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Curriculum Vitae




Etat civil

Hervé JACQUIER
Né le 27 mai 1980 (42 ans) a Montfermeil (93)
Nationalité : Francaise

Situation familiale : marié, 2 enfants

Coordonnées personnelles

18 rue Henri Navarre, 94170 LE PERREUX SUR MARNE

& 33 (0)9 86 3065 17
& 33 (0)6 67 40 35 89

Situation actuelle

En octobre 2022, j’ai quitté mes fonctions de MCU-PH au sein de I'Université Paris-Cité pour
rejoindre les Hopitaux Universitaires Henri Mondor (Créteil) sur un poste de Praticien
Hospitalier. J'entretenais déja des liens étroits avec I'équipe de microbiologie de I'hopital
Henri Mondor et décrirai dans ce manuscrit les projets en cours ou finalisés dans le cadre de
mon ancien poste, ainsi que d’autres liés a mes activités actuelles.

Fonction hospitaliere Unité de recherche de rattachement
Praticien Hospitalier Equipe Dynamyc - EA 7380

Unité de Bactériologie Faculté de Santé, Université Paris-Est-Créteil
Département Prévention, Diagnostic, 8, rue du Général Sarrail

Traitement des infections 94000 Créteil

DMU de Biologie-Pathologie +33(0)149812891/2836

Hopitaux Universitaires Henri Mondor https://www.dynamyc.fr/

1, rue Gustave Eiffel, 94000 Créteil
& +33(0)1 49814953



Liste des diplomes

2021 :

2021 :

2008-2012 :

2007 :

2007 :

2006 :

DIU de Pédagogie Médicale (coordination Sorbonne Université)
Sujet : Mise en place d’'une UE Recherche en Microbiologie dans le cadre de la
fusion Université de Paris

Mobilité

- Mission d’étude temporaire / Mobilité (2019-2020 : 6 mois)

Equipes d’accueil : UMR7654 CNRS/Ecole Polytechnique (Pr. Y Mechulam) et
Centre d’Ingénierie des Protéines, Université de Liege (Pr M. Galleni)

Sujet : « Etude biochimique de variants de la carbapénémase KPC »

- Stage post-doctoral / Mobilité (2013-2014 : 10 mois)
Equipe d’accueil : UMR7654 CNRS/Ecole Polytechnique (Pr. Y Mechulam)
Sujet : « Approche biochimique du paysage adaptatif des béta-lactamases »

These de sciences en Microbiologie

Ecole doctorale : « Biochimie, Biothérapies, Biologie Moléculaire et
Infectiologie » (B3MI) (Université Paris Descartes - Université Paris Diderot)
Equipe d’accueil : UMR U722 INSERM Université Paris Diderot « Ecologie et
évolution des micro-organismes » (Pr Erick Denamur)

Sujet : «Impact des mutations aléatoires sur les béta-lactamases : le paysage
adaptatif de la résistance aux béta-lactamines »

Co-directeurs : Olivier Tenaillon (DR INSERM) et Erick Denamur (PU-PH Paris
Diderot).

Thése soutenue le 28 septembre 2012 : mention Trés Honorable avec
Félicitations du jury (diplome disponible en annexe 3)

Dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie
Université Paris Descartes (diplome disponible en annexe 3)

DES de Biologie Médicale

Université Paris Descartes (diplome disponible en annexe 3)

Sujet : Expression du 2éme gene cassette dans un intégron de classe 1
Direction : Dr. Béatrice Bercot

Equipe d’accueil : Service de Bactériologie-Virologie, Hopital Lariboisiere (Pr.
Marie-José Sanson-Le-Pors), UPRS équipe d’accueil EA3510

Master 2 Recherche

M2R « Infectiologie : Microbiologie, Virologie, Immunologie » (IMVI) (Institut
Pasteur, Universités Paris 5, Paris 6, Paris 7) parcours Microbiologie
fondamentale. Mention Tres Bien

Sujet : Impact de différents sites attC sur I’expression du gene cassette aac(6’)-
Ib7 situé en seconde position dans un intégron de classe 1

Direction : Dr. Béatrice Bercot

Equipe d’accueil : Service de Bactériologie-Virologie, Hopital Lariboisiere (Pr.
Marie-José Sanson-Le-Pors), UPRS équipe d’accueil EA3510




1999-2002 : Maitrise de Sciences Biologiques et Médicales (M1) (Université Paris 5)
e Certificat de « Conception et Structure des Molécules d’Intérét
Thérapeutique » (1999)
e Stage d’initiation a la recherche (2000)
= Unité CNRS UMR 8600, UFR des Sciences Pharmaceutiques et
Biologiques, Pr. Bernard Roque.
* Sujet du mémoire: Etude d'inhibiteurs peptidiques et non
peptidiques du domaine SH2 de la protéine Grb2
e Certificat de Pharmacologie (2002)

Autres diplomes
2005 : Cours de Microbiologie Générale — Institut Pasteur de Paris

Baccalauréat
1997 : Bac S spécialité mathématiques. Mention Assez Bien



Fonctions antérieures

Praticien Hospitalier (2022-2023)

Unité de Bactériologie — Dr Paul-Louis Woerther

Département Prévention, Diagnostic, Traitement des infections — Pr. Jean-Michel Pawlotsky
DMU de Biologie-Pathologie — Pr Jean-Michel Pawlotsky

Hopitaux Universitaires Henri Mondor, Créteil

Maitre de Conférence des Universités — Praticien Hospitalier (2014-2022)

Rattachement Universitaire
UFR de Médecine - Université Paris Cité

Rattachement Hospitalier
2020- 2022: Service de Bactériologie-Hygiene bi-site
Hopitaux Universitaires Saint-Louis - Lariboisiére - Fernand Widal, Paris
Pr. Béatrice Bercot
2014- 2020: Service de Bactériologie-Virologie
Groupe hospitalier Lariboisiére — Fernand Widal, Paris
Pr. Emmanuelle Cambau

Référent en Microbiologie du groupe hospitalier Lariboisiére—Fernand Widal, Paris
Référent pour les Infections Ostéo-articulaires Complexes (I0AC)
Participation aux expertises du site Saint Louis

Stage Post-Doctoral (2013-2014)

Poste d’Accueil APHP / Ecole Polytechnique
Laboratoire de biochimie, UMR 7654 CNRS/Ecole Polytechnique — Pr. Yves Mechulam

Praticien Attaché / Ingénieur d’Etude (2011-2013)

Praticien Attaché (9 vacations)

Service de Bactériologie-Virologie — Pr. Emmanuelle Cambau
Groupe hospitalier Saint-Louis - Lariboisiere - Fernand Widal, Paris
Site Lariboisiére - Fernand Widal

Ingénieur d’Etude (1 vacation)
UMR U722 — Pr. Erick Denamur

Assistant Hospitalo-Universitaire : 2007-2011

UFR de Médecine Paris Diderot

Service de Bactériologie-Virologie

Groupe hospitalier Lariboisiere — Fernand Widal, Paris

Pr. Marie José Sanson-Le-Pors (2007-2010), puis Pr. Emmanuelle Cambau (2010-2011)



Internat : 2002-2007

Internat en Pharmacie, Spécialité Biologie Médicale
Classement en lle de France : 16°™¢

Mai 2007-oct. 2007 Service de Bactériologie, Hopital Cochin, Pr. Poyart

Nov. 2006-avr. 2007 Service de Bactériologie-Virologie, Hopital Lariboisiére, Pr. Sanson-Le-
Pors

Nov. 2005-oct. 2006 Année Recherche en Bactériologie (M2R), Hopital Lariboisiere, Pr.
Sanson-Le-Pors

Mai 2005-oct. 2005 Service de Pédiatrie, Hopital Jean Verdier, Pr. Gaudelus

Nov. 2004-avr. 2005 Service de Microbiologie, Hopital Jean Verdier, Pr. Collignon

Mai 2004-oct. 2004 Service de Parasitologie, Hopital Necker Enfants Malades, Pr. Berche
Nov. 2003-avr. 2004 Service de Virologie, Hopital Bichat-Claude-Bernard, Pr. Brun-Vezinet
Mai 2003-oct. 2003 Service d’'Hématologie biologique, Hopital Avicenne, Pr. Cymbalista

Nov. 2002-avr. 2003 Service de Biochimie, Hopital Saint-Louis, Pr. Bousquet

Formation initiale universitaire (1997-2002)

1997-2002 : Etudes de Pharmacie a I'Université Paris 5 Paris Descartes

Activités communautaires Universitaires

2019- 2022: Membre de la commission recherche de la faculté de Santé de |'Université de
Paris

2020- 2022: Membre du Conseil Electoral Consultatif de I'Université de Paris

2019- 2022: Membre de la sous-section 45.01 (Bactériologie - Virologie - Hygiene) du
Conseil National des Universités

Prix et Distinctions

2021: Prix RICAI attribué a Gautier Pierrat pour un travail mené sous ma direction
2019: Prix Maurice Girard (Académie Nationale de Pharmacie)
1998 : 1°" Prix de Faculté. Université Paris Descartes

Prix décerné au premier primant de la promotion du concours

Appartenance a des Sociétés Savantes

Membre de la Société Francaise de Microbiologie
Membre de I'European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
Membre de I’American Society of Microbiology



Analyse d’articles médicaux avant publications

Nom du journal

Années (n)

Clinical Microbiology and Infection

2019(1), 2020(1)

Molecular Biology and Evolution

2016(1)

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

2015(1), 2019(1)

Journal of Medical Microbiology

2017(1), 2019(1)

BMC Infectious Diseases 2019(1)
Diagnosis in Microbiology and Infectious | 2019(1)
Diseases

Plos One 2016(1)
Pathogens 2021(1)
Anaerobes 2016(1)

Microbial Drug Resistance

2012(1), 2013(1), 2014(1), 2016(1), 2017(1),
2018(1)

Journal of Basic Microbiology 2013(1)
New Microbes New Infections 2017(1)
BMC Musculoskeletal Disorders 2016(1)
Annales de Biologie Clinique 2011 (1)

Langues étrangeres

Anglais : lu, écrit et parlé




Missions hospitaliéres

Généralités

L'unité de Bactériologie des Hopitaux Universitaires Henri Mondor, sous la responsabilité du
Dr. Paul-Louis Woerther, prend en charge les échantillons provenant des différents sites du
groupe hospitalier : Henri-Mondor (94), Albert-Chenevier (94), Emile-Roux (94), Dupuytren
(91) et Georges Clemenceau (91). Cette unité est intégrée au sein du Département
« Prévention, Diagnostic et Traitement des Infections » (PDTI) dirigé par le Pr. Jean-Michel
Pawlotsky. Le département PDTI regroupe I'ensemble des laboratoires de microbiologie, mais
également I'unité Transversale de Traitement des Infections (U2TI) et I’Equipe Opérationnelle
d’Hygiene. Ces différentes entités sont adossées a la plateforme « Génomiques » qui prend
notamment en charge les prélevements biologiques pour examen métagénomique shotgun,
permettant une approche agnostique pan-infectieuse du diagnostic microbiologique. Cette
structuration permet une vision élargie de la prise en charge transversale des maladies
infectieuses, de la prévention jusqu’au traitement de linfection, incluant les diagnostics
cliniques et microbiologiques.

Pr Jean-Michel Pawlotsky, PU-PH
Directeur Médical du DMU, Chef du Département

Unité Transversale de Traitement
des Infections

Raphaél Lepeule, PH

- ¢ Equipe Opérationnelle
Mycologie-Parasitologie d'Hygiene

S _
Francoise Botterel PU-PH

Stéphane Chevaliez, PU-PH Paul-Louis Woerther, MCU-PH

Vincent Fihman, PH

Slim Fourati, PU-PH Florence Reibel, PH

Dominique Challine, PH Hervé Jacquier, PH
Magali Bouvier-Alias, PH Maxime Danjean, AHU

Jean-Winoc Decousser, PU-PH

Cecile Angebault, MCU-PH
Francoise Foulet, PH
Nawel Ait Ammar, AUA
Frederique Boquel, PA

Adrien Galy, PH
Clément Qurghanlian, PH
Bérénice Souhail, CCA

Frédéric Fourreau, PH
Anani Akpabie, PH
Audrey Maurand, AS

Anne Lebouter, PHC Emmanuelle Gallois, PHC

Heloise Petit, PHC L R L

12,4 techniciens AP-HP

3 techniciens renfort COVID o
2 IE APHP, 3 CEC 20 techniciens AP-HP

2 TEC CNR 3 techniciens bio-hygiénistes
1 TEB ANRS

Frédérique Groene, CMT

4 techniciens AP-HP Stéphanie Boulmier, CMT

1 agent AP-HP

6.8 IDE
2 Techniciens AP-HP
2 secrétaires

Organigramme du Département « Prévention, Diagnostic et Traitement des Infections » (PDTI) des
Hopitaux Universitaires Henri Mondor
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Optimisation du diagnostic bactériologique

Depuis mon intégration récente a I'équipe des Hopitaux Universitaires Henri Mondor, je suis
impliqué dans la prise en charge des examens de bactériologie pour les hopitaux du groupe.
Les projets hospitaliers qui m’ont été confiés sont en lien avec les compétences acquises par
mon cursus professionnel, au cours duquel j’ai été impliqué dans le diagnostic moléculaire des
maladies infectieuses, notamment des infections ostéo-articulaires.

- Apport des PCR multiplex « clés en main » pour le diagnostic des infections du rachis
Les infections du rachis sont des infections graves dont la prise en charge repose
généralement sur une approche chirurgicale et un traitement antibiotique probabiliste a large
spectre. Afin d’adapter le traitement antibiotique aux germes incriminés, le diagnostic
bactériologique, qui repose généralement sur des approches de culture, est central et la place
de la biologie moléculaire toujours discutée. Les PCR multiplex Biofire BCID2 ou Biofire Joint
Infection sont des systémes intégrés permettant [|’extraction des acides nucléiques,
I’'amplification et la détection de dizaines de pathogénes et de genes de résistance a partir
d’échantillons cliniques, en moins de 2 heures. Toutefois, leurs modalités d'implantation dans
un laboratoire de microbiologie sont sujettes a débat. Aussi notre projet repose sur la
comparaison des performances de ces PCR multiplex dans le diagnostic des infections du
rachis, et de leur potentiel impact sur une adaptation rapide de I'antibiothérapie.

- Déploiement du séquencage du géne codant 'ARN16S par technique Nanopore

Le séquengage du gene codant '’ARN16S par méthode Sanger est une méthode de recours
encore tres utilisée en cas de forte suspicion d’infection a cultures négatives, notamment en
cas d’infection décapitée, ou pour des microorganismes de culture difficile. Cette approche
est toutefois limitée a des infections mono-microbiennes, ou met en évidence le germe
majoritaire en cas d’infection plurimicrobienne. Mon objectif est d’implanter une méthode de
séquencage a haut débit par technique Nanopore du géne codant ’ARN16S, permettant
I'identification des différents pathogeénes en cas d’infections plurimicrobiennes. Ce projet
rétrospectif sera réalisé a partir de collections de prélévements ostéo-articulaires du
laboratoire, grace aux liens étroits entre le laboratoire de bactériologie et la plateforme de
génomique.

- Optimisation du diagnostic des ostéites de pied diabétique

Peu de centres hospitaliers ont développé une prise en charge optimale des infections du pied
diabétique, qui nécessite notamment la réalisation de prélévements de qualité, c’est-a-dire
peu contaminés par le microbiote présent au niveau des plaies souvent associées a ces
ostéites. Ces prélévements sont essentiels afin d’améliorer le diagnostic bactériologique, pour
un traitement optimisé permettant de limiter le recours a des approches chirurgicales
délabrantes. Du fait du fort potentiel de I’'h6pital Henri Mondor, qui présente un recrutement
important d’ostéites de pied diabétique, et de la présence des services de bactériologie,
d’endocrinologie, de chirurgie vasculaire, et de I'Unité Transversale de Traitement des
Infections (U2TI), je me propose de créer un groupe de travail réunissant ces différents acteurs,
afin d’optimiser les modalités de préléevement et le diagnostic microbiologique.

11



Missions de pédagogie (2014-2022)

Formation a la Pédagogie

2020-2021: DIU de Pédagogie Médicale (coordination Sorbonne Université), soutenu

octobre 2021

Responsabilités Pédagogiques

2015-2017 : Groupe de Travail de fusion des référentiels, Université Paris Diderot / Paris

Descartes

2019-2022: Responsable des stages médico-techniques pour le site Lariboisiére — Fernand-

Widal

2019-2022: Co-Coordination de I'UE Recherche Microbiologie & Immunodépression,

Université de Paris (Dr H. Jacquier, Pr J. Le-Goff, Pr A. Alanio)

2021-2022: Co-Coordination de I'UE Recherche, Résistance et adaptation des micro-

organismes aux anti-infectieux Université de Paris (Dr H. Jacquier, Dr A. Birgy)

2021-2022: Groupe de Travail de fusion des référentiels et enseignements de Microbiologie

Université Paris Diderot / Paris Descartes

Enseighements (66h par an)

Travaux Pratiques et Enseignements Dirigés de Bactériologie aux étudiants de DFGSM3 (30
heures par an)

Cours Magistraux aux étudiants de DFGSM3 (1h30 par an)

Stages médico-techniques des étudiants de DFGSM3 (10 heures par an)

Formations médicales de 3°™¢ cycle (10 heures par an)

Enseignements de master (8 heures par an)

Formations paramédicales facultaires (SIAS L2 et L3) (4 heures par an)

Examens Cliniques Objectifs et Structurés (ECOS) (3 heures par an)

Enseignements en ligne

UE2.10 DUSIR : « infectiologie immunité » : Bactériologie Générale (cours en podcast
Meditice)

DES de Biologie Médicale. Apport du diagnostic moléculaire syndromique en bactériologie
et virologie (cours en podcast sur SIDES NG)

DFGSM-3. Capsule sur l'apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic
bactériologique
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Publications
et communications

13



Publications Scientifiques

Les listes exhaustives des publications et communications sont disponibles en annexe 1 et 2,
respectivement.

Syntheése des publications (analyse SIGAPS)

Nombre de publications internationales: 79
Nombre de publications nationales: 9

Nombre total de citations : 1161. Facteur h : 19
Score SIGAPS : 916

Syntheése bibliométrique SIGAPS

Nombre cumulé de publications par année et par catégorie
a0

30
70
60
50
40
30
20
10

0

0 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

ST sl B LC

Période : 2005 - 2023
Année | Total ([A+ | A | B | C | D |E|NC | Score Score avec Inv. Score Frac.
2005 0 g|lo|(o|lQ|0O|0]O0 0 0 0
2005 0 g|lo|(o|lQ|0O|0]O0 0 0 0
2007 1 g|lof(o|lQ|O|1]0 g8 g8 0.47
2008 1 g|lof(o|l1|0Q|0]0 g8 g8 0,40
2009 1 o |of(1|0|0O]|0]O 24 24 1.71
2010 2 o |lof(1|0|1]|0]0 hE] hE] 0.91
2011 2 o (1|01 |0|0]0 32 32 1.34
2012 3 o|lof(1|1|1]|0]0 28 28 1.27
2013 4 o210 1|0]0 85 85 4,12
2014 3 o110 |0O|1]0 30 30 1.47
2015 3 L0 I o 4 B B 16 16 0.72
2016 5 o |o(4|0|21]|0]0 66 66 3.65
2017 4 o112 |0]|0]0 46 54 2.27
2018 4 o0 l1|/o0|l0]3|0]O 3 3 1.45
2019 12 o433 2|0]0 o5 111 4.55
2020 12 po|lo|(s5|21]3]1 101 109 4.67
2021 12 o |7 (13| 1|0]0 121 137 5.43
2022 12 o4 (341 |0]0 105 121 4.85
2023 4 o211 |0]|0]0 30 38 1.10
Total as o (23 (23 (21 (12(5| 1 844 916 40.42

14



Résumé des publications internationales

Place parmi le rang des auteurs nombre
Année Journal IF 1 5 3 lautre| ApA| DA to'FaI c.le
publications
2017 Lancet Infectious Diseases| 71.4 1 1
2022 Annals of I.nternal 16 1 1
Medicine
2008, 2012, .
2018, 2021 Journal of Infection 38.6 2 1 1 4
2011 CI|n|ca.I Infectious 21.0 1 1
Diseases
2019 Euro Surveillance 21.3 1 1
rnal of Medical
2021 Journal of Medica 20.7 1 1
Virology
5021 Emerging M|crobes 19.6 1 1
Infection
2021 Diabetes Care 17.1 1 1
2019, 2022 Inter.na'.uona! Journal of 154 5 5
Antimicrobial Agents
2021 Genome Medicine 15.3 1 1
2017,2019, | Clinical Microbiology and
! ! 13.3 1 1 1 1 4
2020, 2021 Infection
2013 PNAS 12.8 1 1
2021 Internat'lonal J.ournal of 121 1 1
Infectious Diseases
2014, 2015 Journal of Clinical 11.7 1] 1 2
Microbiology
2020 Annals of Intensive Care | 10.3 1 1
Journal of European
2022 Academy of Dermatology | 9.2 1 1
and Venereology
2022, 2023 Microbiology Spectrum 9 1 1 2
2015 Journal of Hospltal 3.9 1 1
Infection
5016 Molecular B|9Iogy and 8.8 1 1
Evolution
2010 Journal.of Infectious 78 1 1
Diseases
2015 Infection 7.4 1 1
Archives of Disease in
2022 Childhood. Fetal and 6.6 1 1
Neonatal Edition
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Place parmi le rang des auteurs nombre
Année Journal IF 1 5 3 |autre| ApA| DA to'FaI c.le
publications
2013, 2016(2), - .
2018, 2019, Ant|mC|rc1rob|atIhAgents and cg 3 3 7
2020, 2022 emotherapy
2013, 2014,
2016, 2019, Journal of Antimicrobial cg 1 1 1 4 7
2020, 2020, Chemotherapy
2020
2022 Antibiotics 5.2 1
23(1);1252;(52) European Journal of
2619(2) " | Clinical Microbiologyand | 5.1 | 1 1 1 4 3 11
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Structure de Recherche

Certains projets en cours ont été amorcés avec mon ancienne équipe de recherche. Il

s’agit de 'UMR 1137 IAME (Infection, Antimicrobien, Modélisation, Evolution), Unité Mixte de
Recherche INSERM, Université de Paris et Université Sorbonne Paris-Nord.
Cette structure a été créée en 2014 par le Pr. Erick Denamur, en fédérant plusieurs équipes
de recherche (deux unités INSERM, une unité ATIP/Avenir et trois équipes labellisées par
I'Université Paris Diderot) partageant une thématique commune ou des problématiques de
recherche convergentes. Cette Unité a obtenu son renouvellement (évaluation HCERES de
2018) avec de légeres restructurations.

La nouvelle équipe a laquelle je suis rattaché est I'équipe d’accueil EA 7380 Dynamyc,
structure mixte Faculté de Santé de Créteil — Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort (EnvA)
dirigée par le Pr. Francoise Botterel. Les membres rattachés a la faculté de Santé de Créteil
exercent leur activité hospitaliere au sein du Département PDTI, dans les unités de
Bactériologie, de Mycologie-Parasitologie, de I'équipe Opérationnelle d’Hygiéne et de I'Unité
Transversale de Traitement des Infections. La thématique générale de cette équipe concerne
les interactions entre microorganismes (eucaryotes et procaryotes) au sein des épithéliums.
Elle est déclinée en trois axes au sein desquels interviennent les différents membres en
fonction de leur spécialité (vétérinaires / médecins / pharmaciens, bactériologistes /
mycologues-parasitologues). Ces trois axes se focalisent sur : (i) I'lmpact de I'urbanisation et
des facteurs anthropiques sur la santé humaine et animale et I'évolution des micro-
organismes, (ii) les interactions cellulaires et moléculaires entre microorganismes et leurs
conséquences sur la colonisation d'un épithélium respiratoire, et (iii) la résistance des micro-
organismes aux agents antimicrobiens dans les biofilms.
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Syntheése des travaux de recherche

1. Rationnel
1.1. Une diffusion importante des béta-lactamases dans des bactéries d’intérét médical

La mobilisation, la diversification et la diffusion massive de génes impliqués dans la
résistance aux antibiotiques ont conduit a 'émergence de bactéries multi-résistantes pour
lesquelles de moins en moins d’antibiotiques actifs sont disponibles. Ce phénomene est
particulierement inquiétant pour les bactéries d’intérét médical, en particulier pour
Escherichia coli, entérobactérie présente dans le tube digestif des vertébrés, responsable
d’infections intestinales et extra-intestinales. Dans ce sens, les béta-lactamases, enzymes
capables d’hydrolyser les béta-lactamines, illustrent particulierement bien cette
problématique. Avec la commercialisation de la pénicilline dans les années 1940, on a assisté
a la sélection de souches de Staphylococcus aureus ayant acquis un géne codant pour une
pénicillinase. Dans les années 1960, la mise sur le marché de I'amoxicilline a précédé
I’émergence de souches d’E. coli productrices de pénicillinase. Avec la commercialisation des
céphalosporines de premiere, deuxieme et troisieme génération, on a assisté a la diffusion de
béta-lactamases a spectre étendu, ou BLSE. De la méme facon, les inhibiteurs de béta-
lactamase commercialisés dans les années 1980 ont rapidement sélectionné des bactéries
résistantes a cette classe de molécules. Le développement des carbapénémes dans les années
1990 a généré une nouvelle pression de sélection, entrainant I'émergence de souches
productrices de carbapénémases, ayant la capacité d’hydrolyser la majorité des béta-

lactamines.

1.2. Aspects structuraux et mécanistiques des béta-lactamases de classe A

Les béta-lactamases ont été classées en 1980 par Ambler en fonction de leurs analogies
de séquences peptidiques [1]. Dans mes différents travaux, je me suis particulierement
intéressé aux béta-lactamase de classe A, enzymes a sérine active qui possedent certains sites
conservés et qui hydrolysent les béta-lactamines par un mécanisme d’acylation/désacylation
[2]. On retrouve ainsi de maniéere conservée la tétrade S70XXK, qui contient le principal résidu
catalytique, la boucle S130D, et le motif K234S/TG. Un dernier motif qui borde le site actif, la
boucle Q (résidus 161 a 179), est également extrémement conservé [3]. Par ailleurs, toutes les
béta-lactamases de classe A, malgré leur divergence évolutive, partagent un méme repliement
permettant d’assurer le fonctionnement du site actif. L'étude biochimique de certaines béta-
lactamases et la présence de motifs et d’une structure tridimensionnelle conservés
permettent donc, grace a des outils in silico, d’annoter des béta-lactamases putatives au sein
de génomes.
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1.3. Une description exponentielle de génes codant les béta-lactamases

Avec une accessibilité de plus en plus importante aux méthodes de séquencage, les bases
de données ont augmenté de facon exponentielle au cours des derniéres années. C’est
notamment le cas de bases de données telles que celle du National Center for Biotechnology
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), ou Uniprot (https://www.uniprot.org/)

Ces bases de données peuvent regrouper des déterminants de résistance aux
antibiotiques bien décrits sur le plan phénotypique ou enzymatique, et on pourra citer les
bases de données suivantes :

- ARDB : https://ardb.cbcb.umd.edu/
- Resfinder : https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
- CARD : https://card.mcmaster.ca/

D’autres bases de données sont spécifiqguement dédiées aux béta-lactamases

- CBMAR : http://proteininformatics.org/mkumar/lactamasedb/

- NCBI : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/beta-lactamase-data-resources/

- Université d’Aix Marseille : https://ifr48.timone.univ-mrs.fr/beta-lactamase/public/

- Université Paris Saclay : http://www.bldb.eu/

D’autres outils bio-informatiques permettent de classifier des genes putatifs codant des
béta-lactamases. Ainsi, la base de données pfam (http://pfam.xfam.org/) propose de

regrouper des familles de protéines selon des alignements de séquences multiples et des
modeles de Markov cachés (HMM). En pratique, les protéines sont généralement composées
d'une ou plusieurs régions fonctionnelles, communément appelées domaines. Ces familles de
protéines regroupent donc des protéines selon des combinaisons de domaines particuliers [4].
Une base pfam dédiée aux béta-lactamases a été proposée par ses auteurs. Par ailleurs, un
outil a été récemment développé pour déduire la fonction d’'une protéine a partir de la
prédiction de sa structure tridimensionnelle (http://mgps.eu/Mustard/), permettant de

détecter des génes candidats codant des béta-lactamases, bien que présentant peu
d’homologie de séquence primaire par rapport aux béta-lactamases connues. A ce jour,
plusieurs milliers de genes codant potentiellement des béta-lactamases ont été ainsi
identifiés.

1.4. Les béta-lactamases : un excellent modéle pour les biologistes de I’évolution

Du fait du nombre de plus en plus important de béta-lactamases décrites et de leur
capacité d’adaptation, cette problématique doit étre abordée sous un angle évolutif, afin de
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mieux appréhender les déterminants moléculaires et les mécanismes évolutifs impliqués et
de prédire I'apparition de nouveaux mutants potentiels [5]

Parmi ces béta-lactamases, TEM-1 est un excellent modele a plusieurs titres : (i) TEM-1 est
probablement la béta-lactamase la plus répandue dans les bactéries d’intérét médical ; (ii)
I’émergence de mutations ponctuelles dans le geéne codant I'enzyme TEM-1 a permis d’élargir
son spectre de résistance, restreignant drastiqguement I'arsenal thérapeutique ; (iii) il s’agit
d’une enzyme dont les propriétés fonctionnelles, structurales, et thermodynamiques ont été
largement explorées et qui s’est donc imposée comme un modele pour les biologistes de
I’évolution.

Au cours de ma These et de travaux ultérieurs, je me suis intéressé a la confrontation des
données expérimentales a des données issues de modeéles, qui m’a permis de mettre en
évidence I'importance des interactions entre mutations au cours de I’évolution des béta-
lactamases.

2. Paysage adaptatif de la béta-lactamase TEM-1

Jacquier H, Birgy A, Le Nagard H, Mechulam Y, Schmitt E, Glodt J, Bercot B, Petit E, Poulain J,
Barnaud G, Gros PA, Tenaillon O.

Capturing the mutational landscape of the beta-lactamase TEM-1.

Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA, 2013, 110(32):13067-72.

Dans ce premier travail, j'ai généré une banque de 10.000 mutants aléatoires du gene
codant la béta-lactamase TEM-1 (blatem-1). L'objectif était d’obtenir la cartographie la plus
précise des effets des mutations sur TEM-1 et de déterminer leur distribution. Ce gene était
porté par un plasmide pBR (faible nombre de copies) dans une souche d’E. coli de laboratoire
(E. coli ElectroMax DH10B). Chacun des mutants a été étudié de facon indépendante afin
d’identifier sa séquence et de déterminer l'effet de la mutation d’un point de vue
phénotypique. Pour ce faire, pour chacun des mutants, j'ai déterminé la Concentration
Minimale Inhibitrice vis-a-vis de I'amoxicilline, un des principaux substrats de I'’enzyme. Parmi
les 10.000 mutants, nous avons identifié 990 simple-mutants faux-sens différents de I'enzyme,
correspondant a 64% de tous les simple-mutants théoriques accessibles par une mutation
ponctuelle.

2.1. Distribution de I’effet des mutations

Pour ces 990 mutants faux-sens, la distribution de |'effet des mutations a révélé une
répartition bimodale de mutations létales (CMI=12.5 mg/L) et de mutations neutres (CMI=500
mg/L) (Figure 2). De fagon intéressante, aucune mutation avantageuse n’a été observée,
suggérant que I'enzyme est déja extrémement bien adaptée a son substrat.
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Figure 2. Distribution de I'effet des mutations pour les 990 mutants faux-sens de la béta-
lactamase TEM-1 (barres en couleur). Les barres en blanc correspondent a la distribution des
souches produisant TEM-1 et ne portant pas de mutation faux-sens.

2.2. Déterminants moléculaires sous-tendant la distribution de I’effet des mutations

Pour aller plus loin, nous avons essayé d’identifier les déterminants moléculaires qui sous-
tendent I'aspect de cette distribution grace a différents modeéles. L'analyse de séquence de
génes homologues ayant évolué depuis des millions d’années permet d’analyser la fréquence
des changements d'acides aminés, et de déduire le « poids » de telle ou telle substitution en
terme évolutif. Ainsi, les matrices de substitutions d'acides aminés utilisées pour aligner les
séquences de protéines ont été construites afin d’intégrer les colts sélectifs associés a chaque
type de mutation. La matrice BLOSUM-62 prend en compte la fréquence de substitution
d’acides aminés a partir de protéines évolutivement divergentes [6]. Dans notre étude, nous
avons montré une bonne corrélation entre les résultats obtenus in vitro et ceux prédits par la
matrice BLOSUM-62, montrant la puissance de notre approche réductionniste.

Nous avons également confronté nos résultats obtenus in vitro vis-a-vis de modéles fondés
sur la stabilité de I'’enzyme. Ainsi, nous avons essayé de comprendre si I'effet des mutations
était plus important selon que le résidu muté était plus ou moins enfoui dans la protéine et
avons montré que les mutations inactivatrices survenaient plus fréquemment en profondeur,
les mutations « neutres » plus fréquemment en surface. Nous avons également confronté
I'effet des mutations observées phénotypiquement a I'effet prédit par le logiciel foldX, qui
prédit I'effet de la mutation sur la stabilité de I'enzyme en termes d’entropie. Ce modele
prédisait un excés de mutations déstabilisatrices pour les CMI les plus faibles.

La bonne corrélation entre les données observées in vitro et celles prédites par des
modeles de stabilité nous a incités a explorer de maniére approfondie une approche fondée
sur la stabilité. La mutation M182T a été décrite comme étant stabilisatrice chez TEM-1. Cette
mutation a été rapportée dans des variants cliniques et des mutants issus d’expériences de
laboratoire permettant de compenser les effets délétéres de certaines mutations [7]. J’ai donc
réalisé la méme approche de mutagenése pour une collection plus restreinte de 2000 mutants
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a partird’un allele de TEM-1 portant la mutation stabilisatrice M182T. L’analyse de 190 simple-
mutants faux sens communs aux deux banques a montré une compensation de I'effet délétere
de mutations déstabilisantes en présence de M182T (Figure 3). Cette modification radicale de
la répartition des effets des mutations en présence de M182T peut étre prédite par un modele
biophysique simple centré sur la stabilité des protéines, confirmant le réle majeur de la
stabilité dans la distribution de I'effet des mutations.

0.7 — 0.7 —
0.6 — 0.6 —
0.5 — 0.5 —
0.4 — 0.4 —
0.3 — 0.3 —
0.2 0.2 —
0.1 — H_| 0.1 —
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Figure 3. Effet de la distribution de I’effet des mutations en I'absence (gauche) ou en présence
de la mutation M182T (a droite). Les barres en couleur correspondent aux résultats observés
in vitro et les barres en blanc aux résultats issus d’'un modéle de biophysique fondé sur la
stabilité.

Afin de valider ce modele, un échantillonnage de quelques mutants a été réalisé pour
réaliser une validation fonctionnelle. J'ai réalisé cette partie de mes travaux, fondée sur des
approches biochimiques, au sein de 'UMR7654 CNRS/Ecole Polytechnique chez le Pr Yves
Mechulam.

En conclusion, ce travail m’a permis de confronter des données obtenues in vitro a différents
modeéles prédictifs de I'effet des mutations, notamment des modeles fondés sur la stabilité.
La présence de la mutation M182T modifie radicalement la distribution de l'effet des
mutations. On comprend donc que |'effet d’'une mutation est différent en fonction du fond
génétique sur lequel elle survient. Nos résultats mettent en lumiere la notion d’interaction
entre mutations, ou épistasie, qui nous a amenés a travailler sur d’autres modeéles intégrant
cette notion.
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3. Interactions épistatiques et prédiction de I’effet des mutations dans TEM-1

Figliuzzi M, Jacquier H, Schug A, Tenaillon O, Weigt M.

Coevolutionary Landscape Inference and the Context-Dependence of Mutations in Beta-
Lactamase TEM-1.

Molecular Biology and Evolution, 2016, 33(1):268-80.

Nos premiers travaux illustraient la confrontation entre nos données obtenues in vitro et
différents modeles d’évolution. Dans cette lignée, nous avons travaillé avec I’équipe de Martin
Weigt (Biologie Computationnelle et Quantitative, UMR 7238 CNRS - Sorbonne Université) sur
un autre modele, appelé « Direct Coupling Analysis » (DCA), qui permet de prédire I'effet des
mutations. Ici, I'effet des mutations est prédit grace a un modele statistique qui analyse la
fréquence d’un résidu a une position donnée a partir d’un alignement de séquences de
protéines homologues (Figure 4). L'alignement de séquence utilisé dans notre travail
regroupait plus de 2500 séquences putatives de béta-lactamases présentes dans la famille de
protéines « pfam beta-lactamase 2 » dont nous avons parlée en introduction.

Alignements de séquences
de protéines homologues

Beta-lactamase2 family (PF13354)

statistiques prédictifs d’effets des
mutations

Elaboration de modéles
)

~2,500 diverged sequences \/

Confrontation aux données obtenues
in vitro dans notre collection de
990 mutants deTEM-1

Figure 4. Elaboration de modéles issus d’alignements de séquences de béta-lactamases

Dans un modele dit « indépendant », I'effet d’une mutation est prédit en analysant la
fréquence d’un résidu a une position donnée. A contrario, un modeéle tel que le « Direct
Coupling Analysis » (DCA)[8] pondeére la fréquence du résidu étudié a une position donnée par
la fréquence des autres résidus qui lui sont associés dans la protéine. Un tel modele prend
donc en compte le fond génétique dans lequel la mutation survient et capte probablement les
interactions épistatiques.
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Dans notre précédente étude, nous avons montré l'importance des interactions
épistatiques dans I’évolution des protéines. Le modéle du DCA nous a donc particulierement
intéressés, car il intégre les interactions épistatiques dans sa capacité a prédire 'effet des
mutations.

Nous avons confronté les effets prédits de mutations obtenus avec différents modeéles,
incluant le DCA, avec |'effet observé in vitro dans notre collection de 990 simple-mutants faux-
sens. Nous avons montré que le DCA dépassait les performances des autres méthodes
évaluées, notamment celle du modeéle indépendant. Cette différence correspond
probablement a la capacité du DCA a prendre en compte les interactions épistatiques.

Pour quantifier plus précisément I'étendue des interactions, le DCA a été appliqué en
utilisant des alignements multiples de séquences limités aux résidus situés a une certaine
distance du site muté (dmax) (Figure 5A). Lorsqu'on utilise une tres petite dmax (< 1,2A°), le
résidu muté est considéré seul ; lorsque la dmax correspond a la distance correspondant aux
résidus les plus éloignés dans la protéine (46,9A°), nous revenons a la modélisation DCA
compléte. Ce faisant, le DCA a été exécuté sur des sous-alignements de résidus qui ne sont
pas nécessairement consécutifs dans la séquence primaire, mais connectés dans la structure
tridimensionnelle (Figure 5A). La Figure 5B montre les corrélations résultantes entre les
données obtenues in vitro et les prédictions statistiques, en fonction de la distance dmax.
Nous avons observé une augmentation rapide du pouvoir prédictif lorsqu'un voisinage
structurel est pris en compte, mais I'augmentation de la corrélation s'étend bien au-dela des
résidus en contact direct (dmax =6A°). La corrélation maximale (R2 = 0,57) est atteinte autour
de dmax = 20 A®, correspondant a un peu plus de 50% du nombre total de résidus dans la

protéine.
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Figure 5. A. Schématisation des résidus intégrés au DCA selon leur distance physique au résidu
muté, représentés sur une structure tertiaire (a gauche) ou primaire (a droite) de la protéine.
B. La figure principale montre la corrélation entre les données observées et les prédictions par
DCA, en fonction de la distance dmax. L'encart montre la fraction moyenne de résidus inclus
en fonction de dmax.
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En conclusion, nous avons montré dans cette étude que la méthode DCA était une méthode
performante de prédiction d’effet des mutations, fondée sur des alignements de protéines
homologues. L’'effet contexte-dépendant pris en compte par cette méthode ne dépend pas
seulement de I'environnement direct d’'une mutation, mais s’étend a une distance de 20 A et

concerne la moitié des résidus de la protéine.

27




4. Mise en évidence d’'un mécanisme de déviation pathogéne compensée chez TEM-1

Local and Global Protein Interactions Contribute to Residue Entrenchment in Beta-Lactamase
TEM-1.

Birgy A, Magnan M, Hobson CA, Figliuzzi M, Panigoni K, Codde C, Tenaillon O, Jacquier H.
Antibiotics (Basel). 2022; 11(5):652.

Dans les deux précédentes études, nous avons montré que I'effet d’'une mutation est
différent selon le contexte génétique dans lequel elle survient, en utilisant la béta-lactamase
TEM-1 comme modele.

Dans la continuité de ces travaux, nous nous sommes intéressés a un cas extréme pour
lequel I'effet d’'une mutation est critique selon le contexte ou elle survient. En suivant le méme
principe de mutagenése que dans la premiere étude, j’ai mis en place une collection de 2000
mutants de la béta-lactamase CTX-M-15 et déterminé I'effet des mutations par mesure des
CMI de I'amoxicilline. Cette béta-lactamase ne possede que 30% d’homologie avec TEM-1,
mais elle présente une structure tridimensionnelle superposable. En étudiant les effets des
mutations sur les deux fonds génétiques, nous avons mis en évidence un effet de contexte-
dépendance intéressant. En position 251 de la protéine, une glycine est identifiée chez TEM-
1 (G251) et un tryptophane est observé chez CTX-M-15 (W251). De fagon intéressante, une
écrasante majorité des béta-lactamases porte un W251, sauf les 8 béta-lactamases proches
de TEM-1 qui hébergent un G251.

Quand on intervertit ce résidu chez chacune des béta-lactamases, c’est-a-dire la présence
d’'une mutation G251W chez TEM-1 et d’'une mutation W251G chez CTX-M-15, les enzymes
deviennent inactives, probablement du fait d’'une chute importante de leur stabilité. Du fait
de la forte fréquence du W251 chez les béta-lactamases, nous avons émis I’hypothése que la
mutation inactivatrice W251G s’est fixée chez un ancétre de TEM-1 grace a une co-évolution
avec 3 résidus (E48, R259 et W290) que nous avons identifiés en étudiant des alignements de
séquences. Cette co-évolution aurait permis de compenser I'aspect délétere de la mutation
W251G chez un ancétre de TEM-1

En parallele, nous avons mis en place une nouvelle banque de mutants chez TEM-1
G251W afin d’identifier les mutations compensatrices qui pourraient restaurer I'activité de
I’enzyme. Dans cette étude, une approche de mutagenese différente a été utilisée pour
obtenir une quasi-exhaustivité des 9000 mutations possibles. Par ailleurs, la détection des
mutations compensatrices a été réalisée par séquencage a haut-débit. Ce changement de
stratégie a permis d’obtenir des données beaucoup plus quantitatives, mais a généré des
contraintes majeures quant a I'optimisation de la mise au point des expériences et des
analyses de séquencage. Un total de 50 mutations compensatrices réparties sur 23 sites a été
identifié. De facon intéressante, ces mutations étaient localisées a proximité du résidu 251,
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suggérant un mécanisme de compensation locale, mais également a distance du site 251,
indiguant un effet compensateur global de ces mutations. Parmi ces mutations
compensatrices, deux ont attiré notre attention : il s’agit des mutations H153R et M182T, dont
nous avons parlé précédemment. De fagon intéressante, au sein des béta-lactamases, seule
TEM-1 porte les résidus H153 et M182.

In fine, I’analyse des séquences de béta-lactamases et des mutations compensatrices chez
TEM-1 G251W nous a permis de proposer une trajectoire évolutive qui a mené a la fixation du
résidu G251 chez TEM-1 (Figure 6). Ce mécanisme de fixation d’'une mutation dans un
environnement génétique donné, qui serait délétere chez la majorité des protéines
homologues, est dénommé « déviation pathogéne compensée ».
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Figure 6. Différentes étapes ayant contribué a la fixation du résidu G251 chez la béta-
lactamase TEM-1

En conclusion, I'analyse d’alignements de séquences et de librairies de mutants nous a permis
de mettre en évidence le role du fond génétique sur |'effet d’'une mutation, et de proposer
une trajectoire évolutive permettant la fixation d’'une mutation délétére.
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5. Epidémiologie moléculaire des souches de Neisseria gonorrhoeae productrices de
pénicillinase en France

Micaelo M, Goubard A, La Ruche G, Denamur E, Tenaillon O, Cambau E, Jacquier Ht and
Bercot Bt.

Molecular epidemiology of penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae isolates in France
Clinical Microbiology and Infection, 2017, 23(12):968-73.

tces auteurs ont contribué de facon équivalente a la publication.

Dans les trois précédentes études, nous avons montré que |'effet d’'une mutation est
différent selon le contexte génétique dans lequel elle survient, en utilisant la béta-lactamase
TEM-1 comme modele. Pour aller plus loin, je me suis intéressé a une approche
épidémiologique de I'effet des mutations selon le fond génétique. Dans cette étude, nous
avons étudié I'épidémiologie moléculaire des souches de N. gonorrhoeae productrices de
pénicillinase en France. Un des objectifs de cette étude était d’observer si les mutations
identifiées chez TEM dans des isolats cliniques de N. gonorrhoeae étaient les mémes que chez
E. coli. Une différence identifiée entre ces deux espéces pourrait expliquer le role du fond
génétique, a I'échelle de I'espéce, sur le succés de certaines mutations.

Nous avons étudié 176 isolats de N. gonorrhoeae productrices de pénicillinase (NGPP)
collectés entre 2010 et 2012 par le Centre National de Référence en France. Le fond génétique
des souches était typé par séquencage des deux alléles porA et tbpB utilisés pour Sequence
Typing. En pratique, pour chacun de ces genes, un numéro d’alléle est attribué via la base de
données ngmast (https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmlst neisseria segdef). Pour chaque

association d’alleles, un numéro de Sequence Type est attribué par la méme base de données.
Une diversité génétique de souches a été observée, avec l'existence de quatre clusters
majeurs représentant environ un tiers des souches circulant en France. L’allele TEM-1 a été
identifié dans 151/176 (85,8%) isolats de NGPP, et les variants de TEM-1 étaient
principalement représentés par la mutation M182T (14/176, 8%), suivie de P14S/L (8/176,
4,5%), G228S (2/176, 1,1%) et Q269K (1/176, 0,6%). Le gene blarem était majoritairement
porté par pJD5, plus rarement pJD7 ou pJD4, petits plasmides tres conservés chez N.
gonorrhoeae. Les variants M182T ont été trouvés dans divers fonds génétiques, tandis que les
variants P14S étaient disséminés de fagon clonale. Les variants G228S et Q269K appartenaient
a l'un des quatre principaux clusters de NGPP, ce qui suggere une émergence de novo récente
de ces mutations.

La diversité des mutations de TEM dans les isolats de N. gonorrhoeae par rapport a celles
trouvées dans les isolats d'Entérobactéries suggere que I'évolution de TEM ne suit pas la
méme voie chez ces bactéries. Ainsi, comme nous I’'avons vu précédemment, M182T a été
décrite comme une mutation stabilisatrice qui agit comme une mutation secondaire
compensatoire lorsqu'elle est associée a d'autres mutations préexistantes [9]. Par
conséquent, cette mutation ne confére probablement pas a elle seule un avantage sélectif aux
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isolats d'Entérobactéries et, a ce titre, est rarement décrite seule [10]. De fagon surprenante,
cette mutation a été identifiée dans 8% de nos isolats et jusqu’a 58% dans certaines études
[11]. Si la sélection primaire d'une telle mutation stabilisatrice est trouvée dans N.
gonorrhoeae, nous pouvons supposer que la stabilité agit probablement avec une pression
sélective plus élevée chez N. gonorrhoeae que chez les entérobactéries. De méme, différentes
mutations ont été identifiées dans le peptide signal en position P14 chez N. gonorrhoeae qui
n'ont jamais été identifiées chez les Entérobactéries. Les variants P14S, P14L et P14T ont été
décrits dans cette étude ou précédemment, ce qui suggére que ce résidu est soumis a une
sélection chez N. gonorrhoeae [12,13]. Ceci pourrait refléter une adaptation du peptide signal
TEM au systeme de sécrétion de N. gonorrhoeae. La mutation G228S, qui est située dans la
boucle de I'enzyme, a distance du site actif, a été identifiée a la fois dans notre étude et dans
une précédente étude mondiale [13], ce qui suggere qu'il s'agit d'une mutation adaptative
plutét que d'un polymorphisme.

Les résultats de cette étude montrent que I'évolution de la béta-lactamase TEM-1 suit une
trajectoire différente entre les Entérobactéries et N. gonorrhoeae. Cette différence entre les
deux espéces concourt a expliquer le réle du fond génétique, a I'échelle de I'espéce, sur le
succes de certaines mutations.

6. Sélection d’un variant de TEM sous pression de sélection antibiotique

Jacquier H, Marcadé G, Raffoux E, Dombret H, Woerther P.L., Donay J.L., Arlet G, and Cambau
E.

In vivo selection of a complex mutant TEM (CMT) from an inhibitor-resistant TEM (IRT) during
ceftazidime therapy.

Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2013, 68(12):2792-6.

Une autre étude nous a permis de montrer l'intérét d’une approche clinique ou
épidémiologique pour comprendre I'évolution des béta-lactamases, en particulier le réle du
fond génétique sur la sélection de certaines mutations.

Comme nous l'avons vu en introduction, I'’émergence de mutations ponctuelles dans le
géne codant I'enzyme TEM-1 a permis d’élargir son spectre de résistance, restreignant
drastiqguement I'arsenal thérapeutique. Le spectre naturel de TEM-1 se limite aux pénicillines.
TEM-1 reste donc sensible aux inhibiteurs de béta-lactamases commercialisés, ainsi qu’aux
céphalosporines, notamment les céphalosporines de 3°™¢ génération (C3G) couramment
utilisées en pratique clinique. Certaines mutations conferent une résistance élargie aux C3G :
on parle alors de béta-lactamase a spectre étendu ou BLSE. Ces mutations conférent
généralement une baisse de stabilité, parfois compensée secondairement par la sélection de
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la mutation M182T. D’autres mutations conférent une résistance aux inhibiteurs de béta-
lactamases, et ces variants sont généralement dénommés TRI (TEM Résistants aux
Inhibiteurs). Les variants cumulant des mutations conférant une résistance aux inhibiteurs de
béta-lactamases et aux céphalosporines sont rares, car I'association de ces types de mutations
fait 'objet d’'un compromis en termes de résistance. Ces variants sont généralement
dénommeés sous le terme de CMT, pour « Complex Mutant TEM »

Chez un patient d’hématologie clinique, qui avait été préalablement été exposé a une
chimiothérapie, nous avons mis en évidence une souche d’E. coli porteuse d’un variant de
TEM résistant aux inhibiteurs de béta-lactamases (TEM-38) dans une hémoculture (Figure 7).
Sous traitement par une céphalosporine (la ceftazidime), nous avons assisté a la sélection in
vivo d’'une mutation R164S conférant une résistance a cet antibiotique (TEM-158). Cette
sélection est illustrée d’un point de vue phénotypique par la photo d’un antibiogramme
mettant en évidence une réduction du diametre d’inhibition de la ceftazidime.

Chimiothérapie

( ]
£ Piperacilline/

Levofloxacine Tazobactam Ceftazidime Imipeneme

( [ | I )
Amikacine Amikacine
Vancomycine
( |
Tinidazole
( ]

11 16 17 18 19 25 28 31

Janvier 2010

Hémoculture: EC1 Hémoculture: EC2

M6SL N276D M6SL R1645 N276D
Pa/Pb PaPb
TEM > TEM >
+ OXA-1 + OXA-1

Figure 7. Sélection d’une IRT (TEM-35) vers une CMT (TEM-158) par acquisition d’une

mutation R164S sous pression de sélection par ceftazidime.

AMX : amoxicilline, CAZ: cetazidime, TIC: ticarcilline, PIP : pipéracilline, ATM : aztreonam, AMC:
amoxilline+acide clavulanique, CTX : céfotaxime, TCC : ticarcilline+acide clavulanique, NAL : acide nalidixique,
FEP : céfépime, TZP : piperacilline+tazobactam, IPM : imipeneme, STX : cotrimoxazole, CEF : céfalotine, FOX :
céfoxitine, CXM : céfuroxime.
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Dans un deuxieme temps, nous avons voulu reproduire in vitro la sélection de mutations
sous pression de sélection par ceftazidime. Nous avons travaillé a partir de la souche clinique
issue du patient et a partir d’'une souche d’E. coli de laboratoire portant le méme plasmide.
De fagon intéressante, certaines mutations n’étaient associées qu’a la souche clinique. Parmi
celles-ci, nous avons notamment identifié la mutation E166K, identifiée comme étant
inactivatrice chez TEM-1 dans la collection de 10.000 mutants de ma these.

Cette étude illustre particulierement bien la nécessité de confronter les mutations
obtenues in vitro avec ce qui se passe en pratique clinique pour une meilleure compréhension
de I'évolution des béta-lactamases.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence la sélection d’une mutation dans un variant de
TEM sous pression de sélection antibiotique. La sélection de mutants in vitro a permis de
mettre en évidence certaines mutations décrites comme inactivatrices chez TEM-1. Cette
étude met de nouveau l'accent sur I'effet d’'une mutation selon le fond génétique sur lequel
elle survient.

7. Mise a jour de la classification des béta-lactamases de classe A

Philippon A, Jacquier H, Ruppé E, Labia R.
Structure-based classification of class A beta-lactamases, an update.
Current Research in Translational Medicine, 2019, pii: S2452-3186(19)30021-2.

Comme nous l'avons vu en introduction, on a pu assister a une augmentation
exponentielle du nombre et du volume des bases de données de séquences grace au recours
massif aux technologies de séquencage a haut débit au cours des derniéres années. Toutefois,
les annotations de ces bases de données sont parfois associées a des algorithmes imparfaits.
Dans ce sens, un travail de curation des bases de données, permettant une approche
rationnelle de I'étude des béta-lactamases, semble important, pour mieux comprendre la
phylogénie des béta-lactamases et pour travailler sur des bases de données optimales
permettant secondairement d’élaborer des modeles.

Les séquences identifiées comme béta-lactamases de classe A ont été collectées dans les
principales bases de données (NCBI, Uniprot et BLDB). Nous avons obtenu un set de 700 béta-
lactamases, dont 132 avaient été validées phénotypiquement dans la littérature. L’analyse de
ces séquences et leur analyse phylogénique ont permis une meilleure exploration de la
classification de ces enzymes, avec l'identification de certains clusters associés a des résidus
conservés ou a des spectres enzymatiques. De facon intéressante, cette base de données
curée a permis a nos collégues de I'ENS (Simona Cocco et Rémi Monasson, Laboratoire de
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Physique de I'ENS UMR8023) d’élaborer des modeles fondés sur des réseaux artificiels de
neurones (Thése de Clément Roussel soutenue le 2 décembre 2021), de facon plus
performante qu’avec des bases de données telles que pfam dont nous avons précédemment

parlé.

En bref, la curation de bases de données de béta-lactamases nous a permis une meilleure
compréhension de la phylogénie des béta-lactamases et de la conservation des résidus
associés a certains clusters, mais également de constituer une ressource fiable pour la

génération de modeéles.
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Travaux en cours et projet de recherche

Nous avons vu dans mes précédents travaux I'importance d’aborder I’évolution des béta-
lactamases sous un angle multidisciplinaire. En effet, une compréhension intégrative de
I’évolution des béta-lactamases, associant des approches épidémiologiques, microbiologiques,
enzymologiques, biophysiques, évolutives ou mathématiques semble étre particulierement
intéressante. C'est donc sous cet angle multidisciplinaire que je me propose de poursuivre
mes travaux sur cette thématique en suivant 3 axes.

- Dans le premier axe, je m’intéresserai a la plasticité adaptative de la béta-lactamase KPC,
qui constitue un modele d’étude alternatif a TEM-1.

- Dans un second axe, je m’intéresserai aux interactions entre béta-lactamases a I'échelle
d’une communauté bactériennes représentative du microbiote digestif.

- Dans le troisieme axe, j'aborderai un projet portant sur I'analyse de la diversité des béta-
lactamases chez les Nocardia

1. Plasticité adaptative de la carbapénémase KPC

La béta-lactamase TEM-1 présente des limites en tant que modeéle. En effet, sa stabilité
relativement médiocre rend son utilisation difficile pour une approche fonctionnelle par des
méthodes de biochimie. De ce fait, je me suis tourné depuis deux ans vers une autre béta-
lactamase modeéle pour poursuivre mes travaux.

KPC est une béta-lactamase de la famille des carbapénémases. Cette enzyme a la
capacité d’hydrolyser une grande majorité des béta-lactamines, notamment les
carbapénemes, béta-lactamines qui possedent pourtant un des spectres les plus larges. On
comprend donc que KPC est une enzyme particulierement problématique dans le domaine de
la santé publique. KPC-2 et KPC-3 ont été décrites pour la premiere fois dans les années 2000
[14,15] et représentent désormais un mécanisme de résistance aux carbapénémes courant
chez les entérobactéries sur la cote Est des Etats-Unis, en Amérique du Sud, dans le bassin
méditerranéen ou en Inde [16]. Des souches productrices de KPC ont été rapportées dans des
cas d'infections nosocomiales et sont responsables d'une augmentation du taux de mortalité,
notamment chez les patients vulnérables [17]. Les carbapénémases KPC présentent un large
profil de substrat, comprenant les pénicillines, les céphalosporines et les carbapénémes [14].
Par ailleurs, les inhibiteurs de B-lactamases (acide clavulanique, tazobactam) ont une activité
inconstante, en particulier si le niveau d’expression de la béta-lactamase est élevé [18,19]. De
ce fait, les options thérapeutiques a disposition sont restreintes. La commercialisation récente
de l'avibactam, inhibiteur non-béta-lactame de B-lactamase qui possede I'avantage d’inactiver
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les carbapénémases de type KPC, offre une avancée significative par rapport aux autres
molécules antibiotiques [20] L’association entre la ceftazidime, céphalosporine de 3®me
génération, et I'avibactam (CAZ/AVI) offre des résultats prometteurs dans la lutte contre les
organismes producteurs de carbapénémase KPC. Malheureusement, les entérobactéries ont
développé une résistance au ceftazidime-avibactam par des mécanismes enzymatiques ou
non [21]. Un des principaux mécanismes de résistance au CAZ/AVI est lié a I'’émergence de
mutations dans la carbapénémase KPC. Certaines de ces mutations ont été sélectionnées in
vitro en laboratoire [22,23] mais, de fagon plus inquiétante, certaines ont également été
décrites au décours de traitement chez des patients traités par cette association de molécules
[24-26]. Dans une étude d’évolution expérimentale menée dans notre laboratoire, nous
avons généré des mutations dans KPC par l'utilisation d’agents anticancéreux et étudié
phénotypiquement 40 mutants différents [25,27,28].

Parmi les variants cliniques et expérimentaux de KPC résistants au CAZ/AVI, une grande
diversité de mutations a été observée avec la présence de mutations ponctuelles, d’insertions
ou de délétions. Bien que les insertions/délétions (indels) soient rares dans les béta-
lactamases, elles sont fortement représentées dans les isolats cliniques de la béta-lactamase
KPC, avec au moins 20 variants déposés sur la base NCBI. De fagon intéressante, ces mutations
sont situées dans des points chauds de I'enzyme (Figure 8).

Boucle . Boucle 237-243 . Boucle 266-275
Omega . Délétions ++ - Distante du site
Insertions . Substitutions actif
Délétions - Insertions ++
Substitutions

Figure 8. Situation des points de mutations conférant une résistance au CAZ/AVI chez KPC. La
sérine 70 est représentée en rouge.

La boucle omega est située en regard de la sérine 70, coeur catalytique de I'enzyme, et
borde le site actif. On trouve dans ce site des substitutions, des insertions et des délétions.
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D’autres mutations (délétions et substitutions) ont été identifiées dans une autre boucle (237-
243) qui borde également la poche hydrophobe du site actif. Ces deux sites ont été identifiés
comme des points chauds de mutations chez de nombreuses béta-lactamases de classe A
[29,30]. De fagon intéressante, de nombreuses insertions conférant une résistance au CAZ/AVI
ont été identifiées chez KPC dans la boucle 267-275 située a distance du site actif [18,27]. Ce
site semble étre une particularité propre a KPC, car il n’a jamais été décrit comme impliqué
dans des modifications de spectre enzymatique chez d’autres béta-lactamases de classe A.

Des substitutions ou des indels peuvent entrainer une perte de stabilité des protéines. Les
protéines de faible stabilité peuvent porter une valeur sélective diminuée, du fait de leur
moindre fonctionnalité, des colits énergétiques importants et potentiellement d’autres colts
si les protéines dénaturées s’agregent [31]. D’un point de vue adaptatif, ce compromis entre
fonction et stabilité a été particulierement bien mis en évidence chez de nombreuses enzymes
[32], notamment la B-lactamase TEM-1 [33]. En effet, dans la plupart des enzymes modeles
étudiées, I'acquisition d’une nouvelle fonction est corrélée a une diminution de stabilité
[33,34].

Concernant KPC, il a été montré que des substitutions simples a proximité du site actif
induisant une résistance au ceftazidime entrainent une perte de 2,6 a 3,7°C de température
de fusion (T°m), donc une baisse de stabilité des protéines par rapport a KPC-2 [35]. Les
mesures de stabilité effectuées sur KPC-2 et ses variants montrent cependant que ces
protéines sont plus stables que les autres béta-lactamases de classe A. En effet, la Tm de KPC-
2 (66,5 °C) est plus élevée que celles de TEM-1 (56,7°C) et de CTX-M-14 (51°C)[35—-37]. Aucune
information sur la stabilité n’est encore présente dans la littérature concernant les enzymes
KPC possédant des insertions et des délétions au sein des boucles, mais la présence d’un
nombre important d’insertions/délétions dans les variants clinique de KPC [18,19,38] est
probablement liée a cette stabilité importante de la protéine KPC-2, rendant probablement la
structure permissive a ces événements.

L’étude approfondie des variants de KPC est donc essentielle pour comprendre les
changements structuraux sélectionnés par I'utilisation des nouveaux antibiotiques et les
compromis évolutifs qui les sous-tendent. L’émergence importante de la description des
variants de KPC dans la littérature est un marqueur inquiétant dans le contexte de I’évolution
des B-lactamases, car nos antibiotiques de dernier recours sont menacés par ces enzymes qui
semblent s’adapter rapidement.

Mes travaux en cours et mon projet de recherche reposent sur une étude approfondie des
mutants de KPC portant des indels ou des substitutions. Nous disposons déja au laboratoire
d’une collection importante de mutants de KPC générés au cours de I'étude précédemment
citée et d’autres constructions sont en cours de réalisation par mon colléegue André Birgy [28].
L’objectif de ces travaux est de comparer I'importance relative des indels ou des substitutions
dans I"évolution de la carbapénémase KPC grace a une approche multidisciplinaire :
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- Etude microbiologique détermination phénotypique approfondie de la résistance vis-3-vis
d’un panel élargi de béta-lactamines.

- Etude enzymologique : détermination des parameétres cinétiques des protéines purifiées
vis-a-vis de leurs principaux substrats et des constantes d’inhibition des principaux
inhibiteurs.

- Etude thermodynamique : détermination de I'impact des mutations sur la stabilité de
I’enzyme par microcalorimétrie.

- Etude structurale : détermination de I'impact de chacun des mutants sur la capacité
hydrolytique de certains substrats par cristallographie ou modélisation et dynamique
moléculaire.

- Etude évolutive : détermination de la stabilité évolutive de chaque mutant vis-a-vis de son
ancétre.

Ces travaux devraient nous permettre d’éclairer d’un jour nouveau les compromis
évolutifs au sein des béta-lactamases. Ces compromis offrent une piste intéressante pour le
contrble a terme de la propagation des carbapénémases. Ce projet ambitieux repose sur des
mutants disponibles au laboratoire et déja clonés dans des vecteurs appropriés. |l sera réalisé
grace a des compétences locales, mais également a des collaborations avec le laboratoire de
biologie structurale de la cellule de I'Ecole Polytechnique, avec le centre d’ingénierie des
protéines de Liége, et s’intégre dans un projet plus large de notre équipe.

J'ai déja amorcé ces travaux lors d’une mission d’étude temporaire réalisée en 2020 au
laboratoire de biologie structurale de la cellule de I'Ecole Polytechnique (UMR7654
CNRS/Ecole Polytechnique, Pr. Y Mechulam) et au centre d’Ingénierie des Protéines
(Université de Liege, Pr Moreno Galleni). Ces travaux ont été poursuivis en 2021 par Gautier
Pierrat, un étudiant en M2R que j’ai encadré. La crise sanitaire a ralenti ces travaux mais les
résultats préliminaires suivants ont été obtenus.

Les premiers variants étudiés portaient des insertions dans la boucle 267-275. Nous avons
comparé I'effet d’'une insertion de 15 acides aminés dans KPC-2 et d’une insertion de 3 acides
aminés dans KPC-3, variant de KPC-2 portant la mutation H274Y. Ces deux variants sont
particulierement intéressants, car ils ont été décrits a la fois dans des mutants obtenus en
laboratoire et dans des isolats cliniques. Ils sont respectivement connus sous les noms de KPC-
44 et KPC-29.

Les résultats obtenus montrent un compromis dans le spectre d’hydrolyse : la résistance
au CAZ/AVI est réalisée au détriment de la résistance aux carbapénémes. Nous avons identifié
des mécanismes enzymatiques impliqués : la résistance au CAZ/AVI est probablement liée a
une liaison plus importante de la ceftazidime au site actif de KPC-29, mais avec une activité
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catalytique plus faible, associée a une diminution de I'affinité vis-a-vis de I'avibactam. La
restauration de la sensibilité aux carbapénémes était liée a une baisse de I'activité catalytique
de I'’enzyme, sans modification de I'affinité. Enfin, des études de microcalorimétrie ont permis
de mettre en évidence une diminution de la température de fusion de la protéine, de 63°C a
54°C, montrant une baisse de stabilité importante, similaire quelle que soit la taille de
I'insertion. Comparativement a TEM-1 ou aux autres béta-lactamases, nous avons vu que KPC
était extrémement stable. Dans cette expérience, nous montrons que, malgré une baisse
importante de stabilité chez KPC-29 et KPC-44, les enzymes restent raisonnablement stables.

Nous avons voulu explorer I'impact de cette baisse de stabilité sur la fitness des bactéries.
Nous avons donc réalisé des expériences d’évolution expérimentale par compétition entre les
variants KPC-29 et KPC-44 et leur ancétre en I'absence de pression de sélection par une béta-
lactamine. Ces expériences ont été réalisées dans un dispositif nommé eVOLVER, systéme de
turbidostat innovant permettant le contréle automatisé en temps réel de la densité optique
d’un milieu de culture et la gestion concomitante de 16 flacons [39]. Son implantation au
laboratoire a été réalisée grace a I'expertise d’Imane ElI-Meouche (CR INSERM). L'intérét d’un
tel systeme est de pouvoir réaliser des expériences de compétition de fagon ergonomique sur
plusieurs jours, en maintenant un inoculum faible afin de limiter I'apparition de mutations
adaptatrices de novo. Les résultats de ces expériences réalisées récemment sont en cours
d’analyse. Enfin, nous avons pour I'instant échoué a obtenir des cristaux de ces enzymes pour
une analyse structurale de ces mutations, probablement du fait de I'instabilité des interactions
cristallines liées a ces insertions situées tres en périphérie de la protéine. D’autres conditions
vont étre a nouveau testées pour tenter d’obtenir des cristaux, grace a notre collaboration
avec nos collégues de I'Université de Liege.

Mon objectif a court terme est donc de finaliser ces travaux pour mettre en évidence les
compromis évolutifs précédemment évoqués. Pour aller plus loin dans ce projet, je me
propose d’explorer 'impact de mutations ponctuelles afin de comparer leur effet a celui des
indels. Pour ce faire, j'ai déja sélectionné des mutants candidats. Le site A172 présente de
nombreuses mutations conférant une résistance au CAZ/AVI dans des isolats cliniques, mais
qui n‘ont pas été étudiées de facon approfondie. Ce site présente donc un double avantage :
il présente une forte capacité d’adaptation e,t en tant que substitution, il permet de comparer
les effets de substitutions a celles d’indels précédemment étudiées.

Je vais donc réaliser par mutagenése les 19 substitutions possibles du site A172. Ces
mutants seront explorés de fagcon approfondie d’un point de vue phénotypique par mesure
des concentrations minimales inhibitrices aux principales béta-lactamines. Les mutants
conférant une résistance au CAZ/AVI seront également investigués d’un point de vue
enzymologique et thermodynamique. Comme précédemment, les mutants seront confrontés
a leur ancétre par compétition en eVOLVER pour évaluer I'impact des mutations sur la fitness.
Afin de s’affranchir des contraintes techniques liées aux aléas de la cristallisation, nous allons

39



réaliser une analyse de |'effet des mutations par modélisation par dynamique moléculaire. En
effet, ces modeles sont plus adaptés pour de simples substitutions que pour des indels dont
I’effet sur la structure est difficilement prédictible par ce genre d’approche. Ces travaux seront
réalisés grace a I'expertise de Frederic Kerff a I'Université de Liege.

En bref, la comparaison des effets de mutants de KPC portant des substitutions ou des indels
devrait nous permettre une meilleure compréhension du compromis entre stabilité, spectre
de résistance et adaptation. Cette compréhension sera étayée par une approche
multidisciplinaire associant microbiologie, enzymologie, thermodynamique, compétition et
modélisation.

2. Interactions entre béta-lactamases a l'échelle d’'une communauté bactérienne
représentative du microbiote digestif

Je suis également porteur d’un work package au sein de I’ANR blaIMPACT pilotée par le Pr
Etienne Ruppé (IAME, UMR1137, équipe EVRest). Ce projet porte sur |'impact des béta-
lactamines sur : (i) le contenu intestinal en béta-lactamases, et (ii) la structure taxonomique
du microbiome intestinal, en tirant parti de la caractérisation phénotypique des béta-
lactamases intestinales, a I'aide de tests phénotypiques classiques, de I'enzymologie et de
modeles évolutifs in vitro. Mon projet portera sur ce dernier point.

Le microbiote intestinal abrite une grande diversité de micro-organismes (principalement
des bactéries anaérobies), dont certains empéchent la colonisation durable par des bactéries
exogenes, y compris les bactéries multirésistantes (BMR), mécanisme appelé effet barriere ou
résistance a la colonisation [42].

Ces bactéries du microbiote intestinal abritent de nombreux genes de résistance aux
antibiotiques (GRA)[43]. La diversité de ces genes de résistance a été révélée récemment
grace a un nouvel outil bioinformatique (pairwise-comparative modelling, PCM) pour
identifier les GRA dans le microbiote intestinal [44]. Cet outil prédit la présence d’un
déterminant de résistance aux antibiotiques, non pas en confrontant sa séquence primaire a
celle d’'une base de données de GRA, mais en comparant la structure tridimensionnelle prédite
d’un gene candidat a celles de déterminants de résistance connus. Cette approche a permis
de prédire plus de 6000 GRA, dont la plupart partagent peu d'identité de séquence avec les
GRA connus. Il est important de noter que ces genes sont localisés sur le chromosome des
bactéries strictement anaérobies du microbiote commensal. Parmi ces GRA, 725 ont été
prédits comme étant des béta-lactamases, mais trés peu de choses sont connues quant a leurs
caractéristiques phénotypiques, telles que le spectre de résistance vis-a-vis des béta-
lactamines. Cela limite donc notre compréhension de la dynamique de la composition
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bactérienne pendant I'exposition aux béta-lactamines et de la maniere dont le microbiote se
rétablit aprés un traitement antibiotique. Un élément supplémentaire de complexité est que
les bactéries intestinales qui produisent des béta-lactamases exercent un effet altruiste en
dégradant les béta-lactamines de leur environnement et, ainsi, protégent les bactéries
voisines intrinsequement sensibles aux béta-lactamines [45,46]. Par conséquent, la
composition initiale du microbiote (notamment sa capacité a produire des béta-lactamases)
peut étre liée a I'effet des béta-lactamines sur le microbiote intestinal.

Dans notre travail, le contenu en béta-lactamases sera obtenu a partir du microbiote de
volontaires sains exposés ou non a des traitements antibiotiques (ceftriaxone,
pipéracilline/tazobactam et ceftazidime/avibactam). Ces échantillons sont déja disponibles, a
raison de douze individus par bras. Le contenu de génes codant des béta-lactamases sera
analysé par bio-informatique par la méthode PCM précédemment citée. Cette étape sera
réalisée par I’équipe du Pr Etienne Ruppé. Dans un deuxieme temps, les 100 béta-lactamases
prédominantes seront clonées et analysées sur le plan phénotypique par I'équipe du Pr
Richard Bonnet (UMR 1071 Inserm/Université Clermont Auvergne, USC INRA 2018, équipe
M2ISH).

A partir de cet échantillon de clones hébergeant les 100 béta-lactamases majoritaires, je
réaliserai des courbes de croissance a différentes concentrations de ceftriaxone, de
pipéracilline-tazobactam ou de ceftazidime-avibactam a l'aide d'une plateforme robotique
Freedom EVO® automatisée a haut débit disponible dans notre laboratoire, qui peut réaliser
jusqu'a 2000 courbes de croissance par jour. La fitness sera évaluée en déterminant le taux de
croissance maximum de fagon indépendante pour chaque condition.

Dans un deuxieme temps, afin de mimer les conditions naturelles a I'échelle de la
communauté, je réaliserai des compétitions d’un pool de ces clones en respectant les
abondances relatives des béta-lactamases trouvées chez les volontaires. Nous suivrons
ensuite I'évolution in vitro de la communauté dans des conditions mimant le traitement des
volontaires (concentrations fécales observées chez les volontaires). Nous utiliserons a cette
fin l'installation Evolver, déja décrite précédemment, qui permet la culture continue controlée
de communautés bactériennes, et I'abondance relative de chaque géene de résistance sera
évaluée par séquencage a haut débit a différents points de temps. Par rapport a I'approche
précédente pour laquelle la fitness de chaque clone hébergeant une béta-lactamase est
évaluée de facon indépendante, la forte densité de bactéries dans ce cadre permettra a
certains clones d'avoir des effets protecteurs sur d'autres, ce qui pourrait estimer les effets
altruistes au sein de la communauté.

Une derniere étape de ce travail sera réalisée par le Dr Charles Burdet (UMR 1137 IAME,
équipe BIPID) afin de développer un modéle mathématique intégrant les concentrations
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fécales d’antibiotiques, le contenu en génes codant les béta-lactamases, et la composition
taxonomique du microbiote.

En bref, les résultats de ces travaux devraient nous permettre de mieux comprendre les
interactions entre béta-lactamases a I’échelle d’'une communauté bactérienne représentative
du microbiote digestif.

3. Analyse de la diversité des béta-lactamases chez les Nocardia

3.1. Contexte du projet

Les 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 transplantés d’organe, allogreffés, patients souffrant d’'une pathologie
broncho-pulmonaire chronique ou d’un déficit immunitaire primitif. Il s’agit d’une infection
sévere, associée a une atteinte cérébrale dans environ un tiers des cas, dont la mortalité est
comprise entre 20 et 30%. Le traitement des nocardioses est difficile, car le genre Nocardia
comprend plus de 100 especes ayant chacune un profil particulier de sensibilité aux
antibiotiques. Le cas des B-lactamines est particulierement problématique, car aucune d’entre
elles n’a un spectre d’activité assez large pour couvrir toutes les especes de Nocardia. Par
ailleurs, les méthodes de culture pour lisolement des Nocardia et les techniques
phénotypiques de détermination de sensibilité aux antibiotiques sont particulierement
longues et fastidieuses. De fait, il semble important de développer des techniques
moléculaires permettant d’identifier plus rapidement les Nocardia et de pouvoir identifier des
déterminants génotypiques prédictifs des marqueurs de sensibilité phénotypique.

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, ii) de corréler ces données génomiques aux données
de résistance phénotypique vis-a-vis des antibiotiques les plus fréquemment prescrits, iii)
d’évaluer la faisabilité de l'utilisation de ces approches dans le cadre du soin aux patients, en
s’appuyant sur des techniques de séquencage disponibles rapidement.

Ce projet, porté par le Pr David Lebeaux, a fait I'objet d’une demande de financement
aupres de 'ANR pour lequel je suis porteur du Workpackage portant sur I'exploration de la
résistance aux béta-lactamines de Nocardia.

Je travaillerai sur une sélection de 115 isolats de Nocardia issus de I'Observatoire
Francais des Nocardioses. Ces isolats correspondent a des espéeces ou complexes responsables
de la majorité (80 a 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.
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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).
L'identification des isolats a déja été réalisée par amplification et séquencage des genes
codant pour I’ARN ribosomal 16S +/- du géne hsp65. La premiére étape de I'analyse des
génomes complets sera la vérification in silico des identifications d’espéces de ces 115 isolats.

3.2. Séquengcage des génomes bactériens et identification des déterminants
moléculaires candidats associés a la résistance aux béta-lactamines

Le séquencage des génomes et leur analyse seront réalisés sur la plateforme de
génomique de I’hdpital Henri Mondor dirigée par le Pr Christophe Rodriguez.

3.2.1. Séquengage

Les isolats sélectionnés seront séquencés sur un appareil NextSeq500 (kit de
séquencage High Output 2 * 150, Illumina) apres fragmentation mécanique et enzymatique
et extraction de I’ADN. Aprés démultiplexage et filtrage des séquences de mauvaise qualité,
les séquences seront utilisées pour reconstruire le génome selon une approche associant une
approche « de novo » et une comparaison des contigs aux génomes décrits dans la littérature
pour assembler les contigs et aboutir a des génomes les plus complets possibles. Les données
de référence sont actuellement répertoriées dans la base de données GTDB
(https://gtdb.ecogenomic.org/searches?s=al&qg=nocardia).

3.2.2. Exploration « a priori » des données génomiques

Les génomes obtenus seront alignés sur les séquences de référence disponibles. Cette
approche permettra I'annotation des génomes et la recherche des génes connus codant des
RB-lactamases dans les bases de données. Cette étape permettra de rendre compte de la
présence ou de I'absence de ces genes pour I'ensemble des especes séquencées, mais aussi
de vérifier 'impact de mutations éventuelles par comparaison aux données phénotypiques.

3.2.3. Exploration « sans a priori » des données génomiques

Pour élargir la recherche a d’autres genes de résistance, une approche supplémentaire
est nécessaire et consistera a explorer les données de génomique sans connaissance « a priori
» des fonctions des genes séquencés, en utilisant des outils comme BlastX et BlastP. Cette
approche permettra notamment d’attribuer des fonctions aux genes présentant une forte
homologie de séquence protéique avec d’autres décrits dans la littérature. De nombreuses -
lactamases pourraient par exemple étre trouvées par ce procédé. Elle permettra également
d’identifier des modifications de genes codant les PLP pouvant étre associées a une diminution
d’affinité pour certaines B-lactamines.

3.2.4. Approche par data mining
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Si des genes de résistance sont éloignés de ceux connus dans la littérature au niveau
nucléotidique ou protéique, ou s’il s’agit de génes totalement nouveaux, les approches
précédentes ne seront pas adaptées. Pour cela, des groupes de souches présentant des
caractéristiques phénotypiques de résistance identiques mais des mécanismes non élucidés
seront identifiés. L'approche par data mining (Random Forest, decision tree) permettra alors
de trouver, parmi tous les génes possibles, ceux qui sont le plus susceptibles d’y étre associés
par opposition aux autres souches sensibles.

3.3. Analyse de la diversité génétique des déterminants moléculaires candidats associés
a la résistance aux béta-lactamines

L'effet antibactérien des B-lactamines repose sur l'inhibition de la derniere étape de
synthése du peptidoglycane. La résistance aux B-lactamines peut étre secondaire a la
production d’enzymes bactériennes, les B-lactamases, qui hydrolysent I'antibiotique et
I’empéchent d’interagir avec sa cible, ou bien la production de D,D-transpeptidases (PLP) de
faible affinité pour les B-lactamines.

Chez Nocardia, les béta-lactamases ont été explorées chez certaines espéeces, mais leur
compréhension reste encore tres incompléte. Dans cette étude, la diversité génétique des
déterminants moléculaires associés a la résistance aux béta-lactamines sera analysée. Des
études préliminaires réalisées sur 9 isolats de N. brasiliensis montrent une diversité génétique
dans les séquences de la béta-lactamase Bra-1. De facon intéressante, des mutations sont
observées dans des sites impliqués dans des modifications de spectre chez les béta-
lactamases de classe A, alors méme que la résistance aux C3G est inconstante chez cette
espéce. Afin de déterminer la part relative de la résistance aux céphalosporines de 3°me
génération liée a ces mutations, les différents alléles de Bra-1 seront clonés chez E. coli. Si le
phénotype de résistance aux C3G est reproduit, alors une approche de mutagenése dirigée
sera entreprise pour identifier les résidus clés impliqués dans la résistance aux C3G.

La confrontation des données génotypiques et phénotypiques d’une collection bien définie de
Nocardia devrait permettre une meilleure compréhension des déterminants moléculaires
associés a la résistance aux béta-lactamines, et ainsi poser les bases d’un diagnostic
moléculaire fondé sur le séquencage a haut débit destiné a prédire la sensibilité a cette classe

d’antibiotiques.

En conclusion, mes travaux passés et en cours ainsi que mes projets de recherche soulignent
I'importance d’une approche multidisciplinaire pour une meilleure compréhension de
I’évolution des béta-lactamases. Cette compréhension est en lien direct avec mon activité de
microbiologie clinique, permettant de faire un pont entre la recherche académique, le
diagnostic microbiologique, et la diffusion de la résistance aux béta-lactamines pour des
espéces d’intérét clinique.
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Travaux de recherche clinique

Au sein de mon ancien laboratoire hospitalier, j'ai également été amené a réaliser de
nombreux travaux de microbiologie clinique. Je me focaliserai ici sur certains travaux portant
sur une transposition de mes travaux académiques sur le theme des béta-lactamases, et
d’autres portant sur I'optimisation du diagnostic moléculaire pour la prise en charge des
maladies infectieuses.

1. Travaux de microbiologie clinique portant sur les béta-lactamases

Le diagnostic des infections bactériennes repose généralement sur des méthodes de
culture conventionnelle. Pour la majorité des bactéries identifiées en bactériologie médicale,
le diagnostic repose sur une mise en culture du prélevement. Apres incubation pendant 24h
a 37°C, le microorganisme est isolé sur les milieux de culture et identifié et la détermination
de la sensibilité aux antibiotiques nécessite 24h supplémentaires. Ce délai est évidemment
prolongé pour les bactéries de croissance lente. En pratique, un traitement antibiotique
probabiliste est initié immédiatement aprés le prélevement, notamment pour les infections
graves, et sera adapté selon les résultats de I'antibiogramme. Dans les deux études citées ci-
dessous, je propose des approches permettant d’orienter le traitement probabiliste pour
éviter la prescription de béta-lactamines au spectre large dont I'impact écologique est majeur.

1.1. Impact du dépistage systématique du portage intestinal d'Entérobactéries
hyperproductrices de céphalosporinase chez les patients de réanimation.

Manquat E, Le Dorze M, Pean De Ponfilly G, Benmansour H, Amarsy R, Cambau E, Soyer B,
Chousterman BG, Jacquier H.

Impact of systematic screening for AmpC-hyperproducing Enterobacterales intestinal carriage
in Intensive Care Unit Patients.

Annals of Intensive Care, 2020, 10(1):149 s13613-020-00754-9.

Les pneumonies communautaires, nosocomiales ou associées a la ventilation sont les
infections les plus courantes en réanimation et sont associées a un taux de morbidité et de
mortalité élevé [47]. Lantibiothérapie empirique (AE) est un défi pour les réanimateurs. Une
antibiothérapie précoce est recommandée, notamment en cas de sepsis, et son adéquation
ne peut étre validée qu'a posteriori lorsque les cultures d'échantillons et les antibiogrammes
sont connus. Le choix d'une AE est donc difficile et il y a un compromis a trouver entre un large
spectre, qui peut induire des résistances antimicrobiennes, et une thérapie a spectre étroit,
qui peut entrainer un échec thérapeutique. En raison des longs séjours, fréquents a I'hopital,
de l'exposition antérieure aux antimicrobiens ou de la présence d'autres facteurs de risque
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individuels de bactéries multirésistantes (BMR), des antibiotiques a large spectre sont souvent
utilisés [48].

L'apparition spectaculaire d'entérobactéries résistantes aux céphalosporines de
troisieme génération (E-C3GR) entraine une utilisation accrue des carbapénemes [49], avec
des effets indésirables graves tels qu'une augmentation de la pression sélective des
antibiotiques[50]. Ces E-C3GR regroupent plusieurs entités de bactéries aux mécanismes de
résistance différents : les entérobactéries productrices de béta-lactamase a spectre étendu
(E-BLSE) et les entérobactéries productrices de céphalosporinase de haut niveau (E-CHN).
Pour éviter I'utilisation excessive d'une telle thérapie antimicrobienne a large spectre, des
stratégies ont été développées, telles que la surveillance du portage intestinal de BMR [51,52].
Dans notre unité de soins intensifs, des écouvillonnages rectaux sont effectués a I'admission
et chaque semaine par la suite pour dépister le portage intestinal des E-BLSE. Cette approche
est incluse dans notre politique institutionnelle d’hygiene hospitaliere afin de mettre en place
des mesures d'isolement chez les patients porteurs.

Dans une précédente étude, nous avons montré que chez les patients séveres de
réanimation, un dépistage négatif du portage intestinal de E-BLSE pouvait prédire I'absence
de E-BLSE dans les prélévements respiratoires, permettant d’éviter une surutilisation des
carbapénémes [53]. Les milieux de culture microbiologiques utilisés pour cribler les E-BLSE ne
sont pas spécifigues et détectent également les entérobactéries productrices de
céphalosporinases de haut niveau (E-CHN)[54]. Ceux-ci ne sont généralement pas signalés aux
cliniciens, car il n'y a aucune recommandation d'isoler les patients porteurs de ces bactéries
[55]. L'objectif de cette étude était d’explorer la pertinence clinique potentielle de dépister le
portage intestinal d’E-CHN en plus des E-BLSE.

Cette étude observationnelle monocentrique et rétrospective, menée dans le service
de réanimation chirurgicale de Lariboisiere entre janvier 2013 et décembre 2016, nous a
permis d’analyser 765 échantillons respiratoires de 468 patients. Le dépistage rectal d’E-CHN
et des E-BLSE présentait une valeur prédictive négative de 96.6%. L'analyse de 315
échantillons respiratoires identifiés comme associés a des infections respiratoires a permis de

montrer que certains traitements excessifs par des carbapénemes auraient pu étre évités.

L'identification des E-CHN par la surveillance systématique du portage rectal des E-BLSE
pourrait aider a prédire 'absence d’E-CHN dans les échantillons respiratoires des patients de
réanimation chirurgicale. Ce résultat pourrait aider a améliorer la pertinence de
I'antibiothérapie empirique instaurée dans le cadre du traitement des pneumonies
nosocomiales chez les patients de réanimation.
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1.2. Détection rapide de la résistance aux béta-lactamines dans des échantillons cliniques

Ces travaux n’ont pas fait 'objet de publication, dans le cadre d’une déclaration
d’invention avec la Direction de la Recherche Clinique et de I'Innovation de I’AP-HP.

L'introduction de la thése de Pauline Vidal a en revanche fait I'objet de la publication
suivante :

Vidal P, Jacquier H.

Détection des entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu et
carbapénémases.

Revue de Biologie Médicale (ex feuillets de biologie), 2019, 350.

Les infections urinaires sont des pathologies particulierement fréquentes, a la fois dans
des contextes communautaires ou associés aux soins, et impliquent le plus souvent des
entérobactéries, comme E. coli. Différentes sociétés savantes ont émis des recommandations
pour le traitement de ces infections en pédiatrie, chez I’adulte, ou en milieu hospitalier. Toutes
positionnent les différentes classes d’antibiotiques selon leur impact écologique démontré ou
suggéré. Ce rationnel de bonne utilisation des antibiotiques incite le prescripteur a adapter le
traitement antibiotique le plus tot possible, ce qui est désormais facilité par I'émergence de
tests de diagnostic rapide de la résistance aux antibiotiques. Toutefois, la majorité de ces tests
permet de détecter des mécanismes de multi-résistance, comme les BLSE ou les
carbapénémases, alors méme qu’une forte proportion de souches d’E. coli impliquées dans
les infections urinaires sont multi-sensibles en France.

L’objectif de ce travail était d’évaluer un test permettant de détecter la présence de
toute béta-lactamase a partir d’un échantillon urinaire, afin de prédire la multi-sensibilité des
entérobactéries aux béta-lactamines. Cette étude a été réalisée sur une période de 3 mois a
I’'h6pital Lariboisiere et visait a évaluer les performances d’un test chromogene simple
permettant de détecter tout type de béta-lactamase a partir d’'une urine présentant des
bacilles a Gram négatif a la coloration de Gram.

Plus de 258 ECBU ont été testés pendant la durée de I'étude. Réalisé sur culot de
centrifugation urinaire, ce test permet de détecter les béta-lactamases acquises avec
d’excellentes sensibilité (98,6%) et valeur prédictive négative (97,3%). Dans notre population,
la corrélation entre I'absence de co-marqueurs de résistance et de béta-lactamase acquise
conférait également une excellente valeur prédictive négative a notre test vis-a-vis de la
sensibilité au cotrimoxazole (97,3%) et, dans une moindre mesure, vis-a-vis de la
ciprofloxacine (89,0%). Ce test présente toutefois des performances médiocres a I'égard des
pénicillinases chromosomiques et nécessite encore des étapes d’optimisation. Dans
I’ensemble, ces résultats sont extrémement encourageants, car ils augurent de la possibilité
d’une antibiothérapie probabiliste orientée par le résultat de ce test rapide.
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L'utilisation d’un test de diagnostic rapide simple et peu colteux réalisé directement sur les
urines permet d’identifier rapidement les bactéries multi-sensibles afin d’éviter un traitement
antibiotique au spectre trop large.

2. Travaux de microbiologie clinique portant sur I'optimisation du diagnostic par biologie
moléculaire

Dans ma pratique de microbiologie clinique, j'ai été également amené a déployer des
méthodes moléculaires permettant I'optimisation du diagnostic. Cette optimisation repose
sur : (i) la possibilité d’améliorer le diagnostic étiologique d’infections bactériennes, (ii) la
possibilité de réaliser des tests moléculaires au plus prés du malade pour optimiser sa prise
en charge, avec un impact sur la juste prescription d’anti-infectieux.

2.1. Apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic des infections osseuses

Jacquier H, Fihman V, Amarsy R, Vicaut E, Bousson V, Cambau E, Crémieux AC, Delcey V,
Hannouche D, Kaci R, Laredo JD, Meunier F, Nizard R, Ottaviani S, Parlier C, Richette P, Sellier
P, Zadegan F, Lioté F, Bergot B.

Benefits of Polymerase Chain Reaction Combined With Culture for the Diagnosis of Bone and
Joint Infections: A Prospective Test Performance Study.

Open Forum in Infect Diseases, 2019, 6(12):1-9.

L’hépital Lariboisiere est un site associé au centre de référence des infections ostéo-
articulaires complexes. Dans ce sens, je suis impliqué dans les discussions ayant trait a ces
infections. Ces infections sont des pathologies graves, souvent invalidantes, dont le diagnostic
bactériologique est parfois difficile [56-58]. Le diagnostic bactériologique des infections
ostéo-articulaires repose généralement sur des approches de culture prolongée et Ia
pertinence des méthodes moléculaires est encore débattue.

Le but de cette étude était de déterminer si des techniques de PCR pourraient
améliorer le diagnostic étiologique de ces infections. Dans cette étude prospective
monocentrique réalisée pendant 4 ans a I’hopital Lariboisiére (Paris, France), incluant des
patients suspects de spondylodiscite infectieuse, d'arthrite septique, d'infections articulaires
prothétiques et des groupes comparables non infectés, les données cliniques et radiologiques
ont été recueillies a l'inclusion et au cours du suivi. Tous les échantillons ont été analysés par
des cultures conventionnelles et par PCR/séquencage du géne rrs codant I’ARN 16S (PCR-16S).
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Cette cible est particulierement intéressante car elle est présente chez toutes les bactéries et
a évolué a la méme vitesse que la spéciation. En pratique, la séquence du gene codant I’ARN
16S est associée a une espece donnée grace a I'accés aux bases de données telles que NCBI.
La sensibilité de la combinaison de la culture et de la PCR a été comparée a la culture seule.
Au total, 105 cas d’infections ostéo-articulaires et de 111 patients témoins ont été analysés.
Dans cette étude, nous avons montré un gain statistique a associer les méthodes de culture
et de PCR-16S pour le diagnostic des infections ostéo-articulaires.

L’association de cultures conventionnelles et de la PCR-16S permet un meilleur diagnostic
étiologique des infections ostéo-articulaires

Dans les deux études suivantes, je me suis intéressé a I'impact de tests moléculaires
au plus pres du malade pour optimiser sa prise en charge. Le diagnostic rapide des infections
respiratoires virales ou des méningites prend une place centrale au sein de I’hopital, qui
accueille une des plus fortes activités d’urgences de la région parisienne, associée a un centre
de référence de prise en charge des céphalées.

2.2. Impact de I'implantation d’un test moléculaire rapide 24/7 pour le diagnostic de la
grippe sur la prescription des antiviraux

Jacquier H, Péan de Ponfilly G, Chauvin A, Amarsy R, Benmansour H, Hoang-Nguyen DT,
Lecorché E, Mesnil C, Mougari F, Munier AL, Salmona M, Bercot B, Le Goff J, Cambau E.
Impact of a 24/7 rapid molecular assay for influenza detection on the prescription of
oseltamivir.

Open Forum in Infectious Diseases, 2020, 25;7(9):0faa374.

Le traitement de la grippe par antiviraux doit étre instauré le plus rapidement possible
pour les patients présentant une maladie grave, compliquée ou évolutive ou pour ceux qui
doivent étre hospitalisés [59]. Il a déja été montré que le test de diagnostic rapide de la grippe
réduisait le temps de passage des patients aux urgences, le taux d'hospitalisation et les
prescriptions d'antibiotiques [60], mais son impact sur la juste prescription d’un antiviral n’est
pas évident [61,62]. Dans cette étude, nous avons montré un gain quant a l'impact de
I'implantation d’un diagnostic moléculaire rapide de la grippe en 24/7 sur le délai d'obtention
des résultats et sur le taux de traitement adéquat par oseltamivir.
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2.3. Impact de I'implantation d’une PCR multiplex rapide 24/7 sur la prise en charge des
meéningites.

Péan de Ponfilly G, Chauvin A, Salmona M, Benmansour H, Bercot B, Camelena F, Courbin V,
Eyer X, Lecorche E, Mougari F, Munier AL, Revue E, LeGoff J, Cambau E, Jacquier H

Impact of a 24/7 multiplex-PCR on the management of patient with confirmed viral meningitis.
Journal of Infection, 2021, 6:50163-4453(21)00496-5.

La méningite et la méningo-encéphalite infectieuses sont des affections
potentiellement mortelles associées a une morbidité et une mortalité élevées [63]. Dans les
services d'urgence, ces diagnostics restent un défi pour le clinicien et l'initiation précoce d'une
thérapie ciblée améliore les résultats de la méningite bactérienne ou de I'encéphalite virale
[64]. La précocité du diagnostic étiologique permet d'instaurer le plus rapidement possible un
traitement adapté et ciblé [65]. L'agent causal le plus courant de la méningite non bactérienne
est I'entérovirus, qui ne nécessite qu'un traitement symptomatique [66]. A l'inverse, les
méningites bactériennes et les méningo-encéphalites a HSV-1 sont rares mais graves, et la
crainte de passer a coté d'un tel diagnostic conduit le médecin a initier un traitement
antimicrobien (antibactérien ou antiviral) jusqu'au résultat des cultures et de PCR spécifiques.
Ces résultats sont souvent obtenus un ou plusieurs jours aprés I'admission du patient, ce qui
implique une prolongation du séjour hospitalier et parfois la poursuite inutile d'un traitement
antiviral ou antibiotique.

Récemment, des tests moléculaires ont été développés (PCR simplex ou panel PCR
multiplex syndromique) pour accélérer le diagnostic étiologique de la méningite ou de la
méningo-encéphalite. La mise en ceuvre de telles approches pourrait améliorer la prise en
charge des patients, notamment en optimisant I'antibiothérapie. Cependant, ces tests sont
coliteux et une stratégie d'utilisation correcte semble essentielle en combinant les parametres
cliniques et biologiques. A I’hopital Lariboisiére, j’ai mis en place une stratégie ciblée pour la
réalisation d’une PCR multiplex automatisée 24/7 pour la suspicion de méningite
communautaire. Nous avons montré que cette stratégie permettait une diminution du taux
d'hospitalisation, de la durée du séjour, et d’administrations empiriques d'antiviraux et
d'antibiotiques.

Dans les deux dernieres études, nous montrons un impact positif de tests de diagnostic
moléculaire rapides sur la prise des patients, en particulier sur la juste prescription d’anti-
infectieux.
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Liste des cinq activités les plus significatives

- Implantation d’une thématique de recherche sur I’approche fonctionnelle de I’étude des
béta-lactamases

Nous avons discuté I'importance d’aborder I'évolution des béta-lactamases sous un angle
multidisciplinaire. En effet, une compréhension intégrative de |'évolution des béta-lactamases,
associant des approches épidémiologiques, microbiologiques, enzymologiques, biophysiques,
évolutives ou mathématiques, semble particulierement intéressante. Si beaucoup de ces
approches étaient maftrisées au sein de I'équipe de recherche dans laquelle je travaillais, les
travaux réalisés au cours de mes missions de recherche a I'Ecole Polytechnique et a
I'Université de Liege m’ont permis de consolider mon projet autour d’une approche
fonctionnelle, jusqu’a présent peu développée dans mon environnement scientifique.

- Implication dans des travaux transversaux associant les équipes de mon unité de
recherche d’accueil

Un de mes projets de recherche porte sur la détermination de la fitness de clones portant les

béta-lactamases les plus fréquemment identifiées dans le microbiote digestif de sujets sains.

Mon expertise sur I’évolution des béta-lactamases permet de faire le lien entre différents WP

de I’ANR BlaIMPACT portée par Etienne Ruppé (IAME UMR 1137, équipe EVRest)

- Membre de la sous-section 45.01 du Conseil National des Universités (Bactériologie-
Virologie — Hygiéne)

J'ai été membre (college B) de la sous-section 45.01 du CNU depuis 2019. Cette implication

dans la vie de ma communauté de microbiologistes a permis un accompagnement des

candidats, en particulier lors de leur pré-audition. Ma participation active a ce conseil m’a

également donné une vision a I'échelle nationale des stratégies hospitalo-universitaires dans

ma spécialité a travers les profils des candidats auditionnés.

- Membre de la commission recherche de la faculté de Santé de I’Université de Paris

La création de I'Université de Paris repose sur le regroupement des universités Paris-Diderot
et Paris-Descartes. Au sein de I'Université de Paris, la faculté de santé regroupe les UFR de
médecine, de pharmacie et d’odontologie. Dans ce contexte, j'ai été élu a la Commission
Recherche de la Faculté de Santé en 2019. Ma participation a cette commission a été
particulierement intéressante dans le contexte la politique de recherche d’une Université dont
les bases étaient en train d’étre établies.

- Responsable d’Unité fonctionnelle (UF) de microbiologie clinique a I’hopital Lariboisiére

Mon poste hospitalier en tant que responsable d’UF de microbiologie clinique m’a impliqué a

la fois dans le management médical et la bonne organisation du diagnostic microbiologique,

allant de la juste prescription des examens de microbiologie médicale au conseil en

antibiothérapie.

J'ai également été impliqué dans les projets suivants :

- Implantation de méthodes moléculaires de diagnostic rapide pour optimiser la prise en
charge précoce des patients atteints de maladies infectieuses.

- Lien avec 'Equipe Opérationnelle d’Hygiéne (Dr R Amarsy).

- Lien avec I'Equipe Mobile d’Antibiothérapie (Dr AL Munier) pour I'épargne des
antibiotiques a large spectre et la prise en charge des patients infectés.

- Investigation des nouveaux antibiotiques pour les patients du site.

- Responsable pour la Bactériologie des projets de recherche clinique du site.
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Participation a des jurys ou comités de thése

Choayb Omar, These d’Université : « Plateforme microfluidique de lyse, tri et détection : vers
un diagnostic rapide de la septicémie ». Saclay 2022, Membre du Jury.

Laila Fassi Fihri, Thése de Pharmacie: «Impact clinique de I'approche syndromique
pulmonaire par mPCR ». Paris 2022, Membre du Jury.

Yasmina Talb, Thése de Pharmacie : « Résistance au carbapénéemes chez les Enterobacterales,
P. aeruginosa et A. baumannii » : quelles perspectives pour I'antibiothérapie ? Paris, 2022,
Membre du Jury

Isabelle Gomes, These d’Université: « Réle de la rétraction des pili de Type IV dans la
pathogénese de Neisseria meningitidis. Président de Comité de suivi de thése (2020 et 2021)

Prabaka Vaittinada Ayar, Thése d’Université : « Effets comparés des vasopresseurs du sepsis
et immunothérapie sur la croissance bactérienne : intérét d’une alternative ». Paris 2021,
Membre du Jury.

Yasmine Benhadid-Brahmi, These de Médecine : « Klebsiella pneumoniae hypervirulente et
abces du foie », Paris, 2021, Membre du Jury

Ghalia Sbaa, Thése de Médecine : « Infections néonatales récidivantes a Streptococcus
agalactiae : Etude de 26 cas recensés au Centre National de Référence des Streptocoques »,
Paris, 2020, Membre du Jury

Mathilde Liberge, Thése de Pharmacie : « Production de méthylases de I'ARNr 16S chez les
bacilles a Gram négatif non fermentaires », Paris, 2020, Membre du Jury

Marion Helary, Thése de Pharmacie : « Les alternatives thérapeutiques a la prise en charge de
I'infection gonoococcique a I'ére de la multirésistance », Paris, 2020, Membre du Jury

Martin Reboul, These de Médecine : « Exploration moléculaire de souches cliniques de P.
aeruginosa MDR par séquencage haut-débit », Paris, 2019, Membre du Jury

Morgane Petit, Thése de Pharmacie : « Caractérisation phénotypique et génotypique des
entérobactéries productrices de carbapénémase isolées a I'hOpital Saint-Louis entre 2011 et
2018, Paris, 2019, Membre du Jury

Marwa Bachir, These de Médecine : « Déterminants et prise en charge de la tuberculose
monorésistante a l'isoniazide en France », Paris, 2019, Membre du Jury

Alexandre Godmer, Theése de Pharmacie : « Intérét de la spectrométrie de masse de type
MALDI-TOF dans la séparation des espéces du complexe Enterobacter cloacae », Paris, 2018,
Membre du Jury

Baptiste Hommeril, Thése de Pharmacie : « Caractérisation phénotypique et génotypique de
la résistance a la fosfomycine de souches cliniques d'Escherichia coli dans un groupe
hospitalier parisien », Paris, 2017, Membre du Jury

Thibaud Delerue, Thése de Pharmacie : « Evaluation du kit de séquencage a haut débit ION
16S Metagenomics pour le diagnostic des infections ostéo-articulaires polymicrobiennes»,
Paris, 2016, Membre du Jury

57



Florence Reibel, Thése de Pharmacie : « Génotypage des souches de Mycobacterium leprae
isolées en France depuis 2009», Paris, 2014, Membre du Jury

André Birgy, These de Pharmacie : « Escherichia coli producteur de béta-lactamase a spectre
étendu isolé en période périnatale: épidémiologie et caractérisation génétique », Paris, 2013,
Membre du Jury
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Liste des encadrements ou co-encadrements (2013-2021)

2020-2021 : Encadrement de Gautier Pierrat (Etudiant en M2R dans 'UMR 1137)
- Sujet de M2R : plasticité adaptative de la carbapénémase KPC

- Sujet de thése de pharmacie : Variants cliniques de la carbapénémase KPC et résistance

au ceftazidime/avibactam
- Publications:

KPC variants resistant to ceftazidime-avibactam: an evolutionary overview
Hobson C, Pierrat G, Tenaillon O, Bonacorsi S, Bercot B, Jaouen E, Jacquier H',
Birgy A

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2022, 66(9):e0044722.

tces auteurs ont contribué de facon équivalente a la publication.

2021 : Encadrement de Gauthier Péan de Ponfilly (Assistant Spécialiste Hopital Lariboisiéere)
- Sujet : Impact de I'implantation d’une PCR multiplex 24/7 pour les patients des urgences
atteints de méningite virale

- Publication :
Péan de Ponfilly G, Chauvin A, Salmona M, Benmansour H, Bercot B, Camelena F,
Courbin V, Eyer X, Lecorche E, Mougari F, Munier AL, Revue E, LeGoff J, Cambau E,

Jacquier H
Impact of a 24/7 multiplex-PCR on the management of patient with confirmed viral

meningitis.
Journal of Infection, 2021, 6:50163-4453(21)00496-5.

2020 : Encadrement de Pierre Edouard Saint Antonin (These de médecine)

- Sujet : Les Arthrites a mycoplasme

2020: Encadrement d’Elsa Manquat (Etudiante en médecine)

- Sujet de mémoire de DES d’anesthésie réanimation: Intérét de lidentification des

entérobactéries productrices de céphalosporinases de haut niveau (E-CHN) lors du
dépistage systématique des entérobactéries productrices de béta lactamases a spectre
étendu (E-BLSE) par écouvillonnage rectal chez les patients de réanimation.

- Publication :

MangquatE, Le Dorze M, Pean De Ponfilly G, Benmansour H, Amarsy R, Cambau E, Soyer
B, Chousterman BG, Jacquier H.

Impact of systematic screening for AmpC-hyperproducing Enterobacterales intestinal
carriage in Intensive Care Unit Patients.

Annals of Intensive Care, 2020, 10(1):149 s13613-020-00754-9.
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2019-2021 : Co-Encadrement de Prabakar Vaittinada Ayar (Etudiant en Thése d’Université)
- Direction : Alexandre Mebazaa et Alice Blet

- Co-encadrement : Hervé Jacquier et Feriel Azibani

- Sujet : Effets comparés des vasopresseurs du sepsis et immunothérapie sur la croissance
bactérienne : intérét d’une alternative
- Publication:

Vaittinada Ayar P, Jacquier H, Deniau B, Azibani F, Mebazaa A, Blet A.
Analysis of blood culture in a rat model of cecal ligation and puncture induced sepsis.

Intensive Care Medicine Experimental, 2020, 8(18):1-4.

2019 : Encadrement de Pauline Vidal (Thése de pharmacie)

- Sujet : détection rapide de la résistance aux B-lactamines dans des échantillons cliniques

- Valorisation : Travaux ayant fait I'objet d’une déclaration d’invention avec la Direction de
la Recherche Clinique et de I'lnnovation de I’AP-HP

- Publication:

Vidal P, Jacquier H.
Détection des entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu et

carbapénémases.
Revue de Biologie Médicale, 2019, 350.

2018 : Encadrement de Virginie Courbin (Thése de pharmacie)

- Sujet : Epidémiologie des infections ostéo-articulaires sur matériel a I'hépital Lariboisiére,
et apport de la PCR Xpert MRSA/SA SSTI pour une modification précoce de
I'antibiothérapie probabiliste

2017 : Encadrement de Saida Rasoanandrasana (Interne)

- Sujet: Recherche d’entérocoques résistants aux glycopeptides sur échantillon natif par PCR
Xpert® vanA/vanB

- Publication :
Rasoanandrasana S, Decousser JW, Cattoir V, Bercot B, Domrane C, Fihman V, Grillon A,
Lesenne A, Raskine L, Cambau E, Jacquier H.
Use of Eswab in the Xpert® vanA/vanB PCR assay.
European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2017, 36(4):755-6.

2016 : Encadrement d’Emmanuelle Gallois (Etudiant en M2R dans 'lUMR U722)

- Sujet : Analyse comparative des effets des mutations dans les béta-lactamases TEM-1 et
TEM-33

2011-2016 : Co-encadrement d’André Birgy (Etudiant en Thése dans ’'UMR U722)

- Co-encadrement : Hervé Jacquier et Olivier Tenaillon

60



Encadrement d’André Birgy en M2R dans notre équipe (nov. 2011 — oct. 2012), puis en
these de science, dans le cadre d’un poste d’accueil INSERM (2013-2015), puis d’un poste
d’AHU (Université Paris-Diderot)

- Sujet : Analyse a haut débit des effets des mutations et de leurs interactions dans la béta-
lactamase TEM-1

- Publications :

Jacquier H, Birgy A, Le Nagard H, Mechulam Y, Schmitt E, Glodt J, Bercot B, Petit E,
Poulain J, Barnaud G, Gros PA, Tenaillon O.

Capturing the mutational landscape of the beta-lactamase TEM-1.

Proceedings of National Academy of Sciences of U S A, 2013, 110(32):13067-72.

Birgy A, Magnan M, Hobson CA, Figliuzzi M, Panigoni K, Codde C, Tenaillon O, Jacquier
H.

Local and Global Protein Interactions Contribute to Residue Entrenchment in Beta-
Lactamase TEM-1.

Antibiotics (Basel). 2022; 11(5):652.

2015: Co-encadrement de Hugo Jourdain et Roland Berthomieu (stagiaire Ecole
Polytechnique)

Encadrement dans le cadre d’un Projet 3A : mise en application des enseignements de I'Ecole
Polytechnique a un sujet sur lequel les étudiants en 3°™¢ année de I'Ecole travaillent en
autonomie sous la supervision d’un encadrant. Sujet : Identification de mécanismes de
résistance par analyse bio-informatique de génomes d’entérobactéries isolées au laboratoire
de bactériologie de I’hdpital Lariboisiere.

2015 : Co-encadrement de Dorothée Chopin (Etudiante en Master 2 Recherche)

- Co-encadrement : Victoire de Lastours et Hervé Jacquier

- Sujet : Etude de I'abondance relative des souches de E. coli sécrétrices de BLSE en portage
digestif
- Publications :

de Lastours VT, Chopin DT, Jacquier H, d'Humieres C, Burdet C, Chau F, Denamur E,
Fantin B.

Relative Abundance of Extended-Spectrum Beta-Lactamase-producing Escherichia coli
in the gut of patients admitted in hospitals: a prospective cohort study overtime.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2016, 60(11):6941-4.

tces auteurs ont contribué de facon équivalente a la publication.

2013 : Co-encadrement de Maité Micaélo (Etudiante en Master 2 Recherche)

- Co-encadrement : Béatrice Bercot et Hervé Jacquier

- Sujet : Epidémiologie moléculaire de la béta-lactamase TEM chez N. gonorrhoeae
- Publication :

Micaelo M, Goubard A, La Ruche G, Denamur E, Tenaillon O, Cambau E, Jacquier HT
and Bercot Bt.
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Molecular epidemiology of penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae isolates in
France

Clinical Microbiology and Infection, 2017, 23(12):968-73.

tces auteurs ont contribué de facon équivalente a la publication

2013 : Encadrement de Laureen Ankri (Etudiante en Ecole d’Ingénieur, L3)
- Sujet: Etude du polymorphisme des PLP de souches de N. gonorrhoeae de sensibilité
diminuée aux béta-lactamines.

2009-2012 : Encadrement de Cécile Gateau (Assistante Ingénieur)

- Co-encadrement : Olivier Tenaillon et Hervé Jacquier

Al en alternance a I'Ecole Pratique des Hautes Etudes (EPHE), donnant lieu a un dipléme
d’Ingénieur en décembre 2012.
Sujet : Evolution expérimentales in vitro et in vivo de souches d’E. coli
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Financements obtenus

- Co-investigateur de I’ANR bla-IMPACT (2020) : partenariat Université de Paris, IAME (Pr E.
Ruppé) et Université de Clermont Ferrand (Pr R. Bonnet)(WP “Phenotypic characterization of
the community of beta-lactamases”), 127.000 euros

- Co-investigateur de la Fédération Hospitalo- Universitaire (FHU) PROTHEE: Prosthetic joint
infections: innovative strategies to overcome a medico-surgical challenge.

- Obtention d’une bourse Année Recherche pour un étudiant en M2R (2020-2021)

< Plasticité adaptative de la carbapénémase KPC »

- Obtention d’'une bourse FRM pour un étudiant en M2R (2016-2017)

« Paysage adaptatif des béta-lactamases TEM-1 et TEM-33 »

~

- Obtention d’un Poste d’Accueil APHP — Ecole Polytechnique dans le cadre d’un stage post-
doctoral (2013-2014)

« Approche biochimique du paysage adaptatif des béta-lactamases »
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ANNEXE 1 : Liste des publications

Code couleur :
Mon nom est indiqué en gras et souligné, celui de I’étudiant encadré en gras et en rouge.
Les articles surlignés en gris sont ceux accessibles en libre accés

Publications internationales

P1:

P2 :

P3:

P4:

P5:

P6 :

P7 :

Fihman V, Lartigue MF, Jacquier H, Meunier F, Schnepf N, Raskine L, Riahi J, Sanson-
Le-Pors MJ, Bergot B.

Appearance of aac(6')-lb-cr gene among extended-spectrum beta-lactamase-
producing Enterobacteriaceae in a French hospital.

Journal of Infection, 2008, 56(6): 454-9.

Jacquier H, Zaoui C, Sanson-Le-Pors MJ, Mazel D, Bergot B.
Translation regulation of integrons gene cassette expression by the attC sites.
Molecular Microbiology, 2009, 72(6): 1475-86.

Jacquier H, Allard A, Richette P, Ea HK, Sanson-Le-Pors MJ, Bercot B.
Postoperative spondylodiscitis due to Kytococcus schroeteri in a diabetic woman.
Journal of Medical Microbiology, 2010, 59(1): 127-9.

Woerther PL, Angebault C, Lescat M, Etienne Ruppé E, Skurnik D, El Mniai A, Clermont
0, Jacquier H, Da Costa A, Renard M, Bettinger RM, Epelboin L, Dupont C, Guillemot D,
Rousset F, Arlet G, Denamur E, Djossou F, Andremont A.

Emergence and dissemination of Extended Spectrum B-Lactamase-Producing
Escherichia coli in the community: lessons from the study of a model population.
Journal of Infectious Diseases, 2010, 202(4):515-23.

Jacquier H, Carbonnelle E, CorvecSS, llliaguer M, Le Monnier A, Bille E, Zahar JR, Beretti
JL, Jauréguy F, Fihman V, Tankovic J, Cattoir V.

Revisited distribution of nonfermenting Gram-negative bacilli clinical isolates.
European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2011, 30(12):1579-
86.

Woerther PL, Angebault C, Jacquier H, Hugede HC, Janssens AC, Sayadi S, El Mniai A,
Armand-Lefévre L, Ruppé E, Barbier F, Raskine L, Page AL, de Rekeneire N, Andremont
A.

Massive increase, spread, and exchange of extended spectrum B-lactamase-encoding
genes among intestinal Enterobacteriaceae in hospitalized children with severe acute
malnutrition in Niger.

Clinical Infectious Diseases, 2011,53(7):677-85.

Fihman V, Le Monnier A, Corvec S, Jaureguy F, Tankovic J, Jacquier H, Carbonnelle E,
Bille E, llliaguer M, Cattoir V, Zahar JR.

Stenotrophomonas maltophilia — The most worrisome threat among unusual non-
fermentative Gram-Negative Bacilli from hospitalized patients: a prospective
multicenter study.

Journal of Infection, 2012, 64(4):391-8.
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P8 :

P9 :

P10 :

P11:

P12:

P13:

P14 :

P15:

P16:

Jacquier H, Le Monnier A, Carbonnelle E, Corvec S, llliaquer M, Bille E, Zahar JR,
Jauréguy F, Fihman V, Tankovic J, Cattoir V.
In vitro antimicrobial activity of ‘last-resort’ antibiotics against unusual nonfermenting

Gram-negative bacilli clinical isolates.
Microbial Drug Resistance, 2012, 18(4):396-401.

Carbonnelle E, Grohs P, Jacquier H, Day N, Tenza S, Dewailly A, Vissouarn O, Rottman
M, Herrmann JL, Podglajen I, Raskine L.

Robustness of two MALDI-TOF mass spectrometry systems for bacterial
identification.

Journal of Microbiological Methods, 2012, 89(2):133-6.

Jacquier H, Birgy A, Le Nagard H, Mechulam Y, Schmitt E, Glodt J, Bergot B, Petit E,
Poulain J, Barnaud G, Gros PA, Tenaillon O.

Capturing the mutational landscape of the beta-lactamase TEM-1.

Proceedings of National Academy of Sciences of US A, 2013, 110(32):13067-72.

Jacquier H, Marcadé G, Raffoux E, Dombret H, Woerther P.L., Donay J.L., Arlet G, and
Cambau E.

In vivo selection of a complex mutant TEM (CMT) from an inhibitor-resistant TEM (IRT)
during ceftazidime therapy.

Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2013, 68(12):2792-6.

Mougari F, Jacquier H, Ber¢ot B, Hannouche D, Nizard R, Cambau E, Zadegan F.
Prosthetic knee arthritis due to Granulicatella adiacens after dental cares.
Journal of Medical Microbiology, 2013, 62(Pt10):1624-7.

Woerther PL, Angebault C, Jacquier H, Clermont O, El Mniai A, Moreau B, Djossou F,
Peroz G, Catzeflis F, Denamur E, Andremont A.

Long term characterization of Fecal ESBL-Producing Escherichia coli in a Remote
Community.

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2013, 57(10):5060-6.

Marcadé G, Micol J.B, Jacquier H, Raskine L, Donay J.L, Nicolas-Viaud S, Dombret H,
Ribaud P, Rouveau M, Leclercq R, Cambau E.

Outbreak involving unusual strain of vancomycin-resistant Enterococcus faecium
carrying both vanA and vanB genes in a hematology ward.

Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2014, 69(2):500-5.

Jost C, Bergot B, Jacquier H, Raskine L, Barranger E, Mouchnino G, Cambau E.

Rapid detection of Group B Streptococcus in gastric fluid from newborns: evaluation of
the Xpert(R) GBS Assay.

Journal of Clinical Microbiology, 2014, 52(2):657-9.

Amarsy-Guerle R, Mougari F, Jacquier H, Oliary J, Benmansour H, Riahi J, Bergot B,
Raskine L, Cambau E.

High medical impact of implementing the new polymeric bead-based BacT/ALERT®
FAPlus and FNPIlus blood culture bottles in standard care.

European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2015, 34(5):1031-7.
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P17:

P18:

P19:

P20 :

P21:

P22:

P23:

P24 :

Bergot B, Amarsy R, Goubard A, Aparicio C, Loeung HU, Segouin C, Gueret D, Jacquier
H, Meunier F, Mougari F, Cambau E.

Assessment of Coinfection of Sexually Transmitted Pathogen Microbes by Use of the
Anyplex Il STI-7 Molecular Kit.

Journal of Clinical Microbiology, 2015, 53(3):991-3.

Le Monnier A, Duburcq A, Zahar JR, Corvec S, Guillard T, Cattoir V, Woerther PL, Fihman
V, Lalande V, Jacquier H, Mizrahi A, Farfour E, Morand P, Marcadé G, Coulomb S,
Torreton E, Fagnani F, Barbut F; GMC study Group.

Hospital cost of Clostridium difficile infection including the contribution of recurrences
in French acute-care hospitals.

Journal of Hospital Infection, 2015, 91(2):117-22.

Jacquier H, Benmansour H, Zadegan F, Hannouche D, Micaelo M, Mongiat-Artus P,
Salomon E, Cambau E, Bergot B.

Actinobaculum schaalii, a new cause of knee prosthetic joint infection in elderly
Infection, 2015, 44(4):547-9.

Figliuzzi M, Jacquier H, Schug A, Tenaillon O, Weigt M.

Coevolutionary Landscape Inference and the Context-Dependence of Mutations in
Beta-Lactamase TEM-1.

Molecular Biology and Evolution, 2016, 33(1):268-80.

Belkacem A, Jacquier H, Mougari F, Goubard A, La Ruche G, Patey O, Maité Micaélo,
Cambau E, Bercot B.

Azithromycin-resistant Neisseria gonorrhoeae isolates in France: an emerging
multiresistant clone ST2400.

Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2016, 71(9):2471-8.

de Lastours VT, Chopin D, Jacquier H, d'Humieéres C, Burdet C, Chau F, Denamur E,
Fantin B.

Relative Abundance of Extended-Spectrum Beta-Lactamase-producing Escherichia coli
in the Gut of Patients Admitted in Hospitals: a Prospective Cohort Study Overtime.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2016, 60(11):6941-4.

tces auteurs ont contribué de facon équivalente a la publication.

de Curraize C, Kumanski S, Micaélo M, Fournet N, La Ruche G, Fabienne Meunier F,
Amarsy-Guerle R, Jacquier H, Cambau E, Goubard A, Bercot B.

Ceftriaxone-Resistant Neisseria gonorrhoeae lIsolates (2010 to 2014) in France
Characterized by Using Whole-Genome Sequencing.

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2016, 60(11):6962-4.

Rasoanandrasana S, Decousser JW, Cattoir V, Bercot B, Domrane C, Fihman V, Grillon
A, Lesenne A, Raskine L, Cambau E, Jacquier H.

Use of Eswab in the Xpert® vanA/vanB PCR assay.

European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2017, 36(4):755-6.
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P25 :

P26 :

P27 :

P28:

P29 :

P30:

P31:

P32:

Charlier C, Perrodeau E, Leclercq A, Cazenave B, Pilmis B, Henry B, Lopes A, Maury MM,
Moura A, Goffinet F, Dieye HB, Thouvenot P, Ungeheuer MN, Tourdjman M, Goulet V,
de Valk H, Lortholary O, Ravaud P, Lecuit M; MONALISA study group..

Clinical features and prognostic factors of listeriosis: the MONALISA national
prospective cohort study.

Lancet Infectious Diseases, 2017, S1473-3099(16)30521-7.

Micaelo M, Goubard A, La Ruche G, Denamur E, Tenaillon O, Cambau E, Jacquier HT
and Bercot Bt.

Molecular epidemiology of penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae isolates in
France

Clinical Microbiology and Infection, 2017, 23(12):968-73.

tces auteurs ont contribué de facon équivalente a la publication.

Masson-Behar, Jacquier H., Richette P, Ziza JM., Zeller V, Rioux C, Coustet B, Dieudé P
and Ottaviani S.

Arthritis secondary to meningococcal disease: a case series of seven patients.
Medicine, 2017, 96(29):e7573.

de Lastours V, Goulenok T, Guérin F, Jacquier H, Eyma C, Chau F, Cattoir V, Fantin
B.

Ceftriaxone promotes the emergence of AmpC-overproducing Enterobacteriaceae in
gut microbiota from hospitalized patients.

European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2018, 37(3):417-21.

Limelette A, Giusti D, Anuset D, Beaupuis C, Jacquier H, Dechamps C, Bani F, Guillard T,
Nguyen'Y.

Amoxicillin-tolerant  Pasteurella  multocida  strain  isolated from chronic
dermohypodermitis after suboptimal exposure to amoxicillin is not associated with
reduced growth rate.

Journal of Medical Microbiology, 2018, 67(4):579-84.

Garinet S, Fihman V, Jacquier H, Corvec S, Le Monnier A, Guillard T, Cattoir V, Zahar
JR, Woerther PL, Carbonnelle E, Wargnier A, Kernéis S, Morand PC; GMC.

Elective distribution of resistance to beta-lactams among Enterobacter cloacae genetic
clusters.

Journal of Infection, 2018, 77(3):178-82.

Morel F, Jacquier H, Desroches M, Fihman V, Kumanski S, Cambau E, Decousser JW,
Bergot B.

Use of Andromas and Bruker MALDI-TOF MS in the identification of Neisseria.
European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2018, 37(12):2273-7.

Nicolas-Chanoine MH, Vigan M, Laouénan C, Robert J; “E-carb Study Group”.

Risk factors for carbapenem-resistant Enterobacteriaceae infections: a French case-
control-control study.

European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2019, 38(2):383-93.
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P33:

P34:

P35:

P36:

P37:

P38:

P39:

P40 :

Hobson CA, Bonacorsi S, Fahd M, Baruchel A, Cointe A, Poey N, Jacquier H, Doit C,
Monjault A, Tenaillon O, Birgy A.

Successful treatment of a bacteremia due to NDM-1-producing Morganella morganii
with Aztreonam and Ceftazidime-avibactam combination in a pediatric patient with
hematologic malignancy.

Antimicrobial Agents Chemotherapy, 2018, 29;63(2). pii: €02463-18.

Cointe A, Péan de Ponfilly G, Munier A.L., Bachir M, Benmansour H, Crémieux A.C.,
Forien M, Frazier A, Krief E, Cambau E, Jacquier H.

Native Joint Septic Arthritis due to Clostridium tarantellae.

Anaerobe, 2019, 56:46-48.

Garnier M, Gallah S, Vimont S, Benzerara Y, Labbe V, Constant AL, Siami S, Guerot E,
Compain F, Mainardi JL, Montil M, Quesnel C; BLUE-CarbA study group.
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Titre des travaux . Impact des mutations aléatoires sur les béta-lactamases : le paysage adaptatif de la
résistance aux béta-lactamines
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Etablissement soutenance : UNIVERSITE PARIS 7

Jury : Mme EMMANUELLE CAMBAU Président du jury, PROFESSEUR DES UNIV - PRATICIEN HOSP.

UNIVERSITE PARIS 7

M. RICHARD BONNET Rapporteur du jury, PROFESSEUR DES UNIV - PRATICIEN HOSP.
UNIVERSITE CLERMONT FERRAND 1 AUVERGNE

M. EDUARDO ROCHA Rapporteur du jury, DIRECTEUR DE RECHERCHE
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M. GUILLAUME ARLET Membre du jury, PROFESSEUR DES UNIV - PRATICIEN HOSP.
UNIVERSITE PARIS 6 PIERRE ET MARIE CURIE

M. PIERRE TUFFERY Membre du jury, DIRECTEUR DE RECHERCHE
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INSERM
Ecole doctorale : BIOCHIMIE, BIOTHERAPIES, BIOLOGIE MOLECULAIRE ET INFECTIOLOGIE- B3MI
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Mr Hervé JACQUIER nous a présenté le 28 septembre ses travaux de Thése qui ont
pour titre : Impact des mutations aléatoires sur les beta-lactamases : le paysage adaptatif de la
résistance aux beta-lactamines.

Son exposé, qui a duré 45 minutes, était clair et précis comprenant de nombreuses
illustrations et explications concernant la stratégie et les méthodes qui avaient été suivies pour
la réalisation de ses travaux. Le jury, en particulier ses rapporteurs, a reconnu la grande
pédagogie de cet exposé et a apprécié qu’il compléte parfaitement le manuscrit, qui lui était
trés synthétique et moins explicatif sur les méthodes.

Mr Richard BONNET, rapporteur, est intervenu le premier en faisant remarquer la
qualité du sujet étudié. Conformément a son rapport écrit, il a félicité le candidat pour la
présentation du manuscrit en soulignant la trés bonne compréhension des concepts relatifs au
sujet étudié, pourtant complexe. Les questions ont porté sur ’analyse bibliographique des
méthodes de sélection des mutations et de [’utilisation des matrices, la localisation des
mutations au sein de I’enzyme TEM-1 pour le travail n°1 et sur la mutagénése de la séquence
codant le peptide signal.

Mr Eduardo ROCHA, rapporteur, a d’abord félicité le candidat pour son exposé oral
dont il a souligné la trés bonne complémentarité avec le manuscrit. Ses remarques et
questions ont porté sur les biais éventuels de la méthode de mutagénése aléatoire utilisée, sur
les mutants qui avaient été obtenus mais dont I’étude n’avait pas été poursuivie (mutations
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silencieuses, mutations stop...), et sur les étude d’épistasie 4 entreprendre pour les mutants a
plusieurs mutations.

Les examinateurs Pierre TUFFERY et Guillaume ARLET sont ensuite intervenus.

Ils ont aussi souligné que 1’exposé oral était trés bon et complétait parfaitement le travail écrit.
Il n’y a pas eu de commentaire négatif sur certaines parties du texte ni de I’exposé.

Les questions ont porté sur I'effet général d’une mutation sur la structure protéique, et les
analyses enzymologique et mesures calorimétriques que le candidat pourra faire dans les
perspectives sur chacun des mutants. L’intérét et 1’originalité du travail sur le peptide signal a
été soulignée. D’autres questions ont porté sur la transposition des résultats obtenus in vifro
avec les observations de mutations dans les isolats cliniques et les hypothéses d’évolution de
la protéine TEM. Les deux examinateurs ont félicité le candidat.

Le Président du jury a conclu en remarquant I’excellente qualité du manuscrit, trés
explicatif bien que concis. Il a questionné Hervé sur la possibilité d’étudier les mutants de
TEM dans un autre contexte parental en faisant remarquer que la souche bactérienne d’étude
était assez différente d’une souche clinique, mais que I’étude pourrait étre poursuivie dans une
souche n’ayant aucun autre mécanisme de résistance aux beta-lactamines (délétion du géne de
cephalosporinase, perméabilité et efflux faibles).

Le Directeur de Thése a rapporté au jury le sérieux et la quantité de travail effectuée par
Hervé Jacquier au cours de ses années de Thése. Hervé a en plus de sa thése participer
activement a I’encadrement de deux étudiants en master 2. Il a aussi du étre ingénieux pour
construire les nouveaux outils dont il avait eu besoin pour I’étude des 10 000 mutants.

L’ensemble des membres du jury a remarqué la trés grande maitrise du sujet,
I’excellente conduite de Hervé Jacquier pour répondre aux questions posées, ainsi que
I’énorme travail qui a été effectué au cours de cette thése. Ils ont attribué apres délibération de

15 minutes la mention Trés Honorable avec Félicitations du jury, & ’'unanimité a bulletin
secret.

Mme EMMANUELLE CAMBAU
M. RICHARD BONNET - [J’
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