similaire à celle décrite sur le transposon Tn6229 (16,8 kb). Cette 

observation est un argument en faveur de la capacité de mobilisation de ce locus. Par ailleurs, 

les auteurs ont comparé ce locus rmtF aux loci portant rmtF sur 17 plasmides entièrement 

séquencés disponibles dans Genbank (16 de type IncF et un IncR). Cette comparaison montrait 

que cette structure était conservée entre les plasmides, notamment la partie aac(6’)-Ib-rmtF-

IS91 présente chez l’ensemble des plasmides, mais que les parties en amont, et dans une 

moindre mesure en aval, pouvaient diverger, notamment avec la disparition de la resolvase tnpR 

du transposon remplacée par des IS, comme observé dans notre étude.  

L’IS91, à proximité de rmtF, correspondait à une séquence de type ISCR identique à 96% à 

ISCR21 (GenBank CP003022) décrit dans le transposon Tn125 impliqué dans la mobilisation 

de blaNDM-1 chez A. baumannii (378). La séquence oriIS putative, définissant l'origine de 

réplication de cet élément de type ISCR, a été identifiée 236 pb en aval du gène, et présentait 

un degré élevé d'identité avec celle de ISCR5 (19/21 pb identiques) appartenant au même 

groupe de ISCR que ISCR21. De plus, le pourcentage de GC était très proche entre cette 

séquence et rmtF (respectivement, 68% et 67,5%). L’ensemble de ces données permettent de 

penser que le gène rmtF a été initialement mobilisé par un processus de transposition en cercle 

roulant médié par cette transposase à partir d’un progéniteur bactérien encore inconnu et 

s’intégrant au sein de Tn6229 contenant initialement un intégron de classe 1. 

Les gènes codant des carbapénémases étaient retrouvés sur des plasmides précédemment 

décrits. Les gènes blaOXA-232 étaient hébergés sur des plasmides ColKP3 identiques au plasmide 

pOXA-232 précédemment décrit (379). Le gène blaOXA-48 était retrouvé sur un plasmide de 63 

kb IncL identique au plasmide épidémique pOXA-48a (380). Le gène blaNDM-1 était localisé sur 

un plasmide de 118 kb de type IncFIIK2 identique (couverture 99%, identité 100%) au plasmide 

p2 (Genbank CP009115) retrouvé aux Etats-Unis dans une K. pneumoniae ST395 isolée de 

l’urine d’un patient provenant d’Egypte (381). Les environnements génétiques de ces gènes 

étaient également similaires à ceux précédement décrits, notamment autour de blaNDM-1 retrouvé 

dans des Tn125 rémanents (382). 
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Par ailleurs, une à trois copies du gène blaCTX-M-15 toujours précédé de ISEcp1 ont été trouvées 

sur le chromosome des cinq isolats de K. pneumoniaecomme cela a été signalé précédemment 

chez les K. pneumoniae producteurs de rmtF isolés dans les EAU (236). En outre, le gène 

blaCTX-M-15 était également porté par les deux plasmides IncR possédant également rmtF.  

En conclusion, la diffusion du gène rmtF au niveau mondial semblent particulièrement associée 

à certains clones de K. pneumoniae producteurs de carbapénémase, ayant également diffusés 

en France. L’association de ce gène de résistance avec des gènes de carbapénémases empêchent 

l’utilisation de la plupart des antibiotiques. Des études génomiques utilisant un nombre de 

génomes plus important permettraient de mieux comprendre les mécanismes de diffusion du 

gène rmtF au sein de ces clones, et de mettre en place des stratégies pour limiter leurs 

propagations.  
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2.3 CHAPITRE III : Caractérisation génomique des P. aeruginosa producteurs de RMTase 

isolés au groupe hospitalier Saint-Louis-Lariboisière-Fernand Widal à Paris. 

2.3.1 Introduction à la publication n°3 

Dans la continuité de nos travaux sur la caractérisation génomique des E. coli producteurs de 

RMTase, nous avons étudié les P. aeruginosa producteurs de RMTase provenant de la 

collection de souches des hôpitaux Saint-Louis – Lariboisière – Fernand Widal. 

Au niveau mondial, peu d’études se sont intéressées aux RMTases produites par les souches de 

P. aeruginosa. Historiquement, la seconde RMTase, RmtA, décrite en 2003, a été retrouvée 

dans une souche de P. aeruginosa isolée d’un crachat en 1997 au Japon (145). Depuis cette 

description, on compte dans la littérature seulement une trentaine d’articles faisant référence à 

des P. aeruginosa produisant une RMTase pour la plupart isolées dans des pays situés en Asie 

(Corée du Sud, Japon, Chine, Népal, Inde, Myanmar, Vietnam) et possédantt une variété de 

gènes (rmtA, armA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtE, rmtF), soulignant l’existence d’un possible 

réservoir de bactéries productrices de RMTase dans cette région du monde (157, 176, 182, 184, 

185, 196, 206, 373, 383–385). Des P. aeruginosa producteurs de RMTase ont également été 

fréquemment identifiés au Brésil, avec la particularité que ces isolats étaient souvent 

producteurs de la carbapénémase SPM-1 (São Paulo metallo-β-lactamase), et seuls les gènes 

rmtD et rmtG ont été décrits (249, 386–388). La première description en Europe a été faite au 

Royaume-Uni en 2016, elle correspondait à un P. aeruginosa ST277 producteur de SPM-1 et 

RmtD1, retrouvé chez un patient rappatrié après avoir été hospitalisé au Brésil (286). Depuis, 

seulement deux études ont décrit des P. aeruginosa producteurs de RMTase en Europe. L’étude 

de Bour et al, décrit deux P. aeruginosa producteurs de RmtF2 retrouvés chez des patients 

rappatriés de l’île Maurice et d’Afghanistan (245). L’étude de Taylor et al., a identifié 19 P. 

aeruginosa producteurs de RMTase, isolés au Royaume-Uni ou en Irlande, dans la collection 

du centre de référence de la résistance aux antibiotiques britanique (AMRHAI Reference Unit) 

(205).  

Dans ce contexte, nous avons recherché des isolats de P. aeruginosa producteurs de RMTase 

dans notre collection afin de décrie l’épidémiologie moléculaire de cette résistance dans cette 

espèce en France.  

Pour cette étude, nous avons sélectionné les isolats de P. aeruginosa résistants aux AG isolés 

dans les hôpitaux Saint-Louis et Lariboisière – Fernand Widal entre 2011 et 2021. Nous avons 
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identifié 119 P. aeruginosa présentant un haut niveau de résistance (CMI ≥ 256 mg/L) aux AG 

(amikacine, gentamicine et tobramycine). Ces 119 isolats ont été séquencés en technologie 

Illumina afin d’identifier les isolats producteurs de RMTase et caractériser leurs génotypes de 

résistance.  

Nous avons identifié 27 P. aeruginosa producteurs de RMTase (23%, 27/119) parmi les isolats 

résistants à haut niveau aux AG. La prévalence de P. aeruginosa producteurs de RMTase sur 

la période était de 0,26% (27/10399). Les gènes de RMTase les plus fréquemment retrouvés 

était rmtF2 (n = 20) suivie de rmtB4 (n = 5), armA et rmtD3 (n = 1 pour chaque).  

Selon les définitions, l’ensemble des isolats étaient considéré comme MDR, 81% (22/27) 

étaient XDR, et 81% (22/27) possédaient les critères de « difficile à traiter » (Difficult-to-treat, 

DTR) (389, 390). Tous les isolats étaient résistants à l’association pipéracilline-tazobactam et 

à la ciprofloxacine, et 93% (25/27) étaient résistants au céfépime ainsi qu’aux carbapénémes. 

A l’inverse, tous les isolats étaient sensibles à la colistine et 93% (25/27) étaient sensibles au 

céfidérocol. Concernant les β-lactamases, 15% (4/27) des isolats produisaient une 

carbapénémase, exclusivement NDM-1, et toutes les souches de P. aeruginosa portant le gène 

rmtF2 produisaient la BLSE GES-9. On peut également noter que l’isolat possédant armA 

produisaient deux β-lactamases acquises, CMY-6 et OXA-10. Les gènes codant une RMTase 

étaient associés à au moins un gène codant une AME dans tous les isolats, majoritairement les 

enzymes codées par les gènes aac(6’)-Ib (78%, 21/27) et ant(2”)-Ia (70%, 19/27).  

L’analyse phylogénétique des 27 isolats a montré que les isolats appartenaient à six ST 

différents avec le ST235 très largement majoritaire (67%, 18/27). Nous avons ensuite comparé 

ces 27 génomes à 43 gènome de P. aeruginosa producteurs de RMTase décrits dans la littérature 

et deux génomes de P. aeruginosa ST235 ne produisant pas de RMTase isolés au laboratoire. 

Au total, 15 ST différents ont été identifiés, incluant sept ST retrouvés dans au moins deux pays 

et trois ST chez lesquels plusieurs gènes de RMTase ont été retrouvés. Un arbre phylogénétique 

basé sur les SNP du core-génome (121487 SNP) a permis d’identifier deux clusters (ST235 et 

ST773) nous faisant suspecter des cas de transmissions hospitalières pour ces isolats.  

Pour caractériser précisement les environements génétiques de ces souches, neuf isolats (cinq 

ST différents) ont été séquencés également avec une technique long read par Nanopore, en plus 

de leur séquençage short read en Illumina.  

L’analyse de l’environement génétique de armA montrait une structure proche du Tn1548 

précédement décrit chez les Enterobacterales (191). Le contig possédant armA possédait 
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également des gènes retrouvés sur le chromosome de P. aeruginosa suggérant que le gène armA 

était localisé sur le chromosome. Il est intéressant de noter que qu’une structure également 

proche de Tn1548 était également retrouvée dans un plasmide pBM413 provenant d’un P. 

aeruginosa isolé en Chine (183).  

Concernant rmtB4, l’environement génétique retrouvait des copies directes de ISCR14/24 

entourant ce gène, comme précédemment décrit dans un P. aeruginosa ST773 (391). Dans les 

trois isolats ST773, les gènes rmtB4 et blaNDM-1 étaient insérés sur une structure de type ICE 

proche de l’ICE6660, excepté au niveau d’une région variable cargo2 possédant les gènes de 

RMTase, précédement décrit porteur de rmtD3 chez P. aeruginosa ST234 en Pologne (225). 

De manière intéressante, une structure similaire à ICE6660 a été identifié dans l’isolat 

producteurs de rmtD3 avec également des différences au niveau des régions variables cargo1 

et cargo2. 

Deux nouveaux environnements génétiques ont été identifiés pour le gène rmtF2 dans l'isolat 

MLPA31 appartenant au ST357 et dans les isolats de P. aeruginosa ST235. Chez MLPA31, 

l’environement génétique était identique à celui précédement décrit dans un P. aeruginosa au 

Royaume-Uni excepté l’insertion de ISPa21 en amont de rmtF2 (181). Cet environement 

présentait une structure très proche de Tn6229 possédant rmtF1 et précédement décrit chez K. 

pneumoniae (241). Dans les isolats appartenant au ST235 séquencés en technologie short et 

long read, le gène rmtF2 était retrouvé sur une stucture de type ICE possédant le squelette de 

ICEclc(B13) retrouvé chez P. aeruginosa (224). Pour les 15 isolats ST235 séquencés 

uniquement en Illiumina, les contigs portant rmtF2 étaient similaires à la séquence retrouvée 

chez MLPA82 séquencée par méthode long read. Concernant ces 15 isolats la localisation 

plasmidique ou chromosomique n’a pas pu être déterminée. 
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2.3.3 Commentaire de la publication n°3 

Cette étude fournit de nouvelles informations importantes sur la prévalence, l'épidémiologie 

moléculaire et le support génétique des 16S-RMTases dans les isolats cliniques de P. 

aeruginosa provenant d'hôpitaux situés à Paris représentant la première étude de ce type en 

France. 

Nous avons observé une prévalence sur la période de 0,26% (27/10399) de P. aeruginosa 

producteurs de RMTase parmi l’ensemble des P. aeruginosa isolés au laboratoire. Néanmoins, 

352 isolats présentant une résistance à l’ensemble des AG n’ont pas pu être récupérés des 

collections pour rechercher la présence de RMTase. Si l’on considère l’ensemble de ces isolats 

comme producteurs de RMTase (probabilité extrêmement faible), la prévalence sur la période 

serait de 3,6% (379/10399). Peu d’études ont évalué la prévalence de RMTase chez P. 

aeruginosa. Dès 2004 (soit un an après la découverte des RMTases acquises), l’équipe de 

Yoshichika Arakawa au Japon, a estimé la prévalence des RMTases à 0,08% (384/18037), 

néanmoins à cette époque, seulement cinq gènes de RMTase avaient été décrits, présentant un 

biais dans la détection par PCR de RMTase (194). L’étude de Gurung et al. a retrouvé une 

prévalence de 14% (14/100) parmi 100 P. aeruginosa consécutifs isolés dans leur laboratoire 

(185). De manière surprenante, ces 14 isolats étaient les seuls isolats résistants à haut niveau 

aux AG et tous produisaient la RMTase ArmA. Le lien entre les isolats a été investigué par 

electrophorèse en champ pulsé, retrouvant huit pulsotypes différents suggérant une diversité 

génétique de ces isolats. Depuis aucune étude n’a permis de déterminer cette prévalence chez 

P. aeruginosa.  

De manière intéressante, dans la base de données nationale du NCBI sur les organismes 

résistants aux antibiotiques (NDARO) regroupant 22000 génomes de P. aeruginosa (Août 

2022), 317 possèdent un gène codant une RMTase soit 1,4%. Ce chiffre est supérieur à celui 

observé dans notre étude, ce qui peut être expliqué par plusieurs raisons : le dépôt de génomes 

dans la base de données correspondant à des isolats majoritairement résistants aux antibiotiques 

augmentant de fait la prévalence de résistance ; et des différences de prévalence au niveau 

géographique, notamment plus de la moitié des génomes (52%, 167/317) provenaient d’Asie et 

seulement 2,8% (9/317) d’Europe. Dans cette base de données, les gènes de RMTase les plus 

fréquents étaient rmtB (45%), suivie de rmtF (24%), rmtD (14%) et armA (14%). Dans notre 

étude, l’occurrence dans la population de P. aeruginosa résistant à haut niveau à l’ensemble 

des AG était de 23% (27/119). Ce résultat suggère que ce trait phénotypique est peu prédictif 
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de la présence de RMTase dans la souche, contrairement à ce qui était observé dans l’étude sur 

les E. coli producteurs de RMTase (voir chapitre I) ou dans l’étude sur les K. pneumoniae 

carbapénémase (voir chapitre II). En Chine, une étude retrouvait parmi 198 P. aeruginosa 

résistants à haut niveau à l’amikacine isolés en 2007, 97,5% d’isolats producteurs de RMTase, 

uniquement ArmA (67,5%) ou RmtB (30,3%) (182). De plus, seuls six gènes de RMTases 

étaient recherchés par PCR. En comparaison, deux études ont été faites en Europe, une au 

Royaume-Uni et l’autre en Grèce. Dans l’étude de Taylor et al., l’occurrence de RMTase était 

de 8,6% (19/221) parmi les P. aeruginosa résistants à haut niveau aux AG, alors qu’elle était 

de 0% (0/33) dans l’étude de Nafplioti réalisée sur isolats provenant de cinq hôpitaux à Athènes 

(181, 362). Dans cette dernière étude, les primers utilisés ont été designés avant la description 

de certains variant, notamment rmtB4, rmtD3 et rmtF2 (392). Ces études associées à nos 

résultats suggèrent que : (i) la résistance à haut niveau aux AG chez P. aeruginosa est 

principalement médiée par des mécanismes qui n’implique pas de RMTase, (ii) une diffusion 

restreinte des RMTases chez P. aeruginosa, et (iii) une hétérogénité de diffusion en fonction 

des zones géographiques. 

Environ 80 % de nos isolats répondaient aux critères XDR (et DTR), ce qui renforce le lien 

entre la présence de RMTase et le caractère extrêmement résistant de l’isolat. A titre de 

comparaison la prévalence de P. aeruginosa DTR dans les infections à P. aeruginosa a été 

établie à 2,3% dans les hôpitaux américains et à 13,2% dans les unités de soins intensifs 

européennes, dans des études récentes (390, 393).  

Dans notre étude, une carbapénémase (uniquement NDM-1) était retrouvée dans 15% (4/27) 

des isolats, suggérant, comme chez les Entérobactéries, une association entre RMTase et 

carbapénémase, particulièrement les carbapénémases de type NDM. Plusieurs études rapportent 

un taux important de RMTase chez les P. aeruginosa producteurs de carbapénémase. Dans 

l’étude de Taylor et al., les auteurs retrouvaient que 89,5% (17/19) des P. aeruginosa 

producteurs de RMTase coproduisaient une carbapénémase majoritairement VIM-2 (42%) 

suivi de NDM-1 (32%). Ce chiffre élevé peut également être le reflet d’un biais de sélection 

des souches car leur collection était issue principalement d’isolats résistants aux carbapénémes 

(181). Dans l’étude de Rahman et al., sur 38 P. aeruginosa producteurs de NDM-1 isolés en 

Inde en 2014, 45% (17/38) produisaient une RMTase (221). A l’inverse, dans l’étude de 

Takahashi et al. réalisée au Népal, aucun isolat (0/12) ne produisait de carbapénémase (373). 

On peut également souligner une particularité au Brésil, où la carbapénémase SPM-1, 

appartenant à la classe B de Ambler, était associée fréquemment à rmtD1 ou rmtD3, et retrouvée 
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majoritairement dans un clone de P. aeruginosa appartenant au ST277 qui a diffusé largement 

dans ce pays (155, 224, 284–286). Nos résultats ainsi que ceux des études citées suggèrent un 

lien épidémiologique entre RMTase et carbapénémase, néanmoins des études épidémiologiques 

à large échelle géographique semblent nécessaires pour confirmer cette association. 

Une diversité de clone a été observée dans notre étude, retrouvant six ST différents (ST235, 

ST308, ST316, ST357, ST709, ST773) parmi les 27 P. aeruginosa producteurs de RMTase. 

Nous avons également identifié 43 génomes de P. aeruginosa producteurs de RMTase décrits 

dans la littérature, nous permettant d’identifier globalement 15 ST différents incluant un ST 

uniquement retrouvé dans notre étude (ST709). Certains gènes de 16S-RMTase étaient 

répandus dans plusieurs ST comme rmtB4 et rmtF2 (sept ST différents), rmtD3 (cinq ST), armA 

(deux ST), alors que les autres gènes de RMTase n'ont été signalés que dans un seul ST chacun. 

Les isolats des ST316, ST357 et ST664 présentaient une diversité de gènes 16S-RMTase (au 

moins trois gènes différents), ce qui suggère que ces clones pourraient capter plus facilement 

ces gènes et par conséquent diffuser plus largement la résistance aux AG.  

Certains de ces ST appartenaient à des clones à « haut risque ». Cette dénomination a été utilisée 

par Woodford et al. pour des clones de P. aeruginosa MDR/XDR ayant disséminés globalement 

dans plusieurs hôpitaux à travers le monde (394). Récemment, Oliver et al. ont décrit les 

différents ST de P. aeruginosa appartenant à ces clones à « haut risques » (395). Parmi les 15 

ST identifiés, sept appartenaient à un clone à « haut risque » (ST233, ST235, ST244, ST277, 

ST308, ST357 and ST654) représentant 57% des isolats (40/70) dont 52,5% (21/40) étaient 

décrits dans cette étude (18 ST235, 2 ST357 et 1 ST308). Parmi ceux-ci, 47,5% (19/40) 

produisaient une carbapénémase, 50% (20/40) d’autres isolats produisaient la BLSE GES-9 

(incluant les 18 ST235), enfin une souche seulement ne présentait pas de β-lactamase acquise. 

Les carbapénémases identifiées étaient toutes des métallo-bétalactamases et montraient une 

grande diversité (NDM, VIM, IMP et SPM). En comparaison, parmi les 30 isolats n’appartenant 

pas aux clones à « haut risque », 30% (9/30) produisaient une carbapénémase majoritairement 

dans les ST773 et ST316 (respectivement 5 et 3 isolats).  

Nos résultats confirment le lien observé entre RMTase et carbapénémase, tous les variants de 

RMTase étaient majoritairement retrouvés chez des producteurs de carbapénémase exceptés les 

isolats producteurs de RmtF2 (3%, 1/36, 7 ST différents) et de RmtG (0%, 0/1). Les 

Enterobacterales productrices de RmtF1 (très majoritairement des K. pneumoniae) étaient, à 

l’inverse, très souvent coproductrices de carbapénémase (de type NDM et/ou OXA-48-like 

essentiellement) (voir chapitre II). Néanmoins la plupart des P. aeruginosa producteurs de 
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RmtF2 étaient également résistant aux carbapénèmes par d’autres mécanismes, n’excluant pas 

une co-sélection des producteurs de RmtF2 par les carbapénèmes comme suggéré avec les K. 

pneumoniae et RmtF1. 

Globalement, les résultats de phylogénie retrouvent une diffusion de type épidémique non 

clonale. Cela signifie que la structure de cette population de P. aeruginosa est composée d'un 

nombre limité de clones répandus mondialement et appartenant fréquemment à des clones à 

haut risque. 

L’analyse des 121487 SNP basée sur le core génome a permis de mettre en évidence deux 

clusters pouvant correspondre à des cas de transmissions de souches. Ces clusters 

correspondent : (i) aux trois isolats appartenant au ST272 possédant seulement 8 à 14 SNP 

d’écart et isolés la même année dans le même hôpital ; (ii) et au 18 isolats appartenant au ST235 

possédant seulement entre 2 et 37 SNP et isolés dans le même hôpital sur la période 2014-2019, 

avec notament 14 patients ayant séjournés dans le même service d’hématologie. Des études 

complémentaires sont nécessaires pour déterminer l’origine de transmission et les liens entre 

les patients. 

Le gène armA hébergé dans le génome de l’isolat MLPA33 a été identifié sur un contig long de 

8 656 pb qui était partiellement similaire (74% de couverture, 100% d’identité) avec le 

transposon Tn1548 précédement décrit comme principal support de armA chez les 

Enterobacterales (voir chapitre I). Ce transposon de 19 kb flanqué par IS26 et IS15 (variant de 

IS26) était retrouvé intact dans le plasmide pKB-PA_F19-4 (Genbank : CP086014) de 412 kb 

appartenant au groupe IncP2 chez P. aeruginosa appartenant au ST244 isolé d’un patient brûlé 

en Chine (184). Une structure proche de ce transposon a également été identifiée dans un 

plasmide pBM413 (Genbank : CP016215) chez P. aeruginosa isolé en Chine (183). Dans notre 

isolat, le reste de la séquence (1-2192 pb) correspondait à une séquence chromosomique de P. 

aeruginosa similaire (100% de couverture, 100% d’identité) à l’isolat AZPAE15042 

(Genbank : CP041354) suggérant une localisation chromosomique du gène armA. Ces deux 

observations retrouvent le gène armA localisé sur des plasmides suggérant différentes voies 

d’acquisition de armA chez P. aeruginosa via le transposon Tn1548, confirmant son rôle 

primordial dans la dissémination du gène armA. 

L’environement génétique autour de rmtB4 était identique chez les cinq isolats retrouvés dans 

notre étude. Cet environement était identique à l’environement précédement décrit dans un P. 

aeruginosa ST773 (Genbank : CP041945) isolé chez une patiente hospitalisé aux Etats-Unis et 
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revenant d’Inde (391). Cet environement était constitué d’une succession de ISCR14/24 (4 

copies), notamment deux copies direct flanquant le gène rmtB4 pour tous les isolats. Ce type 

de structure suggère que des mécanismes de transpositions médiés par ISCR14/24 et/ou de 

recombinaisons sont à l’origine de l’acquisition de rmtB4 chez P. aeruginosa. Cependant, 

l’acquisition de rmtB4 depuis un progéniteur ne semble pas liée à cette ISCR car les % de GC 

sont éloignés (56% pour rmtB4 vs 69% pour ISCR14/24) (396). Le gène blaNDM-1 était situé à 

proximité immédiate du gène rmtB4 encadré par deux copies de ISCR14/24 dans les trois isolats 

appartenant au ST773 ainsi que dans l’isolat américain. Le séquençage en methode « long 

read » de quatres isolats producteurs de RmtB4 (MLPA15, MLPA88, MLPA114 et MLPA115) 

nous permet d’observer que des séquences très longues hébergant ce gène (345-1079 kb). Chez 

les trois isolats ST773 le gène rmtB4 était localisé sur une structure de 116 kb de type ICE 

insérée dans un gène codant un ARNtGly. Son fragment d'environ 50 kb ressemblait au squelette 

de ICEclc(B13) (GenBank : AJ617740), classifiant cette structure dans la famille ICEclc (397). 

Cette structure possédait deux régions variables : cargo1 (environ 25kb), entre les gènes de 

l'intégrase et de la relaxase P4, et cargo2 (environ 30kb) dans le gène de méthyltransferase de 

l’ADN. Cette structure était proche de ICE6660 précédement décrit dans un P. aeruginosa 

ST234 portant les gènes blaNDM-1 et rmtD3 (225). La différence se situait dans la région cargo2 

hébergeant l’ensemble des gènes de résistance, avec une composition en gène de résistance 

différente mais toujours encadrée par plusieurs copies directes de ISCR14/24. Cette dernière 

région contenait l’ensemble des gènes de résistance au antibiotiques. Par ailleurs, aucune 

structure de type ICE n’a pu être identifiée dans l’isolat MLPA15 alors que nous avions 

séquencé la bactérie en méthode « long read ».  

De manière intéressante, l’environement génétique de rmtD3 dans le génome de la souche CL35 

était très proche de celui retrouvé dans le génome de la souche 1334/14 de P. aeruginosa isolée 

en Pologne, hormis l’absence du gène blaPME-1 (225). De la même manière que dans la souche 

1334/14, le gène rmtD3 dans CL35 était localisé dans une ICE très proche de ICE6660 (75% 

de couverture, 95% d’identité) excepté au niveau de la région variable cargo1 (225). 

Les environements génétiques entourant rmtF2 étaient différents en fonction du fond 

génétiques du P. aeruginosa (ST235 vs ST357). Dans l’isolat MLPA31 appartenant au ST357, 

l’environement génétique entourant rmtF2 était proche de celui retrouvé dans un P. aeruginosa 

ST654 isolé au Royaume Uni (Genbank : MN991291) (205). Ce gène était retrouvé sur un 

contig de 1,6 Mb suggérant une origine chromosomique. De manière intéressante, ces deux 

structures présentait une similarité avec le transposon Tn6229 hébergeant rmtF1 précédement 
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décrit chez K. pneumoniae (241). La différence majeure était que la structure présente chez 

MLPA31 ne possédait ni la transposase ni la résolvase décrite chez Tn6229 mais elle était 

encadrée par deux copies indirect de IS6100 potentiellement capable de mobiliser cette 

structure par un mécanisme de cointégration (398). A noter pour LIMPA14, le gène rmtF2 était 

situé à la fin du contig de 43 kb, seul la région en aval du gène était présente, similaire à celle 

décrite chez MLPA31. Le reste de la séquence codait des gènes impliquaient les composants 

du système de sécrétion de type IV utilisé par les plasmides et les ICE pour conjuguer. Cette 

séquence ne permettait pas de déterminer si le gène était porté par le chromosome ou le 

plasmide. 

Pour les isolats appartenant au ST235, les séquences obtenues en « short read » montraient que 

les contigs portant rmtF2 partageaient 99-100% d'identité entre eux. Pour les 15 isolats ayant 

été séquencés uniquement en méthode « short read », l'emplacement du gène rmtF2 n'a pas pu 

être déterminé en raison de l'absence de gènes spécifiques du plasmide ou du chromosome sur 

les contigs respectifs. Pour les trois isolats séquencés également en technique « long read », 

nous avons obtenus des contigs de 0,9 à 1,8 Mb suggérant une origine chromosomique. La 

séquence intl1 - blaGES-9 - aac(6’)-I - rmtF2 - ISCR21 présente chez les trois isolats était 

identique à la séquence de P. aeruginosa ST654 (Genbank : MN991291) décrite ci-dessus, 

excepté l’insertion d’une transposase en aval de ISCR21 tronquant l’extrémité 3’ de cet élement 

(181). Les régions contenant le gène rmtF2 dans ces trois isolats correspondaient à une structure 

correspondant à un ICE insérée à proximité des gènes codant des ARNt (Gly et Lys) dans le 

chromosome. Les régions variaient entre 80 et 120 kb et ressemblaient également au squelette 

ICEclc(B13) (397). Notamment, les ICE putatifs de MLPA29 et MLPA65 étaient similaires à 

ICEPae3483 (Genbank : MF168944) excepté au niveau de la région variable contenant les 

gènes de résistances. Pour MLPA32, la structrue de l’ICE semble plus complexe avec une 

duplication dans des sens opposés des gènes codant l’appareil de conjugaison de l’ICE. D’autres 

études sont nécessaires pour déterminer la cause et la fonction de cette structure. 

Cette étude à permis de décrire l’épidemiologie moléculaire des P. aeruginosa producteurs de 

RMTase isolés dans deux hôpitaux universitaires parisiens. Les RMTases ne semblent pas être 

le mécanisme le plus fréquemment associé à la résistance à haut niveau aux AG. Les isolats 

producteurs de RMTase montraient une diversité caractérisée comme étant de type épidémique 

non clonale associés à des clones à « haut risque » retrouvés dans plusieurs pays. Les RMTases 

identifiées chez P. aeruginosa semblent être particulièrement liées à cette espèce (à part la 

RMTase ArmA). L’étude des environements génétiques a permis de mettre en évidence leurs 
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diversités et leurs localisations chromosomiques chez certains isolats. Cette localisation 

chromosomique semble être associée à des structures de type ICE, précédement décrites comme 

supports des gènes codant des carbapénémases chez P. aeruginosa (397). A notre connaissance, 

cette étude est la première décrivant une structure de type ICE comme support de mobilisation 

des gènes rmtB4 et rmtF2 chez P. aeruginosa. Ces différentes observations suggèrent que les 

ICEclc semblent responsables de la diffusion de ces gènes par transfert horizontal via l’ICE 

et/ou par l’expansion de certains clones à succès. 
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2.4 CHAPITRE IV : Epidémiologie des Enterobacterales et A. baumannii producteurs de 

RMTase à Paris. 

2.4.1 Introduction 

Dans le chapitre I, les données issues de la première collection de E. coli producteurs de 

RMTase ne permettaient pas d’estimer un taux de prévalence. De plus, ces isolats dataient de, 

la période 2008-2014 au cours de laquelle la prévalence de bactéries MDR était plus faible 

qu’actuellement, notamment le taux de bactéries productrices de carbapénémase. C'est 

pourquoi une nouvelle étude a été menée afin d'identifier la prévalence actuelle des bactéries 

productrices de RMTase dans les collections disponibles au sein du laboratoire de bactériologie 

du groupe hospitalier Saint-Louis – Lariboisière – Fernand Widal. 

Des études antérieures ont identifié la prévalence des RMTases comme étant plus faible en 

Europe qu'en Asie (128), les taux de gènes de RMTase dans les isolats non dupliqués de 

Enterobacterales étant respectivement de 0,12 % (19/15386), 0,15 % (6/4080) et 3,9 % (38/985) 

en Belgique, en Grèce et en Chine (178, 255, 399). D'autres études se sont concentrées sur les 

bactéries portant des gènes de résistance spécifiques : les taux de gènes de RMTase chez les 

Enterobacterales produisant des BLSE étaient de 1,3 % (5/373) en France, alors qu’il était de 

18 % (12/67) en Algérie (256, 277). Des taux élevés ont également été trouvés dans les isolats 

de K. pneumoniae producteurs de carbapénémase, notamment 7,7% (23/300) en Grèce, 35,1 % 

(26/74) en Chine, 50% (19/38) au Myanmar, et 70,4 % (19/27) au Vietnam (273, 347, 400, 

401). Peu d’études ont évalué la prévalence de RMTase chez A. baumannii, la plupart étant des 

études sur les A. baumannii résistants aux carbapénèmes (Carbapenems-resistant A. baumannii, 

CRAB). Une étude au Vietnam sur 93 A. baumannii isolés en réanimation retrouvait que 83% 

(77/93) des isolats possédaient le gène armA et 79% (58/93) produisaient une carbapénémase, 

majoritairement (56/58) OXA-23 (175). Aux Etats-Unis, un taux de prévalence de 47% (23/49) 

de A. baumannii producteur de ArmA a été retrouvé dont 78% (18/23) co-produisaient une 

OXA-23 (402). 

De plus, des études ont identifié des taux élevés de gènes codant une RMTase chez les bactéries 

résistantes à l'amikacine, avec des taux de 97,5 % (193/198) chez les bactéries à Gram négatif 

en Chine, 85,7 % (30/35) chez E. coli et K. pneumoniae à Taiwan et 93,7 % (325/347) chez A. 

baumannii (résistant aussi à la gentamicine) en Grèce (182, 403, 404). Lee et al. ont souligné 

l'utilité du dépistage des bactéries à Gram négatif produisant des RMTases par la résistance 

élevée à l'amikacine (CMI ≥1024 mg/L), ce qui a été soutenu par Doi et Arakawa qui ont 
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suggéré d'utiliser comme seuils des CMI ≥ 256 mg/L à la gentamicine, à l'amikacine et à 

l’arbekacine (si disponible) pour détecter les RMTases (172, 405). Par conséquent, une 

résistance élevée à l'amikacine et à la gentamicine devrait indiquer la production de RMTases, 

à l'exception de combinaison d’AME qui peuvent provoquer une résistance à l'amikacine, 

comme l’association AAC(6')-Ib et AAC(3)-II ou la présence d’une acétyltransférase à large 

spectre (70, 108). 

Cette étude a donc été menée en utilisant comme critère de sélection une résistance élevée à 

l'amikacine, la tobramycine et à la gentamicine (CMI ≥ 256 mg/L) pour dépister les 

Enterobacterales et A. baumannii producteurs de RMTase au laboratoires du groupe hospitalier 

Saint-Louis – Lariboisière – Fernand Widal. 

Le but de cette étude était : (i) d’identifier et de caractériser sur le plan génotypique les 

entérobactéries et A. baumannii producteurs de RMTase isolés dans notre structure et, (ii) de 

calculer la prévalence de cette résistance sur cette période. 

2.4.2 Sélection des souches cliniques, séquençage et analyse bio-informatique 

Nous avons sélectionné : les Enterobacterales isolées entre 2015 et 2021 et les A. baumannii 

isolés entre 2011 et 2021 dans les hôpitaux Saint-Louis – Lariboisière – Fernand Widal après 

extraction par le logiciel de laboratoire GLIMS (MIPS). Les critères d’inclusion étaient des 

isolats responsables de colonisation ou d’infection classés résistants aux AG (gentamicine, 

amikacine tobramycine (si testée) et nétilmicine (si testée)) selon les recommandations du CA-

SFM, testés par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé ou en Vitek2 (bioMérieux, 

Marcy-l’Etoile, France). Les souches redondantes ont été exclues. Lorsque plusieurs souches 

étaient retrouvées dans plusieurs prélèvements pour le même patient, il a été sélectionné la 

souche la plus récente (pour les Enterobacterales) ou la souche issue du prélèvement le plus 

profond (pour les A. baumannii). Une première sélection des souches résistantes aux AG a été 

réalisée sur des géloses Mueller-Hinton supplémentées avec de l’amikacine (Mylan) et de la 

gentamicine (Pan-pharma) à des concentrations finales de 30 mg/L. Pour les isolats poussant 

sur le milieu sélectif, la mesure des CMI à l’amikacine, la gentamicine et la tobramycine par 

bandelettes Etest (bioMérieux) a été effectuée. 

L’extraction de l’ADN bactérien des souches résistantes à haut niveau aux AG a été effectuée 

avec le Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, WI, USA) ou avec le DSP DNA 

Mini Kit (QIAGEN, Crawley, UK) sur l’automate QIAsymphony (QIAGEN) suivant les 

recommandations des fournisseurs. Le Nextera DNA Sample Preparation Kit (Illumina, San 



157 

 

Diego, USA) a été utilisé pour préparer les librairies pour le séquençage. Les échantillons ont 

été multiplexés et séquençés avec les séquenceurs NexSeq ou MiSeq (Illumina), en 300 cycles 

(150 paired-end-reads).  

L’analyse des séquences a été réalisée comme précédemment (voir Chapitres I, II et III). 

Brièvement, tous les reads de NGS ont été assemblés de novo avec SPAdes v3.13 (406). Le 

contenu en gènes de résistance a été analysé à partir des assemblages à l’aide des bases de 

données CARD et ResFinder (23, 407). Un typage par Multilocus sequence typing (MLST) de 

ces souches a été effectué, comme décrit par les protocoles des bases de données PubMLST. 

2.4.3 Résultats 

Au total, 43 007 isolats de Enterobacterales et 1 192 de A. baumannii non redondants résistants 

ont été sélectionnés dont, respectivement, 205 (0,5%) et 151 (12,7%) isolats étaient résistants à 

l’ensemble des AG testés (amikacine, tobramycine et gentamicine). Les figures 14 et 15 

représentent les diagrammes de sélection des souches. Parmi ces isolats de Enterobacterales et 

A. baumannii, respectivement, 159 et 101 ont pu être analysés, les autres isolats étant absent 

des souchotèques. Parmi les 159 isolats de Enterobacterales, 64 étaient de haut niveau de 

résistance aux AG et 53 produisaient une RMTase. Pour les 100 A. baumannii, 61 présentaient 

un haut niveau de résistance aux AG dont 53 produisaient une RMTase. Parmi les isolats 

présentant un haut niveau de résistance aux AG, 83% (53/64) et 87% (53/61) des 

Enterobacterales et des A. baumannii, respectivement, étaient des producteurs de RMTases. 

 

Sur la période 2015-2021, la prévalence de Enterobacterales producteurs de RMTase était de 

0,12% (53/43007) (0,23% (99/43007) si l’on considère toutes les souches non-disponibles 

comme productrices de RMTase). Sur la période 2011-2021, la prévalence de A. baumannii 

producteurs de RMTase était de 4,4% (53/1192) (8,6% (103/1192) si l’on considère toutes les 

souches non-disponibles comme productrices de RMTase).  
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43007 isolats d’entérobactéries uniques avec 

antibiogramme

42802 isolats non pan-AG 

résistant

205 isolats d’entérobactéries résistants aux AG

159 isolats d’entérobactéries résistants aux AG 

disponibles

46 isolats exclus car absence 

de souche

90 isolats poussant sur milieux contenant AG

69 isolats ne poussant pas sur 

milieux contenant AG

64 isolats résistants à haut niveau aux AG

26 isolats ayant des CMI < 256 

mg/L à au moins un AG

11 non-producteurs de RMTaseNGS

53 isolats producteurs de RMTase

 

Figure 14. Diagramme de la sélection des Enterobacterales producteurs de RMTase. AG : 

aminoglycosides, CMI : Concentration minimale inhibitrice, NGS : Séquençage nouvelle génération, 

RMTase : methyltransférase de l’ARNr 16S. 
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Figure 15. Diagramme de la sélection des A. baumannii producteurs de RMTase. AG : aminoglycosides, 

CMI : Concentration minimale inhibitrice, NGS : Séquençage nouvelle génération, RMTase : 

methyltransférase de l’ARNr 16S. 

1192 isolats de A. baumannii uniques avec 

antibiogramme

1042 isolats non pan-AG 

résistant

150 isolats de A. baumannii résistants aux AG

100 isolats de A. baumannii résistants aux AG 

disponibles

50 isolats exclus car absence 

de souche

80 isolats poussant sur milieux contenant AG

20 isolats ne poussant pas sur 

milieux contenant AG

61 isolats résistants à haut niveau aux AG

19 isolats ayant des CMI < 256 

mg/L à au moins un AG

8 non-producteurs de RMTaseNGS

53 isolats producteurs de RMTase
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Figure 16. Nombre total de gènes de RMTase trouvés dans les isolats de Enterobacterales (n=53) du 

laboratoire de Bactériologie du groupe hospitalier Saint-Louis – Lariboisière – Fernand Widal du 1er 

janvier 2015 au 31 Décembre 2021. 

 

Les espèces de Enterobacterales productrices de RMTase étaient : E. coli (38%, 20/53), K. 

pneumoniae (36%, 19/53), C. freundii (11%, 6/53), P. mirabilis (6%, 3/53), E. cloacae (4%, 

2/53), K. aerogenes (2%, 1/53) K. variicola (2%, 1/53) et P. stuartii (2%, 1/53). Les sites 

d’isolement des Enterobacterales étaient : des écouvillons rectaux (66%, 35/53), des 

prélèvements d’urine (2%, 13/53), des hémocultures ou dispositifs intravasculaires (8%, 4/53) 

et des prélèvements digestifs (2%, 1/53). Les sites d’isolement des A. baumannii étaient : des 

prélèvements cutanés (32%, 17/53), des hémocultures ou dispositifs intravasculaires (28%, 

15/53), des écouvillons rectaux (21%, 11/53), des prélèvements d’urine (9%, 5/53), et des 

prélèvements respiratoires (9%, 5/53). 

Le gène 16S RMTase le plus fréquemment détecté chez les Entérobacterales était armA (40%, 

21/53), suivi de rmtB (34%, 18/53), rmtC (17%, 9/53), rmtF (6%, 3/53) et rmtB + rmtF (2%, 

1/53) et rmtC + rmtF (2%, 1/53) (Figure 16). Aucun gène codant rmtA, rmtD, rmtE, rmtG, 

rmtH, npmA ou npmB n'a été identifié. Les gènes armA et rmtB étaient plus courants chez, 

respectivement, K. pneumoniae (43%, 9/21) et E. coli (83%, 15/18). Concernant les A. 

baumannii, seul le gène armA (100%, 53/53) a été détecté. 

Au total, 78% (83/106) des isolats producteurs de RMTase possédaient un ou plusieurs gènes 

de carbapénémase (Tableau 7).  

Les carbapénémases était fréquemment identifiées chez les Enterobacterales producteurs de 

RMTase (64%, 34/53) et chez les Enterobacterales co-producteurs de RMTase et 
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carbapénémase, les carbapénémases de types NDM étaient les plus fréquentes (88%, 30/34) 

(Tableau 7). Le variant blaNDM-1 était couramment associé à rmtC (100 %, 10/10) alors que le 

variant blaNDM-5 était associé à rmtB (56%, 10/18). Le variant blaNDM-5 était particulièrement 

associé à E. coli (75%%, 8/12), suivi de K. pneumoniae (25%, 4/12) (Tableau 8). Les gènes 

blaOXA-48 ont été retrouvé uniquement chez des K. pneumoniae. A noter que blaVIM a été 

identifié dans un isolat de C. freundii. La combinaison blaNDM + blaOXA-48-like a été trouvée 

principalement chez K. pneumoniae (87,5%, 7/8) et n’était pas associée à une RMTase en 

particulier. Tous les A. baumannii producteurs de RMTase possédaient une carbapénémase. Le 

gène de carbapénémase blaOXA-23 était le plus fréquent (89%, 47/53) suivie de blaOXA-72 (11%, 

6/53) codant une carbapénémase appartenant au groupe OXA-24/40 (408).  

La RMTase la plus fréquemment associé à l’absence de carbapénémase était armA (74%, 

17/23), suivie de rmtB (26%, 6/23). Les espèces les plus fréquemment productrices de RMTase 

sans carbapénémase étaient E. coli (39%, 9/23) suivi de A. baumannii et K. pneumoniae (17%, 

4/23 chacun). A noter que ces isolats de A. baumannii et de K. pneumoniae étaient tous 

producteurs de la RMTase ArmA. 

Gène(s) codant une 

carbapénémase 

Gène(s) de RTMase 
Total 

armA rmtB rmtC rmtF rmtB + rmtF rmtC + rmtF 

Aucun 17 6 0 0 0 0 23 

blaNDM-1 2 2 7 1 0 0 12 

blaNDM-5 1 9 0 0 0 0 10 

blaOXA-48 2 0 0 1 0 0 3 

blaNDM-1 + blaOXA-48 1 0 3 1 0 0 5 

blaNDM-1 + blaOXA-232 0 0 0 0 0 1 1 

blaNDM-5 + blaOXA-181 0 1 0 0 1 0 2 

blaOXA-23 47 0 0 0 0 0 47 

blaOXA-72 2 0 0 0 0 0 2 

blaVIM-4 1 0 0 0 0 0 1 

Total 73 18 10 3 1 1 106 

Tableau 7. Gènes de carbapénémase retrouvés chez les isolats producteurs de RMTase (n=106) par 

NGS. 
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Gène(s) codant une 

carbapénémase 

Espèce bactérienne Total 

A. baumannii C. freundii E. cloacae E. coli K. aerogenes K. pneumoniae K. variicola P. mirabilis P. stuartii  

Aucun 0 2 1 8 1 4 1 2 0 19 

blaNDM-1 0 3 1 3 0 3 0 1 1 12 

blaNDM-5 0 0 0 8 0 2 0 0 0 10 

blaOXA-48 0 0 0 0 0 3 0 0 0 3 

blaNDM-1 + blaOXA-48 0 0 0 1 0 4 0 0 0 5 

blaNDM-1 + blaOXA-232 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 

blaNDM-5 + blaOXA-181 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 

blaOXA-23 47 0 0 0 0 0 0 0 0 47 

blaOXA-72 6 0 0 0 0 0 0 0 0 6 

blaVIM-4 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 

Total 53 6 2 20 1 19 1 3 1 106 

Tableau 8. Gènes de carbapénémase par bactérie productrice de RMTase (n=106) identifiés par NGS. 
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Des gènes codant des BLSE ont été retrouvés dans 70% (37/53) des Enterobacterales 

producteurs de RMTase : 60% (12/20) des E. coli et 89% (17/19) des K. pneumoniae (Tableau 

9). Le gène blaCTX-M-15 codant une BLSE était le plus fréquemment retrouvé dans 49% (26/53) 

des isolats. Les gènes blaCTX-M-15 étaient retrouvés principalement chez K. pneumoniae (74%, 

14/19). D’autres gènes codant des BLSE ont été identifiés comme blaSHV-12 (FC04, K. 

variicola), blaVEB-6 (FC23, P. mirabilis), et blaSFO-1 (PT32, E. cloacae). Aucune association 

entre un gène de BLSE et un gène de RMTase n’a été observé (Tableau 10). 
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Géne codant une BLSE 
Espèce bactérienne Total 

E. coli K. pneumoniae C. freundii P. mirabilis E. cloacae K. aerogenes K. variicola P. stuartii  

Aucun 8 2 2 2 0 1 0 1 16 

blaCTX-M-3 1 2 0 0 0 0 0 0 3 

blaCTX-M-14 1 1 0 0 0 0 0 0 2 

blaCTX-M-15 7 14 4 0 1 0 0 0 26 

blaCTX-M-55 2 0 0 0 0 0 0 0 2 

blaCTX-M-123 1 0 0 0 0 0 0 0 1 

blaCTX-M-3 + blaSFO-1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 

blaSHV-12 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

blaVEB-6 0 0 0 1 0 0 0 0 1 

Total 20 19 6 3 2 1 1 1 53 

Tableau 9. Gènes de BLSE retrouvés chez les isolats de Enterobacterales producteurs de RMTase (n=53) par NGS. 

Géne codant une BLSE 
Gène(s) de RMTase   

armA rmtB rmtC rmtF rmtB + rmtF rmtC + rmtF Total 

Aucun 4 7 5 0 0 0 16 

blaCTX-M-3 2 1 0 0 0 0 3 

blaCTX-M-14 1 1 0 0 0 0 2 

blaCTX-M-15 10 7 4 3 1 1 26 

blaCTX-M-55 0 2 0 0 0 0 2 

blaCTX-M-123 1 0 0 0 0 0 1 

blaSFO-1 + blaCTX-M-3 1 0 0 0 0 0 1 

blaSHV-12 1 0 0 0 0 0 1 

blaVEB-6 1 0 0 0 0 0 1 

Total 21 18 9 3 1 1 53 

Tableau 10. Gènes de BLSE en fonction des gènes de RMTase (n=53) retrouvés par NGS. 
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Les données de typage MLST étaient disponibles pour les isolats producteurs de RMTases soit 

A. baumannii (n=53), E. coli (n=20), K. pneumoniae/variicola (n=20), C. freundii (n=6), E. 

cloacae (n=2) et K. aerogenes (n=1). P. mirabilis et P. stuartii n’étaient pas typables par la 

méthode MLST car aucun schéma n’existe pour ces espèces.  

Trois ST différents ont été identifiés parmi les 53 isolats de A. baumannii. Le ST de A. 

baumannii le plus commun était le ST2 (83%, 44/53) suivi du ST78 (11%, 6/53) et du ST25 

(6%, 3/53). Tous les ST2 et ST25 produisaient la carbapénémase OXA-23 et tous les ST78 

produisaient une carbapénémase (OXA-72).  

Treize ST différents ont été identifés chez E. coli. Les ST les plus fréquemment retrouvés étaient 

le ST167 (25%, 5/20) suivi du ST405 (15%, 3/20). Tous les autres ST retrouvés étaient des 

singletons. Tous les ST167 coproduisaient la RMTase RmtB et une carbapénémase de type 

NDM et tous les ST405 produisaient également la RMTase RmtB mais un isolat seulement 

produisait une carbapénémase (NDM-5).  

Les ST de K. pneumoniae les plus communs étaient le ST147 (26%, 5/19) suivi du ST15 (21%, 

4/19) et des ST11 et ST231 (11%, 2/19 chacun). Tous les autres ST étaient des singletons. Les 

isolats de K. pneumoniae ST147 produisaient les RMTases RmtF (2/5), RmtB (1/5), RmtB + 

RmtF (1/5) et ArmA (1/5) et tous avaient une carbapénémase. Ceux appartenant au ST15 

produisaient les RMTases RmtC (2/4), RmtC + RmtF (1/4) et RmtB (1/4) et tous possédaient 

deux gènes codant des carbapénémase : blaNDM plus blaOXA-48-like. L’isolat de K. variicola 

appartenanait au ST3201.  

Parmi les six isolats de C. freundii, cinq ST différents ont été identifié incluant deux isolats de 

ST8 produisant tous les deux la RMTase ArmA.  

Chacun des deux isolats de E. cloacae producteurs de RMTase appartenaient à un ST différent 

(ST78 et ST51). Enfin le seul isolat de K. aerogenes appartenait à un ST inconnu. Les 

caractéristiques des isolats sont résumées dans les tableaux 13 et 14. 

Dix-neuf isolats avec un haut niveau de résistance aux AG mais ne possédant pas de RMTase 

ont été retrouvés incluant 11 Enterobacterales (sept E. coli, deux E. cloacae, une K. pneumoniae 

et un P. mirabilis) et huit A. baumannii. Ces isolats ont fait l'objet d'une analyse des AME pour 

déterminer le mécanisme de la résistance à l’amikacine, tobramycine et gentamicine à haut 

niveau. Les isolats de E. coli appartenaient à six ST différents (ST101, ST106, ST131, ST744, 

ST998, ST1170 et ST1193) et les A. baumannii appartenaient à quatres ST différents (ST1, 
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ST2, ST20 et ST623°. Les caractéristiques de ces isolats sont résumées dans les tableaux 11 et 

12. Chez les Enterobacterales, les gènes codant des AMEs responsables de la résistance à haut 

niveau aux AG identifiés étaient : aac(3)-II plus aac(6')-Ib-cr (36%, 4/10), aac(3)-II + aac(6')-

I (36%, 4/11), aac(3)-II plus aph(3’)-VI (18%, 2/11) et aac(6')-Ib plus aac(6')-II (9%, 1/11). 

Pour les isolats de A. baumannii, les gènes codant des AMEs responsables de la résistance à 

haut niveau aux AG identifiées étaient : aac(3)-I plus aac(6')-I (50%, 4/8), aph(3')-VI plus 

ant(2'')-I (37%, 3/8), aph(3')-VI plus ant(2'')-I plus aac(3)-I (13%, 1/8). Tous les isolats 

possédaient des gènes conférant une résistance aux trois AG. Aucun gène de RMTase 16S 

précédemment décrit n'a été identifié dans ces isolats. 
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Isolat Bactérie Année ST Gènes codant des AME Gène(s) codant des β-lactamases 

FC33 C. koseri 2021 129 aac(3)-II, aph(6)-I, aph(3')-VI blaNDM-1, blaTEM-1b, blaCMY-4 

PT15 E. cloacae 2016 133 aac(6')-Ib, aac(6')-II blaSHV-12, blaTEM-1b 

FC10 E. cloacae 2019 106 aac(6')-II,aph(6)-I,aph(3')-I, aac(6')-I blaOXA-1 

PT01 E. coli 2015 998 aac(6')-Ib, aac(6')-II blaCTX-M-15, blaTEM-52 

PT22 E. coli 2016 1170 aac(3)-II, aadA1, aph(6)-Id, aac(6')-Ib-cr blaOXA-1, blaTEM-1b 

PT28 E. coli 2016 131 aac(3)-II, aph(3'')-Ib, aadA5, aac(6')-Ib-cr blaOXA-1, blaTEM-1b 

PT30 E. coli 2016 131 aac(3)-II, aac(6')-Ib-cr blaOXA-1 

PT39 E. coli 2017 744 aac(3)-II, aac(6')-Ib, aadA1 blaTEM-1b 

FC19 E. coli 2021 1193 aac(3)-II,aph(6)-Id, aac(6')-Ib-cr blaOXA-1 

FC20 K. pneumoniae 2021 101 aadA1, aac(6')-Ib, aac(3)-II blaOXA-48, blaOXA-9, blaOXA-1 

FC09 P. mirabilis 2019 NA aac(3)-II, aph(6)-Id, aph(3')-Ia, aph(3')-VI, aadA1 ,aadA5 blaTEM-2 

Tableau 11. Caractéristiques des isolats de Enterobacterales résistants à haut niveau aux AG sans production de RMTase. Les gènes responsables de la résistance 

à haut niveau à l’amikacine, la gentamicine et la tobramycine sont en gras. ST : Sequence type ; AME : Enzyme modificatrice d’AG ; NA : Non applicable. 

 

Isolat Bactérie Année ST  Gènes codant des AME Gène(s) codant des β-lactamases 

LMAB107 A. baumannii 2013 1  aph(3')-VI ,ant(2'')-I, aac(3)-I, aph(3')-I blaOXA-23 

MLAB110 A. baumannii 2012 20  aph(3')-VI, ant(2'')-I blaOXA-23 

MLAB109 A. baumannii 2013 1  aph(3')-VI, ant(2'')-I - 

LIMAB62 A. baumannii 2015 623  aph(3')-VI, ant(2'')-I, aph(6')-I blaOXA-23 

MLAB32 A. baumannii 2014 2  aph(6)-I, aac(3)-I, aac(6')-I blaOXA-23, blaOXA-72 

MLAB27 A. baumannii 2014 2  aph(6)-I, aac(3)-I, aac(6')-I blaOXA-72 

MLAB104 A. baumannii 2011 2  aph(6)-I, ant(3'')-I, aph(3')-I, aac(3)-I, aac(6')-I - 

MLAB25 A. baumannii 2014 2  aph(6)-Id, aac(3)-I, aac(6')-I blaOXA-72 

Tableau 12. Caractéristiques des A. baumannii résistants à haut niveau aux AG sans production de RMTase. Les gènes responsables de la résistance à haut 

niveau à l’amikacine, la gentamicine et la tobramycine sont mis en gras. ST : Sequence type ; AME : Enzyme modificatrice d’AG ; BL : β-lactamase. 
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Isolat Bactérie Année 

Type 

de 

prél. 

ST RMTase 
Carbapé

n--émase 
BLSE 

Autre(s) 

BL 
AME PMQR QRDR Autre(s) 

FC01 E. coli 2020 ER 405 rmtB - - 
blaDHA-1, 

blaTEM-1 
- 

qnrB4, 

qepA1 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, dfrA14, tet(B) 

FC02 E. coli 2019 ER 167 rmtB blaNDM blaCTX-M-3 blaTEM-1b 
aadA,  

aac(6’)-Ib-cr 
- 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, dfrA12, tet(A) 

FC03 E. cloacae 2020 Urine 78 rmtC blaNDM-1 blaCTX-M-15 blaTEM-1b 
aph(6)-I,  

aac(3)-II, aadA 
qnrB1 - 

sul1, sul2, dfrA14, tet(A), 

catA 

FC04 E. coli 2020 ER 3201 armA - blaSHV-12 - aadA, aph(6)-I qnrS1 - 
sul1, sul2, dfrA12, dfrA14, 

tet(A), arr-3, floR 

FC05 E. coli 2020 ER 405 rmtB - - 
blaDHA-1, 
blaTEM-1 

- qnrB4 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, dfrA14, tet(B) 

FC06 E. coli 2020 ER 155 rmtC 
blaNDM-1 + 

blaOXA-48 
- blaCMY-6 aac(6’)-I - - sul1 

FC07 C. freundii 2020 ER 362 rmtC blaNDM-1 - blaCMY-6 aac(6’)-I - - sul1 

FC08 
K. 

pneumoniae 
2020 ER 15 rmtC 

blaNDM-1 + 

blaOXA-48 
blaCTX-M-15 blaCMY-6 aac(6')-I - - 

sul1, dfrA14, dfrA30, 

tet(B) 

FC11 E. coli 2019 Urine 410 rmtB - blaCTX-M-55 - 

aph(6)-I, aac(3)-

II, aph(3')-I, 

aadA 

qnrB4, 

qepA1 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul2, sul3, dfrA14, tet(A) 

FC13 
K. 

pneumoniae 
2021 HC 147 armA blaNDM-1 blaCTX-M-15 

blaOXA-1, 

blaOXA-9, 

blaTEM-1a 

aph(3')-VI, 

aac(6')-I, 

aph(3')-I, aadA 

qnrS1 - sul1, sul2, dfrA5, arr-3 

FC14 
K. 

pneumoniae 
2021 Urine 11 armA blaNDM-5 - 

blaDHA-1, 

blaOXA-1, 

blaTEM-1 

aac(6')-I, 

aph(3')-I 
qnrB4 

S83L, 

S80I 
sul1, dfrA12, catB, arr-3 

FC15 C. freundii 2020 ER 8 armA - blaCTX-M-15 blaTEM-1a 

aac(6')-I, 

aph(3'')-I, 

aph(6)-I, aadA 

- - 
sul1, sul2, dfrA12, dfrB1, 

tet(D) 

FC16 E. coli 2020 Urine 101 rmtB - blaCTX-M-14 blaOXA-2 

aadA, aac(3)-II, 

aph(6)-I, 

aph(3'')-I 

- 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul2, dfrA12, dfrA29, 

tet(A), tet(G), floR, catA 
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FC17 C. freundii 2020 Urine 8 armA blaVIM-4 blaCTX-M-15 

blaOXA-1, 

blaOXA-35, 

blaTEM-1b 

aac(3)-II, 

aac(6')-I, aadA 
- - sul1, dfr12 

FC18 
K. 

pneumoniae 
2020 ER 147 

rmtB + 

rmtF 

blaNDM-5 + 

blaOXA-181 
blaCTX-M-15 blaTEM-1b 

aph(6)-I, 

aac(6')-I, aadA 
qnrB1 - 

sul1, dfrA12, arr-2, catB, 

catA 

FC21 K. aerogenes 2021 ER New rmtB - - 
blaDHA-1, 

blaTEM-1 
- 

qnrB4, 

qepA1 
- sul1, dfrA14 

FC22 E. coli 2021 ER 349 rmtB blaNDM-5 - blaTEM-1b aadA - - sul1, dfrA12 

FC23 P. mirabilis 2017 ER NA armA blaNDM-1 blaVEB-6 
blaOXA-1, 

blaOXA-10 

aac(6')-Ib, 

aac(3)-II, 

ant(2'')-I, 

aph(6)-Id, aadA 

qnrA1, 

qnrVC

1 

- 

sul2, drfA1, dfrA17, 

dfrA32, tet©, arr-3, floR, 

catB 

FC25 
K. 

pneumoniae 
2017 ER 15 

rmtC, 

rmtF 

BlaNDM-1, 

blaOXA-232 
blaCTX-M-15 

blaCMY-6, 

blaTEM-1b 

aph(6)-Id, 

aac(6')-Ib 
qnrB1 - 

sul1, sul2, dfrA14, arr-2, 

catB 

FC26 E. coli 2017 ER 4450 rmtB blaNDM-5 - 
blaCMY-141, 

blaTEM-1b 
aadA - - sul1, dfrA12 

FC27 E. coli 2017 ER 226 rmtC blaNDM-1 - blaCMY-6 aac(6')-Ib - - sul1, tet(B) 

FC28 
K. 

pneumoniae 
2017 ER New armA - blaCTX-M-3 blaTEM-1b aac(3)-II, aadA - - sul1, dfrA12 

FC29 E. coli 2020 ER 744 rmtB blaNDM-5 - blaTEM-1b 
aph(6)-Id, 

aph(3')-Ia, aadA 
- 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, sul2, dfrA12, dfrA17, 

tet(B), catA 

FC30 
K. 

pneumoniae 
2017 ER 147 rmtB blaNDM-5 blaCTX-M-15 

blaOXA-1, 

blaTEM-1b 

aac(3)-II, 

aph(6)-I, aadA 
qnrS1 - sul1, dfrA1, dfrA12, tet(A) 

FC32 P. mirabilis 2017 Urine NA armA - - 
blaCMY-16, 

blaTEM-1b 

aac(6')-I, 

aac(3)-I, aadA 
- - 

sul1, dfrA1, dfrA12, tet(A), 

tet(J), catA 

MP11

3 
E. coli 2018 ER 167 rmtB blaNDM-1 blaCTX-M-15 

blaOXA-1, 

blaTEM-1b 

aac(6')-Ib-cr, 

aph(6)-I, 

aph(3'')-I 

aac(6')

-Ib-cr 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, sul2, dfrA12 

MP34 E. coli 2015 ER 405 rmtB blaNDM-5 blaCTX-M-15 blaTEM-1b 
aadA, aac(6')-

Ib-cr 

aac(6')

-Ib-cr 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, dfrA12, tet(B) 

MP53 
K. 

pneumoniae 
2016 ER 231 armA blaOXA-48 blaCTX-M-15 

blaOXA-1, 

blaCMY-16, 

blaTEM-1b 

aac(3)-II, 

aph(6)-I, 

aac(6')-Ib-cr, 

aph(3'')-I, aadA 

aac(6')

-Ib-cr 
- 

sul1, sul2, dfrA12,dfrA14, 

floR 
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MP56 
K. 

pneumoniae 
2016 ER 383 armA blaOXA-48 blaCTX-M-14 - 

aph(3')-I, 

aph(6)-I, 

aph(3'')-I 

- - 
sul1, sul2, dfrA5, tet(A), 

catA 

MP57 C. freundii 2016 ER 655 rmtC blaNDM-1 - - 
aac(6')-I, 

aph(3')-VI 
qnrB38 - sul1 

MP59 
K. 

pneumoniae 
2016 ER 11 rmtC blaNDM-1 blaCTX-M-15 

blaOXA-1, 

blaCMY-6, 

blaTEM-1b 

aac(3)-II, 

aph(3')-VI, 

aac(6')-I 

- - sul1 

MP60 E. coli 2017 Urine 167 rmtB blaNDM-5 blaCTX-M-15 
blaOXA-1, 

blaCMY-42 

aadA, aac(6')-

Ib-cr 
- 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, dfrA12 

MP70 
K. 

pneumoniae 
2017 ER 147 rmtF 

blaNDM-1 + 

blaOXA-48 
blaCTX-M-15 

blaOXA-9, 

blaTEM-1a 

aac(6')-I, 

aph(6)-I, 

aph(3'')-I, 

aph(3')-VI, aadA 

qnrB1, 

qnrS1 

S83L, 

S80I 

sul1, dfrA12, dfrA14, arr-

2, catA 

MP71 
K. 

pneumoniae 
2017 ER 147 rmtF blaOXA-48 blaCTX-M-15 - 

aac(6')-I, 

aph(6)-I, 

aph(3'')-I 

qnrB1 
S83L, 

S80I 
sul1, dfrA14, catB 

MP75 
K. 

pneumoniae 
2017 ER 231 rmtF blaNDM-1 blaCTX-M-15 blaTEM-1b aac(6')-I qnrB1 

S83L, 

S80I 
arr-2, catB 

MP77 E. coli 2017 ER 648 rmtB blaNDM-5 - blaTEM-1b aadA - 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, dfrA12 

MP90 
K. 

pneumoniae 
2017 ER 14 armA 

blaNDM-1, 

blaOXA-48 
blaCTX-M-15 

blaOXA-1, 

blaTEM-1a 

aac(6')-Ib-cr, 

aph(3')-VI, 

aph(6)-I, 

aph(3'')-I, 

aac(3)-II, aadA 

aac(6')

-Ib-cr 
- 

sul1, sul2, dfrA1, dfrA12, 

arr-2, catA, catB 

PT08 E. coli 2015 ER 10 rmtB - blaCTX-M-55 blaTEM-1b 

aph(3')-II, aadA, 

aph(3'')-I, 

aph(6)-I 

- 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, sul2, dfrA12, tet(A),  

catA 

PT16 
K. 

pneumoniae 
2016 Urine 14 armA - blaCTX-M-3 

blaOXA-1, 

blaTEM-1b 
aac(3)-II, aadA - - sul1, dfrA12, tet(D), catB 

PT17 P. mirabilis 2016 Urine NA armA -  
blaCMY-16, 

blaTEM-1b 
aac(6')-I - - 

sul1,sul2, dfrA12, dfrA1, 

tet(A), tet(J), catA 

PT26 E. coli 2016 ER 617 armA - blaCTX-M-15 
blaCMY-16, 

blaOXA-1 
aac(3)-II, aadA - 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, sul2, dfrA12, dfrA17, 

tet(B)  
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PT32 E. cloacae 2016 ER 51 armA - 
blaCTX-M-3, 

blaSFO-1 
blaTEM-1b aac(6')-I - - sul1, dfrA12 

PT35 
K. 

pneumoniae 
2017 Urine 3335 armA -  blaTEM-1b aac(3)-II, aadA - - sul1, dfrA12 

PT43 E. coli 2017 Urine 7358 armA - blaCTX-M-15 blaOXA-1 
aac(3)-II, 

aph(6)-I, aadA 
- 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, sul2, dfrA17, tet(A), 

tet(B), catB 

PT51 
K. 

pneumoniae 
2018 Urine 340 armA - blaCTX-M-15 

blaOXA-1, 

blaTEM-33 
aac(3)-II, aadA qnrB1 - sul1, dfrA12, dfrA14 

PT55 
K. 

pneumoniae 
2018 Urine 15 rmtC 

blaNDM-1 , 

blaOXA-48 
blaCTX-M-15 blaCMY-6 aac(6')-I - - sul1, dfrA14 

PT57 C. freundii 2018 Urine 169 armA - blaCTX-M-15 

blaOXA-1, 

blaTEM-1b, 

blaCMY-6 

aph(6)-Id, aadA 
qnrB1,

qnrB38 
- 

sul1, sul2, dfrA12, dfrA14, 

tet(A), catA 

PT58 C. freundii 2018 Urine NEW armA blaNDM-1 blaCTX-M-15 
blaOXA-1, 

blaTEM-1b 

aac(6')-Ib, 

aac(3)-II, 

aph(6)-Id, 

aph(3")-I, aadA 

qnrB6 - sul1, dfrA12 

PT60 P. stuartii 2018 HC NA rmtC blaNDM-1 - 
blaOXA-1, 

blaTEM-1b 
aadA - - sul1, dfrA14, tet(A) 

PT61 E. coli 2018 ER 167 rmtB blaNDM-5 blaCTX-M-15 
blaOXA-1, 

blaTEM-1b 
aph(4)-I, aadA - 

S83L, 

D87N, 

S80I 

sul1, sul2, dfrA17, dfrA12, 

tet(A), catB, catA1 

PT65 E. coli 2019 ER 156 armA - 
blaCTX-M-

123 

blaOXA-1, 

blaTEM-1b 

aph(4)-Ia, aadA, 

aac(6')-Ib-cr, 

aac(3)-IV 

qnrS1 

S83L, 

D87Y, 

S80I 

sul1, dfrA12, tet(A) 

PT67 
K. 

pneumoniae 
2019 ER 15 rmtB 

blaNDM-5 , 

blaOXA-181 
blaCTX-M-15 - aadA - - dfrA12, tet(A) 

PT69 E. coli 2019 HC 167 rmtB blaNDM-5 blaCTX-M-15 
blaOXA-1, 

blaTEM-1b 
aac(6')-Ib, aadA - 

S83L, 

D87N, 

S80I 

 sul1, dfrA12, tet(A) 

Tableau 13. Caractéristiques des Enterobacterales producteurs de RMTase. ST : Sequence type ; RMTase : Methyltransférase de l’ARNr 16S ; BLSE : β-

lactamase à spectre étendue ;BL : β-lactamase ; AME : Enzyme modificatrice d’aminoglycoside ; PMQR : Résistance aux quinolones médiée par un plamide ; 

QRDR : Région génétique déterminant la résistance aux quinolones ; ER : Ecouvillon rectal ; HC : Hémoculture 
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Isolat Année Type de prél. ST RMTase Carbapénémase 
Autre(s) 

BL 
AME Autre(s) 

LIMAB15 2021 Respiratoire 2 armA blaOXA-23  aph(6)-Id,  sul2, tet(B) 

LIMAB33 2021 Respiratoire 2 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,  sul2, tet(B) 

LIMAB34 2021 HC 78 armA blaOXA-72 blaCARB-5 aac(6')-Ian, aadA5 sul1, sul2,  

LIMAB35 2021 Respiratoire 2 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,  sul2, tet(B) 

LIMAB36 2021 HC 2 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,  sul2, tet(B) 

LIMAB37 2021 KT 78 armA blaOXA-72     sul1, sul2,  

LIMAB38 2021 HC 78 armA blaOXA-72 blaCARB-5 aac(6')-Ian sul1, sul2,  

LIMAB41 2019 ER 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(3')-VIa,aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  tet(B) 

LIMAB48 2019 ER 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

LIMAB50 2015 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aac(6')-Ib3,aph(3')-Ia, aadA1 sul1 , tet(B), caB 

LIMAB54 2014 Urine 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  tet(B) 

LIMAB57 2014 Respiratoire 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  tet(B) 

LIMAB63 2015 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aac(6')-Ib3,aph(3')-Ia, aadA1 sul1, tet(B), catB 

LIMAB64 2017 ER 2 armA blaOXA-23   aph(3')-VIa,aph(6)-Id sul1, tet(B), catA 

LIMAB65 2018 ER 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  tet(B) 

LIMAB66 2015 ER 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  tet(B) 

LIMAB80 2016 ER 2 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  tet(B) 

LIMAB84 2014 HC 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  tet(B) 

LIMAB86 2021 HC 78 armA blaOXA-72     sul1 

LIMAB87 2021 Urine 78 armA blaOXA-72 blaCARB-5 aac(6')-Ian sul1, sul2,  

LIMAB88 2021 HC 2 armA blaOXA-23   aph(6)-Id ,  sul2, tet(B) 

LIMAB89 2021 ER 2 armA blaOXA-23   aph(6)-Id sul2, tet(B) 

LIMAB90 2021 ER 78 armA blaOXA-72 blaCARB-5 aac(6’)-Ian, aadA5 sul1, sul2,  

MLAB101 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB102 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,  sul2, tet(B) 

MLAB103 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB105 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB106 2014 HC 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB108 2013 ER 25 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,aac(3)-IIa,aac(6')-Ian,  sul1, sul2, tet(B) 

MLAB111 2018 Urine 2 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,aph(3')-VIa,aph(3')-Ia,  tet(B) 

MLAB26 2014 ER 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB30 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 
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MLAB34 2014 HC 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB35 2014 Respiratoire 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB36 2014 HC 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB37 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB38 2014 KT 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB39 2014 KT 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB40 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB41 2014 Urine 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB42 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB43 2014 HC 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB45 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB46 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB48 2014 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB55 2015 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia, aac(6’)-Ib3, aadA1 sul1 , tet(B), catB 

MLAB79 2018 Cutané 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,  tet(B) 

MLAB92 2014 HC 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB95 2016 KT 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  sul2, tet(B) 

MLAB96 2015 ER 2 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,aph(3')-Via,  tet(B) 

MLAB97 2012 Cutané 25 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,aac(3)-IIa,aac(6')-Ian,  sul1, sul2, tet(B), arr-2 

MLAB98 2011 Urine 2 armA blaOXA-23 blaTEM-1D aph(3')-VIa,aph(6)-Id,aph(3')-Ia,  tet(B) 

MLAB99 2012 Cutané 25 armA blaOXA-23   aph(6)-Id,aac(3)-IIa,aac(6')-Ian,  sul1, sul2, tet(B), arr-2 

Tableau 14. Caractéristiques des A. baumannii producteurs de RMTase. ST : Sequence type ; RMTase : Methyltransférase de l’ARNr 16S ; BLSE : β-lactamase 

à spectre étendue ; BL : β-lactamase ; AME : Enzyme modificatrice d’aminoglycoside ; ER : Ecouvillon rectal ; HC :Hémoculture ; KT : Cathéter 
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2.4.4 Discussion 

Dans cette étude, les Enterobacterales isolées entre 2015 et 2021 et les A. baumannii isolés entre 

2011 et 2021 au laboratoire des hôpitaux Saint-Louis et Lariboisière – Fernand Widal ont été 

dépistés afin d’identifier les isolats producteurs de RMTase.  

Au total, 83% (53/64) des isolats de Enterobacterales résistantes à haut niveau aux AG et isolées 

entre 2015 et 2021 étaient producteurs de RMTase. Concernant les A. baumannii, 87% (53/61) 

des isolats résistants à haut niveau aux AG et isolés entre 2011 et 2021 étaient producteurs de 

RMTases. 

Chez les isolats de Enterobacterales, les gènes de RMTase les plus fréquemment identifiés 

étaient armA (40%, 21/53) suivi de rmtB (34%, 18/53), qui représentent les gènes les plus 

souvent rapportés à travers le monde (91, 171). Aucun gène rmtA, rmtE, rmtG, rmtH, npmA ou 

npmB n’a été identifié. Les combinaisons de deux gènes de RMTase n'ont été identifiées que 

dans 4% (2/53) des isolats producteurs de RMTases, ce qui montrent qu'elles sont actuellement 

très rares. Ces combinaisons de RMTases chez des Enterobacterales ont déjà été rapportés dans 

d’autres études et particulièrement dans des isolats provenant d’Asie et d’Europe (180, 213, 

221). Des isolats hébergeant plus d'une RMTase 16S ont été signalés dans d’autres continents 

(207, 239, 259, 334, 351).  

Dans l'ensemble, 33% (53/159) des isolats de Enterobacterales panrésistants aux AG 

présentaient un gène de RMTase. Le gène rmtF était retrouvé uniquement chez K. pneumoniae, 

tandis que rmtB était principalement identifié chez E. coli (15/18). Les gènes armA et rmtC 

étaient retrouvés dans plus de quatres espèces de Enterobacterales différentes. La prévalence, 

plus importantes des gènes de RMTase chez K. pneumoniae et E. coli, est préoccupante car ce 

sont des pathogènes majeurs, qui ont la capacité d’accumuler de multiples gènes de résistances 

et de diffuser massivement, favorisant la propagation de ces gènes en milieu hospitalier et 

communautaire (31). 

Les 11 isolats résistants à haut niveau aux AG qui ne possédaient pas de gènes de RMTase se 

sont avérés abriter des combinaisons d'AME qui leur conféraient cette résistance. Ces isolats 

montraient une diversité en terme d’espèce bactérienne avec quatre espèces différentes décrites 

incluant néanmoins une majorité (6/11) de E. coli. Au sein de cette espèce, nous avons identifié 

cinq ST différent suggérant une diffusion non-clonal. L’ensemble de ces isolats représentaient 

17% des Enterobacterales résistant à haut niveau aux AG. Ce nombre est légerement supérieur 

à celui retrouvé dans l’étude de prévalence de Taylor et al. réalisée sur 6 mois en 2016 au 
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Royaume Uni (181). Dans cette étude, les auteurs ont identifié 69 isolats de Enterobacterales 

résistants à haut niveau à l’amikacine dont 96% produisaient une RMTase. Les trois isolats n’en 

produisant pas possédaient une combinaison d’AME leur conférant cette résistance ainsi qu’une 

résistance à la gentamicine et la tobramycine. Les combinaisons de gènes d’AME retrouvaient 

les associations aac(6’)-Ib-cr plus aac(3)-IIa plus aph(3’)-VIb (n=2) et aac(6’)-Ib-cr plus 

aac(3)-IIa (n=1) similaires à celle retrouvées dans nos isolats. Ces trois isolats appartenaient à 

trois espèces bactériennes différentes incluant un E. coli et une K. pneumoniae appartenant à 

des ST différents de ceux retrouvés dans nos isolats ne possédant pas de RMTase. Dans une 

étude précédente, Taylor et al. ont retrouvé que 5,5% (44/806) des isolats de Enterobacterales 

ayant un haut niveau de résistance aux AG ne possédaient pas de RMTase (180). Dans cette 

étude, les auteurs ne décrivaient pas les génotypes de résistance de ces isolats. Enfin dans notre 

étude précédente sur les E. coli producteurs de RMTase (voir Chapitre I), tous les isolats 

résistants à haut niveau aux AG produisaient une RMTase (30/30). 

Chez A. baumannii, les 53 isolats produisaient la RMTase ArmA. Cette RMTase est la plus 

fréquente chez A. baumannii, néanmoins, d’autres gènes codant des RMTases ont été décrit 

dans cette espèce comme rmtA et rmtD en Inde, rmtB au Vietnam et rmtC en Uruguay (91, 176, 

197, 220). Récemment, un nouveau variant du gène rmtE, rmtE3, a été décrit dans un isolat 

anglais (160).Nous avons également identifié que 13% (8/61) des isolats résistants à haut niveau 

aux AG ne possédaient pas de RMTase. Dans une étude en Chine, 28% (21/75) des A. 

baumannii présentant un haut niveau de résistance aux AG ne possédaient pas de RMTase, le 

reste des isolats possédait le gène armA (409). La combinaison de gènes d’AME la plus 

fréquente était aac(6’)-Ib plus ant(2’’)-Ia (n=5), cependant aucun de nos isolats de A. 

baumannii ne présentait cette association. Dans une étude réalisée au Royaume-Uni, 2,7% 

(15/550) des A. baumannii résistants à haut niveau aux AG ne possédaient pas de RMTase 

(160). La combinaison de gènes d’AME la plus fréquente était aph(3’)-VI plus ant(2’)-I, elle 

était fréquemment retrouvée dans nos isolats (50% , 4/8) également. 

Notre étude rapporte la première estimation de prévalence des Enterobacterales et A. baumannii 

productreurs de RMTase dans un laboratoire hospitalier en France. Les prévalences sur les 

périodes étaient de 0,12-0,23% pour les Enterobacterales (période 2015-2021) et 4,4-8,7% pour 

les A. baumannii (période 2011-2021).  

La prévalence chez les Enterobacterales est similaire à celles observées dans d’autres pays 

d’Europe : 0,12% (19/15386), 0,15% (6/4080) et 0,12% (66/56172) respectivement en 

Belgique, en Grèce et au Royaume Uni (178, 181, 255). Cette prévalence était légèrement plus 
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importante dans une étude réalisé sur des isolats bulgares en 2005 (seul le gène armA était 

recherché) où une prévalence de 1,5% (20/1310) était observé (261). Enfin cette prévalence 

semble plus importante en Chine où un taux de 3,9% était observé. De manière intéressante, 

cette prévalence augmente si l’on considère uniquement les isolats de Enterobacterales 

produisant une carbapénémase. Dans notre collection, 326 isolats de Enterobacterales étaient 

producteurs de carbapénémase dont 10,4% (34/326) produisaient une RMTase. Ce taux est 

proche de celui observé chez des K. pneumoniae producteur de carbapénémase en Grèce (7,7%) 

mais inférieurs à ceux observé en Asie (> 30%) (273, 347, 400, 401).  

La prévalence que nous avons observé chez A. baumanni est plus élevée que celle observée 

chez les Enterobacterales. Cette prévalence chez les A. baumannii est similaire a celle observée 

au Royaume Uni (3,3%, 11/338) mais inférieure à celle observée au Vietnam (83%) (175, 181). 

Dans notre collection, 242 A. baumannii étaient producteurs de carbapénémase dont 22% 

(53/242) étaient producteurs de RMTase. Dans une étude en Grèce 100% (325/325) des A. 

baumannii producteurs de RMTase (100% de armA) produisaient également une 

carbapénémase, majoritairement (98,5%, 320/325) OXA-23 (404). Dans une autre étude 

grèque, 88% (37/42) des A. baumannii producteurs de carbapénémase hébergeaient le gène 

armA (410). 

Cette étude a montré que les gènes de RMTase sont étroitement associés aux gènes de 

carbapénémase, puisque 78% (83/106) des isolats ayant une RMTase possédaient un gène 

codant une carbapénémase. Cette observation suggère que les gènes de RMTase diffuseraient 

en raison de leur association avec les gènes de carbapénémase, bien qu’il ne s’agisse pas d’une 

association exclusive. Dans une étude récente en Suisse, Fournier et al. ont observé que 10% 

(99/991) des isolats de Enterobacterales résistant aux carbapénèmes possédaient une RMTase 

(346). La carbapénémase la plus fréquemment identifiée chez les producteurs de RMTase était 

NDM, principalement chez K. pneumoniae. A noter que la RMTase la plus fréquente était 

armA. L’association entre armA et carbapénémase, principalement OXA-23, chez A. baumannii 

semble encore plus importante car seulement quelques cas de A. baumannii producteurs de 

RMTase ne possédant pas de carbapénémase ont été décrits. Au Royaume-Uni, 95,5% des A. 

baumannii producteurs de ArmA possédaient une carbapénémase, 100% en Grèce, dans les 

deux cas OXA-23 principalement (160, 404). 

Dans cette étude de prévalence, on a constaté que plusieurs clones bactériens " à haut risque " 

abritaient des gènes de RMTase, notamment, E. coli ST405 et ST167, K. pneumoniae ST15 et 

ST147 et A. baumannii ST2 appartenant au clone international ICII. Le ST167 et le ST405 sont 
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des clones associés à de la multirésistance, notamment au carbapénémase de type NDM (294, 

377, 411). De manière intéressante, nous avions déjà identifié ces clones chez des E. coli 

producteurs de RmtB (voir chapitre 1). K. pneumoniae ST147 est un clone bactérien à "haut 

risque" connu pour être porteur de carbapénémases telles que blaNDM ainsi que de 

carbapénémases de type blaOXA-48  (412, 413). Une association particulière entre ce clone et 

rmtF a été observé comme précédement (voir Chapitre II). Chez A. baumannii, le clone 

international ST2 est fréquemment associé à la production de carbapénémase de type OXA et 

notamment OXA-23 (414). Récemment, des isolats appartenant à ce clone et producteurs de 

carbapénémase OXA-23 et de la RMTase ArmA ont été rapportés en Europe (410, 415). 

L’acquisition chez ce clone de la RMTase ArmA est particulièrement préoccupante car peu 

d’alternatives thérapeutiques restent disponibles en cas d’infection.  

Cette étude présente plusieurs limites, notamment les détails cliniques recueillis sont 

insuffisants, ce qui aurait permis de mieux comprendre les types d'infection auxquelles les 

bactéries productrices de RMTase sont associées et si les isolats producteurs de RMTase 

représentaient une colonisation plutôt que des infections. De même, les antécédents 

d'expositions récentes aux antibiotiques, et la notion de résidence ou d’hospitalisation à 

l’étranger étaient inconnus. On ignore également combien d'isolats producteurs de RMTase ont 

été acquis à l'hôpital. Une étude sur les cas d’infections à bactéries productrices de RMTase 

permettrait d’identifier les patients et les risques d’échec de traitement. Enfin, notre étude utilise 

des bactéries isolées dans deux hôpitaux universitaires parisiens représentant un bassin de 

population très dense mais une zone géographique peu étendue. De plus, certains isolats n’ont 

pas pu être récupérés dans notre collection, introduisant un biais potentiel de représentation 

ainsi qu’une sous-estimation de la prévalence. Une étude plus large, idéalement prospective, 

est nécessaire pour évaluer l’épidémiologie moléculaire et la prévalence des producteurs de 

RMTase à l’échelle nationale. L’analyse des supports et des environements génétiques des 

producteurs de RMTase reste à faire afin de déterminer si les environements génétiques sont 

similaires dans le temps. La technologie de séquençage « long read » reste à faire pour la 

détermination précise de la structure des supports et environements génétiques des gènes de 

RMTase sur la période. 

En conclusion, cette étude a permis de déterminer le taux de prévalence des Enterobacterales 

producteurs de RMTase dans notre institution entre 2015 et 2021, qui était de 0,1% ; et celui 

des A. baumannii producteurs de RMTase sur la période 2011 à 2021, qui était de 4,4%. Les 

gènes codant les RMTases semblent avoir une forte association avec les gènes codant des 
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carbapénémases, principalement blaNDM, ce qui suggère une émergence en France par co-

sélection. 
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2.5 CHAPITRE V : Activité de l’apramycine sur une collection de bacilles à Gram-négatif 

producteurs de RMTase. 

2.5.1 Introduction à la publication n°4 

Les AG sont des antibiotiques à large spectre particulièrement utilisés en cas d’infections 

sévères dont l’action peut être empêchée par les RMTases ou les AME. La plazomicine, le 

dernier AG mis sur le marché, a été élaborée dans le but de résister à l’action de la plupart des 

AME par ajouts de différents groupements sur la structure de la sisomicin. Ces modifications 

lui permettent de résister à l’ensemble des AME, excepté lorsque la bactérie produit une 

AAC(2’)-I (enzyme naturellement produite par Providencia stuartii) et l’APH(2’’)-IV (enzyme 

retrouvée principalement chez les entérocoques). La plazomicine sera inactive si la souche 

produit une RMTase (272).  

Quelques AG maintiennent leur activité sur des bactéries productrices de RMTase du résidue 

G1405, RMTases les plus répandues dans le monde. En effet, la méthylation de la G1405 bloque 

l’action des AG appartenant au groupe 4,6-2-DOS, mais n’a aucun effet pour ceux présentant 

une structure différente. Ainsi, la spectinomycine, la streptomycine, la néomycine, la 

paromomycine et l’apramycine pourraient constituer des alternatives thérapeutiques en cas de 

production de RMTase ciblant le résidu G1405 de l’ARNr 16S. Une étude a évalué l’activité 

de la néomycine, la streptomycine, la paromomycine et l’apramycine sur des isolats cliniques 

de Enterobacterales produisant des carbapénémases. Les auteurs retrouvent une sensibilité de 

plus de 60% pour ces quatre AG , variant de 65% pour la paromomycine à 95% pour 

l’apramycine (416). A titre de comparaison, l’amikacine et la gentamicine n’étaient sensibles 

que dans respectivement 55% et 28% des cas. Cependant, ces antibiotiques ne sont disponibles 

que sous forme de topiques (oculaire, cutanée, digestif) ou pour injection intramusculaire, ce 

qui n’est pas adapté pour traiter des infections sévères. Concernant l’apramycine, elle n’est 

actuellement autorisée que pour un usage vétérinaire mais un essai de phase I (ClinicalTrial.gov 

NCT04105205) chez l’Homme vient de montrer l’innocuité de son utilisation à doses 

potentiellement thérapeutiques (417). Cet AG est particulièrement intéressant du fait de sa 

structure unique (DOS monosubstitué) différente des autres AG. La résistance acquise à cet 

antibiotique est rare, seules les gènes aac(3)-IV, apmA (codant une AAC(2’)), npmA et npmB 

(codant des RMTases du résidu A1408) ont été décrits comme conférant cette résistance (147, 

171, 418, 419). D’autres mécanismes de résistances impliquant de l’imperméabilité et/ou de 

l’efflux ont été évoqués (420, 421). 
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Les premières études évaluant l’activité de l’apramycine utilisaient des bactéries isolées chez 

les animaux d’élevage du fait de son usage vétérinaire. En 1989, Chaslus-Dancla et al. ont décrit 

des entérobactéries isolées dans des prélèvements cliniques et résistantes à l’apramycine par 

production de l’AME AAC(3)-IV, suggérant la diffusion dans des souches cliniques de cette 

résistance. Par la suite, quelques études ont évalué l’activité de l’apramycine sur des isolats 

cliniques, majoritairement sur des collections d’entérobactéries, et plus rarement sur des 

bactéries à Gram négatif non-fermentaires comme P. aeruginosa et A. baumannii (116, 340, 

404, 422–424).  

L'efficacité de l'apramycine sur les bacilles à Gram négatif produisant une RMTase n'est pas 

bien connue à l'heure actuelle. Elle a été évaluée sur quelques isolats de Enterobacterales et de 

A. baumannii producteurs de RMTase avec des taux de sensibilité variables selon les études 

(156, 179, 404, 421, 425). 

Dans ce contexte, nous avons utilisé la collection constituée au laboratoire pour évaluer 

l’activité de l’apramycine sur les bactéries productrices de RMTase par la technique de 

microdilution en milieu liquide. Cette collection est composée de 164 isolats producteurs de 

RMTase dont 84 Enterobacterales, 53 A. baumannii and 27 P. aeruginosa incluant 

respectivement, 48, 49 et quatre producteurs de carbapénémases. L’espèce la plus fréquente 

chez les Enterobacterales était E. coli (n=49) suivi de Klebsiella spp. (n=23). La distribution 

des gènes de RMTase est présentée dans le tableau 15. 

 

  Gènes de RMTase (n) 

  armA rmtB1 rmtB4 rmtC rmtD3 rmtF1 rmtF2 rmtB1 + rmtF1 

Enterobacterales 31 35 0 12 0 5 0 1 

E. coli 15 30 0 4 0 0 0 0 

Klebsiella spp. 9 4 0 3 0 5 0 1 

C. freundii 4 1 0 0 0 0 0 0 

E. cloacae 1 0 0 2 0 0 0 0 

P. mirabilis 2 0 0 1 0 0 0 0 

P. stuartii 0 0 0 2 0 0 0 0 

         

Non-fermentants 54 0 5 0 1 0 20 0 

A. baumannii 53 0 0 0 0 0 0 0 

P. aeruginosa 1 0 5 0 1 0 20 0 

Total 85 35 5 12 1 5 20 1 

Tableau 15. Distribution des gènes de RMTase par espèce bactérienne. 
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Chez les Enterobacterales, les principales carbapénémases retrouvées étaient NDM (n=24) suivi 

de NDM + OXA-48-like (n=7), OXA-48-like (n=6) et VIM (n=2). Les carbapénémases 

produites par les isolats de A. baumannii étaient des OXA-23 (n=47) ou des OXA-72 (n=6) 

appartenant au groupe OXA-24/40. Chez les P. aeruginosa, les carbapénémases étaient toutes 

des NDM-1 (n=4). 

L’apramycine ne possède pas de seuils d’interprétation de la résistance, que ce soit au niveau 

de la société savante européenne (EUCAST) ou américaine (CLSI). Ainsi, afin d’interpréter 

nos CMI, nous nous sommes basés sur les seuils épidémiologiques pour E. coli fournis par 

l’autorité européenne de sûreté des aliments (EFSA) pour les Enterobacterales (sensible à 

l’apramycine si CMI ≤ 8mg/L et résistant si CMI > 8 mg/L) et sur les valeurs de seuils 

épidémiologiques établies pour A. baumannii dans la publication de Juhas et al. pour les 

bactéries non fermentaires (sensible à l’apramycine si CMI ≤ 16 mg/L et résistant si CMI > 16 

mg/L) (116, 421).  

Au total, 95% (156/164) des isolats étaient sensibles à l’apramycine avec une CMI50 et une 

CMI90 de respectivement 4 et 16 mg/L. Pour les Enterobacterales, 96% (81/84) des isolats 

étaient sensibles avec une CMI90 à 8 mg/L avec des CMI statistiquement plus élevées chez les 

non producteurs de carbapénémase que chez les producteurs (p < 0,0001). A l’inverse, les CMI 

étaient significativement plus faibles chez les isolats de Klebsiella spp. que chez les autres 

espèces de Enterobacterales (p = 0.0012). Chez les Enterobacterales, le type de RMTase 

produite n’avait pas d’impact sur les CMI. Concernant les bactéries non-fermentaires, 95% 

(79/84) des isolats étaient sensibles avec une CMI90 à 16 mg/L avec des CMI significativement 

plus élevées chez P. aeruginosa que chez A. baumannii (p < 0,0001). 

Au total, huit isolats étaient résistant à l’apramycine incluant trois P. aeruginosa, deux A. 

baumannii, deux E. coli et un C. freundii. Après analyse des génomes, seul un isolat de E. coli 

PT65 possédait le gène aac(3)-IV conférant la résistance à l’apramycine et présentait une CMI 

> 64mg/L. Pour les sept autres isolats, aucun gène de résistance à l’apramycine (aac(3)-IV, 

apmA, npmA et npmB) n’a été détecté suggérant que d’autres mécanismes de résistance comme 

de l’efflux et/ou de l’imperméabilité pouvaient en être la cause. 

Ce gène aac(3)-IV a été retrouvé dans l’isolat E. coli PT65 appartenant au ST156. Nous avons 

analysé le contig de 8 kb sur lequel se trouvait le gène. Ce contig était identique (100% de 

couverture et d’identité) avec une séquence provenant du plasmid pAH01-4 isolée dans un E. 

coli ST602 en Chine provenant d’un poulet. D’autres gènes de résistance était retrouvés sur ce 
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contig, aph(4)-I conférant la résistance à l’hygromycine, un AG non-utilisé en clinique et en 

vétérinaire, et le gène sul2 conférant la résistance au sulfaméthoxazole. Plusieurs gènes codant 

des IS était également présentes sur le contig ainsi que sur le plasmide pAH01-4. Cependant, le 

plasmide portant le gène aac(3)-IV dans E. coli PT65 n'a pas pu être identifié précisément car 

il possédait plusieurs réplicons et la technologie Illumina n'a pas permis d'analyser le contexte 

génétique complet, probablement en raison des IS situées autour du gène.
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2.5.3 Commentaire de la publication n°4 

Dans ce travail, nous avons évalué l’activité de l’apramycine sur une collection de 164 isolats 

de bacilles à Gram négatif produisant des RMTases. Nos résultats montrent que la résistance à 

l'apramycine chez des isolats producteurs de RMTase reste rare (<5%), suggérant que cet 

antibiotique pourrait être une alternative thérapeutique intéressante en cas d’infections causées 

par des bactéries présentant ce type de résistance. 

L’apramycine est un antibiotique qui n’a pour le moment pas d’autorisation pour une utilisation 

chez l’Homme. Cependant, le premier essai clinique de Phase I chez l’Homme a été initié chez  

en 2019 en utilisant une base libre cristalline d'apramycine injectable en voie intra-veineuse 

développée par le laboratoire Juvabis AG (417). Ce premier essai chez l’Homme a apporté des 

résultats concernant la tolérance et la pharmacocinétique du médicament justifiant la réalisation 

d’essai de phase II. Dans leur étude, une posologie de 30 mg/kg permettait d’obtenir une 

probabilité d’atteinte de cible (PTA) supérieur à 95% pour une CMI maximale à l’apramycine 

de 8 mg/L avec un ratio aire sous courbe (ASC) sur CMI (𝑓ASC/CMI) de 40, chez un individu 

de 70 kg avec une fonction rénale normale (417). 

Pour le moment il n’existe pas de seuils d’interprétation des valeurs de CMI ou de diamètre 

autour du disque (ni de charge du disque) pour l’apramycine à appliquer aux espèces 

bactériennes isolés chez l’Homme. Néanmoins, les recommandations vétérinaires 2021 du CA-

SFM indiquent un seuil de ≤ 8mg/L pour classer les entrobactéries sensibles à l’apramycine et 

résistant lorsque la CMI est > à 8 mg/L. Différents seuils d’interprétation de la sensibilité à 

l’apramycine ont été utilisés dans la littérature. Dans une étude publiée en 1995, l’apramycine 

avait été testée sur 27 isolats de K. pneumoniae et de E. coli provenant d’urine et la bactérie 

était considéré comme résistante à l’apramycine si la CMI était > 16 mg/L sans justification 

(426). En 2006, Jensen et al. ont utilisé un seuil de sensibilité de ≤ 8 mg/L et de résistance de > 

32 mg/L en se référant au comité européen des antibiogrammes (EUCAST) (427). Dans une 

étude parue en 2015, les auteurs ont identifié les AME responsables de la résistance aux AG 

dans une collection de E. coli et ils ont utilisé un seuil de > 8 mg/L pour classer les isolats 

comme résistants à l’apramycine, valeur issue de l’autorité européenne de sureté des aliments 

(EFSA) (428). Ce seuil a également été utilisé dans une étude sur 100 K. pneumoniae 

producteurs de KPC isolés dans un hôpital brésilien (421). En 2016, Smith et al., ont évalué 

l’apramycine sur une collection d’entérobactéries en utilisant les seuils d’interprétation du 

« National Antimicrobial Resistance Monitoring System For Enteric Bacteria » du centre de 
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santé publique (CDC) américain (Sensible : ≤ 8 mg/L, Intermédiaire : 16 – 32 mg/L et 

Résistant : ≥ 64 mg/L) (420). En 2017 et en 2019, ces mêmes seuils ont été utilisés dans des 

études utilisant des isolats de Enterobacterales résistants aux carbapénèmes réalisées en Chine, 

en Grèce et aux Etats-Unis (273, 416, 424). En 2017, Kang et al. ont estimé le seuil 

épidémiologique de la distribution des valeurs de CMI à l’apramycine chez P. aeruginosa et A. 

baumannii à 64 mg/ L sur des souches provenant de diverses collections (FDA-CDC 

Antimicrobial Resistance Isolate Bank and Multidrug Resistant Organism Repository and 

Surveillance Network) (340). Ce dernier seuil à également été utilisé pour interpréter 

l’apramycine dans une étude sur des A. baumannii producteurs de carbapénémase en Grèce 

(404). En 2019, dans l’étude de Juhas et al. les auteurs ont utilisé les seuils épidémiologiques 

basés sur la distribution de CMI qu’ils observèrent pour interpréter l’apramycine : 4mg/L pour 

K. pneumoniae et Enterobacter spp., 8mg/L pour E. coli et 16 mg/L pour A. baumannii (116). 

Dans une étude menée en Chine en 2020, les auteurs ont évalué les seuils épidémiologiques de 

la CMI à l’apramycine sur une collection de 1230 E. coli provenant de porcs définissant ce seuil 

à 32 mg/L (429).  

Dans notre étude, nous avons utilisé les seuils de ≤ 8 mg/L pour sensibles et > 8 mg/L pour 

résistant chez les Enterobacterales car ces seuils correspondaient à ceux indiqués dans les 

recommandations vétérinaires du CA-SFM, à ceux de l’EFSA ainsi qu’au seuil 

épidémiologique observé dans l’étude de Juhas et al. Pour les bactéries non-fermentantaires, 

peu d’études se sont intéressées à l’activité de l’apramycine. Deux seuils de sensibilité à 

l’apramycine existent dans la littérature, ≤ 16 mg/L et ≤ 64 mg/L. Nous avons utilisé le seuil de 

16 mg/L précédement défini dans l’étude de Juhas et al. car ce seuil se rapprochait plus de ceux 

utilisés pour les autres AG chez ces espèces (pour A. baumannii, sensible : ≤ 8 mg/L pour 

l’amikacine et ≤ 4 mg/L pour la gentamicine et la tobramycine ; pour P. aeruginosa , sensible : 

≤ 16 mg/L pour l’amikacine  et ≤ 2 mg/L pour la tobramycine) que le seuil ≤ 64 mg/L. 

En 1978, Davies et al. ont décrit le premier mécanisme de résistance à l’apramycine comme 

étant une enzyme AAC(3) qui sera plus tard identifiée comme l’AAC(3)-IV (342). En 1989, 

une étude belge a identifié ce déterminant dans des isolats cliniques d’entérobactéries provenant 

d’hôpitaux belges (430). En 1993, une étude sur une collection anglaise de E. coli résistants à 

la gentamicine retrouvait un taux de résistance à l’apramycine de 26% (24/93). La résistance 

était expliquée chez 21 isolats par la présence du gène aac(3)-IV, il n’y avait pas d’explication 

apportée pour les trois autres isolats (431). Une autre étude, publiée en 2011, a évalué l’activité 

de la plazomicine et d’autres AG (incluant l’apramycine) sur une collection de 82 isolats 
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résistants aux carbapénèmes et retrouvait un taux de sensibilité de 98% (80/82) à l’apramycine 

et seulement un isolat porteur du gène aac(3)-IV (339). En 2015, Fernandez-Martinez et al. ont 

testé l’apramycine et identifié les AME présentes dans 257 isolats cliniques de E. coli résistants 

à l’association amoxicilline-clavulanate (428). Ils observèrent un taux de sensibilité à 

l’apramycine de 98% (252/256) sans identifier le gène aac(3)-IV dans les isolats résistants. En 

2017, Kang et al. ont publié une étude sur l’activité de l’apramycine sur une collection de 44 

P. aeruginosa et 104 A. baumannii multirésistant retrouvant une sensibilité à l’apramycine de 

respectivement 64% (28/44) et 82% (85/104) en utilisant un seuil de sensibilité ≤ 16 mg/L. En 

2019, une autre étude sur une collection internationale d’isolats d’entérobactéries et de A. 

baumannii retrouvait un taux de sensibilité de respectivement 98% et 97% (116). A noter que 

toutes les isolats producteurs de RMTases étaient sensibles à l’apramycine dans cette étude. En 

2021, deux autres études ont été publiées évaluant l’apramycine sur des collections de K. 

pneumoniae ST258 résistants aux carbapénémes aux Etats-Unis et au Brésil (421, 424). Dans 

l’étude de Hao et al. réalisée aux Etats-Unis., le taux de sensibilité était de 85% (131/155) avec 

22 isolats possédant le gène aac(3)-IV (424). A noter que ces souches n’étaient pas clonales car 

elles possédaient différent types capsulaires, la présence de RMTase n’avait pas été recherchée. 

Dans l’étude de Roch et al. le taux de sensibilité à l’apramycine était de 99% (99/100) incluant 

30 isolats co-producteur de RmtB et de KPC (421).  

Peu de mécanismes de résistance protègent les agents pathogènes bactériens vis-à-vis de 

l’action de l'apramycine. Des études précédentes ont montré que l'apramycine est rendue 

inefficace par modification de l’antibiotique suite à l’action de l’enzyme AAC(3)-IV, une 

enzyme qui présente une large gamme de substrats comprenant non seulement la gentamicine 

et la tobramycine, mais aussi l'apramycine (342). D'autres mécanismes décrits dans la littérature 

sont restés plus confidentiels et moins bien documentés pour le moment, notamment 

l'acétyltransférase codée par le gène apmA, un gène aac(1) putatif et deux méthyltransférases 

de l'ARNr 16S du résidu A1408, npmA et npmB (147, 165, 432, 433). A noter que l'alignement 

phylogénétique des séquences d'acides aminés a révélé une homologie de séquence très élevée 

entre les séquences de l’AAC(1) putatives avec celles de l’AAC(3)-I (116). L'existence de ce 

mécanisme décrit dans les années 80 doit cependant encore être confirmée de manière 

indépendante.  

Le gène apmA a initialement été décrit sur un plasmide de 40 kb pAFS11 retrouvé dans une 

souche bovine de S. aureus résistant à la methicilline appartenant au ST398 (432). Un gène 

similaire à apmA (262/274 identiques en acides aminés) a été décrit sur un plasmide de 5 kb 
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retrouvé également dans un S. aureus appartenant au ST398 provenant du sol d’une ferme au 

Portugal (434). L’étude enzymatique de ApmA a montré que cette enzyme acetylée 

l’apramycine au niveau 2’-NH2 du cycle I avec une séquence protéique proche des séquences 

des acetyltransférases des streptogramines A (Vat) et du chloramphénicol (CatB) (419). Le gène 

apmA a également été retrouvé dans une souche de Campylobacter isolée chez le porc (435).  

Plattner et al. ont recherché la présence de gènes conférant la résistance à l’apramycine dans la 

base de données nationale du NCBI sur les organismes résistants aux antibiotiques (NDARO) 

(418). Sur les 182 405 génomes de bactérie présents, seulement 1269 (0,7%) possèdent un gène 

de résistance à l’apramycine comparé au 4941 génomes (2,7%) possédant une RMTase. Parmi 

ces gènomes, seul le gène aac(3)-IV a été retrouvé chez les bacille à Gram négatif à l’exception 

du gène apmA retrouvé dans 2 génomes de Campylobacter jejuni (436). De manière 

intéressante, le gène aac(3)-IV était majoritairement retrouvé chez E. coli (484/1265, 38%) 

suivi de Salmonella enterica (451/1265, 36%) et K. pneumoniae (298/1265, 24%). Les auteurs 

ont également regardé dans le groupe de génome possédant une carbapénémase (21195 

génomes soit 11,6% de la base de données). Parmi ces génomes, 495 (2,3%) possédaient le 

gène aac(3)-IV, majoritairement des K. pneumoniae (433/494, 87%), comparé au 4551 

possédant une RMTase, majoritairement des A. baumannii et K. pneumoniae (respectivement 

2145/4551, 47% et 1992/4551, 44%). Ainsi ce gène aac(3)-IV semble être le déterminant de 

résistance à l’apramycine le plus fréquent et pourraient être également associé à des gènes 

codant des carbapénémases, particulièrement chez K. pneumoniae.  

L’environement génétique du gène aac(3)-IV est peu décrit dans la littérature. Hao et al ont 

décrit les structrures génétiques de cinq plasmides possédant aac(3)-IV, à chaque fois sur des 

plasmides appartenant au groupe IncR (424). A chaque fois il était associé au gène aph(4)-I, 

très répandu chez les bacilles à Gram négatif, et entouré de deux IS, IS26 et ISEc59, appartenant 

au groupe IS26, orientées dans le même sens. Cette structure a également été retrouvée dans 

notre isolat E. coli PT65 et dans un plasmide pAH01-4, appartenant au groupe IncF de formule 

F18 :1- :B58, retrouvé dans une souche de E. coli de ST602 (phylogroupe B1) isolée chez un 

poulet en Chine. Ce dernier possédait également le locus tra. La présence de ces IS flanquantes 

pourraient avoir un rôle dans la mobilisation du gène aac(3)-IV. L’analyse des séquences n’a 

pas retrouvé de répétition directe de part et d’autre des IS suggérant plutôt un mécanisme de 

recombinaison plutôt que de transposition. 

Dans notre étude nous avons identifié des isolats présentant des CMI élevées, catégorisée 

comme résistante à l’apramycine, mais dépourvus du gène aac(3)-IV ou d’autres gènes connus 
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conférant la résistance à l’apramycine. Ces isolats de CMI augmentées sans identification de 

déterminants de résistance ont déjà été rapportés chez les Enterobacterales, P. aeruginosa et A. 

baumannii (340, 420, 421, 424). D’autres mécanismes comme de l’imperméabilité ou de 

l’efflux ont été évoqués mais leurs rôles doivent encore être confirmés expérimentalement.  

L’apramycine semble être un AG prometteur notamment car il maintient son activité sur les 

bactéries productrices de RMTases. Des études réalisées sur des modèles murins ont confirmé 

son activité in vivo. Kang et al. ont montré dans un modèle de pneumonie chez des souris 

neutropéniquse qu’une dose de 30 mg/kg est censée produire au moins une stase bactérienne 

pour des bactéries ayant une CMI ≤ 8 mg/L (422). Ces résultats sont similaires à ceux obtenus 

par Sou et al. pour lesquels une dose de 30 mg/kg une fois par jour d’apramycine entraînait une 

probabilité d'atteinte de la cible >90 % contre les isolats de E. coli ayant des CMI ≤ 8 mg/L 

dans leur modèle PK/PD (437).  

D’autres équipes travaillent sur le développement d’analogues de l’apramycine (apralogue) 

résistants notamment à l’action de l’enzyme AAC(3)-IV tout en gardant leur activité sur les 

bactéries productrices de RMTase et sa faible affinitée pour les ribosomes eucaryotes. 

Notamment, Quirke et al. ont montré que deux séries de composés basées sur les motifs 5-O-

(5-O-aminoalkyl-5-désoxy-β-D-ribofuranosyl)-apramycine et 5-O-(3-O-aminoalkyl-β-D-

erythrofuranosyl)-apramycine avaient une excellente activité générale et gardaient des CMI 

basses même chez des bactéries produisant une AAC(3)-IV (438). Ces résultats combinés aux 

caractéristiques de l’apramycine (peu de résistance, faible toxicité) constituent un point de 

départ encourageant pour le développement d’AG de nouvelles générations pour le traitement 

des infections à bactéries MDR. 
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3 Discussion et Perspectives 

La méthylation de l’ARNr 16S par une RMTase acquise est un mécanisme de résistance aux 

AG émergent retrouvé presque exclusivement chez les bactéries à Gram négatif et qui confère 

une résistance de haut niveau (CMI >256 mg/L) à tous les AG cliniquement pertinents après 

l’acquisition d’un unique gène (128, 148, 171, 405). Deux gènes codant une RMTase, armA et 

rmtF, ont été découvert par l’équipe de Thierry Lambert de l’Unité des Agents Antibactériens 

à l’Institut Pasteur dirigé par Patrice Courvalin (143, 161). Depuis ces découvertes, des 

descriptions de cas sporadiques de bactéries productrices de RMTase avaient été réalisées en 

France (191, 245, 256, 265–268, 271, 281, 439). Avant notre étude, on savait que les bactéries 

productrices de RMTase étaient présentes en France, mais aucune étude de surveillance et de 

prévalence n'avait été réalisée en France.  

Les objectifs de cette étude étaient de déterminer l’épidémiologie moléculaire des bactéries 

productrices de RMTase et d'étudier les mécanismes qui contribuent à la propagation de ces 

gènes, c'est-à-dire la structure de la population bactérienne les hébergeant, leurs localisations 

sur les supports génétiques et leurs associations avec d’autres gènes de résistance aux 

antibiotiques. Pour réaliser ce projet, nous avons utilisé une collection d’isolats cliniques de E. 

coli collectés dans le cadre d’une étude multicentrique en Ile de France ainsi que d’isolats 

cliniques provenant des hôpitaux universitaires Saint-Louis et Lariboisière – Fernand Widal 

localisés à Paris. 

L’étude de la collection multicentrique de E. coli obtenue entre 2008 et 2014 a permis de mettre 

en évidence que 28% (30/107) des isolats pan-résistants aux AG et 100% (30/30) des résistants 

à haut niveau aux AG étaient porteurs de gènes codant une RMTase. Parmi ces producteurs de 

RMTase, 10% (3/30) co-produisaient une carbapénémase, un chiffre bien supérieur aux taux de 

E. coli producteurs de carbapénémase en France, suggérant une possible association entre ces 

résistances. Les gènes de RMTase identifiés parmi ces E. coli étaient rmtB (18/30) suivie de 

armA (11/30) et rmtC (1/30). L’analyse des génomes a permis de montrer une diversité élevée 

chez les producteurs d'ArmA, avec 10 ST différents identifiés, mais un environnement 

génétique similaire médié par le transposon Tn1548 porté par un plasmide étroitement 

apparenté au pCTX-M-3 dans 6/11 isolats. Inversement, les producteurs de RmtB appartenaient 

à 12 ST, les plus fréquents étant le ST405 et le complexe ST 10. Le gène rmtB était porté par 

des plasmides IncF dans 10 isolats et se trouvait dans différents environnements génétiques. Le 

gène rmtC était porté par le plasmide pNDM-US. Ces résultats nous suggéraient que ArmA et 
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RmtB étaient les RMTases prédominantes en France, avec des mécanismes de propagation 

différents : (i) les régions contenant armA se trouvaient sur des supports génétiques conservés 

impliquant majoritairement le Tn1548 et un plasmide IncM proche de pCTX-M-3 ; (ii) alors 

que les environnements génétiques entourant rmtB présentaient plus de diversités avec 

l’insertion d’une variété d’IS en amont et en aval du gène démontrant des phénomènes de 

mobilisation plus divers et retrouvés dans des clones à « haut risque ».  

L’association entre carbapénémase et RMTase a ensuite été étudiée dans la collection de K. 

pneumoniae productrice de carbapénémase du laboratoire. Cinq isolats possédant à la fois une 

carbapénémase (parfois deux) et une RMTase ont pu être identifiés et séquencés en méthodes 

« short read » et « long read ». De manière surprenante, toutes les isolats possédaient la 

RMTase RmtF1 associée aux carbapénémases OXA-232 (n=2), OXA-48 (n=1), NDM-1 (n=1) 

et OXA-48 + NDM-1 (n=1). Ces isolats appartenaient aux ST147 et ST231 qui sont les ST les 

plus fréquemment identifiés dans les isolats de K. pneumoniae producteurs de rmtF. Les gènes 

rmtF étaient portés par trois types de plasmides différents : un plasmide IncFIB(pQil)-

IncFII(K), un plasmide IncR et un plasmide IncFIA-IncFIB(AP001918)-IncFIB(pQil)-IncFII. 

Les gènes codant des carbapénémases étaient portés majoritairement par différents plasmides 

bien caractérisés. Les gènes rmtF étaient tous retrouvés sur une structure proche du transposon 

Tn6229 contenant notamment un élément ISCR21 en aval du gène rmtF. Ces observations 

suggèrent le gène rmtF a pu être initialement mobilisé par un processus de transposition en 

cercle roulant à partir d’un progéniteur bactérien encore inconnu. Ce fragment se serait réintégré 

et après formation du transposon Tn6229 aurait diffusé dans des clones de K. pneumoniae 

incluant les clones à « haut risque ». 

 

Nous avons ensuite étudié les RMTases chez P. aeruginosa, espèce dans laquelle quelques cas 

avaient été décrits dans le monde. Les gènes de RMTase ont été trouvés dans 23% (27/119) des 

isolats hautement résistants aux AG. Le gène RMTase le plus fréquemment identifié était rmtF2 

(20/27), suivi de rmtB4 (5/27), et un seul isolat hébergeait armA et rmtD3. Des gènes de 

carbapénémase ont été trouvés dans 15% (4/27) des isolats, exclusivement blaNDM-1. Vingt-

deux isolats étaient XDR et six ST différents ont été identifiés parmi les producteurs de 

RMTase, dont des clones à « haut risque » (ST235, ST308 et ST357). La comparaison avec des 

isolats de P. aeruginosa producteurs de RMTase identifiés au niveau international montre une 

diversité phylogénomique, avec 15 ST différents, notamment pour les producteurs de RmtB4 

et RmtF2. Le gène rmtF2 était associé au gène blaGES-9 et situé dans une structure similaire au 



219 

 

transposon Tn6229 inséré dans une région variable d'un élément intégratif et conjugatif (ICE). 

Les gènes rmtB4 et rmtD3 étaient flanqués d'éléments ISCR insérés dans une structure ICE 

apparentée à ICE6660. L'environnement génétique de armA était partiellement similaire à celui 

du transposon Tn1548 mais localisé sur le chromosome. Ces résultats suggèrent que les gènes 

de RMTase sont liés à des éléments génétiques mobiles efficaces, incluant des ISCR et des ICE, 

ayant diffusé dans des clones à « haut risque ».  

 

Pour identifier la prévalence actuelle des Enterobacterales et des A. baumannii producteurs de 

RMTase, les collections des laboratoires de bactériologie des hôpitaux Saint-Louis et 

Lariboisière – Fernand Widal ont été étudiées. La prévalence sur la période 2015-2021 des 

Enterobacterales producteurs de RMTase était de 0,12%. La prévalence sur la période 2011-

2021 des A. baumannii producteurs de RMTase était de 4,4%. Parmi les isolats présentant un 

haut niveau de résistance aux AG, 83% (53/64) et 87% (53/61) des Enterobacterales et des A. 

baumannii, respectivement, étaient des producteurs de RMTases. Le gène 16S RMTase le plus 

fréquemment détecté chez les Enterobacterales était armA (40%, 21/53), suivi de rmtB (34%, 

18/53), rmtC (17%, 9/53), rmtF (6%, 3/53) et rmtB + rmtF (2%, 1/53) et rmtC + rmtF (2%, 

1/53). Concernant les A. baumannii, seul le gène armA (100%, 53/53) a été détecté. Au total, 

82% (87/106) des isolats producteurs de RMTase possédaient un ou plusieurs gènes de 

carbapénémase, incluant 100% des A. baumannii producteurs de RMTase. Cette étude confirme 

le lien étroit entre carbapénémase et RMTase ayant diffusées dans des clones à « haut risque » 

appartenant à diverses espèces. 

La comparaison de ces études montrent des prévalences qui varient en fonction des espèces, 

plus élevés chez A. baumannii que chez P. aeruginosa ou les Enterobacterales (respectivement 

4,4%, 0,26% et 0,12%). La distribution des gènes de RMTases était différente en fonction des 

espèces bactériennes : majoritairement armA et rmtB chez les Enterobacterales, exclusivement 

armA chez A. baumanniii et rmtF2 et rmtB4 chez P. aeruginosa. La plupart de ces isolats étaient 

résistants aux β-lactamines incluant les carbapénémes, aux fluoroquinolones et évidement aux 

AG, mais ils demeuraient sensibles à la colistine et à la tigécycline (hors résistance naturelle). 

A noter que le céfidérocol était efficaces sur la majorité des isolats testés (K. pneumoniae et P. 

aeruginosa). Ces producteurs de RMTase appartenaient massivement à des clones à « haut 

risque » : le ST2 appartenant au clone International II pour A. baumannii, le complexe clonal 

10, ST167 et ST405 pour E. coli, les ST15, ST147 et ST231 pour K. pneumoniae, et pour P. 

aeruginosa les ST235, ST308 et ST357. L’analyse des supports génétiques a permis de mettre 
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en évidence des spécificités dépendantes à la fois de la RMTase et de l’espèce dans laquelle 

elle se trouvait. Le gène armA était associé au transposon Tn1548, les gène rmtF1 et rmtF2 au 

transposon Tn6229 et les gènes rmtD3 et rmtB4 aux éléments ISCR14/24. Pour rmtB1 les 

environements génétiques montraient plus de diversités même si le transposon Tn2 était 

fréquemment retrouvé en amont du gène. Ces gènes sont majoritairement identifiés sur des 

plasmides chez les Enterobacterales alors qu’ils étaient plutôt identifiés sur des structures de 

type ICE chez P. aeruginosa. L’analyse des environements génétiques de armA chez A. 

baumannii n’a pas été réalisé dans le cadre de cette thèse mais une récente étude suggère une 

acquisition de ce gène et de gènes codant des CTX-M par transformation naturelle (440). Des 

gènes codant une carbapénémase ont été fréquemment identifiés pour 100% (53/53) des A. 

baumannii, majoritairement blaOXA-23, pour 47% (39/85) des Enterobacterales majoritairement 

blaNDM et pour 15% (4/27) des P. aeruginosa exclusivement blaNDM-1. D’autres gènes de 

résistance étaient associés aux RMTases conférant la résistance au co-trimoxazole, aux 

macrolides, à la rifampicine et au chloramphénicol, suggérant que l’utilisation de ces 

antibiotiques pourraient favoriser la propagation des RMTases.  

Dans le but de trouver des alternatives antibiotiques de traitement en cas d’infections à bactéries 

productrices de RMTase, nous avons déterminé la sensibilité de l’apramycine sur la collection 

de RMTase obtenue dans ces différentes études. L’apramycine est un AG ayant une structure 

chimique particulière lui permettant de garder une activité antibactérienne en cas de méthylation 

du résidu G1405 de l’ARNr 16S par une RMTase. Nous avons observé que l’apramycine était 

sensible dans 95% (156/164) des cas, représentant une alternative thérapeutique en cas 

d’infection. Cette étude nous a également permis de décrire un isolat de E. coli producteur de 

AAC(3’)-IV  responsable de la résistance à haut niveau à l’apramycine.  

L’ensemble de ces résultats confirment l’émergence de cette résistance en France chez plusieurs 

espèces de bacilles à Gram négatif ayant une importance majeure en santé publique. Les 

facteurs de diffusion de cette résistance semblent multifactoriels et sont spécifiques à chaque 

enzyme. Leurs présences dans des clones à « haut risques » dans plusieurs espèces font craindre 

leurs diffusions massives dans le monde dans les prochaines années, comme c’est le cas pour 

les bactéries productrices de carbapénémase. L’impossibilité d’utiliser un AG et la plupart des 

β-lactamines en cas d’infection sévère à bactérie à Gram négatif producteurs de RMTase 

représente une perte de chance pour le patient. L’apramycine pourrait être une alternative 

thérapeutique intéressante si son innocuité est confirmée chez l’humain permettant ainsi son 

utilisation. 
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Ces études possèdent plusieurs limites évoquées précédemment. Tout d’abord, les RMTases 

demeurent une résistance rare compliquant sa recherche à un niveau local. Malgré le fait que 

nous ayons sélectionné uniquement des isolats non-redondants, nous ne pouvons mesurer 

précisément l’impact de la transmission d’isolats entre patients dans l’épidémiologie observée. 

Plusieurs suspicions de cas de transmissions ont été évoquées dans les différentes études. Ces 

transmissions ont pu impacter la distribution des gènes de RMTase ainsi que des clones 

bactériens, mettant en avant certains clones spécifiquement. La diffusion des isolats de P. 

aeruginosa ST235 producteurs de RmtF2 en sont un exemple parmi d’autres. L’ensemble de 

ces études a été réalisé de manière retrospective introduisant plusieurs biais inhérents à ce type 

d’étude : la difficulté de réaliser une analyse complète d'isolats collectés sur une longue période 

et le manque d'informations cliniques notamment des voyages récents ou des hospitalisations 

antérieures dans d'autres pays, les infections et les traitements utilisés. Enfin, l’utilisation de 

technologie « long read » sur l’ensemble des isolats aurait permis de mieux caractériser les 

environements et les supports génétiques de cette résistance, moyennant une augmentation 

significative des coûts.  

Les résultats de ces études ouvrent de multiples perspectives de travaux futurs. Une étude de 

surveillance prospective impliquant toutes les régions de France pourrait être entreprise, 

idéalement avec une cohorte de patients importante où toutes les données relatives aux patients 

sont disponibles, afin d'identifier les facteurs de risque potentiels de manière plus fiable et de 

déterminer un taux de prévalence des gènes de RMTase qui soit plus représentatif de l’ensemble 

de la France.  

De plus, les isolats négatifs en RMTase qui présentaient une résistance de haut niveau aux AG 

devraient faire l'objet d'une étude plus approfondie afin d'exclure la production de nouvelles 

RMTases ou d’identifier de nouveaux déterminants de résistance à haut niveau, 

particulièrement dans les isolats de P. aeruginosa et de Enterobacterales.  

D’autre part, les plasmides extraits de cette étude devraient être soumis à un séquençage « long 

read », qui n'a pas pu être utilisé dans cette étude en raison de contraintes techniques, financières 

et de temps. Cette technique, comme utilisé précédement, permettrait de caractériser l’ensemble 

des plasmides obtenus et potentiellement en identifier de nouveaux. Ce séquençage servirait 

également à définir précisément les environnements génétiques des gènes de RMTase, car les 

contigs fragmentés générés par le séquençage « short read » rendent leurs descriptions 

partielles. Le séquençage « long read » devrait également être utilisé pour identifier si les gènes 
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de RMTase se trouvent sur des plasmides ou des chromosomes, notamment dans les isolats de 

P. aeruginosa et A. baumannii. 

L’étude de la mobilisation des supports génétique portant les RMTases permettraient de mieux 

comprendre la dynamique de diffusion de ces gènes, notamment le mécanisme de transposition 

des ISCR et de mobilisation des ICE. La mise en évidence des formes circulaires permettrait de 

confirmer leur capacité à se mobiliser. 

Jusqu'à présent, le coût d'adaptation des gènes de la RMTase n'a été étudié que pour armA, 

rmtB, rmtC et npmA, testé par l'utilisation de courbes de croissance et d'essais de compétition 

de croissance, où les souches de E. coli portant les gènes de RMTase ont été comparées aux 

souches de type sauvage (441–443). La présence des gènes armA, rmtB et npmA ont eu un effet 

négatif sur la croissance bactérienne (bien que l'effet sur le taux de croissance a été faible pour 

npmA), ce qui serait dû au fait que les RMTases interfèrent avec la capacité des 

méthyltransférases endogènes (telles que RsmH et RsmI chez E. coli) à méthyler l'ARNr 16S 

notamment la position C1407 (441, 442). Aucun coût de fitness n'a été imposé par rmtC (443). 

Cependant, Lioy et al. évoquent que l'absence d'un coût de fitness pour rmtC par rapport à armA 

et npmA dans leur étude est due à des différences dans les conditions expérimentales (441). 

Gutierrez et al., qui n'ont trouvé aucun coût de fitness pour rmtC, ont mesuré le taux de 

croissance toutes les heures pendant une période de 12 heures, et non toutes les trois minutes 

pendant le début de la phase exponentielle, de sorte que le cycle de croissance complet (phase 

de latence, phase exponentielle et phase stationnaire) n'a pas été analysé (443). De plus, 

Gutierrez et al. n'ont analysé que 100 colonies bactériennes pour trouver des souches résistantes 

dans les tests de compétition de croissance, contre 500 à 1000 colonies dans l'étude de Lioy et 

al.. Inversement, la différence de résultats peut être due au fait que le gène rmtC était inséré 

dans le chromosome , alors que les autres études rapportent des résultats lorsque ce sontdes des 

plasmides qui portent les gènes de RMTase, de sorte que les résultats ont pu être faussés en 

raison du nombre variable de copies de plasmides (441, 442). Des études futures devraient être 

menées pour identifier le coût d'adaptation pour la bactérie d’acquisition des gènes de RMTase. 

L'analyse des coûts d'adaptation des gènes rmtA et rmtD-rmtH pourrait permettre de 

comprendre pourquoi certains gènes, tels que rmtE, rmtG et rmtH, n'ont été identifiés que 

sporadiquement. L’utilisation de modèles autres que E. coli permettrait également de mieux 

comprendre pourquoi certains variants sont associés à des espèces spécifiquement. 

Une autre question se pose concernant les plasmides et pourquoi certains plasmides porteurs de 

RMTase ont diffusé avec succès. Une voie pour répondre à cette question serait d’étudier les 
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système toxine-antitoxine (TA). Ces systèmes sont reconnus pour contribuer à la maintenance 

des plasmides dans des bactéries, car la perte d'un plasmide codant pour un système TA entraîne 

la mort cellulaire en raison de l'incapacité de la cellule bactérienne à exprimer l'antitoxine (444). 

Le passage continu des plasmides hébergeant les gènes de la RMTase en utilisant des milieux 

non sélectifs et sélectifs (par exemple, contenant 256 mg/L d'amikacine) pourrait être utilisé 

pour confirmer la stabilité des plasmides de cette étude. En outre, le coût d'adaptation des 

plasmides codant pour les gènes de la RMTase devrait être étudié car il pourrait expliquer 

pourquoi certains gènes de la RMTase ont été transférés avec plus de succès que d'autres sur 

des plasmides. De même, l’analyse des systèmes CRISPR-Cas semble constituer un élément de 

réponse à cette question. Notamment, Rodrigues et al. ont pu mettre en évidence au sein du 

complexe clonal 147 chez K. pneumoniae que l’absence de plasmide IncF pourrait être lié à la 

présence de spacer ciblant IncF sur le chromosome bactérien dans certains clusters d’isolats 

(445). Ceci souligne la nécessité d'approfondir les recherches sur les facteurs mécanistiques du 

flux d'éléments génétiques mobiles dans les clones bactériens présentant un intérêt pour la santé 

publique. 

Les études futures devraient également examiner la présence des gènes de RMTase dans 

d'autres réservoirs tels que les animaux, la chaîne alimentaire et les eaux usées, afin de 

déterminer leurs parts dans l'émergence de cette résistance. La présence de gènes de RMTase 

dans des bactéries provenant d'animaux de compagnie et d'élevage a déjà été signalée en France, 

ainsi que dans d’autres pays (203, 270, 308, 328, 330, 333, 446). Des études ont examiné la 

présence de RMTases chez Salmonella spp., les mettant en évidence chez des salmonelles 

provenant de plusieurs continents et notamment dans des produits congelés (186–190, 217, 218, 

271). Des études supplémentaires devraient être entreprises pour rechercher ces gènes dans des 

aliments ainsi que dans les abattoirs afin de comprendre s'ils se propagent dans la chaîne 

alimentaire qui constituerait une source d’acquisition. Aucune étude n'a été menée en France, 

pour identifier les gènes de RMTase 16S dans l'environnement, bien que des rapports provenant 

d'autres pays aient identifié npmA dans les eaux usées des toilettes des avions arrivant dans un 

aéroport international à Copenhague, au Danemark; armA et rmtB dans les eaux usées des 

hôpitaux ainsi que dans les influents et les effluents des stations d'épuration à Bâle en Suisse, 

et rmtD dans la rivière Tietê au Brésil (284, 335, 336, 447). Il serait intéressant de réaliser des 

dépistages dans les eaux usées afin de déterminer si des producteurs de RMTase sont présents 

dans ces réservoirs environnementaux. 
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Enfin, une recherche dans les bases de données de génomes permettrait d’identifier de nouvelle 

RMTase ainsi que des progéniteurs de ces gènes. Notamment le gène npmB a pu être mis en 

évidence suite à une recherche in silico dans la base de données de NCBI (147). Avec une 

technique de clonage dans E. coli, les auteurs ont pu montrer que ce gène induisait bien un 

phénotype compatible avec une RMTase méthylant le résidu A1408. Les auteurs ont également 

montré que les séquences en acides aminés de NpmB1 et NpmB2 étaient proches de séquences 

identifiées dans le phylum des Acidobacteria de la classe Blastocatellia, pouvant représenter un 

éventuel réservoir. Une autre source constitue les données de séquençage de microbiote digestif. 

Une équipe chinoise a récemment mis en évidence par métagénomique fonctionnelle un 

nouveau gène nommé rmtI possédant 32% d’identité avec le gène armA mais présentant une 

structure protéique proche de rmtB (448). Ce gène a été cloné dans E. coli montrant un 

phénotype compatible avec une RMTase du résidu G1405. Néanmoins, les auteurs n’ont pas 

mis en évidence directement la méthylation du résidu.  

L'émergence des gènes de RMTase en France signifie-t-elle la fin des AG ? Actuellement, les 

RMTases ne semblent pas constituer une menace pour l'utilisation générale des AG en France. 

Le taux de prévalence des producteurs de RMTase semble être très faible (0,1 - 4,4 %), ce qui 

signifie que d'autres mécanismes de résistance aux AG, tels que les pompes d'efflux (par 

exemple MexXY-OprM chez P. aeruginosa) ou une combinaison d'AME (qui, en combinaison, 

se sont avérés suffisants pour entrainer une panrésistance de haut niveau aux AG dans nos 

études) jouent un rôle plus important dans la résistance aux AG. À l'heure actuelle, il ne semble 

pas nécessaire pour les laboratoires de procéder à un dépistage systématique des RMTases en 

raison de leur faible prévalence. Cependant, étant donné que les gènes de RMTase ont été 

identifiés dans des clones à « haut risque » et associés à des éléments génétiques mobiles 

efficaces, ainsi que dans des plasmides abritant d'autres gènes de résistance aux antibiotiques, 

la prévalence des gènes de RMTase va probablement augmenter avec le temps. Par conséquent, 

les cliniciens et les bactériologistes doivent être sensibilisés au fait que les RMTases sont une 

cause de résistance à tous les AG, en particulier chez les producteurs de carbapénémase. 

Actuellement, les patients hébergeant des isolats porteurs de gènes de carbapénémases sont 

isolés lors de leur séjour à l'hôpital. Les cliniciens devront être conscients que les patients 

colonisés ou infectés par des bactéries portant des gènes de RMTase devront peut-être à l'avenir 

être isolés de part leur caractère multirésistant car ces bactéries constitueraient un défi 

thérapeutique en cas d’infection. 
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L'association des gènes de RMTase avec les gènes de carbapénémase ainsi qu'avec d'autres 

gènes de résistance aux antibiotiques (tels que les gènes codant des BLSE) entraîne une 

diminution des options thérapeutiques pour les infections à bactéries à Gram négatif MDR. Pour 

éviter d'avoir recours à des antibiotiques potentiellement toxiques en dernière ligne, comme la 

colistine, de nouveaux agents ayant des cibles alternatives sont nécessaires. En attendant, une 

surveillance continue soutenue par des mesures appropriées de prévention et de contrôle des 

infections sont nécessaires pour limiter la propagation de ces organismes hautement résistants 

aux AG. 
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