C.

Financements obtenus pour des projets de recherche 2021 : Co-porteur du projet « Apport de la métagénomique dans le diagnostic des Infections Sexuellement Transmissibles -NGS-IST », financé à hauteur de 350 000 euros par l'ANRS 2021 : Projets Inter-équipes IMRB-Faculté de Santé 2021 : projet "Surveillance des pigeons biset (Columba livia) comme réservoir de microorganismes émergents par une approche innovante de métagénomique shotgun -Etude PREMS (Pigeon REservoir Microorganismes Shotgun)", (10 000 euros).

2018 : Bourse de la Société Française de Dermatologie de 30 000 euros pour le financement du projet « Etude dynamique des interactions microbiennes au sein du microbiote cutané des patients atteints de nécrolyse épidermique (DynaMicCut) ».

:

Prix Fédération ANTADIR : « Le microbiote et l'intégrité intestinale : deux paramètres à intégrer dans la physio-pathologie de la leucémie aiguë myéloblastique », 15 000 euros.

D. Autres activités

-Membre suppléant pour les Maîtres de conférence des universités de la Commission nationale des enseignants-chercheurs relevant du ministre chargé de l'agriculture (CNECA), Section n° 7 : Pathologie générale animale -Membre du comité scientifique de l' « International Conference of Clinical Metagenomics », qui organise chaque année le programme de son congrès entièrement dédié à l'importance des méthodes de séquençage à haut débit dans le diagnostic des maladies infectieuses, depuis 2019 -Membre du comité d'organisation de l'Institut Maurice Rapin, qui organise chaque année sa journée dédiée à la promotion de la réflexion et la formation des professionnels de santé ainsi que la recherche, dans les domaines de l'éthique médicale et de l'infectiologie, depuis 2019 F. Enseignement (annexe 1)

1.

Responsable de l'UE « Agents infectieux et hôtes », DFGSM3 : depuis 2017.

2.

Responsable de l'UE « Génomique et métagénomique en Maladies Infectieuses », UPEC, depuis 2019.

3.

Responsable de l'UE « The diagnosis in Infectious diseases and its development » du Master 2 « Anti-infectious Immunity, vaccines », UPEC, depuis 2020.

Enseignement de deuxième cycle

Participation à plusieurs enseignements pour les étudiants de deuxième cycle en Médecine (CCO Maladies Tropicales, UE Microbiologie et Immunodépression, Université de Paris). 3.

Enseignement de troisième cycle

Relecture de chapitres de livre

Relecture du chapitre sur Pseudomonas aeruginosa pour l'Encyclopédie Médico-Chirurgicale (EMC), 2018.

4.

Jury de thèse de doctorat de pharmacie et de médecine Ces résultats m'ont amené à m'intéresser au rôle primordial que joue le microbiote intestinal dans la dissémination des bactéries multi-résistantes, y compris les entérobactéries productrices de BLSE. Le microbiote intestinal constitue en effet non seulement le principal réservoir de bactéries multirésistantes chez les individus porteurs, mais aussi un élément majeur permettant leur élimination du tube digestif [4]. Lorsqu'il est exposé à une pression de sélection par des antibiotiques, le microbiote intestinal perd ses propriétés de résistance à la colonisation, définies par van der Waaij au début des années 70 comme « le processus aboutissant à l'élimination des organismes introduits par voie orale » [5]. Ceci se traduit par une augmentation de la probabilité d'acquisition de bactéries multirésistantes exogènes auxquelles l'individu est exposé [6]. Chez l'individu porteur, cette exposition aux antibiotiques s'accompagne également d'une augmentation relative et absolue du nombre de bactéries multirésistantes responsable non seulement d'une augmentation du risque de dissémination dans l'entourage mais aussi d'une augmentation du risque d'infection, notamment chez le patient immunodéprimé hospitalisé. Nous avons d'ailleurs confirmé cette hypothèse avec succès chez les patients d'hématologie en aplasie vis-à-vis du réservoir digestif ainsi que dans un tout autre contexte : celui du patient de dermatologie vis-à-vis du portage cutané.

Mais l'impact des antibiotiques ne se limite pas à la dissémination de bactéries multirésistantes et au risque d'infection chez le sujet à risque. En raison de la pression de sélection qu'ils exercent conjointement avec celle liée au système immunitaire sur les génomes bactériens au sein d'une population bactérienne, ils favorisent aussi l'émergence de variants qui se caractérisent par une meilleure capacité à persister au sein d'un foyer infectieux. Nous avons notamment pu observer ce phénomène dans le cadre de l'endocardite infectieuse à Enterococcus faecalis. En raison du caractère lentement évolutif de cette infection, ainsi que de la nature a priori monoclonale de l'atteinte, des modifications génomiques permettant à la bactérie soit d'allonger son temps de division, soit d'échapper à la pression du système immunitaire semblent être sélectionnées positivement, ce qui pourrait favoriser l'échec du traitement médical. Ces hypothèses, qui pourraient s'apparenter à ce que l'on nomme habituellement « quasi-espèce » en Virologie [7], demeurent peu étudiées dans notre discipline, probablement en raison du dogme qui considère l'infection bactérienne comme clonale a priori, malgré quelques travaux suggérant une réalité différente [8].

Cette variabilité génétique s'observe aussi dans le milieu naturel, où les bactéries s'échangent volontiers des éléments génétiques non seulement au sein d'une espèce mais également entre espèces différentes. Ces phénomènes peuvent ainsi, comme cela est observé depuis longtemps, être à l'origine de l'émergence de mécanismes de résistance issus des bactéries environnementales et pouvant disséminer au sein d'espèces d'intérêt médical [9]. C'est ainsi que nous nous sommes intéressés à l'espèce Pectobacterium versatile, espèce phytopathogène possédant une bêta-lactamase proche de TEM, enzyme ayant émergé au début des années 60 [10] A.

Facteurs associés à la dissémination d'un mécanisme de résistance émergent : impact des antibiotiques sur la diffusion communautaire des BLSE de type CTX-M et conséquences sanitaires Les travaux relatés dans cette partie ont été réalisés dans le cadre de ma thèse d'Université (Pr. A. Andremont, Université Paris Diderot). Ils ont été réalisés à une époque où l'on commençait seulement à prendre conscience de l'importance de la pandémie communautaire d'E. coli BLSE. L'objectif était de comprendre comment la transmission s'effectuait dans la communauté humaine. Leur originalité réside dans le fait que les populations étudiées vivaient en dehors du contexte hospitalier, et dans des environnements et des pays très différents les uns des autres.

1.

Dissémination du portage communautaire d'E. coli producteur de BLSE de type CTX-M : caractérisation d'isolats issus de populations isolées Au laboratoire, deux individus ont été retrouvés porteurs d'E. coli producteur de BLSE. Le typage des isolats a permis de déterminer qu'il s'agissait d'isolats appartenant au groupe phylogénétique A (sousgroupe A1). Après transconjugaison dans une souche d'E. coli J53, nous avons pu effectuer le typage du plasmide responsable de la résistance aux bêta-lactamines. Il s'agissait d'un plasmide porteur d'un multiréplicon FIA-FIB-FII qui comportait les gènes de résistance blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1, aac( 6)-Ibcr, and tet(A). La comparaison de ce plasmide avec le plasmide pandémique pC15-1a à l'aide de 6 PCR de jonction répartie tout au long de l'environnement génétique de blaCTX-M-15 nous a finalement permis de considérer que les environnements génétiques des isolats sénégalais comportaient une forte homologie avec le plasmide pC15-1a, suggérant un niveau de dissémination exceptionnel de cet élément génétique dans le monde entier, y compris dans des régions isolées et peu exposées à la pression de sélection par les antibiotiques [11]. Cette étude mettait ainsi en lumière l'extraordinaire capacité de diffusion de ces plasmides au sein de la population communautaire sans facteur de risque identifié ni contact avec le système de santé hospitalier. 

2.

Facteurs de risque associés à la diffusion communautaire des E. coli BLSE: enseignements de l'étude épidémiologique d'une population isolée.

La prise de conscience de la dissémination communautaire planétaire des BLSE nous a alors incités à étudier l'évolution d'une « population modèle » la plus isolée possible, afin d'observer de quelle manière elle pouvait être affectée, et si certains facteurs de risque de portage individuels ou collectifs pouvaient être identifiés. Avec cet objectif, l'analyse d'échantillons prélevés en 2006 dans le village amérindien de Trois-Sauts, petite commune amérindienne située dans la réserve naturelle de Guyane française, a débuté. Le choix de cette localisation était lié à son important isolement ainsi que l'interdiction stricte de voyageurs venus de l'extérieur d'y pénétrer sans autorisation officielle. De plus, une précédente étude avait mis en évidence l'absence de BLSE de type CTX-M dans le village en 2001 [12]. Cette absence de facteur de risque individuel associé au portage de BLSE suggérait un mode de dissémination passif, probablement lié à la très bonne adaptation de ces souches à l'hôte humain [13].

3.

Evolution du portage communautaire d'E. coli BLSE en fonction de l'exposition aux antibiotiques au sein d'une population isolée.

Afin de mieux comprendre l'impact des antibiotiques sur la dynamique de dissémination des E. coli BLSE en milieu communautaire, une nouvelle campagne de prélèvements, comparable à la précédente, a été organisée en 2010. Cette étude nous a permis de découvrir que le niveau de portage était alors de 5.3%, alors que les souches ainsi que les individus porteurs avaient changé entre 2006 et 2010. L'étude des données ne permettait toujours pas d'identifier de facteur de risque individuel. Cependant, l'analyse de la consommation en antibiotiques de l'ensemble de la population nous a permis d'observer une tendance liant une diminution de la consommation en antibiotiques à l'échelle de l'ensemble de la population du village avec une diminution du niveau de portage de BLSE. Ces résultats indiquent donc que la pression antibiotique exercée à l'échelle d'une population favorise la diffusion des BLSE au sein de cette population alors qu'aucun facteur de risque individuel n'était retrouvé [14]. Bien que la pression antibiotique est généralement faible dans la communauté, il n'en est pas de même à l'hôpital, où l'on sait que son intensité est responsable d'une augmentation importante de la circulation des souches multirésistantes parmi les patients. C'est dans ce contexte que nous avons été contactés par Epicentre, la structure responsable des études épidémiologiques initiées par Médecins Sans Frontières (MSF), qui s'inquiétait du risque de dissémination de souches multirésistantes au sein de leurs centres de renutrition où, selon les recommandations édictées par l'OMS, le recours aux antibiotiques doit être très large en raison de la fragilité des enfants qui présentent souvent un système immunitaire affaibli et de fréquentes infections. Dans la localité de Madarounfa au Niger, MSF gère un centre de renutrition pédiatrique de 300 lits. Ce centre comprenait en particulier une unité de soins intensifs de 60 lits, où notre étude a été réalisée [15]. 

Synthèses sur la dissémination des bactéries productrices de BLSE dans le monde

La réalisation de ces travaux a été l'occasion de comprendre comment ils s'intégraient dans les connaissances contemporaines. Leur rédaction s'est accompagnée d'une réflexion plus globale sur l'épidémiologie des BLSE communautaires dans le monde, qui nous a donné l'occasion d'effectuer plusieurs revues de la littérature sur cette thématique.

Nous avons ainsi été à l'origine de l'une des toute premières revues sur la dissémination communautaire des BLSE dans le monde [2]. Cette revue a permis de faire le point en 2011 sur le rythme de l'augmentation du portage de BLSE à travers les populations provenant des cinq continents ainsi que les principaux réservoirs et les principales voies de contamination. Dès cette époque, nous avions pu suggérer l'importance des voyages internationaux dans la dissémination des entérobactéries BLSE, ce qui nous a également donné l'occasion de publier une revue sur cette question [16], soulignant la fréquence de ce phénomène chez les voyageurs occidentaux de retour de certains pays, mais aussi son caractère transitoire et sans conséquence chez la plupart des voyageurs en bonne santé.

L'ensemble des résultats de cette première partie nous a naturellement incités à nous pencher sur le rôle joué par le microbiote intestinal lors de l'exposition du patient aux antibiotiques. Ce rôle de « barrière » est habituellement désigné sous le terme de « résistance à la colonisation », qui se définit comme le « processus aboutissant à l'élimination des organismes introduits par voie orale ». Dans les conditions normales, le microbiote intestinal permet l'élimination des bactéries exogènes. Lorsqu'il est Ces résultats sont les premiers à avoir mis en évidence le rôle de l'amoxicilline dans l'acquisition et la dissémination dans une population humaine à forte prévalence, malgré le spectre clinique « étroit » de cette molécule. Cette publication a été pour nous l'occasion de reconsidérer le lien entre le rôle du spectre antibiotique clinique et leur impact sur le microbiote et la résistance à la colonisation [17].

Cette réflexion sur l'importance du spectre antibactérien des antibiotiques et leur impact écologique a donné lieu à la rédaction de deux revues dans IJAAC et IJID et deux correspondances dans CID. Les deux revues discutent l'importance du spectre clinique [18] et du spectre anti-anaérobies [19] des antibiotiques vis-à-vis de leur impact sur le microbiote intestinal. Les deux lettres soulignent l'importance d'élaborer des recommandations de désescalade antibiotique basées sur des études écologiques comparatives [20] et non nécessairement guidées par la sélection de bactéries résistantes aux carbapénèmes [21].

Figure 12 : schéma résumant les différents aspects de l'impact des antibiotiques sur le microbiote intestinal et ses conséquences sur la diminution de la résistance à la colonisation.

Chez le patient porteur de BLSE et à risque d'infection, le fait d'être exposé aux antibiotiques n'est pas neutre. En effet, l'exposition aux antibiotiques s'accompagne chez ces individus d'une augmentation absolue et relative du niveau de portage de bactéries multirésistantes, responsable non seulement d'une augmentation du risque de dissémination, mais aussi du risque d'infection dû à la souche portée. Pour éclaircir ce dernier point, nous avons exploré l'impact du niveau de portage de BLSE sur le risque d'infection à BLSE chez des patients traités pour une leucémie aiguë myeloblastique.

2.

Valeur prédictive du niveau de portage digestif d'entérobactéries BLSE sur la sensibilité aux antibiotiques des isolats de bactériémies chez les patients atteints d'hémopathies malignes L'objectif de cette étude rétrospective était d'évaluer la valeur prédictive du niveau de portage intestinal d'entérobactérie BLSE précédant de 7 jours au maximum un épisode de bactériémie, sur la sensibilité aux antibiotiques de l'isolat responsable de l'infection. Un total de 104 patients neutropéniques traités par chimiothérapie pour une hémopathie maligne ont été inclus et répartis au sein 3 groupes selon leur niveau de portage de BLSE (pas de portage, portage de niveau faible ou moyen, haut niveau de portage). Pour chaque groupe, la proportion de bactériémies dues à une entérobactérie BLSE était déterminée [22]. Cette étude a clairement établi que chez les patients atteints de leucémie aiguë, le niveau de portage de bactéries multirésistantes dans les 7 jours précédant un épisode bactériémique était prédictif du phénotype de la bactérie responsable.

Ces résultats nous ont par ailleurs incités à imaginer une étude prospective utilisant les outils du séquençage de nouvelle génération afin de mieux appréhender les modifications induites par les antibiotiques sur le microbiote intestinal et le rôle protecteur que le renforcement de la barrière muqueuse pourrait constituer.

3.

Impact des antibiotiques sur la composition du microbiote intestinal et sa production d'acides gras à chaines courtes chez les patients atteints de leucémie aiguë myéloblastique (LAM) en cours de chimiothérapie d'induction Afin de compléter nos observations, nous avons également pu déterminer la présence des différents acides gras à chaine courte (AGCC) avec l'aide de l'équipe du Dr. Muriel Thomas de l'Institut Micalis (INRAE), indispensables au maintien de l'anaérobiose au sein du tube digestif ainsi qu'au maintien du A B microbiote anaérobie garant de la résistance à la colonisation [24]. Dans le cas de cette étude, un effondrement de l'ensemble des AGCC était observé entre T0 et T1. Ces observations ont été complétées dans la même publication par des travaux réalisés au sein de l'équipe du Pr. David Séguy sur un modèle de souris transgénique capable de produire une protéine recombinante renforçant la couche de mucus intestinal. Dans ce travail, les souris transgéniques étaient partiellement protégées contre le risque de translocation à point de départ intestinal.

Valeur prédictive des cultures cutanées qualitatives et quantitatives sur les bactéries responsables de bactériémie chez les patients atteints de nécrolyse épidermique toxique (ou syndrome de Lyell)

Les patients atteint de nécrolyse épidermique toxique (NET) bénéficient à l'hôpital Henri Mondor d'un suivi de leur colonisation cutanée afin de déterminer le phénotype des bactéries susceptibles de provoquer chez eux une bactériémie à point de départ cutané. En effet, les microbiotes des zones décollées, sous l'effet des antibiotiques et des soins locaux utilisant des antiseptiques subissent des modifications qui se traduisent par la disparition des bactéries du microbiote de départ et l'apparition de bactéries exogènes plus virulentes et potentiellement résistantes aux antibiotiques. Sur une cohorte rétrospective de 98 patients, nous avons cherché à savoir si le type de bactérie retrouvée comme responsable de bactériémie chez les patients présentant des décollements cutanés de plus de 15% de la surface corporelle pouvait être prédite par la composition bactérienne des lésions cutanées suspectées d'être à leur origine. Les valeurs prédictives négatives des prélèvements cutanés se sont révélées excellentes. Bien que les valeurs prédictives positives étaient médiocres pour Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, il existait un lien significatif entre le niveau de portage de S. aureus et le risque de retrouver cette bactérie comme responsable de bactériémie [25]. Ce lien souligne, comme nous l'avions déjà observé chez les patients neutropéniques, l'importance de la quantification du portage bactérien dans l'évaluation du risque infectieux chez les patients chez lesquels la barrière -intestinale ou cutanée -est endommagée. Afin d'affiner et de consolider la compréhension des mécanismes responsables de bactériémies chez les patients atteints de NET, nous avons entrepris une étude prospective sur la colonisation des lésions cutanées décollées et le risque de bactériémie. 

5.

Suivi prospectif de la colonisation bactérienne de patients atteints de NET et risque de bactériémie associé Dans cette étude, cinq individus atteints de NET ont été inclus prospectivement. Des prélèvements cutanés des principales zones lésées étaient réalisés deux à trois fois par semaine et analysés en métagénomique 16S. Ces résultats étaient ensuite confrontés aux données médicales des patients et plus particulièrement à la survenue d'épisodes bactériémiques. Nous avons ainsi pu déterminer qu'au cours du décollement, chaque individu se colonisait avec des microbiotes distincts. Malgré le très faible nombre de bactériémies observées (1 seul épisode), la survenue de la bactériémie chez un patient était contemporaine d'une augmentation relative et absolue de la même espèce bactérienne (P. aeruginosa) au niveau d'une zone décollée cliniquement suspecte. Bien que très préliminaires, ces résultats laissent penser que l'évaluation précise du microbiote pourrait permettre, chez le patient bactériémique, de prédire la bactérie responsable de l'infection au moment même où celle-ci se déclare [26]. Ces résultats pourraient ainsi permettre d'imaginer des outils permettant de débuter précocement un traitement antibiotique adapté à la bactérie responsable de bactériémie au moment où elle se produit. Ainsi, après avoir étudié comment l'exposition aux antibiotiques modifiait le risque de portage de bactéries multirésistantes et le risque de bactériémie, notamment chez le patient immunodéprimé, nous avons voulu savoir quels impacts les antibiotiques pouvaient avoir sur la sélection de mutants au sein d'un foyer infectieux et si cette sélection de mutants pouvait être responsable d'un échec thérapeutique. Cette approche a été utilisée pour l'endocardite infectieuse (EI) à Enterococcus faecalis.

C.

Emergence et échecs thérapeutiques : de la microémergence de variants au sein des foyers infectieux à l'émergence de nouveaux mécanismes de résistance Dans cette partie, nous avons cherché à comprendre comment le séquençage à haut débit pouvait nous aider à mieux comprendre les raisons à l'origine des réinfections ou des rechutes d'EI. En séquençant des isolats responsables d'un premier et d'un second épisode d'endocardite infectieuse à E. faecalis, nous avons pu observer qu'en cas de rechute, de discrètes modifications du génome pouvaient être identifiées dans la souche responsable de la rechute en comparaison avec l'isolat responsable du premier épisode. Le séquençage complet de génomes d'isolats d'E. faecalis suggère que la délétion de la protéine Ebp pourrait favoriser la rechute en cas d'EI Cette observation résulte de la comparaison des séquences complètes de deux isolats d'E. faecalis isolés d'hémocultures prélevées à 5 mois d'écart, chez un patient atteint d'EI. Cette comparaison a permis de mettre en évidence la délétion d'un fragment d'environ 47 000 paires de bases contenant les gènes codant les protéines EbpA, EbpB, EbpC et SrtC, connues pour leur rôle de facteur de virulence notamment lors des premières étapes d'attachement de la bactérie à l'endocarde [27]. Nous avons également identifié que cette importante délétion contenait le gène codant pour Ace, une protéine impliquée dans l'adhésion aux protéines de la matrice extra-cellulaire. Malgré leur importance dans les mécanismes responsables des étapes conduisant à l'infection, il nous a semblé que la perte de ces déterminants importants sur le plan antigénique pourrait faciliter l'échappement des bactéries du système immunitaire de l'hôte infecté [28]. Forts de ces observations, nous avons décidé d'évaluer le degré de diversité présent au sein du foyer infectieux des EI à E. faecalis. Dans ce but, nous avons décidé de travailler directement à partir de valves cardiaques infectées de patients opérés.

Diversité génétique des isolats d'E. faecalis responsables d'EI à et conséquences sur les manifestations phénotypiques bactériennes

Ce travail avait pour objectif dans quelle mesure les valves cardiaques des patients présentant une EI à E. faecalis pouvaient être à l'origine de la production de variants pouvant secondairement échapper aux pressions de sélection immunitaire et liées aux antibiotiques. Nous avons donc pour ce projet décidé d'analyser les isolats d'E. faecalis issus de différents échantillons cliniques de cinq patients atteints d'EI. En pratique, 9 isolats obtenus à partir de la mise en culture dans différentes conditions des valves disponibles étaient sélectionnées. Les isolats issus des hémocultures et éventuellement de localisations secondaires articulaires étaient également inclues dans l'étude.

Pour chaque patient, l'ensemble des isolats disponibles étaient séquencés. Après détermination des clones auxquels ils appartenaient, les contenus en gènes de résistance aux antibiotiques et de virulence étaient établis. Nous avons pu noter avec beaucoup d'intérêt que la délétion observée chez le Patient 1 impliquait les gènes SrtC, EbpA, EbpB et EbpC, identifiés dans la rechute d'EI à E. faecalis précédemment. Les isolats étudiés chez les autres patients présentaient tous des mutations non-synonymes ainsi que des délétions impliquant des régions parfois importantes et comportant des gènes impliqués dans l'attachement aux plaquettes. Il est donc très clair que l'ensemble des variants présents au sein des foyers infectieux résultent de mutations et/ou de délétions. La diversité qui en résultait semble présenter un avantage très significatif à la bactérie, puisqu'en fonction de la pression qui s'exerce sur la population, l'isolat présentant la ou les variations qui lui confèrent la meilleure adaptation sera sélectionné, ce qui facilite la persistance sous traitement antibiotique ou la rechute de l'infection après la fin du traitement [29].

Les analyses phénotypiques menées dans ce travail ont également contribué à mieux comprendre la capacité de ces variants à résister au traitement. Nous avons pu montrer que certains variants conféraient aux isolats la capacité soit de diminuer leur taux de croissance et donc de réduire leur sensibilité aux antibiotiques, soit en cas de variants délétés pour des protéines impliqués dans la production de biofilm ou dans l'exposition de facteurs impliqués dans la réponse immunitaire de l'hôte, d'échapper à la pression immunitaire de l'hôte.

Cette étude a permis de montrer comment la production de nombreux variants au sein d'un foyer infectieux subaigu ou chronique permettait la production d'une importante diversité génétique rendant possible la sélection secondaire de variants capables de persister malgré un traitement antibiotique bien conduit. L'identification de variants associés au risque d'échec sur de plus grandes cohortes pourrait permettre de les rechercher spécifiquement afin d'adapter le traitement et permettre de réduire au maximum le risque de rechute. 

3.

Pectobacterium, un genre bactérien dont la diversité et la plasticité génétique pourrait être à l'origine de l'émergence de gène de résistance aux antibiotiques La variabilité microbienne peut également être à l'origine d'autres phénomènes impliqués dans l'échec des traitements et l'émergence de résistance aux antibiotiques. On sait depuis longtemps en effet que la grande majorité des mécanismes de résistance aux antibiotiques émergent de bactéries de l'environnement, suite à des transferts horizontaux de gènes vers les bactéries d'intérêt médical [30]. En ce qui concerne les bêta-lactamase plasmidiques circulant au sein des espèces les plus couramment rencontrées en Médecine humaine, la plupart ont pour origine des Enterobacterales de l'environnement. C'est le cas par exemple des espèces du genre Kluyvera qui constituent les progéniteurs des principaux allèles de blaCTX-M, ou encore de Shewanella, genre qui regroupe des espèces progénitrices des principaux allèles de blaOXA-48 et de ses dérivés [31].

Bien qu'il existe des hypothèses assez solides concernant les mécanismes de résistance les plus prévalents, certains demeurent des énigmes. C'est le cas de la bêta-lactamase TEM, première bêtalactamase plasmidique décrite chez E. coli en 1963 [10], dont le progéniteur n'a jamais été identifié malgré le succès planétaire de cette enzyme. En se basant sur la proximité nucléotidique avec les autres bêta-lactamases connues, nous avons identifié l'espèce P. versatile comme un progéniteur potentiel de TEM. Afin d'avancer sur cette hypothèse, nous avons réalisé l'analyse de l'ensemble des génomes disponibles des espèces appartenant au genre Pectobacterium, afin d'identifier les environnements génétiques de cette bêta-lactamase et les éventuels transferts génétiques qui s'effectuent entre espèces.

Les résultats de cette étude ont permis de confirmer une identité nucléotidique supérieure à 80% entre blaTEM et blaPEC, la bêta-lactamase de P. versatile. Bien que totalement différents de celui de blaTEM, les environnements génétiques de blaPEC étaient bien conservés chez d'autres espèces que versatile, ce qui suggère la possibilité de transferts inter-espèces au sein du genre Pectobacterium. Prises dans leur ensemble, nos observations indiquent qu'un transfert du gène codant pour la bêta-lactamase à partir du chromosome de P. versatile vers un plasmide circulant aujourd'hui chez E. coli est peu probable ou alors remonte à des temps très anciens. Henri-Charles Hugède a participé à l'analyse des échantillons issus du centre de renutrition pédiatrique de Maradi (Niger) géré par l'association MSF. Il a également participé à l'analyse des résultats préliminaires et est co-auteur de l'étude parue dans Clin. Infect. Dis. en 2013 (cf. IV . A. 4.) [15].

-Encardement post-doctoral d'un travail réalisé par le Dr. Naouale Maataoui en collaboration avec MSF sur la circulation des E. coli BLSE chez des enfants souffrant de dénutrition à Maradi (Niger). Ce travail a été publié dans le JAC en 2020 (cf. IV. B. 1) [17].

B.

Impact des antibiotiques sur le risque infectieux des patients immunodéprimés Lustine Lavaud a réalisé les prélèvements et recueilli les données cliniques de patients inclus. Elle a aussi participé à la production et à l'interprétation des données de métagénomique 16S. Avec l'aide du Dr. Charlotte Bernigaud, nous avons pu publier ses travaux dans J Eur Acad Dermatol Venereol. en 2021 (cf. IV. B. 5) [26].

C.

Contribution de la shotgun métagénomique au diagnostic microbiologique -Encadrement d'une Thèse de Pharmacie, Université Paris-Sud -Faculté de Pharmacie : « Diagnostic microbiologique de l'otite moyenne aiguë par métagénomique shotgun ». Vincent Sainte-Rose, 2018.

Ce travail a évalué la shotgun métagénomique dans le diagnostic microbiologie des otites moyennes aiguës de l'enfant.

V. Perspectives de recherche

Dans la lignée des travaux présentés dans ce manuscrit, nous souhaitons poursuivre nos travaux de recherche dans le domaine de la résistance aux antibiotiques, de l'émergence de nouveaux mécanismes dans les environnements et la sélection de mutants sous pression de sélection par les antibiotiques, jusqu'à la dissémination de clones bactériens pathogènes multirésistantes, au sein de la communauté humaine. Ainsi, nos perspectives de recherche couvriront les thèmes suivants :

A.

Mise au point et évaluation d'outils innovants pour la surveillance des microorganismes pathogènes au sein des réservoirs environnementaux : Identification, Surveillance et approche éco-épidémiologique des microorganismes émergents circulant chez le pigeon biset (Columba livia) par une approche de métagénomique shotgun [Etude PREMS (Pigeon REservoir Microorganismes Shotgun)]

Ce projet s'inscrit dans le concept « One Health » visant à évaluer la diversité microbienne au sein des environnements et le risque d'émergence de microbes pathogènes ou de mécanismes de résistance aux antibiotiques connus ou nouveaux. En se basant sur les analyses métagénomiques, nous pensons pouvoir évaluer le risque associé aux contacts rapprochés entre l'humain et les animaux qui font partie de son environnement direct.

Description des objectifs et des hypothèses de recherche

Columba livia (pigeon biset) est un oiseau urbain décrit comme vecteur potentiel de nombreux microorganismes pathogènes et réservoir de bactéries multirésistantes chez l'Homme et chez l'animal domestique. Le pigeon a déjà été incriminé dans plus de 30 zoonoses transmises par voie aérienne ou par ses excréments sans que l'on sache si la transmission est directe ou indirecte [32]. L'urbanisation a probablement également un impact important sur l'émergence ou la réémergence des microorganismes trouvés chez ces animaux citadins potentiellement transmissibles à l'Homme. Ainsi, la surveillance du réservoir de microorganismes pathogènes que constituent les pigeons citadins par une approche pluridisciplinaire et globale s'inscrit ainsi dans une approche « One Health » de veille sanitaire. L'objectif sera de (i) décrire de façon exhaustive les pathogènes présents chez Columba livia et de (ii) comprendre les variables de l'environnement qui favoriseraient l'émergence et la dispersion de pathogènes nouveaux ou ré-émergents.

2.

Positionnement du projet par rapport à l'état de l'art L'impact croissant des activités anthropiques sur les environnements sauvages, et en particulier le réchauffement climatique ont été à l'origine d'émergences ou de disséminations de maladies infectieuses qui ont marqué l'histoire récente. On peut en particulier penser à l'émergence et la dissémination de (i) la résistance bactérienne aux antibiotiques (bêta-lactamases à spectre élargi, carbapénémases), (ii) virus pathogènes animaux secondairement transmis à l'Homme (Ebola, SARS CoV-2), (iii) parasitoses transmises par l'alimentation (trichinellose, anisakiose) ou (iv) agents infectieux transmis par l'avifaune urbaine à l'homme (Candida auris, Chlamydia psittaci) [33,34]. On estime aujourd'hui qu'au moins 75 % des agents infectieux émergents chez l'Homme seraient d'origine animale (CDC). L'augmentation de la densité des populations humaines liées à l'urbanisation des environnements naturels est un prédicteur significatif des maladies infectieuses émergentes [35,36]. L'étude des réservoirs animaux de microorganismes émergents constitue donc un enjeu majeur de veille sanitaire. A ce jour, l'association de techniques basées sur le séquençage complet d'échantillons biologiques combinée à une approche écologique n'a jamais été utilisées dans ce contexte. C'est ce que nous proposons dans ce projet. Pour les variables de l'environnement, nous nous focaliserons en particulier sur l'impact des métaux traces comme le plomb et le zinc qui ont récemment été montrés comme impactant respectivement négativement et positivement la réponse immunitaire du pigeon biset [37]. Ces effets sur l'immunité des pigeons pourraient donc affecter indirectement les paramètres épidémiologiques des agents pathogènes véhiculés par le pigeon [38].

3.

Présentation de la méthodologie utilisée pour atteindre les objectifs du projet, prise en compte de l'interdisciplinarité ou transdisciplinaire du projet dans la méthodologie choisie A. WP 1 : approche épidémiologique Le Centre hospitalier universitaire vétérinaire Faune sauvage (ChuV-FS) reçoit environ 6000 animaux par an dont près de 1500 pigeons. Parmi ceux-ci, environ 60 % meurent spontanément ou sont euthanasiés. Nous sélectionnerons 350 pigeons biset franciliens (morts spontanément ou euthanasiés), prélevés sur l'agglomération parisienne pendant 3 ans. Une autopsie sera pratiquée dans un laboratoire de type P2 et l'ensemble des informations cliniques seront colligées. Un prélèvement respiratoire par lavage trachéo-broncho-alvéolaire et un prélèvement de fientes seront conservés en vue de réaliser l'analyse histologique, les cultures microbiennes et les analyses de métagénomique.

Les échantillons conservés à -80°C seront explorés à l'aide des outils de métagénomique shotgun (MGS) développés sur la plate-forme génomique IMRB-CHU Henri Mondor. Après lyse mécanique et chimique, extraction, réalisation des bibliothèques d'ADN et d'ARN et dénaturation, le séquençage paired-end sera effectué en utilisant le kit High Output v2, 2x150 pb sur un séquenceur NextSeq500 Illumina (Illumina, USA). Après séquençage, les données seront analysées à l'aide du logiciel interne MetaMIC®, qui permet l'identification et le typage de l'ensemble des microorganismes présents dans chaque échantillon [START_REF] Rodriguez | Pathogen identification by shotgun metagenomics of patients with necrotizing soft-tissue infections[END_REF]. En parallèle, nous réaliserons l'analyse histologique des tissus fixés en formol tamponné à 10 % et la culture des échantillons frais, selon les protocoles habituels. Les bactéries, virus et champignons retrouvés par culture seront ensuite séquencés afin de rechercher (i) leur appartenance à un clone épidémique, (ii) des déterminants associés à une virulence particulière, (iii) des gènes ou des mutations responsables de mécanismes de résistance à des anti-infectieux [37]. Une étude préliminaire a permis de valider la faisabilité de la MGS dans cette indication et d'obtenir un catalogue de virus, bactéries, champignons et autres microorganismes pathogènes impliqués en pathologie vétérinaire ou humaine présents dans le liquide broncho-alvéolaire et les fientes de 5 pigeons biset qui ont retrouvé un grand nombre de bactéries, virus, champignons et parasites reconnus comme pathogènes chez l'homme et/ou l'animal.

B. WP 2 : approche écologique

Afin d'identifier les paramètres de l'environnement urbain pouvant affecter la prévalence des différents microorganismes identifiés dans le WP 1, nous prévoyons d'échantillonner dans le temps et dans l'espace des pigeons bisets de 30 sites de l'agglomération parisienne (Paris et petite couronne) avec l'aide de l'équipe du Pr. Gasparini, pour lesquels nous évaluerons différentes variables environnementales. Nous nous intéresserons, en particulier, aux contaminants métalliques et au mode d'occupation des sols (couverture bio-physique de la surface d'un territoire donné réalisé au moyen d'un Système d'Information Géographique). En effet, le plomb et le zinc ont été récemment identifiés comme des modulateurs potentiels de l'immunité des pigeons bisets et comme des facteurs associés à des variations de prévalence de parasites hémosporidiens (ex : Chlamydiaceae) [38,[START_REF] Chatelain | Trace metals, melanin-based pigmentation and their interaction influence immune parameters in feral pigeons (Columba livia)[END_REF].

En pratique, nous échantillonnerons les microbiotes intestinaux de 10 pigeons vivants sur 30 sites le long d'un gradient d'urbanisation une fois par an pendant 3 ans. Les pigeons seront capturés à l'aide de cages d'appâtage ou d'épuisettes en suivant le protocole utilisé en routine par le partenaire 3. Des écouvillonnages cloacaux seront utilisés pour échantillonner les microbiotes et envoyés au partenaire 1 pour analyse en MGS. L'exposition individuelle aux métaux traces Cadmium (Cd), Plomb (Pb), Mercure (Hg), Cuivre (Cu) et Zinc (Zn) [START_REF] Frantz | Contrasting levels of heavy metals in the feathers of urban pigeons from close habitats suggest limited movements at a restricted scale[END_REF] sera évaluée en analysant les plumes des pigeons selon un protocole établi par le partenaire 3. Ces métaux traces seront quantifiés par spectrométrie d'absorption atomique. Pour chaque site, nous estimerons le taux d'urbanisation et les caractéristiques de l'habitat à différentes échelles en utilisant les données du Mode d'Occupation des Sols (MOS) disponibles en ligne auprès de l'Institut d'Aménagement et d'Urbanisme d'Ile-de-France (http://www.iau-idf.fr/). Ces variables environnementales seront ensuite corrélées aux prévalences des microorganismes émergents détectés. Cette analyse permettra d'identifier des variables de l'environnement qui favorisent l'émergence et la dissémination de certains microorganismes. L'approche longitudinale sur 3 ans nous permettra d'évaluer sur un échantillon non biaisé les tendances temporelles des prévalences des différents microorganismes.

4.

Démonstration du caractère novateur et/ou ambitieux du projet, de son originalité tant du point de vue des objectifs poursuivis que de la méthodologie Nos résultats permettront de déterminer le rôle potentiel joué localement par la population de Columba livia vivant à proximité immédiate des humains et des animaux domestiques dans la dissémination des microorganismes grâce au typage. Nous faisons l'hypothèse que le gradient d'urbanisation entre Paris et la petite couronne pourrait modifier la diversité microbienne et le portage de microorganismes pathogènes par les pigeons, et ainsi mieux comprendre comment le tissu urbain favorise ou non l'émergence et la dispersion des pathogènes. Ce projet s'inscrit explicitement dans une approche « One Health en milieu urbain » en y intégrant les dimensions populationnelles et écosystémiques.

Contexte

Les A ce jour, aucune équipe n'a tenté d'appliquer une démarche de recherche translationnelle structurée permettant : i) d'obtenir les séquences de génomes complets de plus de 100 isolats cliniques de Nocardia puis ii) de corréler ces données génomiques aux données de résistance phénotypique vis-àvis des antibiotiques les plus fréquemment prescrits et enfin iii) d'évaluer la faisabilité de l'utilisation de ces approches dans le soin des patients, en s'appuyant sur des techniques de séquençage disponible dans la journée (technique "one shot", nanopore).

Enfin, le recours à la technologie de séquençage de génomes complets intégrée au soin, dans les 24-48 heures n'a jamais été évalué.

Objectifs du projet

 A l'échelle individuelle, si ce projet démontrait la faisabilité de cette approche, le recours au séquençage de génomes complets permettrait d'améliorer :

• La vitesse de rendu microbiologique : identification d'espèce et identification de gènes de résistance dans les 24-48 heures.

•

La fiabilité du résultat. En effet, les techniques phénotypiques étant difficile à réaliser et interpréter pour ces bactéries, l'interprétation « absence/présence » d'un ou plusieurs gènes de résistance permettrait de prédire le profil de résistance, de manière plus fiable.

 A l'échelle collective : en améliorant la rapidité et la fiabilité de l'identification d'espèce et de la présence de gènes de résistance, notre hypothèse est que cette approche de séquençage de génomes complets permettrait de mieux cibler le traitement antibiotique en évitant de recourir à un traitement au spectre large, potentiellement iatrogène, et donc réduire les durées et les coûts d'hospitalisation.

Matériel

Critères d'inclusion microbiologiques (sélection des 115 isolats de Nocardia identifiés chez des patients). Il s'agit des espèces ou complexes responsables de la majorité (80 à 90%) des infections humaines et/ou celles qui présentent des profils de résistance particuliers aux antibiotiques : N. farcinica (n=15), N. cyriacigeorgica (n=15), N. nova complex (n=15), N. abscessus complex (n=15), N. brasiliensis (n=15), N. transvalensis complex (n=15), N. mexicana (n=10), N. pseudobrasiliensis (n=5), N. otitidiscaviarum (n=10).

Ces 

5.

Mise en place de l'outil d'analyse de génome complet de Nocardia en vue de prédire le phénotype de résistance Après avoir constitué une base de données génomique (115 isolats) et décrit expérimentalement la corrélation entre le profil de résistance et la présence (ou l'absence) d'un gène de résistance, l'étape ultime sera d'évaluer la faisabilité d'introduire ce séquençage de génome complet obtenu dans la journée (technique "one shot" Nanopore), dans le soin. Cette évaluation imposera de confronter le délai nécessaire en routine entre la positivité de la culture bactérienne (Nocardia) et l'identification d'espèce + antibiogramme. Ce délai sera comparé à ce même délai obtenu dans le cadre du soin courant.

C.

Emergence dans les foyers infectieux : étude génotypique et phénotypique de la microdiversité bactérienne: mécanismes et implications thérapeutiques au cours de l'endocardite infectieuse Ce projet a pour but de mieux comprendre les échecs que l'on observe chez les patients atteints d'endocardite infectieuse (EI). En effet, nous avons pu observer qu'en cas d'échec du traitement médical, des isolats présentant certaines mutations ou délétions pouvaient être sélectionnées sous l'effet des pressions de sélection antibiotique et immunitaire. L'étude de ces isolats pourrait aider à mieux comprendre les raisons de cette sélection. De plus, la détection précoce de tels mutants pourrait, s'il est démontré qu'ils jouent un rôle dans l'échec, servir de facteur pronostic.

Dans la plupart des infections bactériennes, le caractère monoclonal est souvent présenté comme un dogme. Comme nous avons pu le mettre en évidence dans les EI, un certain degré d'hétérogénéité se cache parfois derrière ces infections causées par une espèce unique. De telles observations ont été faites chez différentes espèces bactériennes, bien souvent au cours d'infections chroniques (infections ostéoarticulaires, infections digestives, mucoviscidose), et généralement rapportées en raison de formes exacerbées de diversité comme par exemple la présence en culture de Small Colony Variants (SCV) [START_REF] Proctor | Small colony variants: a pathogenic form of bacteria that facilitates persistent and recurrent infections[END_REF].

Cependant, en dehors des cas de SCV, la mise en évidence de cette microdiversité a pendant longtemps été négligée, notamment en raison du manque de discrimination des méthodes de biologie moléculaire alors disponibles (PFGE, PCR ciblant des régions répétées, etc…). De plus si ces méthodes permettent parfois d'identifier des variations à l'échelle d'un clone, elles ne renseignent pas sur la nature de ces différences et les fonctions cellulaires bactériennes impliquées. Comme nous l'avons vu, l'utilisation du séquençage complet des génomes bactériens facilite grandement l'étude de ces phénomènes. Du point de vue évolutif, il semble que la microdiversité d'un clone bactérien au cours du temps induise des variants secondairement sélectionnés par les pressions immunitaire et antibiotique.

Cette diversification bactérienne au cours de l'infection joue probablement un rôle essentiel dans l'adaptation et la survie des microorganismes face aux pressions immunitaire et/ou antibiotique auxquelles les bactéries sont exposées. Dans le cas des SCV, une tolérance à certains antibiotiques a été rapportée, notamment les antibiotiques agissant sur la paroi dont l'activité est dépendante de la croissance des bactéries. La résistance aux aminosides est également fréquente chez ces SCV, dont certains présentent des altérations du métabolisme respiratoire. Dans d'autres cas, on peut observer une perte de certains facteurs de virulence pourtant considérés comme essentiels dans la phase initiale du processus infectieux. Nous avons notamment rapporté ce phénomène au cours d'une rechute d'une endocardite à E. faecalis [28], et avons pu l'observer par la suite chez un autre patient [29].

Dans la continuité de nos premiers travaux sur ce sujet [28,29], l'objectif de ce projet est la compréhension des phénomènes de microdiversité au sein de foyers infectieux profonds, et leurs conséquences en termes de rechutes au cours de l'infection malgré la mise en place d'une antibiothérapie adaptée. L'EI est choisie comme modèle car elle présente un caractère monomicrobien ainsi qu'une évolution subaiguë avec de possibles localisations secondaires. L'ensemble des bactéries cultivables sur milieu usuel et classiquement décrits dans les EI sera analysé. Cela permettra notamment d'identifier les points communs et les différences dans les phénomènes de diversification entre espèces bactériennes. L'épidémiologie de ces infections dans notre hôpital entre 2015-2019 reflète globalement celle décrite dans les pays occidentaux [START_REF] Pericas | A Contemporary Picture of Enterococcal Endocarditis[END_REF] avec une augmentation des cas dus à Enterococcus spp. dans notre centre (21%) [START_REF] Fihman | Blood Cultures for the Diagnosis of Infective Endocarditis: What Is the Benefit of Prolonged Incubation?[END_REF]. D'un point de vue technique, le projet reposera d'une part sur l'analyse de cette microdiversité par comparaison des génomes complets isolés de valves cardiaques, de prélèvements d'hémoculture et/ou de localisations secondaires. Des analyses phénotypiques seront également réalisées qui comprendront l'évaluation de la sensibilité aux antibiotiques par mesure de CMI, l'étude des profils de croissance en milieu liquide et l'évaluation de la formation de biofilm. Selon les mutations identifiées comme pouvant affecter le métabolisme, nous envisagerons également l'étude de l'auxotrophie vis-àvis de certains composés.

Les résultats attendus sont d'une part l'estimation de la fréquence de ces phénomènes de microdiversité au cours des EI en fonction des différentes espèces bactériennes. Cette étude permettra d'obtenir une vision précise des systèmes bactériens impliqués dans la microdiversité et leurs conséquences phénotypiques. De plus, l'analyse conjointe des différents prélèvements (hémocultures, valves, localisations secondaires) devrait permettre d'estimer à la fois (i) la diversité réelle au niveau du foyer infectieux primaire, et (ii) la diversité apparente telle qu'elle peut être obtenue à partir des hémocultures et des prélèvements issus de foyers secondaires.

Sur un plan clinique, ce projet devrait nous permettre de mieux connaitre les caractéristiques cliniques des patients chez qui une microdiversité significative est observée. En fonction de l'association de cette microdiversité avec les rechutes et/ou les localisations secondaires, l'identification des facteurs génétiques liés à la bactérie pourrait permettre de mieux cibler les patients à risque. Selon notre capacité à identifier un certain reflet de la diversité du foyer infectieux directement à partir d'hémocultures ou de prélèvements de localisations secondaires (ex : liquide articulaire), des informations précieuses pour la décision thérapeutique pourraient être obtenues.

3.

Résultats préliminaires 

Perspectives

Cette étude a confirmé la dissémination des isolats dans la population des HSH, qui représente un réservoir potentiel pour la propagation des deux ST14 et ST1193. Enfin, la confrontation des données de génotypage microbien sera confrontée à l'ensemble des informations épidémiologiques disponibles, y compris la prise récente d'antibiotiques, afin de dégager les facteurs de risque potentiels associés à la diffusion de ce clone émergent d'E. coli BLSE dans la population HSH.

VI. Conclusion

Les travaux présentés dans ce manuscrit sont partis d'études épidémiologiques visant à déterminer les facteurs de risques individuels et collectifs de dissémination de bactéries résistantes pour aboutir à une meilleure compréhension de l'impact des antibiotiques sur l'acquisition et la transmission des bactéries multirésistantes. Sur le plan médical, ils ont également permis de lier le risque individuel infectieux que le portage de ces bactéries faisait courir aux patients particulièrement les plus fragiles d'entre eux. Ils se sont également concentrés sur l'impact joué par la pression de sélection antibiotiques sur l'émergence non seulement de variants pouvant avoir un effet délétère sur le pronostic d'une infection traitée.

Ces travaux :

-sont le fruit de collaborations impliquant des équipes impliquées dans divers domaines comme la médecine humanitaire, la recherche fondamentale ou l'étude des environnements.

-certains ont servi de base pour des recommandations internationales.

-d'autres ont contribué à améliorer les connaissances, notamment sur l'effet des antibiotiques sur la dissémination de bactéries multirésistantes.

-m'ont permis d'encadrer plusieurs étudiants qui ont pour la plupart pu publier leurs travaux dans des revues internationales.

-vont servir de base aux projets en cours dans le laboratoire.
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  Sorbonne Université, 2021 (Agathe Kudela : « Modélisation pharmacocinétique de l'amikacine sous assistance par ECMO veino-artérielle par approche de population ») -Université Paris-Saclay, 2021 (Amandine Caillault : « De la colère des dieux à la métagénomique, comment définir les maladies infectieuses avec les technologies de demain ? ») -Université de Paris, 2021 (Soraya Sakhi : « Infections à Nocardia : aspects cliniques, diagnostic bactériologique et moléculaire ») -Université Paris-Descartes, 2020 (Seher Yilmaz : « Phylogénie et antibiorésistance de souches de Morganella morganii européennes productrices de carbapénémases ») -Université Paris-Est, 2020 (Margaux Mongereau : « Dermo-hypodermites bactériennes nécrosantesfasciites nécrosantes abdomino-périnéales : Etude rétrospective mono-centrique de 52 patients incluant la recherche d'une porte d'entrée à court et moyen terme ») -Université Paris-Diderot, 2019 (Aude Lecadet : « incidence des bactériémies et valeur diagnostique des cartes bactériennes chez les patients atteints de nécrolyse épidermique : étude observationnelle de 98 cas ») -Université Paris-Est, 2019 (Khanh Villageois-Tran : « mise au point d'une nouvelle technique de détection rapide du portage digestif des entérobactéries productrices de carbapénémase »)

  Cette étude a été réalisée avec l'aide du Dr. Abdoulaye Diop, missionné par le Pr. Andremont. Sur le terrain, son objectif était d'identifier une population sénégalaise avec le plus haut degré d'isolement possible. Le choix du Dr. Diop s'est porté sur un village nommé Kagnoubé, situé dans le district de Tambakounda. Vingt enfants ont donné leurs selles afin de déterminer la présence d'E. coli BLSE.

Figure 1 :

 1 Figure 1: Localisation de Kagnoubé, village isolé du district de Tambakounda au Sénégal.

Figure 2 :

 2 Figure 2: Comparaison des environnements génétiques des plasmides isolés au Sénégal avec le plasmide pandémique pC15-1a.

Figure 3 :

 3 Figure 3 : Localisation du village amérindien de Trois-Sauts, situé dans la réserve naturelle de Guyane française. Sur place, les prélèvements fécaux de 163 volontaires ainsi qu'un grand nombre d'informations sociodémographiques comprenant la consommation en antibiotiques sur l'année passée étaient recueillis. Nous avons ainsi pu déterminer un taux élevé de portage d'E. coli de 8.0% (11/163), résultant de la circulation de 8 clones d'E. coli produisant majoritairement mais non exclusivement des BLSE de type CTX-M. Malgré le grand nombre d'éléments pris en compte, aucun facteur de risque individuel n'avait pu être identifié.

Figure 4 :

 4 Figure 4 : Caractérisation des isolats d'E. coli BLSE identifiés au sein de la population explorée.

Figure 5 :

 5 Figure 5 : Arrivée de l'expédition à Trois-Sauts, été 2010.

Figure 6 :

 6 Figure 6 : A, diversité des isolats d'E. coli BLSE identifiés en 2006 (bleu) et en 2010 (verts). B, portage de BLSE au sein des populations explorées en 2001, 2006 et 2010 et consommation antibiotique au sein de la population du village.

4 .

 4 Conséquences d'un portage communautaire élevé d'E. coli BLSE sur le niveau de portage à l'hôpital dans les pays à faibles revenus.

Figure 7 :

 7 Figure 7 : Localisation de Madarounfa, village de la région de Maradi, Niger.Afin d'identifier le risque d'acquisition de BLSE, il a été décidé d'étudier le portage d'entérobactéries BLSE chez les enfants à leur admission puis à leur sortie du secteur de soins intensifs. L'exposition aux antibiotiques de l'ensemble des enfants inclus a été enregistrée. Les résultats de cette étude ont permis d'identifier un niveau de portage de BLSE de 31% à l'admission, majoritairement constitué d'E. coli appartenant à divers Sequence Types (ST). Le taux d'acquisition au sein du centre au moment de la sortie était de 94%, après une médiane de séjour de 10 jours. Contrairement à ce qui avait été observé à l'admission, les souches acquises appartenaient à diverses entérobactéries comme E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae et Salmonella enterica. Au sein de chaque espèce, un nombre limité de ST était observé, contraitement à ce qui avait été observé à l'entrée. Enfin, le multiportage était la règle chez les enfants à leur sortie, suggérant un nombre très élevé de transferts horizontaux de souches, probablement favorisé par une pression antibiotique intense, puisque plus de 90 % des enfants recevaient au moins 4 jours d'antibiotiques durant leur séjour.Cette étude a permis de mettre en évidence de manière très claire comment un taux élevé de portage de BLSE à l'entrée dans le centre, associé aux effets d'une forte pression de sélection par les antibiotiques, pouvaient être responsables de la sélection de souches et du probable transfert de plasmides particulièrement bien adaptés à cet environnement. Ces observations ont eu un impact important puisque l'article paru dans la revue Clinical Infectious Diseases a été cité lors d'une présentation à l'ICAAC 2012 parmi les « 10 principaux articles de l'année », et a servi à l'élaboration d'un rapport sur la prise en charge des enfants souffrant de dénutrition par la WHO et de la FAO publiées en 2016.

Figure 8 :

 8 Figure 8 : couverture du rapport de la WHO et de la FAO concernant la renutrition entérale.

Figure 9 :

 9 Figure 9 : A, schéma résumant l'épidémie des entérobactéries productrices de BLSE de type CTX-M de l'émergence jusqu'à leur dissémination dans les différents réservoirs environnementaux, animaux et humains. B, Evolution du niveau de portage communautaire de BLSE dans les différentes populations selon leur région d'origine sur la période 2001-2011. C, estimation du nombre de porteurs dans les différentes régions du monde.

  'action des antibiotiques, le microbiote est impacté sur les plans qualitatif et quantitatif et sa capacité de résistance à la colonisation diminue, ce qui favorise l'acquisition et la multiplication des bactéries exogènes, à plus forte raison lorsqu'elles sont résistantes à l'antibiotiques en question. En effet, bien que l'on associe habituellement le risque d'acquisition au spectre de l'antibiotique, un très grand nombre d'autres paramètres comprenant l'activité anti-anaérobie, les caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques et la voie d'administration peuvent entrer en jeu.Dans la partie suivante, nous avons cherché à déterminer l'impact de l'amoxicilline, antibiotique à spectre « étroit » sur la dissémination d'E. coli BLSE dans une population à forte prévalence. Nous avons également cherché à mieux comprendre le rôle de l'impact des antibiotiques sur le microbiote intestinal et sur la transmission des bactéries multirésistantes ainsi que le risque infectieux chez le patient colonisé.B.Impact des modifications des microbiotes par les antibiotiques sur la transmission des bactéries multirésistantes et le risque infectieux des patients immunodéprimés 1.Impact individuel et collectif de l'exposition à l'amoxicilline sur l'acquisition et la dissémination d'E. coli BLSE au sein d'une population pédiatrique communautaire à forte prévalence Le contexte de cette étude s'inscrit dans le cadre des recommandations de l'OMS, qui préconisent l'utilisation de l'amoxicilline dans le cadre de la renutrition ambulatoire des enfants dénutris. Cette étude menée avec MSF avait comme objectif principal de comparer le portage de BLSE chez un groupe d'enfants de la région de Maradi (Niger) exposés à un traitement de 7 jours par amoxicilline à un placébo. Le portage de BLSE était évalué à J1, J7 et J28 du début du traitement. Parmi les enfants du groupe amoxicilline qui étaient négatifs à l'inclusion, le taux d'acquisition à J7 était plus élevé dans le groupe amoxicilline que dans le groupe placebo [53,7% (79/147) versus 32,3% (52/161)] avec un risque relatif ajusté de 2,29 [P = 0,001], alors qu'il n'existait plus de différence à J28.

Figure 10 :

 10 Figure 10 : comparaison des taux de portage de BLSE au sein des groupes exposés et non-exposés à l'amoxicilline.

Figure 11 :

 11 Figure 11 : comparaison du nombre d'événements de transmission confirmés d'un individu du groupe amoxicilline ou placébo à la fratrie.

Figure 13 :

 13 Figure 13 : évaluation du risque associé au niveau de portage de bactéries multirésistantes sur le profil de résistance de la bactérie responsable d'un épisode de bactériémie chez le patient neutropénique.

  Cette étude s'est concentrée sur l'évolution du microbiote intestinal des patients atteins de LAM et soumis à une forte pression antibiotique et chimiothérapeutique. La composition bactérienne des échantillons prélevés avant, durant et après la cure d'induction était évaluée par métagénomique ciblée sur les régions V3 et V4 du gène codant pour l'ARN ribosomal 16S ainsi que par qPCR ciblant les principaux groupes de bactéries constituant le microbiote intestinal normal. Ces résultats ont permis d'observer une diminution drastique de la plupart des bactéries anaérobies strictes (principalement les Gram négatif) et dans le même temps, une quasi-stagnation des bactéries aéro-tolérantes. En conséquence, le microbiote était l'objet d'un enrichissement relatif très significatif en bactéries aérotolérantes et d'un effondrement de la richesse évaluée par les index d'alpha-diversité (Shannon et Chao 1), responsables comme nous l'avions observé précédemment d'une augmentation du risque infectieux [23].

Figure 14 :

 14 Figure 14 : A, comparaison des index d'alpha-diversité évaluant la richesse des microbiotes intestinaux à T0, T1 et T2. B, heatmap évaluant la composition des microbiotes des patients inclus.

Figure 15 :

 15 Figure 15 : dosage des principaux AGCC à partir des prélèvements fécaux à T0, T1 et T2.

Figure 16 :

 16 Figure 16 : évaluation du risque de retrouver comme responsable de bactériémie les bactéries S. aureus et P. aeruginosa selon le niveau de colonisation des lésions cutanées.

Figure 17 :

 17 Figure 17 : A, composition bactérienne des 6 zones cutanées lésées à T1 (vert, Staphylococcus ; violet, Pseudomonas ; gris, Corynebacterium ; marron, Enterobacterales). B, évolution clinique du décollement cutané en pourcentage de peau décollée. Les flèches bleues indiquent les dates des prélèvements et la flèche violette indique la survenue de la bactériémie à P. aeruginosa.

Figure 18 :

 18 Figure 18: Comparaison des isolats responsables du premier épisode d'endocardite infectieuses à E. faecalis (isolat B01) et de la rechute (isolat B02).

Figure 19 :

 19 Figure 19: Contenu en gènes de résistance et de virulences des isolats d'E. faecalis étudiés.

Figure 20 :

 20 Figure 20 : Schéma de la délétion du fragment de génome contenant les gènes SrtC, EbpA, EbpB et EbpC observée au sein des génomes de deux isolats d'E. faecalis sur trois (Patient 1).

Figure 21 :

 21 Figure 21 : A, schéma représentant la diversité des génomes d'E. faecalis (Patient 1). B, comparaison des taux de croissance de trois isolats sélectionnés selon leur diversité génétique (Patient 1). C, comparaison de la production de biofilm de trois isolats sélectionnés selon leur diversité génétique (Patient 1).

Figure 22 :

 22 Figure 22 : A, représentation schématique des transferts possibles de blaPEC entre les différentes espèces de Pectobacterium, en fonction des principaux énvironnements génétiques observés. B, comparaison des sept principaux environnements génétiques de blaPEC.
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  Encadrement d'un stage de Master 2, Master Sciences du Médicament Parcours Microbiologie (Bactéries, Virus, Parasites), Université Paris-Sud -Faculté de Pharmacie: Microbiotes, Agents pathogènes et Thérapeutiques antiinfectieuses. « dysbiose et perte de poids lors du traitement des patients atteints de leucémie aiguë myéloblastique ». Kenneth Ekpe 2016. Kenneth Ekpe a participé à l'analyse des selles des patients neutropéniques avec l'aide du Dr. Muriel Thomas à L'INRA de Jouy-en-Josas. Il a réalisé l'ensemble des qPCR ainsi que les dosages des acides gras à chaînes courtes, a participé à l'interprétation de ces données et est co-auteur de l'étude publiée dans Gut Microbes en 2020 (cf. IV. B. 3.) [23]. -Encadrement d'un stage de Master 2, Master Sciences du Médicament Parcours Microbiologie (Bactéries, Virus, Parasites), Université Paris-Sud -Faculté de Pharmacie: Microbiotes, Agents pathogènes et Thérapeutiques antiinfectieuses. « Étude dynamique des interactions microbiennes au sein du microbiote cutané des patients atteints de nécrolyse épidermique ». Justine Lavaud, 2019.

A

  cette fin, nous avons inclus 997 génomes d'E. coli appartenant au complexe ST14 : 50 (27 ST14 et 23 ST1193) obtenus par l'étude BMR-IST et 947 (65 ST14 et 882 ST1193) provenant de la base de données internationale " Enterobase ". Tout d'abord, nous utilisons une approche phylogénétique du génome central pour obtenir une vue d'ensemble de la population du complexe ST14. Ensuite, nous avons effectué des comparaisons par paires de polymorphismes mononucléotidiques (SNP) entre les isolats BMR-IST afin de caractériser la diffusion dans cette population. Les différences de SNPs entre les isolats ont été interprétées selon le seuil de 10 SNPs [17], établissant que les deux génomes comparés étaient identiques et que le même isolat circulait chez différents individus. Nous avons également pris en compte le contenu génétique (virulence, résistance) et le gène codant pour l'antigène bactérien (type O:H et FimH).

Figure 24 :

 24 Figure 24 : A : Phylogénie moléculaire des E. coli de la collection BMR-IST au sein d'un échantillon de génomes issus de la collection « Enterobase » ; B : répartition des SNP, le pic (encadré en rouge) correspondant aux isolats présentant moins de 10 SNP correspond aux isolats de la collection BMR-IST.Les résultats préliminaires de cette analyse ont montré que tous les isolats ST14 appartenaient au type FimH27 et portaient le gène codant la BLSE SHV-12, ce qui implique un changement substantiel de l'épidémiologie moléculaire dans cette population. La comparaison des SNP de ces 27 génomes subclonaux a suggéré qu'un seul isolat était responsable de la propagation au sein de la population des HSH. Pour ST1193, tous les isolats appartenaient au type FimH64, tandis que 91,3 % (23/27) étaient porteurs du gène CTX-M-9 codant pour la BLSE. De plus, la phylogénie initiale basée sur le génome central a montré une distribution plus hétérogène des isolats par rapport au ST14. Ces résultats suggèrent la diffusion d'isolats distincts mais ceci sera vérifié par l'analyse comparative des SNP.
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CTX-M. Ce mécanisme de résistance décrit au début des années 80

[1] 

a été associé au tournant du millénaire à la dissémination communautaire de ce type de résistance jusqu'alors cantonné à des épidémies sporadiques d'entérobactéries productrices d'« anciennes » BLSE dérivées de TEM et de SHV, essentiellement en milieu hospitalier

[2]

. La nature de cette enzyme directement dérivée du chromosome d'espèces environnementales appartenant au genre Kluyvera

[3]

, ainsi que son association à l'espèce Escherichia coli commensale du tractus intestinal humain ont probablement influencé son succès chez l'homme. Durant ma thèse d'Université, j'ai effectué plusieurs études épidémiologiques au sein de populations communautaires vivant dans des contextes variés, afin d'identifier les principaux facteurs de risques de portage, notamment les antibiotiques.

  nocardioses sont des infections opportunistes causées par des bactéries filamenteuses environnementales appartenant au genre Nocardia spp. Les principaux patients touchés par ces infections sont les patients transplantés d'organe, allogreffés, souffrant d'une pathologie bronchopulmonaire chronique ou d'un déficit immunitaire primitif. Il s'agit d'une infection sévère, associée à une atteinte cérébrale dans environ 1/3 des cas et dont la mortalité est comprise entre 20 et 30%.Le traitement des nocardioses est difficile car le genre Nocardia comprend plus de 100 espèces ayant chacune un profil particulier de sensibilité aux antibiotiques[START_REF] Margalit | How do I manage nocardiosis?[END_REF]. Peu de molécules sont actives sur tous les isolats de Nocardia et parmi elles, les problèmes de tolérance, d'allergie ou d'interactions médicamenteuses entravent souvent leur prescription prolongée. Par exemple, l'amikacine, le linézolide ou le cotrimoxazole ont un spectre large mais sont difficiles à manier à forte posologie et sur le long terme, sachant que le traitement des nocardioses invasives dure plusieurs mois. Le cas des β-lactamines est particulièrement problématique car aucune d'entre elles n'a un spectre d'activité assez large pour couvrir toutes les espèces de Nocardia.L'autre difficulté rencontrée est liée à la durée d'obtention de données microbiologiques permettant de guider le traitement antibiotique. Parmi ces informations, l'identification d'espèce nécessite environ 1 à 2 semaine et peut orienter le traitement probabiliste. Les tests in vitro de sensibilité (tests phénotypiques) permettent d'évaluer l'activité des antibiotiques sur l'isolat de Nocardia responsable de l'infection du patient. Or, parmi les 3 méthodes in vitro utilisées en routine, aucune n'a été corrélée à l'évolution clinique de patients sous traitement. Autrement dit, en cas de discordance entre 2 méthodes, il n'est pas possible de déterminer à laquelle se fier. Enfin, la dernière difficulté rencontrée avec ces méthodes phénotypiques correspond à leur délai de rendu : entre 3 jours et 1 semaine, en fonction de l'espèce considérée et de la nécessité de réaliser des tests complémentaires.Il semble donc indispensable de développer de nouvelles approches microbiologiques permettant d'apporter une double réponse : identification d'espèce et détection de gènes/mécanismes de résistance. L'avènement et la démocratisation des outils de génomique permettent d'envisager de recourir au séquençage à haut débit en routine. Notre hypothèse est que le séquençage de génome complet permettrait d'améliorer la prise en charge des patients souffrant de nocardiose en permettant d'adapter plus tôt et plus précisément l'antibiothérapie.

  isolats seront fournis par l'Observatoire Français des Nocardioses. L'identification d'espèce a déjà été réalisée dans le cadre du soin par amplification et séquençage des gènes codant pour l'ARN ribosomal 16S +/-du gène hsp65. La première étape de l'analyse des génomes complets sera la vérification in silico des identifications d'espèces de ces 115 isolats. Patient adulte : âge ≥ 18 ans au moment du diagnostic de nocardiose o La bactérie Nocardia a été mise en évidence par culture dans un échantillon clinique o Présence au diagnostic de signes cliniques et/ou radiologiques de nocardiose invasive (pulmonaire, cérébrale ou disséminée), quelque soient les organes concernés. Les génomes bactériens seront générés à partir des isolats sélectionnés (voir cidessus). Après fragmentation (mécanique et enzymatique) et extraction de l'ADN, le séquençage sera réalisé sur un appareil NextSeq500 (kit de séquençage High Output 2 * 150, Illumina). Après démultiplexage et filtrage des séquences de mauvaise qualité, les séquences seront utilisées pour reconstruire le génome selon une approche mixte : approche « de novo » (construction de contigs orientés représentant de grands fragments du génome) puis comparaison des contigs aux génomes décrits dans la littérature pour assembler les contigs et aboutir à des génomes les plus complets possibles. Objectif = dépasser 99% de couverture du génome. Les données de références qui seront utilisées sont celles répertoriées actuellement dans la base de données GTDB (https://gtdb.ecogenomic.org/searches?s=al&q=nocardia). Pour élargir la recherche à d'autres gènes de résistance, une approche supplémentaire est nécessaire et consistera à explorer les données de génomique sans connaissance « a priori » des fonctions des gènes séquencés en utilisant des outils comme BlastX et BlastP. Cette approche permettra notamment d'attribuer des fonctions aux gènes présentant une forte homologie de séquence protéique avec d'autres décrits dans la littérature. De nombreuses ß-lactamases ou enzymes modifiant les aminosides pourraient par exemple être retrouvés par ce procédé. Elle permettra également d'identifier des modifications de gènes codant les PLP pouvant être associées à une diminution d'affinité pour certaines ß-lactamines ou encore détecter des mutations dans les domaines de régulation et à l'intérieur des régions codantes des gènes de la dihydroptéroate synthase ou dihydrofolate réductase. Cette approche est dite euristique, car elle cherche à déterminer la fonction des protéines codés par les gènes détectés en se basant sur leur analogie génétique et structurale avec l'ensemble des gènes répertoriés dans les bases de données. Ces résultats seront bien entendu interprétés à la lumière des données phénotypiques.4-Approche par data mining : Si des gènes de résistance sont éloignés de ceux connus dans la littérature au niveau nucléotidique ou protéique, ou encore s'il s'agit de gènes totalement nouveaux, les approches précédentes ne seront pas adaptées. Pour cela, des groupes de souches présentant des caractéristiques phénotypiques de résistance identiques mais présentant des mécanismes non élucidés seront réalisés. L'approche par data mining (Random Forest, decision tree) permettra alors de retrouver parmi tous les gènes possibles ceux qui sont les plus susceptibles d'y être associés par opposition aux autres souches sensibles. Cette approche sera obligatoirement validée par une phase expérimentale consistant par exemple à rendre le gène candidat KO ou bien à transférer le gène résistant dans une souche sensible afin de confirmer son implication.Le cotrimoxazole constitue un pilier du traitement de la nocardiose mais son usage est rendu complexe par la difficulté à tester expérimentalement la sensibilité de la souche de Nocardia à cet antibiotique. Si le nombre de mécanismes génétiques de résistance au cotrimoxazole est limité, cette approche permettrait le recours à des tests génotypiques de détection de la résistance par PCR qui pourraient être employés dès résultat positif de la culture bactérienne. Les principaux mécanismes de résistance au cotrimoxazole décrits chez Nocardia sont des mutations proches des sites actifs de la dihydroptéroate synthase et de la dihydrofolate réductase. Il a également été noté des résistances liées à des mutations au sein d'un homologue de la dihydroptéroate synthase (DHPS2 or FolP2)[START_REF] Mehta | Pathogenic Nocardia cyriacigeorgica and Nocardia nova Evolve To Resist Trimethoprim-Sulfamethoxazole by both Expected and Unexpected Pathways[END_REF].

	Critères d'inclusion clinique :
	o Critères de non inclusion :
	o Expression par le patient de son opposition à participer à l'étude
	o Absence de signes cliniques ou radiologique de nocardiose
	4.	Méthodes b) Analyse de la résistance aux β-lactamines
	L'effet antibactérien des β-lactamines repose sur l'inhibition de la dernière étape de synthèse du
	peptidoglycane, un polymère présent chez la majorité des bactéries et qui joue un rôle majeur dans la
	a) capacité de la bactérie à résister à la pression osmotique. La résistance aux β-lactamines peut être Séquençage et analyse des génomes bactériens
	secondaire à la production d'enzymes bactériennes, les β-lactamases, qui hydrolysent l'antibiotique et
	l'empêchent d'interagir avec sa cible ou bien la production de D,D-transpeptidases (PLP) de faible affinité pour les β-lactamines. Chez Nocardia, des données expérimentales sont disponibles concernant la résistance aux β-lactamines par production de β-lactamase, surtout pour 2 espèces, étudiées à notre laboratoire : N. farcinica, presque toujours résistante aux céphalosporines de 3 ème génération et N. brasiliensis, presque toujours résistante à l'imipenème 1-Séquençage : 2-Exploration a priori des données génomiques : Les génomes obtenus seront alignés sur les c) Analyse de la résistance au cotrimoxazole
	séquences de référence disponibles. Cette approche permettra l'annotation des génomes et la

recherche des gènes de résistance connus (ß-lactamases et gènes inactivant les aminosides) dans les bases de données. Cette étape permettra de rendre compte de la présence ou absence de ces gènes pour l'ensemble des espèces séquencées mais aussi de vérifier l'impact de mutations éventuelles par comparaison aux données phénotypiques.

3-Exploration « sans a priori » des données génomiques :

Bien que la corrélation entre les tests phénotypiques et l'efficacité in vivo soit faible, il semble que la résistance au cotrimoxazole soit exceptionnelle (moins de 0,5%).

Au sein de la collection de 115 souches, les résultats des tests phénotypiques de sensibilité au cotrimoxazole seront réalisés puis comparés sur le plan génotypique (par séquençage à haut débit) avec des souches sensibles.

Ce projet vise à explorer et mieux comprendre des phénotypes de résistance aux antibiotiques des isolats de Nocardia (nocardioses) responsables d'infections chez l'homme. Les nocardioses sont des infections qui touchent les patients immunodéprimés et nécessitent la mise en place d'antibiothérapies longues associant plusieurs molécules. Les associations antibiotiques mises en place en empirique dépendent des espèces identifiées au laboratoire et sont secondairement adaptées aux résultats de l'antibiogramme. Cependant, ces études phénotypiques sont peu précises et souvent longues à produire des résultats. Ce travail vise donc à identifier des marqueurs moléculaires associés à la résistance antibiotique de façon à identifier des cibles moléculaires associées à des phénotypes de résistance. Si elle aboutit, cette démarche permettra de déduire rapidement les antibiotiques actifs à partir des résultats de la biologie moléculaire.

IV. Encadrement de travaux de recherche

A.

Dissémination de la résistance -Encadrement d'un stage de Master 1, Master Infectiologie : Microbiologie, Virologie, Immunologie (IMVI), Paris VII. « Écologie de la résistance aux antibiotiques dans la flore commensale des animaux en milieu sauvage». Caroline Hodara 2009.

Ce travail avait été effectué sur des prélèvements environnementaux réalisés en Guyane en 2010. L'objectif de ce travail était de recherche si les animaux sauvages piégés avec l'aide du Pr. François Catzeflis, spécialiste des mammifères et marsupiaux de Guyane, pouvaient être porteurs de bactéries appartenant au genre Kluyvera. En effet, ces bactéries sont connues pour constituer le réservoir naturel de blaKLU, qui sont les progéniteurs des gènes blaCTX-M responsables de la pandémie d'E. coli BLSE dans le monde. L'idée était donc d'identifier dans quelle mesure des échanges de gènes auraient pu se produire dans l'environnement naturel avant d'émerger chez l'homme. 

5.

Positionnement du projet par rapport aux enjeux de recherche Annexe 3 : tableau synthétique des articles publiés