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Introduction

Introduction

De 1945 a 1955, le développement de la pénicilline, produite par un champignon
Penicillium notatum a inauguré le I* antibiotique, ensuite plusieurs familles d’antibiotiques
ont été découvertes et ont joué un réle crucial dans la lutte contre de nombreuses maladies
infectieuses (Jon et al., 2009). Lorsque les micro-organismes sont exposes aux médicaments
antimicrobiens (tels que les antibiotiques, les antifongiques et les antiviraux), ils réagissent et
développent une résistance (Giedraitiene et al., 2011 ; Perry et al., 2016), qui est désormais
reconnue comme l'une des dix principales menaces pour la santé mondiale (Bryce et al., 2016
; Bhoomika et al., 2016) en médecine humaine et vétérinaire (Jacoby, 2009). L'émergence de
la résistance aux antibiotiques a entrainé une augmentation de la mortalité, des colts de

traitement et des pertes de production chez les animaux (Walker et Fowler, 2011).

Les responsables mondiaux de la santé ont décrit les micro-organismes résistants aux
antibiotigues comme des "bactéries cauchemardesques™ qui constituent une menace
catastrophique pour les populations de tous les pays du monde, cette émergence de bacteries
résistantes aux antibiotiques les plus couramment utilisés, a nécessit¢ 1’utilisation

d’antibiotiques et de médicaments plus puissants et d'une thérapie plus cotteuse (Wang et al.,

2012).

L'identification des bactéries responsables d’infections et de leurs profils de sensibilité
aux antimicrobiens est essentielle pour établir le traitement adéquat (Bertino et al., 2009 ;
Arama, 2020). Ainsi, la prévalence des bactéries Gram négatives et Gram positives
multirésistantes (BMR), en particulier celles qui sont résistantes aux B-lactamines et aux
fluoroquinolones, est en augmentation dans le monde entier car ces antibiotiques sont des
choix thérapeutiques importants pour traiter les infections causées sutout par les membres de
la famille des entérobactéries et des staphylocoques chez I'homme et les animaux (Bush,
2010).

Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae font parties des principales espéces Gram
négatives qui sont fréquemment isolées en milieu clinique et présentant de multiples
phénotypes de résistance aux antibiotiques (Saenz et al., 2004). Plusieurs études suggérent
qu’E. coli responsable d'infections urinaires communautaires est capable de se transmettre a
partir d’un aliment (ex : la viande crue) a I'nomme (Johnson et al., 2017 ; Hawthorn et al.,
2018). Comme ces bactéries sont également des habitants normaux du tractus intestinal de

I’Homme et des animaux (Ben Said et al., 2015a), ils sont considérés comme un indicateur
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représentatif de la résistance aux antimicrobiens des bactéries Gram négatives (Gregova et
Kmet, 2020 ; Verraes et al., 2013). Les isolats d'E. coli productrices de B-lactamases a spectre
étendu (BLSE) et de béta-lactamases a médiation plasmidique (pAmpC) sont passées de
I'nopital & l'environnement et a la communauté (Barguigua et al., 2013), ces bactéries sont
identifiés a partir de: la ferme, des animaux domestiques et sauvages, des aliments, des
légumes et des eaux usées (Verraes et al., 2013). Plusieurs études ont souligné leur
distribution mondiale dans la production de poulets de chair (Carattoli, 2008 ; Smet et al.,
2008). Ainsi, la consommation de viande contaminée pose un risque potentiel pour la santé du
consommateur (Vincent et al., 2010 ; Leverstein-van Hall et al., 2011), car le transfert de la
résistance aux antibiotiques dans le tractus gastro-intestinal est possible, et il pourrait étre une

source importante de résistance dans la flore fécale (Johnson et al., 2007).

En plus, Klebsiella pneumoniae fait partie des bactéries Gram négatives provoquant
des infections graves, notamment des abces hépatiques, des pneumonies et des septicémies,
par la production d'enzymes telles que les BLSE ou pAmpC, qui sont des enzymes
couramment isolées des entérobactéries (Coque et al., 2008). Les entérobactéries produisant
ces enzymes sont freguemment d’origine nosocomiale et communautaire (Padmini et al.,
2017). Les BLSE, pAmpC et les carbapenémases sont largement produites par des
entérobactéries multirésistantes telles que les isolats de Kilebsiella spp. Les génes
correspondants sont situés sur des plasmides et autres éléments génétiques mobiles (Carattoli,
2013). C'est alarmant car ces plasmides hébergent souvent des genes codant pour la résistance
a d'autres classes d’antibiotiques comme les aminoglycosides, le triméthoprime-
sulfameéthoxazole, les fluoroquinolones, et peuvent se déplacer horizontalement entre les
bactéries (Mclnnes et al., 2020). En particulier chez Klebsiella spp qui est I'une des six
bactéries résistantes aux antibiotiques qui a besoin d'urgence de nouveaux COMPOSES

thérapeutiques (Ranjbar et al., 2017).

Tandis que chez les bactéries Gram positives, les staphylocoques a coagulase négative
(CoNS) étaient considérés comme des bactéries commensales cutanées inoffensives avant les
années 1970 (Contreras et al., 2003), mais les CoNS ont été reconnus comme des pathogénes
opportunistes importants, notamment : Staphylococcus epidermidis, S. saprophyticus, S.
haemolyticus et S. bugdunensis (Becker et al., 2014). Alors que traditionnellement, les CONS
sont considérés comme moins pathogénes que les Staphylocoques a coagulase-positive
(CoPS) (Fisarova et al., 2019). Prés de 30 % de la population humaine est colonisée de

maniére asymptomatique par S. aureus (Saleem et al., 2018), ce germe constitue un grave
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probléme de santé publique en raison de sa forte capacité de colonisation et pour son pouvoir
de causer une grande variété d'infections suppuratives chez les humains (Bassetti et al., 2017).
Les maladies causées par S. aureus dépendent de I'immunité de I'hdte, de son &ge, de sa flore
normale et de sa consommation d’antibiotiques (Kandi, 2018). La prévalence de S. aureus
résistant aux antimicrobiens est toujours croissante et a recu beaucoup d‘attention, au cours
des dernieres décennies (Castro et al., 2016), La dissémination de la multirésistance chez
Staphylococcus spp (Virdis et al., 2010) et S. aureus résistant a la méthicilline (SARM) est un
grave probleme de santé (Castro et al., 2016). Staphylococcus aureus a acquis une résistance a
plusieurs familles d'antibiotiques, souvent détectée dans les hdpitaux et les communautés
(John et al., 2019). L'évaluation de la sensibilité aux antimicrobiens des isolats de
Staphylococcus spp détermine quels antibiotiques doivent étre administrés pour surveiller la
propagation des souches resistantes dans la communauté (Morency-Potvin et al., 2017).

L’objectif de cette étude est de réaliser une caractérisation phénotypique de la
résistance aux antibiotiques des entérobactéries et des staphylocoques isolées a partir de
plusieurs origines (clinique et alimentaire); car en Algérie, la résistance aux antimicrobiens,
en particulier chez Escherichia coli, staphylocoques spp et Klebsiella pneumoniae représente
I'une des plus importantes menaces pour la santé humaine et animale ; et ainsi d’établir une

caractérisation moléculaire du génome entier des souches multirésistantes.
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Chapitre | : Les antibiotiques

I. Définition

Les antibiotiques sont des substances produites par le métabolisme de certains
microorganismes d’origine microbienne et sont capables d’inhiber spécifiquement la
croissance d’autres microorganismes en jouant sur les mécanismes vitaux du germe
empéchant ainsi la cellule de se diviser (bactériostatique) ou en tuant totalement le germe
(bactéricide) (Guardabasse et Courvalin, 2006) et sont actuellement synthétisées
chimiquement, en modifiant les antibiotiques naturels, dans le but de les rendre moins

sensibles a I’inactivation par les micro-organismes (Avril et al., 2000).

Ils sont utilisés pour traiter ou prévenir les maladies chez les humains et les animaux
(Spellberg, 2011). Pour qu’il soit actif, un antibiotique doit pénétrer dans la bactérie, sans étre
détruit ni modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne (Ogawara,
1981).

Il. Caracteristiques et classification

Les antibiotiques sont caractérisés par leur spectre d’activité, une toxicité selective,
activité en milieu organique, une bonne absorption et diffusion dans I’organisme. Azeéle.
(1983) a élaboré une classification détaillée des antibiotiques et a classé ces derniers de

différentes manieres :
1. Par ’origine de leur production et leur nature chimique

-Synthése chimique totale.

-Production a partir d’un organisme vivant, extraction, purification, puis synthése chimique
sur un noyau servant de base.

-Production a partir d’un organisme Vivant : bactéries (ex: les actinomycétes), levures,

moisissures, champignons supérieurs.
2. D’apres ’importance de leur utilisation en thérapeutique

Il y’a des antibiotiques trés couramment utilisés (pénicillines, streptomycines, tétéracyclines,

sulfamides) et d’autres dont I’'usage est plus limité.
3. Suivant leur effet sur les bactéries

Inhibition de la croissance ou destruction par lyse.
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4. Suivant leur mécanisme d’action

Les différentes classes d'antibiotiques possédant des modes d'action spécifiques par
lesquels ils inhibent la croissance ou tuent les bactéries. La figure 1 illustrée ci-dessous

démontre les cibles des principales familles d’antibiotiques.
Colimycine
Daptomycine

Inhibition de la synthése 4 2? Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne la membrane cytoplasmique
L

Béta-lactamines \/'f‘:—_::h_"—,

(jlycoheptides/%/
"'/

Fosfomycine/

_— S— B P —

(3) Inhibition de la a s —
synthése protéique U Inhibition de la
synthése de I'ADN

A minosides-Macrolides

Tétracyclines-acide fusidique @ Autres mécanismes Quinolones
Linézolide- chloramphénicol Rifampicine, sulfamides

Figure 1. Cibles des principales familles d’antibiotiques (Mingeot-Leclercg, 1999).
5. Selon leur famille

5.1 Les antibiotiques a large spectre

Qui agissent sur un trés grand nombre d’espéces bactériennes, les aminosides ou
oligosaccharides (streptomycine, kanamycine, gentamycine, néomycine, framycétine,
paromycine), les  tétracyclines  (tétracycline,  oxytétracycline,  chlortétracycline,
déméthylchlorétracycline, doxycycline, etc), chloramphénicol et ses dérivés (thiamphénicol),
les sulfamides, les nitrofuranes, les dérivés modernes de la quinoléine.

5.2 La famille des p-Lactamines

C’est une famille trés importante et elle comprend :

a- La pénicilline de Flemming ou pénicilline G ou Benzyl-pénicilline, ainsi que toutes les
molécules s’en rapprochant. Ces composés n’agissent que sur les bactéries Gram positives.
De plus, ils sont détruits par des enzymes produites par des bactéries (telles que les

staphylocoques) : les pénicillinases.

b- Le groupe Méthicilline-oxacilline et ses dérivés, substances proches des précédentes mais

insensibles a la pénicillinase.
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c- Le groupe des pénicillines a large spectre (ampicilline) qui agissent aussi sur des bactéries

Gram négatives, mais qui sont sensibles a la pénicillinase.

d- Les céphalosporines qui ont en commun avec les trois groupes précédents, le noyau beta-
lactame, mais qui ont un spectre comparable au groupe c, et ne sont pas tres sensibles a la

pénicillinase.
5.3 Les antibiotiques a spectre sélectif

a- Les dérivés de I’acide isonicotinique : isoniazide, éthionamide. lls ont une faible activité

antibactérienne, mais agissent puissamment sur les mycobactéries dont le bacille tuberculeux.

b- Famille des macrolides. Ce sont des substances qui agissent sur les bactéries Gram
positives et sur certaines parvobactéries Gram négatives : érythromycine, oléandomycine,

spiramycine, kitasamycine, lincomycine.

c- Famille des synergistines (spectre voisin de celui de la famille précédente). Ce sont des
antibiotiques composés d’un mélange de plusieurs substances voisines, dans des proportions
assez précises qui augmentent 1’action antibactérienne du produit complexe : pristinamycine,

virginiamycine.

d- Famille des polymyxines (nature polypeptides cycliques). N’agissent que sur les bacilles

Gram négatifs : colistine, polymyxine B.

e- Des antibiotiques divers n’ayant pas de parenté chimique entre eux mais dont le spectre se
limite a peu pres aux bactéries Gram positives : bacitracine, novobiocine, aide fusidique

(structure stérolique), vancomycine, rifamycine

f- Des antibiotiques actifs uniquement sur les bactéries Gram néegatives : acide nalidixique.

Cependant d’autres classifications récentes se font selon quatre criteres, dont
premiérement selon l'origine de D’antibiotique qui peut étre soit naturel (produit par le
microorganisme) ou produit par synthese (synthétique ou semi synthétique). Deuxiéme critere
c’est selon le mode d’action de I’antibiotique car il pourra agir sur la membrane
cytoplasmique, paroi, synthese des protéines ou des acides nucléiques. Troisieme critére
implique leur spectre d’activité (étroit ou large) et en dernier lieu leur nature chimique qui est
trés variable et basée souvent sur une structure de base (ex : cycle B lactame) elle nous permet

aussi de classer les antibiotiques en familles (Yala et al., 2001).
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I11. Principales familles d’antibiotiques et leurs cibles

Le tableau 1 illustre les principaux antibiotiques et leurs cibles (B-lactamines,

aminoglycosides, tétracyclines, macrolides, quinolones, chloramphénicol, sulfamides et

triméthoprime) (Willey et al., 2013).
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Tableau 1 : principales familles d’antibiotiques et leurs cibles.

Familles Définition
d’antibiotiques
Ces antibiotiques incluent les pénicillines, carbapénemes, céphalosporines et
_ monobactames, grace a leur large spectre d’activité et leur faible toxicité, Ils
p -lactamines | sont les plus couramment utilisés mondialement pour traiter les infections

(Contiennent un
cycle B -lactame)

bactériennes et sont actifs sur des bactéries en phase de croissance et agissent en
inhibant la synthése de la paroi bactérienne (synthese du peptidoglycane) par
inactivation des principales enzymes impliquées dans cette construction : les
PLP (Protéines Liant les Pénicillines).

Aminoglycosides
(Contiennent un
cycle cyclohexane
+ sucres amingés)

Les premiers aminoglycosides découverts ont été des molécules naturelles
produites par des souches de Streptomyces (streptomycine, néomycine,
kanamycine, tobramycine) ou d'Actinomyces (gentamicine, sisomicine). Ces
antibiotiques sont bactéricides et tendent a étre plus actifs contre les bactéries
pathogenes Gram négatives.

Tétracyclines

Ils ont une structure a quatre cycles sur lesquels sont fixées diverses chaines
latérales. Le genre Streptomyces produit naturellement I’oxytétracycline et la
chlortétracycline. Ce sont des antibiotiques a large spectre, actifs contre les
bactéries Gram négatives, Gram positives, rickettsies, chlamydias et les
mycoplasmes.

Macrolides

Ils contiennent un cycle lactone de 14-16 porteur d’un ou de plusieurs sucres,
ces antibiotiques ont un large spectre, efficaces contre les bactéries Gram
positives, mycoplasmes et quelques bactéries Gram negatives, mais sont
habituellement bactériostatiques.

Quinolones

Ce sont des antibiotiques synthétiques possédant un cycle 4-quinolone a large
spectre actifs contre les bactéries entériques, ce sont des agents antimicrobiens
importants, dont la premiére quinolone est I’acide nalidixique, depuis 1962
d’autres génération de fluoroquinolones sont apparues comme la ciprofloxacine,
norfloxacine et I’ofloxacine.

Chlorampheénicol

Il est initialement produit a partir de cultures de Streptomyces venezuelae, et
maintenant produit par synthése chimique, cet antibiotique a un tres large
spectre d’activité, mais malheureusement il est assez toxique.

Sulfamides

IIs ont une structure proche de la sulfanilamide, un analogue de I’acide p-
aminobenzoique (PABA), le PABA participe a la synthése de I’acide folique, un
cofacteur. Lorsque la sulfanilamide ou un autre sulfamide pénétre dans une
cellule bactérienne, il entre en compétition avec le PABA pour le site actif d’une
enzyme impliquées dans la syntheése de 1’acide folique et la concentration en
acide folique décroit, cette diminution est nuisible a la bactérie car il est
essentiel a la synthese des purines et pyrimidines.

Triméthoprime

C’est un antibiotique synthétique a large spectre qui interfere également avec la
production de I’acide folique. Il se fixe a la dihydrofolate réductase (DHFR),
I’enzyme responsable de la conversion de 1’acide dihydrofolique en acide
tétrahydrofolique, entre en compétition avec le substrat, I’acide dihydrofolique.
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1. Famille des p-lactamines

Leur structure moléculaire contient un noyau f-lactame associé a un cycle thiazolidine
(commun aux penicillines) ou dihydrothiazine (commun aux céphalosporines). Cette famille
d’antibiotiques comprend un trés grand nombre de molécules utilisées comme traitements de
premiere ligne en médecine et possédant un spectre d’activité plus ou moins large. Ces
molécules inhibent la synthése de la paroi bactérienne par fixation aux protéines liant les
pénicillines (PLP), enzymes impliquées dans la synthése du peptidoglycane (PG) (Nordmann
et al.,, 2012). La famille des B-lactamines est répartie en quatre principaux groupes : les
pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapénémes et les inhibiteurs de
B-lactamases (IBL) (Bryskier, 1999).

1.1 Les pénicillines

Dont font partie la penicilline G (noyau péname), la meéticilline et les
isoxazolylpeénicillines (oxacilline et cloxacilline), les amino-benzylpénicillines (ampicilline et
amoxicilline), les uréido-penicillines (pipéracilline), les carboxy-pénicillines (ticarcilline) et

les amidino-pénicillines (mecillinam) (Lagha, 2015).
1.2 Céphalosporines

Les céphalosporines (noyau céphéme) ont eté classes en fonction des différentes
générations (1ére, 2éme, 3éme, 4éme, 5°™) ces molécules de spectres différents ont une
capacité d’hydrolyse plus marquée vis-a-vis des f-lactamases (Ex : céphalosporines de 3éme
génération actives sur des souches produisant des pénicillinases a haut niveau ;
céphalosporines de 4eme génération actives sur des souches produisant des céphalosporinases
a haut niveau) voire encore actives malgré la présence de PLP anormales (Ex
céphalosporines de 5éme génération actives sur des souches de staphylocoques résistants a la

méticilline) (Nordmann et al., 2010).

1.3 Carbapénemes

Comme I’imipenéme et méropénéme...etc, (noyau pénéme) qui sont des molécules
résistantes a la plupart des B-lactamases a large spectre ex : BLSE. lls sont tres actifs sur un
grand nombre d’espéces bactériennes Gram positives et Gram négatives, aérobies et
anaérobies. Peu de souches d’entérobactéries sont capables de dégrader ces molécules
(Cavallo et al., 2004 ; Cattoir et al., 2009). Mais sont en revanche toutes inefficaces sur

Stenotrophomonas maltophilia (Nordmann et al., 2010).
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1.4 Monobactames (Le Noc, 1999)

Ces molécules (noyau azétidine) sont initialement obtenues a partir de bactéries, puis
produites par synthése chimique, dont le spectre est étroit, inactives sur les anaérobies et les
bactéries Gram positives, limité a certains bacilles Gram négatifs (entérobactéries,
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa...) et certaines bactéries cocci et Gram

negatives.

Le mode d’action des principaux antibiotiques les plus utilisés sont illustrés dans le
tableau 2 ci-dessous, et la figure 1 ci-dessous démontre aussi que chaque famille
d’antibiotique interagit spécifiquement avec une cible particuliere dans la bactérie.

Tableau 2. Le mode d'action des agents antimicrobiens les plus utilisés
(Dugassa et Shukuri, 2017).

Agents antimicrobiens Groupes Mode d’action

Ampicilline, amoxicilline-acide | Pénicillines Inhibiteurs de la synthése des parois

clavulanique, amoxicilline cellulaires

Céftriaxone Céphalosporines

Chloramphénicol Chloramphénicol Inhibiteurs de la synthese des

Erythromycine, azithromycine Macrolides protéines

Gentamycine, streptomycine Aminoglycosides

Oxytetracycline Tétracyclines

Acide nalidixique, ciprofloxacine | Quinolones Inhibiteurs de la synthése de 'ADN

Sulfaméthazine, trimethopime Sulfonamides Inhibiteurs compétitifs de la synthése
de l'acide folique

L'un des mécanismes d'action les plus courants consiste a cibler la paroi cellulaire, qui
est présente dans les bacteries (cellules procaryotes) mais absente chez les humains (cellules
eucaryotes), les antibiotiques affectant en grande partie la paroi (peptidoglycane) chez les
bactéries sont ceux appartenant a la famille des B-lactamines, glycopeptides et fosfomycines.
Ainsi, les agents antimicrobiens agissent sélectivement sur les fonctions microbiennes vitales
avec des effets minimes ou sans affecter les fonctions de I'hdte (Young, 2011). Cependant la
plupart des antibiotiques de la famille des polymixines affectent la membrane cytoplasmique,
perturbent la bicouche de phospholipides et favorisent la formation de pores qui entrainent la
lyse de la bactérie. L’inhibition de la synthése protéique est assurée par les antibiotiques de la
famille des aminoglycosides, macrolides, tétracyclines, acide fusidique, linézolide et
chloramphénicol en se fixant a la sous-unité 30S du ribosome pour inhiber directement la
synthése protéique et provoquer des erreurs de lecture de I’ARNm, tandis que les quinolones

et les fluoroquinolones inhibent la synthese des acides nucléiques par ’inhibition de I’ADN

10
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gyrase et la topo-isomérase 1V, de ce fait interférent avec la réplication de I’ADN et la

transcription (Willey et al., 2013).
IV. Types de résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est la capacité d'une bactérie ou d'autres micro-
organismes a survivre et a se reproduire en présence de doses d'antibiotiques qui étaient
auparavant considérées comme efficaces contre eux (WHO, 2011). C’est 'une des plus
grandes menaces pour la santé humaine et aussi des études ont indiqué que les antibiotiques
non seulement sélectionnent des souches résistantes aux antibiotiques, mais aussi ils peuvent
agir plus ou moins comme des promoteurs indirects de la résistance aux antibiotiques (Mao et
al., 1997 ; Li et Webster, 2018).

On peut alors conclure que les antibiotiques ne sélectionnent pas seulement la
résistance a eux-mémes mais en augmentant la proportion de mutants, ils peuvent aussi
indirectement sélectionner la capacité accrue d'acquisition de la résistance a dautres
antibiotiques (Oliver et al., 2000).

Grace a leur flexibilité et leur plasticité génétique, les bactéries pathogenes sont
capables de mettre en place un programme de résistance spécifique contre un antibiotique
particulier. En effet, certaines souches arrivent a rétablir une multirésistance vis-a-vis de

plusieurs antibiotiques a la fois donnant lieu a ce qu’on appelle les bactéries multirésistantes

aux antibiotiques ou BMR (Chaudhary, 2016).

La résistance bactérienne aux antibiotiques aurait deux origines essentielles : naturelle et

acquise (Julian et Dorothy, 2010).
1. La résistance naturelle

C’est une résistance intrinséque, commune a une population, due essentiellement a la
présence de genes spécifiques (Allen et al., 2010). La résistance intrinséque d'une espéce de
bactérie a un antibiotique particulier est la capacité de résister a I'action de cet antibiotique en
raison de caractéristiques structurelles ou fonctionnelles inhérentes. Comme les micro-
organismes ne possédant pas naturellement de sites cibles pour les antibiotiques, par
conséquent, I’antibiotique ne les affecte pas (par ex. les espéces de mycoplasmes résistantes
aux pénicillines) ou ils ont naturellement une faible perméabilité a ces agents (Fluit et al.,
2001).

11
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2. La résistance acquise

Les bactéries ou microorganismes naturellement sensibles peuvent également acquérir
par plusieurs moyens une résistance aux antibiotiques, cette résistance acquise peut étre due a
des modifications dans le profil d’expression génique par le biais de mutations des genes
chromosomiques soit par transfert horizontal d’un matériel génétique chromosomique
supplémentaire ou de genes entre les bactéries, cette résistance confére aux bactéries un trés
grand pouvoir d’adaptation a leur habitat et a d’autres milieux environnementaux (Courvalin,
2005 ; Springman et al., 2009).

Les génes de résistance sont exprimés soit d’une maniere constitutive ou bien induite
en répondant a un signal enzymatique établi par la mise en ceuvre d’un processus
d’échappement vis-a-vis de I’antibiotique (Doyle, 2006). Le cas de la résistance aux
quinolones est un exemple d’une résistance acquise principalement par des mutations

chromosomiques (de la Cruz et Davies, 2000).

Il y’a deux phénoménes globaux qui sont a I’origine de la diversité génétique dont les
mutations chromosomiques ou parfois des hypermutations et le transfert horizontal de genes
exogenes entre les espéces de nature différente par des éléments génétiques mobiles tels que
les plasmides (conjugatifs ou non-conjugatifs), les éléments transposables (séquences
d’insertion IS), transposons (composites, non composites et conjugatifs), les intégrons
(mobiles et superintégrons) (White et al., 2005 ; Sadikalay, 2018). Le phénoméne de transfert
horizontal de génes a donné naissance a la résistance aux céphalosporines, fluoroquinolones et
aminoglycosides (Nordmann et Poirel, 2002), puisque ce transfert de genes peut se passer
entre les bactéries phylogénétiquement différentes et éloignées (entre bactéries Gram

positives et Gram negatives) (Courvalin, 1994).

2.1 Mutations chromosomiques

Ces mutations se produisent de maniére spontanée lors de la réplication de I’ADN (en
absence d’un vrai systtme de réparation). Ce qui donne naissance a des protéines
biochimiquement modifiées. La mutation du géne gyrA chez Escherichia coli lui confére une
forte résistance (Hooper, 1999) et une mutation dans le géne mexR Chez Pseudomonas
aeruginosa, cause la répression de 1’opéron mexAB-oprM et lui confere une multirésistance
(Adewoye et al., 2002).
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2.2 Hypermutation

Est un phénomene génétique permettant I’acquisition de la résistance aux antibiotiques
et qui désigne un état transitoire durant lequel une souche bactérienne subit un taux de
mutation trés élevé. Cet état a été montré chez certaines souches pathogénes telles que :
Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et
Helicobater pylori (Dzidi et al., 2008).

2.3 Le transfert horizontal d’un matériel génétique exogéne

Le transfert horizontal d’un matériel génétique exogene est un échange d’éléments
génétiques de maniére perpétuelle entre les espéces microbiennes partageant des éléments
génétiques grace a trois phénomenes qui sont: la transduction, conjugaison et

transformation (Sommer et al., 2009), ces trois phénomenes sont résumés dans la figure 2 ci-

dessous.
géne de Plasmmde
résistance \ Transposon
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e .’I‘
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/ ou au plasmude
| ﬁt.]
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Bactérie . //""' E
réceptrice géne de — 5"
résistance Bacterie
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Figure 2 : les principaux phénomeénes du transfert horizontal de genes (Davison, 1999).
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2.3.1 La transduction

Consiste a un transfert de genes par le biais des bactériophages, la transduction est dite
généralisée lorsque le bactériophage est capable d’encapsider les fragments d’ADN générés
lors de la lyse bactérienne. Tandis que certains bactériophages présentent une transduction
spécialisée lors ce que les génes proches du site d’intégration du prophage peuvent seuls étre
encapsidés et transférés a une autre bactérie (Davison, 1999).

2.3.2 La conjugaison

C’est le transfert des fragments d’ADN par contact direct via des plasmides

conjugatifs.
2.3.3 La transformation et compétence naturelle

La transformation et compétence naturelle est decouverte par Fred Griffith en 1928,
c’est I’absorption par la cellule d’'une molécule ou d’un fragment d’ADN nu, présent dans le
milieu et qui va s’incorporer par la suite dans le chromosome receveur pour devenir

héréditairement stable.

2.4 Par des éléments génétiques mobiles
2.4.1 Les plasmides

Les plasmides sont des molécules circulaires composées d’ADN bicaténaire (double
brins) extra chromosomique qui ne sont pas indispensables a la survie de la bactérie
représentant un atout majeur pour pouvoir s’adapter dans des conditions environnementales
particuliéres et hostiles, pouvant se répliquer de facon indépendante dans les bactéries hotes,
et se transmettre de facon stable a la descendance. lls sont de taille variable : de quelques
kilobases (kb) a 500 kb. Ils se caractérisent, en général, par leur type et origine de réplication
(OriV), leur nombre de copies, leur compatibilité entre plasmides, leur mobilisation, leur
spécificité d’hote, et leur origine de transfert (OriT). La spécificité de 1’hote des plasmides est
trés importante dans le transfert de genes entre especes bactériennes. Il est impossible, pour
des plasmides possédant le méme systeme de réplication, de coexister dans la méme cellule. Il
s’agit du phénomeéne d’incompatibilité des plasmides. Un plasmide conjugatif étudié en
profondeur est le facteur F qui joue un réle majeur dans la conjugaison chez E. coli et fut le

premier plasmide conjugatif a avoir été décrit (Sadikalay, 2018).
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2.4.2 Les éléments transposables

Les éléments transposables les plus simples sont les séquences d’insertion ou éléments
IS. Un élément IS est une courte séquence d’ADN (de 750 a 1600 paires de bases) qui
contiennent uniquement les genes des enzymes requises pour sa transposition. Cette séquence
est flanquée a chaque extrémité de séquences nucléotidiques identiques ou tres similaires, en
orientation inverse (ce qu’on appelle des séquences répétées inverses). Ces seéquences répétées
inverses sont habituellement longues de 15 a 25 paires de bases et varient d’un élément IS a
I’autre, ainsi chaque type d’IS a ses propres séquences répétées inverses caractéristiques.
Entre les séquences répétées inverses, on trouve un géne Z qui code pour une enzyme appelée
“’transposase’’, cette derniére est nécessaire a la transposition car elle reconnait avec précision
les extremités des IS (Willey et al., 2013 ; Sadikalay, 2018).

2.4.3 Les transposons

Sont parmi les éléments genétiques mobiles qui contiennent des génes autres que ceux
de la transposition (comme les génes de résistance aux antibiotiques ou des genes de toxines),
les transposons consistent souvent en une région centrale qui contient les genes
supplémentaires, flanqués de part et d’autre d’éléments IS dont les séquences sont identiques
ou tres similaires. D’autres ont une organisation plus simple et sont flanquées de courtes
séquences répétées inverses, tandis que la région codante contient les génes de transposition et
les genes supplémentaires. On pense que des transposons se forment lorsque deux eléments IS
s’associent avec un segment central contenant un ou plusieurs geénes. Certains transposons
sont conjugatifs lorsqu’ils portent des génes de transfert et peuvent passer d’une bactérie a

une autre par le processus de conjugaison (Willey et al., 2013).

2.4.4 Les intégrons

Sont parmi les autres éléments responsables du transfert des genes entre les bactéries
et transmettent des génes de résistance aux antibiotiques dont ceux codant pour les f-
lactamases de type métalloenzyme (Nordmann et Poirel, 2002), mais ces intégrons ne sont pas
des éléments mobiles mais leurs associations avec d’autres facteurs de transfert et d’insertion
les rendent mobiles (Holmes et al., 2003). Ces intégrons sont des fragments d’ADN connus
sous le nom de « cassettes des genes », que les bactéries s’intégrent dans certaines régions
d’ADN chromosomique via un mécanisme de recombinaison d’une maniere spécifique
(Liebert et al., 1999). D’autres éléments génétiques impliqués dans la dispersion des génes de

résistance sont résumés dans le tableau 3 illustré ci-dessous.

15



Chapitre | : Les antibiotiques

Tableau 3 : caractéristiques des différents éléments génétiques impliqués dans la dispersion

des génes de résistance (Muylaret et Mainil, 2012)

Eléments Caractéristiques Réles
génétiques
- Circulaire -Transfert de génes de
Plasmide - EIément de réplication autonome résistance
conjugatif | -Présence des génes nécessaires au transfert par | -Mobilisation d’autres
conjugaison éléments portant des génes
de résistance
- Circulaire
Plasmide -Elément de réplication autonome Transfert de génes de
mobilisable | -Présence des génes permettant d’utiliser résistance
I’appareil de conjugaison d’un plasmide
conjugatif
Transposon | Capacité de déplacement depuis un segment | Transport de génes de
et d’ADN vers un autre a [Pintérieur d’une | résistance du chromosome
ISCR bactérie vers un plasmide et vice
versa
- Elément intégré pouvant s’exciser pour | -Transfert de génes de
Transposon | former un intermédiaire de transfert non | résistance
conjugatif | réplicatif -Mobilisation d’autres
-Présence des genes nécessaires au transfert par | éléments portant des géenes
conjugaison de résistance
- Circulaire
Cassette -Segment d’ADN non réplicatif
de - Présence seulement d’une fenétre de lecture | Porte des génes de
gene ouverte résistance
- Intégration dans les intégrons
- Segment d’ADN intégré Groupe de génes de
Intégron -Présence d’une intégrase, d’un promoteur, et | résistance dont
d’un site d’intégration pour la cassette de géne | I’expression est sous le
contrble du promoteur de
I’intégron
- Segment d’ADN chromosomique -Transfert de genes de
Ilot -Présence des genes nécessaires au déplacement | résistance
génomique et | et au transfert par conjugaison -Mobilisation d’autres
EIC éléments portant des genes
de résistance
- Virus de bactérie -Transfert de genes de
- Circulaire ou non résistance
Bactériophage | - Elément de réplication autonome -Mobilisation d’autres
éléments portant des genes
de résistance
Fragment Transféré par transformation d’une bactérie | Porte des geénes de
d’ADN isolé | compétente résistance
dans le milieu
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3. Résistance croisée

Il s'agit de la résistance a un antibiotique spécifique par des microorganismes
specifiques, et qui sont également résistants a d'autres antibiotiques (Etebu et Arikekpar,
2016). Ce phénomene est généralement observé lorsque les antibiotiques ont des structures
communes : comme la résistance a I'érythromycine, a la néomycine, kanamycine, ou la
résistance aux céphalosporines et aux pénicillines (Jahne et al., 2015). Cependant, la
résistance croisée peut parfois étre observée dans un groupe d’antibiotiques completement

distinct, comme la résistance croisée entre I'érythromycine et la lincomycine.
4. Multirésistance et autres types de résistance

Si les souches bactériennes ne sont pas sensibles a trois familles différentes
d’antibiotiques ou plus, elles sont dites « multirésistantes » (BMR). Si les especes sont
résistantes a tous les types d'antibiotiques sauf pour un ou deux classes d'antibiotiques, elles
sont considérées comme « hautement résistantes » aux antibiotiques, si les especes sont
résistantes a tous les antibiotiques utilisables, on parle de bactéries « pan-résistantes »
(Stanford et al., 2020).

Les especes multirésistantes sont généralement des agents pathogenes qui ont eté
résistantes a leurs antibiotiques, ce qui garantit que les bactéries ne pourront plus étre
éliminées ou régulées par un seul antibiotique (Alanis, 2005). L'utilisation inappropriee
d’antibiotiques comme traitement a abouti a [l'introduction de bactéries pathogeénes
multirésistantes (Dheda et al., 2017). L'un ou l'autre de ces deux mécanismes peuvent induire

une multirésistance chez les bactéries (Rello et al., 2016)

Premierement, ces bactéries vont acquérir plusieurs génes, chacun codant pour une
résistance spécifique aux antibiotiques. Cette forme de résistance existe généralement sur les
plasmides R (Toth et al., 2020). Deuxiemement, la forme de multirésistance peut également
se produire par l'expression accrue de génes codants pour des pompes d'efflux, I'inactivation
enzymatique des antibiotiques, la modification de la structure de la cible, et autres (Salloum et
al., 2020).

V. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

Certaines études sur la résistance bactérienne ont montré qu'il existe une variété de

mécanismes biochimiques et physiologiques qui sont responsables du développement de la
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résistance aux antibiotiques. Les mécanismes de résistance chez les microorganismes peuvent
étre de maniére genétiqguement inhérente (innée) ou développée au fil du temps par
I'exposition du micro-organisme aux antibiotiques. La plupart des résistances aux
antibiotiques sont apparues a la suite d'une mutation dans les genes de structure ou de
régulation, ou de I’acquisition horizontale de genes étrangers alternativement (transfert de

matériel génétique) entre les microorganismes (Davies, 2010).

Aussi, il est possible que par le biais d'un seul mécanisme, un organisme devient
résistant a de nombreuses classes d'antibiotiques surtout si leurs modes d'action sont
similaires. Parfois, la résistance peut étre partagée entre des bactéries individuelles par la
production de "plasmides de résistance", des morceaux d'ADN capables d'étre transférés d'une
cellule a une autre (Clewell, 2014). Il existe de nombreuses preuves que les éléments
génétiques mobiles sont capables de transférer les mécanismes de résistance entre les genres
par exemple, les éléments geénétiques mobiles (EMG) des entérocoques sont transféres a
Staphylococcus aureus (Hegstad et al., 2010).

Les bactéries peuvent acquérir ou développer une résistance aux antibiotiques par
I'intermédiaire de plusieurs mécanismes, qui se répartissent en trois groupes principaux:
premiérement, ceux qui inactivent lantibiotique par hydrolyse ou modification ;
deuxiéemement ceux qui minimisent les concentrations intracellulaires de I'antibiotique en
raison d'une mauvaise pénétration dans la bactérie ou dun efflux dantibiotiques ;
troisiemement ceux qui modifient la cible de lantibiotique par mutation génétique ou
modification post-traductionnelle de la cible. Ces mécanismes de résistance aux antibiotiques

peuvent se résumer en :
1. Réduction de la perméabilité membranaire

Ce mécanisme permet de prévenir l'entrée de I’antibiotique dans la cellule. Les
bactéries Gram négatives ont une membrane cellulaire extérieure, qui sont des canaux qui
traversent la membrane extérieure et permettent I'entrée et la sortie de matiéres dans ou hors
de la cellule. Pour entrer dans la cellule ou interagir avec la paroi cellulaire, certaines
bactéries Gram négatives sont résistantes de maniere innée aux antibiotiques de grande taille,
comme la vancomycine qui est un antibiotique glycopeptide, qui est trop grand pour passer a
travers les pores, méme avant qu'une mutation ne se produise (Willey et al., 2013). Cet
antibiotique (vancomycine) inhibe la réticulation du peptidoglycane en se liant aux peptides

d-Ala-d-Ala ciblés mais n'est normalement efficace que chez les bactéries Gram positives, car
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dans les organismes Gram négatives, cette molécule ne peut pas traverser la membrane et

accéder a ces peptides dans le périplasme (Tsuchido et Takano, 1988).

Ces pores peuvent étre modifiés par une mutation génétique qui entraine un
changement de leur structure physique ou leur charge électrique rendant I’entrée des
antibiotiques dans la cellule difficile et dans ce cas I’antibiotique sera inactif vue qu’il ne
parvient pas a atteindre son site cible, de cette manieére un microorganisme peut developper

une résistance a plusieurs classes d’antibiotiques en méme temps (Galdiero et al., 2012).

Les antibiotiques hydrophiles traversent la membrane externe en diffusant a travers les
protéines porines de la membrane externe. Chez la plupart des Enterobacteriaceae les porines
principales, telles que les protéines de la membrane externe OmpF et OmpC d'E. coli, sont

supposées fonctionner comme des canaux non spécifiques (Tran et al., 2013).
2. Modification du site cible

Plusieurs antibiotiques agissent en se liant a un composant moléculaire cible du
microorganisme. Un micro-organisme peut diminuer I'efficacité d'un antibiotique si la
molécule cible modifie légérement sa structure, de sorte que l'antibiotique ne peut plus se lier
a la molécule cible. Comme pour les tétracyclines qui bloguent le site d'acces de I'ARN de
transfert en s'y liant, ces légeres modifications du site d'acces peuvent entrainer une résistance

microbienne aux tétracyclines (Denyer et al., 2011).

Comme pour certaines souches pathogenes telles que Haemophilus influenzae,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis et Shigella dysenteriae modifient I’affinité des
protéines de liaison a la pénicilline (penicillin-binding proteins, PBP), ce qui leur permet de

résister a des antibiotiques de la famille des B-lactamines (Poole, 2004).

Un exemple de changement de cible est I'acquisition d'un gene homologue a la cible
initiale, comme dans le cas de la souche Staphylococcus aureus résistante a la méthicilline
(SARM), chez qui la résistance a la méthicilline est conférée par I'acquisition de I'élément
mec du chromosome cassette staphylococcique (SCCmec). Cet élément porte le géne mec A,
qui code pour la protéine B-lactamine sensible PBP2a (penicillin binding protein 2a) ; qui
diminue I’affinité de I’oxacilline et autres antibiotiques de pénicilline chez S. aureus et ainsi
cette protéine permet a la biosynthése de la paroi cellulaire d'avoir lieu malgré la présence de

la protéine B-lactamine (Katayama et al., 2000 ; Tenover, 2006). De nombreux eléments
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SCCmec ont été identifiés chez différentes especes de Staphylococcus, et il est prouvé que
I'alléle mec A a été mobilisé plusieurs fois (Shore et al., 2011).

L'un des mécanismes de résistance aux aminoglycosides est la modification du
ribosome cible par méthylation, ces dernieres années, la protection des cibles s'est avérée étre
un mécanisme de résistance cliniquement pertinent pour plusieurs antibiotiques importants,
par exemple, les genes de la famille de I'érythromycine ribosome méthylase (erm) méthylent
I'’ARNr 16S et modifient la liaison a I’antibiotique empéchant ainsi la liaison des macrolides,
des lincosamines et des streptogramines (Kumar et al., 2014). Les génes erm et cfr sont
souvent portés par des plasmides, qui servent de vecteurs a leur large diffusion (Leclercq,
2002 ; Zhang et al., 2014).

3. Efflux ou transport de I'antibiotique

Une pompe d'efflux est une pompe biologique qui peut forcer I'antibiotique a sortir de
la cellule, de sorte qu'il ne peut pas atteindre ou rester en contact avec sa cible. Ce mécanisme
induit une multirésistance chez les microorganismes surtout pour les antibiotiques inhibant la
biosynthése des protéines et de I’ADN et exercant leur activité a I’intérieur de la cellule (ex :

les tetracyclines, fluoroquinolones et les macrolides) (Livermore, 2004 ; Willey et al., 2013).

Les pompes d'efflux bactériennes transportent activement de nombreux antibiotiques
hors de la cellule et contribuent largement a la résistance intrinseque des bactéries Gram
négatives a de nombreux antibiotiques utilisés pour traiter les infections bactériennes a Gram
positives (Li et Nikaido, 2009). Lorsqu'elles sont surexprimées, les pompes d'efflux peuvent
également conférer des niveaux élevés de résistance a des antibiotiques utilisés dans le
domaine clinique. Certaines pompes d'efflux ont une spécificité de substrat étroite (par
exemple : les pompes Tet), mais beaucoup transportent un large éventail de substrats
structurellement dissemblables et sont connues sous le nom de pompes a efflux

multirésistantes (Abouzeed et al., 2008).

Par conséquent, le site de résistance intrinséque de certaines bactéries Gram négatives
a de nombreux composeés est d a l'incapacité de ces agents a traverser la membrane externe
qui forme une barriére de perméabilité par rapport aux espéces a Gram positives (Vargiu et
Nikaido, 2012 ; Kojima et Nikaido, 2013).
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4. L’inactivation des antibiotiques

La modification des antibiotiques par voie enzymatique est un mécanisme majeur de
résistance aux antibiotiques qui a été mis en évidence depuis la premiere utilisation des
antibiotiques, avec la découverte de la pénicillinase (une B-lactamase) en 1940, des milliers
d'enzymes ont été identifiées et peuvent dégrader et modifier des antibiotiques de différentes
classes, notamment : les B-lactamines, les aminoglycosides, les phénicols et les macrolides
(Abraham et Chain, 1988 ; Jacoby et Munoz-Price, 2005). La modification des antibiotiques
peut se faire de différentes fagons selon les réactions chimiques catalysées (1’acétylation, la

glycosylation, la nucléotidylation, la substitution, la ribosylation et/ou la phosphorylation).

Des études récentes ont conduit a lidentification de nombreux génes qui sont
responsables de la résistance intrinséque aux antibiotiques de différentes classes, dont les -
lactamines, les fluoroquinolones et les aminoglycosides. Cette méthode de résistance peut étre
transférée d'une bactérie a une autre par la production de plasmides R. Elle est courante chez
les souches de Staphylocoques résistants a la méthicilline (SARM) (Holcomb et al., 2008).
Dans ce cas, la bactérie peut acqueérir une résistance aux antibiotiques en fabriquant une
enzyme qui inactive ou diminue la fonctionnalité de I’antibiotique. Le meilleur exemple est
celui des B-lactamases qui sont capables de briser les cycles B-lactames des antibiotiques [-
lactame tels que la penicilline. De cette fagon, la rupture du cycle B-lactame empéche

I'antibiotique de se fixer aux précurseurs du peptidoglycane (Sageman, 2015).

Il existe également des sous-classes d'enzymes qui peuvent dégrader différents
antibiotiques au sein d'une méme classe comme pour les antibiotiques de la famille des [-
lactamines : pénicillines, clavames, céphalosporines, monobactames et carbapénemes, qui

sont hydrolysés par une gamme variée de -lactamases (Woodford et al., 2011).

Actuellement, le spectre d’activité de quelques enzymes hydrolytiques a été modifié
comme pour les premiéres B-lactamases, qui étaient actives contre les P-lactamines de
premicre génération, ont été suivies de P-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui ont une
activité contre les oxyimino-céphalosporines (Johnson et Woodford, 2013). Le portage de
diverses BLSE et carbapénémases, y compris I’imipenemase (IMP), Verona integron encoded
metallo B-lactamase (VIM), la carbapénemase de Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacillinase
(OXA) et les enzymes New Delhi Métallo p-lactamase (NDM), chez les bactéries Gram
négatives telles que : Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et

Acinetobacter baumannii, a favorisé I'émergence d'isolats qui sont résistants a tous les
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antibiotiques B-lactamines ; ceci a de sérieuses implications pour le traitement des infections

graves, en particulier chez les patients hospitalisés (Voulgari et al., 2013 ; Lynch et al., 2013).

Les antibiotiques aminoglycosides sont particulierement susceptibles d'étre modifiés, vu
leur grand poids moléculaire, leurs molécules possédent de nombreux groupes hydroxyles et
amides exposés. D’autres enzymes telles que les acétyltransférases, les nucléotidyltranférases
et les phosphotransférases sont connues par leurs capacités a modifier laffinité des
antibiotiques de la famille des aminoglycosides (Norris et Serpersu, 2013).

= Exemple des p-lactamases spectre étendu

Certaines entérobactéries comme Escherichia coli utilisent un mécanisme d’inactivation
des antibiotiques en sécrétant des enzymes hydrolysant 1’antibiotique pour échapper a son
action léetale, et les B-lactamases représentent I'un des mécanismes principaux pour hydrolyser
le cycle B-lactame (Cavallo et al., 2004). Ces enzymes sont localisées au niveau de I’espace
périplasmique chez les bactéries Gram négatives (Medeiros, 1984). Ce sont les enzymes
d’inactivation les plus fréquemment rencontrées et constituent le principal mécanisme de
résistance acquise aux B-lactamines et hydrolysent le cycle p-lactame en clivant le lien amine
de I’antibiotique, elles agissent par I’intermédiaire d’un ester de sérine ou d’un mécanisme

dépendant de I’ion zinc Zn?* (Mueller, 2004).

lls existent également des inhibiteurs compétitifs des B-lactamases et qui sont : les
clavanes (acide clavulanique) et les penicillines-sulfones (tazobactam et sulbactam). Ils sont
dépourvus d’activité antibiotique car ils n’inhibent pas les PLPs, ils sont utilisés en

association avec d’autres B-lactamines (amoxicilline, ticarcilline et pipéracilline).

Les B-lactamases sont classees selon Ambler qui a utilisé une classification moléculaire et
structurale, tandis que Bush, Jacoby et Medeiros se basent sur une classification fonctionnelle
de I’enzyme définies par son substrat préférentiel et son profil d’hydrolyse. Actuellement, la
classification d’Ambler est la plus utilisée, car elle est basée sur I’homologie et la
ressemblance de séquences d’acides aminés des B-lactamases. Elle sépare ces enzymes selon
leur structure primaire en quatre groupes (A, B, C et D). Les enzymes de classe B regroupe
les métallo-B-lactamases (type métallo-enzymes), qui ont besoin d’ions Zn?*, tandis que les

classes A, C et D sont dites a sérine active (type sérine) (Philippon et al., 2005).

En Résume, la classification des pB-lactamases selon Ambler comprend la classe A dont les

pénicillinases, la classe B inclut les métallo-p-lactamases, la classe C comprend les
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cephalosporines et 1I’oxacillines pour la classe D. Le tableau 4 ci-dessous démontrent la

relation entre la classification moléculaire d’ Ambler et de celle de Bush.

23



Chapitre | : Les antibiotiques

Tableau 4 : la classification des B-lactamases (Bush et al., 1995) in Chalal et al. (2018)

Classification Inhibition
Classe Substrats Enzymes
de Bush et al, o o ) _
1995 moléculaire préférés Clavulanate | EDTA | représentatives
) ] Ampc chez les
1 C Céphalosporines - - o
Gram négatives
Pénicillinase
2a A Pénicillines + - chez les Gram
positives
Pénicillines TEM-1, TEM-2,
2b A ) ) + -
Céphalosporines SHV-1
- TEM-3, SHV-2
Penicillines
2be A , _ + - et BLSE
Céphalosporines o
dérivees
. TEM-30 et TRI
2br A Pénicillines +et - - L
dérivees
Pénicillines PSE-1, PSE-3,
2C A Ve - - - + -
carbapénicillines PSE-4
Pénicilline OXA-1 et
2d D . +et- - o
Oxacilline dérivees
Céphalosporinas
2° A Céphalosporines + + es inductible de
P. vulgaris
- NMC-A Jd’E.
Pénicillines
] . cloacae, Sme-1
2f A Céphalosporines + -
o de S.
carbapinémes
marcescens
o Ccra de
Majorité des B- _
3 B ) - + bactéroide
lactamines -
fragilis
. Pénicillinase de
4 ND Pénicilline - ? _
P. cepacia
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Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont de nouvelles -lactamases produites
par une variété de bacilles Gram négatifs. Ces enzymes se distinguent des B-lactamases a
large spectre, telles que la TEM-1, TEM-2, SHV-1 et d'autres. Les BLSE ont des profils de
substrat étendus qui permettent I'nydrolyse de l'aztréonam et des céphalosporines a spectre
élargi telles que le céfotaxime, la ceftriaxone, le ceftazidime, la céfépime, et autres. Jusqu'a
présent, les BLSE sont le plus souvent produites par les isolats de Klebsiella pneumoniae et,
dans une moindre mesure, d'Escherichia coli (Thomson et al., 1996 ; De Champs et al., 2000 ;
Paterson et al., 2001), mais les infections, la colonisation et la propagation nosocomiale
impliquant d'autres organismes producteurs de BLSE (tels que Morganella morganii, Serratia
marcescens, Shigella dysenteriae, plusieurs especes d'Enterobacter, Salmonella, Proteus, et
Citrobacter ; Pseudomonas aeruginosa ; Burkholderia cepacia ; et Capnocytophaga
ochracea) ont été signalés (Thomson et Moland, 2000).

Un probléme majeur avec les BLSE est leur capacité a provoquer des échecs
thérapeutiques avec les céphalosporines et I'aztréonam alors que I'organisme hote semble étre
sensible a ces agents dans les tests de laboratoire (Jarlier et al., 1988 ; Thomson et al., 1996 ;
Paternon et al., 2001). En réponse a ce probléeme, le National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) recommande aux laboratoires de signaler les isolats d'E. coli
ou de Klebsiella spp produisant des BLSE comme étant résistants a toutes les peénicillines,
céphalosporines (y compris la céfépime et le céfpirome) et a I'aztréonam, quels que soient les
résultats des tests in vitro (NCCLS, 2000), cette recommandation ne s'étend pas aux

organismes producteurs de BLSE d'autres genres.

En effet, il a été suggeré gu'il existe une grande variabilité entre les BLSE dans leurs
interactions avec la céfépime, les BLSE dérivées de SHV ayant d’avantage tendance a

diminuer l'activité de la céfepime que les BLSE dérivées du TEM (Sanders, 1996).

Il existe des centaines de variantes des genes CTX-M (qui codent pour des BLSE qui
se distinguent par leur plus grande activité contre le céfotaxime que contre d'autres oxyimino-
B-lactames). Ces génes sont classés en differents sous-groupes, qui ont résulté de
I'échappement de genes du chromosome des espéces de Kluyvera trouvées dans le sol, cet
échappement a été facilité par des séquences d'insertion, notamment ISEcpl, suivie d'un
transfert sur des plasmides conjugatifs dans de nombreuses espéces bactériennes (Rossolini et
al., 2008). CTX-M14 et CTX-M15 sont devenues les BLSE les plus isolées dans le monde
(Poirel et al., 2012 ; Zhao et Hu, 2013) en particulier chez les isolats d'E. coli et de K.
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pneumoniae resistants aux cephalosporines. Le géne blaCTX-M14 est souvent associé au
plasmide pCT de I'IncK dans les pays ou il est utilise et se trouve dans les isolats humains,

animaux et environnementaux d'Enterobacteriaceae (Cottell et al., 2011 ; Dhanji et al., 2012).

En raison de l'augmentation du nombre de bactéries porteurs de génes BLSE,
l'utilisation clinique des antibiotiques carbapénémes a augmenté au cours de la derniére
décennie. En retour, elle a été associée a un nombre croissant d'isolats cliniques porteurs de -
lactamases ayant une activité d'hydrolyse des carbapénemes (appelées carbapénémases), ces
carbapénémases comprennent principalement des membres de la classe A, B et D f-
lactamases (Queenan et Bush, 2007 ; Tzouvelekis et al., 2012). La caractéristique de ces
enzymes est la capacité d'inactiver une large gamme de [-lactamines, y compris les
carbapénémes et les céphalosporines a spectre étendu. Bien que d'abord identifiées sur les
chromosomes d'une seule espéce, de nombreuses carbapenémases sont maintenant médiees
par des plasmides et ont été signalées chez les Enterobacteriaceae, P. aeruginosa et A.
baumannii (Tzouvelekis et al., 2012).
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Chapitre 11 : généralités et résistance aux antibiotiques chez les bactéries

I. La résistance aux antibiotiques chez les Gram positives

1. Staphylococoques

Les staphylocoques sont classés dans la famille des Staphylococcaceae.
Staphylococcus spp sont des coccus a Gram positif ; de taille allant de 0,5 a 1,5 um de
diametre (Akanbi et al., 2017). Ce sont des bactéries non mobiles, non sporulées, négatives a
l'oxydase, hémolytiques, positives a la catalase et a la coagulase, et qui sont des anaérobies
facultatives, avec une activité d'eau (aw) de 0,86, un pH optimal de 7-7,5 et une température
optimale de 35-37°C, extrémement sensibles & la chaleur et peuvent étre facilement inactivées
a une température supérieure a 46°C (Stewart, 2003).

A. Généralités

Staphylococcus aureus est l'espéce la plus fréquente et la plus importante de cette
famille. C’est un agent pathogene polyvalent chez I'homme et I'animal, responsable d'un large
éventail de maladies allant d'infections cutanées mineures a des maladies mortelles (Jangra et
Singh, 2010), en raison de sa pathogénicité potentielle tant chez 'nomme que chez les
animaux. S. aureus se trouve sous forme de flore normale sur la peau, les narines antérieures,
le nasopharynx et les muqueuses des humains ainsi que des animaux (Arbeit, 1988). Ce germe
se trouve également dans des sites environnementaux tels que le sol, I'eau de mer, I’eau
douce, l'air, la viande, le lait, le fromage, la terre, le sable, et la poussiére (Eladli et al., 2018 ;
Fetsch, 2018).

S. aureus est également connu comme l'un des plus importants agents d'intoxication
alimentaire au niveau mondial (Genigeorgis, 1989), car ce germe a été isolé a partir de
différents aliments d'origine animale (Hachemi et al., 2019), et qui sont avérés étre
contaminés par une ou plusieurs entérotoxines staphylococciques (SE) préformées produites

par ce germe et qui peut provoquer des maladies humaines (Argudin et al., 2010).

B. Pouvoir pathogéne et virulence

S. aureus est un agent pathogéne opportuniste largement répandu dans le monde entier
(Pollitt et al., 2018). Les humains sont des porteurs asymptomatiques courants de S. aureus
entérotoxinogene dans le nez, la gorge et la peau. Ainsi, les manipulateurs d'aliments peuvent

étre une source importante de contamination des aliments (Gutiérrez et al., 2012).
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La consommation daliments contaminés par S. aureus ou l'ingestion de ses
entérotoxines causent une intoxication alimentaire staphylococcique allant au syndrome du
choc toxique (Doulgeraki et al., 2016), et qui pourrait constituer une grave menace pour la
santé du consommateur, surtout ceux vulnérables ou hospitalisés (Safarpoor Dehkordi et al.,
2017) qui souffrent d’autres maladies, prise de traitement et systeme immunitaire affaibli
(Chen et al., 2015)

D’autres propriétés de pathogénicité comprennent la capacité de la bactérie a produire
des hémolysines, des nucléases, des protéases, des exoprotéines et des protéines de résistance
aux antimicrobiens, ainsi que leur capacité a former des biofilms, contribuant a leur
permanence sur les surfaces abiotiques (Andrade et al., 2011 ; Galinari et al., 2014 ;
Friedriczewki et al., 2018).

Ainsi, pour envahir, coloniser et survivre pendant I'infection, les agents pathogenes
bactériens répondent et s'adaptent aux conditions environnementales difficiles de I'nGte
mammifere, malgré les réponses immunitaires de I'hGte et la thérapie antimicrobienne

(Chakravarty et Masse, 2019) et cela gréace a :

Adhérence et colonisation : S. aureus peut réguler plusieurs facteurs de virulence, ce qui lui
permet d'adhérer aux narines et de les coloniser, de lyser la peau ou les surfaces de la zone
infectée et de provoquer de graves infections du sang. L'acide teichoique facilite ce processus
(Weidenmaier et al., 2004).

Invasion : se produit lorsque le systéme immunitaire est compromis ou lorsqu’il y’a une
rupture du tégument physique en sécrétant des toxines exfoliantes, et/ou lorsqu'une

inflammation localisée se produit (Otto, 2004).

Evasion : S. aureus empéche la phagocytose par les neutrophiles & 1’aide de la protéine A, qui
a des propriétés antiphagocytaires, ou en sécrétant des protéines anti-opsonis (protéine
inhibitrice de la chimiotaxie), la PVL (Panton-Valentin/leucocidine), exprime des

superantigenes (entérotoxine et TSST1) et lyse les leucocytes (Haas et al., 2004).

Les biofilms : se développent en impliquant une fixation initiale et une phase de maturation
ultérieure, qui sont physiologiquement différentes lI'une de l'autre et nécessitent des facteurs
spécifiques a chaque phase. Une phase finale de détachement (ou de dispersion) implique le
détachement de cellules individuelles ou de groupes de cellules par divers mécanismes et est

considérée comme cruciale pour la dissémination des bactéries (Otto, 2008).
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Les protéines extracellulaires, telles que les enzymes attribuent & la bactérie sa
virulence et les toxines contribuent a sa pathogénicité (Li et al., 2019).

Parmi les enzymes produits par S. aureus (Quinn et al., 2011) :

> La coagulase : coagule le plasma en convertissant le fibrinogene du plasma en fibrine et
pourrait enrober la cellule bactérienne et probablement empécher la phagocytose.

> L'hyaluronidase : décompose l'acide hyaluronique présent dans les tissus et favorise la

propagation de S. aureus au sein de I'héte.

DNase (désoxyribonucléase) : décompose I'ADN

La lipase : digére les lipides

La staphylokinase : dissout la fibrine.

B-lactamases pour la résistance aux antibiotiques

Esterase, elastase et phospholipase : facilitent la colonisation et la pathogenicite.

YV V. V V V V

La leucocidine provoque la destruction cytolytique des phagocytes de certaines espéces
animales
> Les toxines du syndrome de choc toxique (TSST) induisent une production excessive de

lymphokines, entrainant des lesions tissulaires.

S. aureus est capable de sécréter plusieurs toxines, selon la souche, ces toxines peuvent
étre classées en trois groupes :
Groupe 01 : les superantigenes, groupe 02 : les toxines exfoliantes et le groupe 03 : toxines
qui agissent sur les membranes cellulaires, notamment la toxine alpha. Il existe plusieurs
types d'entérotoxines staphylococciques (SE) qui comprennent les entérotoxines A, D, E et H,
et dans une moindre mesure les entérotoxines B, G et I. L'entérotoxine A est le plus souvent
associée a une intoxication alimentaire staphylococcique chez I'hnomme. Les SE sont
résistantes a la chaleur et aux conditions de faible pH qui détruisent facilement la bactérie S.
aureus. Les SE sont également résistantes aux enzymes protéolytiques ; les SE ne sont donc
pas affectées dans le tractus gastro-intestinal aprés I'ingestion (Rola et al., 2016 ; Wu et al.,
2016).

C. Genes de résistance aux antibiotiques chez S. aureus

S. aureus fait partie de ces bactéries qui ont acquis une résistance a presque toutes les
classes d’antibiotiques grace a ses facteurs de virulence et de pathogénecité (Chakravarty et

Massé, 2019). Cette résistance aux antibiotiques a déclenché une grande détresse dans le
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domaine de la médecine humaine et vétérinaire (Osman et al., 2016), car des souches
multirésistantes de S. aureus sont plus courantes dans les établissements hospitaliers et les
exploitations agricoles, mais ont également été détectées dans les aliments pour animaux, la

viande de volaille, le lait et les produits laitiers (Lee, 2003).

Il a été rapporté que peu apres l'introduction de la pénicilline dans les années 1940,
une résistance s'est développée chez S. aureus, suivie d'une résistance a la méthicilline
(oxacilline) (SARM) et plus récemment aux glycopeptides, par exemple la vancomycine
(Monroe et Polk, 2000 ; Bassetti et al., 2017). Le géne (mecA) permet également une
résistance croisée aux antibiotiques non p-lactamines tels que la clindamycine, la
ciprofloxacine, le cotrimoxazole, I'érythromycine et la gentamycine en raison de la présence

de sites d'insertion pour les plasmides et les transposons (Nworie et al., 2013).

La resistance a la méthicilline est conférée par le géne mecA qui est consideré comme
un marqueur moléculaire utile de la resistance a la méthicilline chez tous les staphylocoques
(Feng et al., 2008) et qui code pour une protéine de liaison a la pénicilline supplémentaire
(PBP2A), une enzyme impliquee dans la synthese du peptidoglycane de la paroi cellulaire. Le
PBP2A a une faible affinité pour pratiguement tous les antibiotiques de la famille des p-
lactamines, ce qui lui permet de continuer a catalyser la synthése de la paroi cellulaire méme

en présence de B-lactames dans le milieu (Collignon et al., 2006 ; Wielders et al., 2002).

Le géne mecA réside sur un élément génétigue mobile d'origine hétérologue, la
cassette de chromosome staphylococcique mec (SCCmec). Ces éléments sont caractérises par
la présence de deux loci essentiels : le complexe du gene mec, comprenant le déterminant de
la résistance a la méthicilline avec des copies intactes ou tronquées des génes régulateurs mec
(mecl, mecR1 et mecR2) et le complexe du gene ccr, qui code pour les recombinases
spécifiques au site et a l'orientation responsables de la mobilisation de SCCmec (Katayama et
al., 2000).

En 2011, un nouveau déterminant de la résistance a la méthicilline, le gene mecC, a
été identifie chez les isolats de S. aureus récupeérés sur des humains et des bovins laitiers et les
lignées clonales de SARM a base de mecC sont répandues parmi les animaux de ferme, de
compagnie et sauvages, et leur transmission a I'homme a été décrite (Shore et al., 2011 ;
Garcia-Alvarez et al., 2011). Le déterminant mecC était capable de produire une faible
résistance aux antibiotiques B-lactamines tels que la céfoxitine et oxacilline (Garcia-Alvarez
et al., 2011 ; Shore et al., 2011).
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Ainsi le gene mecC partage 70% d'identité nucléotidique avec mecA et est porté par
un élément SCCmec de type XI. La présence du SARM mecC présente un probleme potentiel
pour le diagnostic car il n'est pas détecté par les tests PCR standards pour mecA ou par les
tests d'agglutination pour PBP2a (Stegger et al., 2012). Le phénotype de résistance aux
antibiotiques du SARM mecC differe aussi Iégerement du SARM mecA : les isolats porteurs
du mecC sont plus sensibles que les isolats mecA a l'oxacilline mais conservent une résistance
a la céfoxitine (Kim et al., 2013 ; Cartwright et al., 2013 ; Skov et al., 2014).

Les clones de SARM sont largement répandus dans les hopitaux (HA-SARM) et dans
la communauté (CA-SARM) (Verkade et al., 2014), ces derniers types sont considérés
comme plus virulentes. Méme si ces deux groupes présentent des caractéristiques
microbiologiques similaires, ils different au niveau des facteurs de risque, de la structure
génétique, des déterminants de la virulence et de la résistance aux antibiotiques. Les éléments
génétiques mobiles (EGM) impliquent 15 a 20 % du génome de S. aureus, dont les
bactériophages, éléments SCCmec, plasmides ou transposons (Lindsay, 2014). Les souches
CA-SARM portent I'élément de type IV ou V Staphylococcus chromosomal cassette mec
(SCCmec) et généralement possedent la toxine de Panton-Valentin/leucocidine (PVL) et ne
sont pas multirésistants aux antibiotiques. Les especes HA-SARM sont porteuses du SCCmec
de type I, Il ou Ill, ne possedent pas la PVL et présentent une multirésistance aux
antibiotiques. La PVL est une toxine formant des pores codes sur les genes des bactériophages
et est transmise a S. aureus, qui est associé a une virulence accrue chez 'hnomme (Aung et al.,
2019).

Ces organismes (SARM) sont également souvent résistants a la plupart des agents
antimicrobiens couramment utilisés, notamment les aminoglycosides, les macrolides, le
chloramphénicol, la tétracycline et les fluoroquinolones. En outre, les souches de SARM
doivent étre considérées comme résistantes a toutes les céphalosporines, céphemes et autres
B-lactames (comme l'ampicilline-sulbactam, I'amoxicilline-acide clavulanique, la ticarcilline-
acide clavulanique, la pipéracilline-tazobactam et les carbapénemes), quels que soient les

résultats des tests in vitro obtenus avec ces agents (Mandell et al., 1995 ; John, 2003)

Les genes de résistance aux antibiotiques de S. aureus sont déctectés par PCR et
comprennent les génes de résistance courants ERY (ermA, ermB, ermC) et les genes de
résistance TET (tetL, tetK, tetM, tetO) (Li, 2019), les macrolides par la production de
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méthylases d'Erm (codé par les genes erm) (Benito et al., 2014), les lincosamides ou le
triméthoprime et sulfaméthoxazole (Argudin et al., 2011).

C.1 Résistance aux p-lactamines

S. aureus résiste aux B-lactamines en produisant une pénicillinase et des protéines de
liaison a la pénicilline modifiées (PBP) appelée PBP2’ ou PBP2a. La pénicillinase blaZ
hydrolyse I’anneau fB-lactam des B-lactamines et les rendent inactifs, en fonction de leur
différence d’hydrolyse la pénicillinase peut étre classée en quatre classes différentes : A, B, C

et D (localisées sur des plasmides) (McCallum et al., 2010).

C.2 Resistance a la vancomycine

Elle est associée a des genes van, transportes sur des eléments génétiques mobiles, le
gene vanA code pour une résistance de haut niveau a la vancomycine et a la teicoplanine ; le
gene vanB code pour une résistance a la vancomycine uniquement ; les génes vanC1, vanC2
et vanC3 codent pour une résistance de faible niveau a la vancomycine ; vanD est un nouveau
gene, trouvé chez Enterococcus (E) faecium, qui code pour la résistance a la vancomycine ;
vanE est un autre nouveau gene, trouve chez E. fecalis, qui code pour une résistance de faible

niveau a la vancomycine (Lina et al., 1999 ; Misic” et al., 2017).

C.3 Résistance aux macrolides

Le gene mphC code pour une phosphotransférase C. la résistance aux macrolides est
provoguée par la méthylation de I'ARNr 23s codé par le géne ermA (Lina et al., 1999 ; Misic’
et al., 2017).

C.4 Resistance a la tétracycline

Les mecanismes impliqués sont la protection ribosomique codée par les génes tetM et
tetO (portés sur le chromosome) par I'élongation des protéines et I'activation de la pompe

d'efflux codée par les géenes tetK et tetL (situés sur les plasmides) (McCallum et al., 2010).

1.1.1.2 Staphylococcus a Coagulase Négative (SCoN)

Bien que S. aureus soit positif a la coagulase et est considéré comme le principal agent
pathogene, d'autres espéces, qui n'ont pas la capacité de synthétiser I'enzyme coagulase, ont
longtemps été d'un intérét médical mineur. La distinction phénotypique entre les coagulases
négatives et positives a été jugée suffisante pour déterminer l'action clinique, car la

pathogénicité de Staphylococcus sp semblait étre liée a la production de coagulase. Toutefois,
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avec l'importance croissante des Staphylococcus a coagulase négative (SCoN) et le nombre de
nouvelles especes décrites, cette différenciation est devenue de plus en plus contestable, ce
qui nécessite une étude de la capacité toxinogene de toutes les especes de Staphylococcus
(Piessens et al., 2011 ; Costa et al., 2012 ; Moura et al., 2012).

En outre, les Staphylococcus a coagulase négative (SCoN), qui étaient considérés
comme bactéries commensales cutanées inoffensives avant les années 1970, ont gagné en
importance et sont classés comme causes importantes d'infections humaines résistantes aux
antibiotiqgues (Osman et al., 2016). S. epidermidis est l'espece la plus répandue des
staphylocoques a coagulase négative (Archer, 1995). En plus du SARM, les staphylocoques a
coagulase négative résistants a la méthicilline (SCoN-RM) se sont également répandus dans le
monde entier et constituent une cause importante d'infection nosocomiale (Jaffe et al., 2000).

A. Resistance a la méthicilline et aux quinolones

La prevalence de la résistance a augmenté rapidement au cours des trois dernieres
décennies et a été attribuée a l'effet de sélection de l'utilisation croissante des antibiotiques f-
lactamines. Moller, (1988) a démontré que 1’augmentation de la prévalence des S. epidermidis
résistants était médiee par les plasmides. Certains chercheurs (Fukuchi, 1994) ont attribué la
résistance de S. epidermidis a l'action du géne mecA. Cependant, Mempel et ses collegues
(Mempel et al., 1994) ont démontré que des isolats de S. epidermidis pouvaient étre résistants

a la méthicilline et ne pas avoir de transcription mecA.

B. Résistance aux quinolones

Des souches de S. epidermidis résistantes aux quinolones, en particulier a la
ciprofloxacine, sont apparues, comme pour le S. aureus résistant a la méthicilline (Kotilainen
et al., 1990). Cette résistance a été secondaire a la large utilisation des quinolones, tant dans la

communauté qu'a I'népital.
C. Résistance aux aminoglycosides

Chez les Staphylocoques le mécanisme de résistance aux aminoglycosides le plus
fréquemment rencontré se base sur la sécrétion d’enzyme bifonctionnelle AAC(69)/APH(20),
codée par le gene aac(69)-aph(20), et qui inactive une large gamme d’aminoglycosides
cliniquement utiles par exemple : amikacine, gentamycine, netilmycine et tobramycine (Faber
et al., 1990 ; Martineau et al., 2000)
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D. Résistance aux macrolides, lincosamides et streptogramin (MLS)

Plusieurs génes sont impliqués dans la résistance a I'érythromycine, notamment chez les
staphylocoques et les streptocoques. La résistance a I’érythromycine chez les staphylocoques
est généralement associée avec la résistance a d’autres macrolides, a lincosamides, et au
streptogramin de type B (MLS). Cette résistance est médiée par une simple altération du
ribosome, la diméthylation-N6 d’un résidu adénine dans I’ARNr23S. Cette diméthylation
entraine un changement de conformation du ribosome, rendant la souche résistante a la

plupart des antibiotiques du groupe MLS.

Trois genes (ermA, ermB et ermC) codants pour des méthylases ont été découverts chez
les staphylocoques (Fidalgo et al., 1990 ; Mempel et al., 1994). Le géne inductible ermA se
trouve sur le transposon Tn554 et posséde un seul site spécifique d'insertion dans 'ARNr 23S
dans le chromosome de S. aureus (Hiramatsu et al., 1997). Le géne ermB se trouve sur le
transposon Tn551 d'un plasmide de pénicillinase (Mempel et al., 1994). Le gene ermC est
responsable de la résistance constitutive ou inductible a I'érythromycine et est généralement

situé sur des petits plasmides (Lachapelle et al., 1994 ; Gahtan et al., 1995).

Un autre mécanisme de résistance inductible a I'érythromycine est conferé par le géne
msrA, qui code pour une pompe defflux dépendante de I'ATP (Khardori et al., 1995). La
résistance simultanée aux macrolides, aux lincosamides et aux streptogramines de type B
(résistance MLS) dans les isolats cliniques est une forme de résistance acquise due a plusieurs
variantes évolutives des genes erm qui code pour une méthylase de I'ARNr 23S (Lachapelle et
al., 1994).

I.2. La résistance aux antibiotiques chez les Gram négatives

Les pathogenes Gram négatifs sont particulierement inquiétants car beaucoup d'entre
eux sont maintenant antibiotiquement résistants. Les plus graves des infections surviennent
dans les établissements de soins de santé et sont causées par le groupe d'organismes
Enterobacteriaceae, principalement : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa et Acinetobacter. Méme les agents pathogenes Gram négatifs présents dans la
communauté sont de plus en plus multirésistants, comme les E. coli producteurs de B-

lactamases a spectre étendu (Rossolini et al., 2014).

Les phénotypes de résistance chez les bactéries peuvent étre dus a la présence de genes

uniques (par exemple, les carbapénémases) ou plus souvent, a une combinaison de différents

35



Chapitre 11 : généralités et résistance aux antibiotiques chez les bactéries

mécanismes de résistance. Par exemple, dans le cas de la résistance aux carbapénemes, la
régulation négative de la porine entraine une résistance a l'imipénéme, mais ce n'est qu'en
combinaison avec une augmentation de l'efflux qu'elle entraine une résistance a la fois au

méropénéme et au doripénéme (Nicolau, 2008).

Il y’a différents mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries & Gram
négatives et qui sont illustrés dans la figure 4 ci-dessous. L'un des principaux mécanismes
limitant l'efficacité des antibiotiques chez les bactéries Gram négatives est la présence d'une
paroi cellulaire complexe, composée d'une membrane externe et d'une membrane
cytoplasmique avec des propriétés physico-chimiques différentes qui sont séparés par une
couche de peptidoglycane réticulé (Impey et al., 2020)

Contrairement aux bactéries Gram positives, les bactéries Gram négatives possédent
une bicouche hydrophobe de la membrane externe, contenant des molécules de
lipopolysaccharide (LPS), des phospholipides et des protéines de la membrane externe
(OMP), dont des proteines formant des pores (Delcour, 2009). Ainsi, cette membrane externe
dynamique agit comme une barriere a plusieurs antibiotiques qui sont généralement efficaces

contre les bactéries Gram positives, comme la vancomycine (Blair et al., 2015).

Les molécules ayant des cibles cytoplasmiques sont restreintes par le fait qu'elles ne
peuvent pas pénétrer dans le périplasme et dans le cytoplasme a cause de la membrane
interne. Par ailleurs, les polymyxines et certains peptides cationiques exercent leurs effets sur
la couche externe de la membrane elle-méme en se liant au lipopolysaccharide (LPS) et aux

phospholipides, ce qui déstabilise la membrane cellulaire interne (Trimble et al., 2016).

La plupart des antimicrobiens doivent traverser cette membrane externe pour atteindre
leurs cibles. Les antibiotiques hydrophiles, dont les B-lactames, utilisent des protéines de
canal telles que les porines pour pénétrer dans le périplasme (Zgurskaya et al., 2015). Tandis
que les antibiotiques hydrophobes, tels que les aminoglycosides et le chloramphénicol
utilisent une voie de diffusion a travers les lipides, mais d'autres molécules hydrophobes et
polaires peuvent également interagir avec les LPS et avoir une entrée limitée (Schurek et al.,
2008).

La couche de peptidoglycane, qui recouvre l'espace périplasmique, est généralement

utilisée comme cible des antibiotiques en raison de son absence chez I'homme (Dominguez-
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Gil et al., 2016). L'augmentation des cas de résistance aux antibiotiques qui ciblent la couche

de peptidoglycane a suscité de graves inquiétudes.

La résistance aux antibiotiques peut étre médiée par les porines, bien qu'il existe des
porines qui permettent le transport de solutés spécifiques, les canaux de diffusion généraux
sont les plus souvent associés a la résistance aux antibiotiques (Fernandez et Hancock, 2012).
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Figure 3: différents mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries Gram

négatives (Guardabassi et Courvalin, 2006).

1.2.1 La résistance aux p-lactamines

Certains outils que possedent les agents pathogenes a Gram négatifs les rendent si difficiles a
traiter comme :

1.2.1.1 Les p-lactamases

Les BLSE sont des enzymes dérivées de plasmides que I'on trouve exclusivement dans
les organismes Gram négatifs, principalement K. pneumoniae, E. coli, Proteus mirabilis et
d'autres bacilles Gram négatifs. Il existe de nombreuses variétés de BLSE, qui se distinguent

par leur activité contre certains substrats de p-lactamines.

Les BLSE sont détectées sur la base de la résistance conférée aux céphalosporines de
troisieme geénération et de la capacité de l'inhibiteur de la B-lactamase, généeralement le

clavulanate, a bloquer cette résistance (CLSI, 2010). La meilleure option thérapeutique pour
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les organismes produisant des BLSE sont les carbapénémes (imipéneme et méropénéme).
L'utilisation de céphalosporines, y compris la céfépime et le pipéracillin tazobactam, doit étre
évitée méme si l'organisme présente une sensibilité in vitro. Les plasmides responsables de la
production de BLSE sont souvent porteurs de genes codant pour la résistance a d'autres
classes d’antibiotiques comme les aminoglycosides, ce qui rend les organismes producteurs

de BLSE multirésistants.

1.2.1.2 g-lactamases AmpC

Les entérobactéries ont été divisées en deux groupes : les entérobactéries du groupe I,
dans lesquelles les enzymes AmpC chromosomiques inductibles ou déréprimées sont rares ou
absentes (comme Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis, Salmonella spp. et
Shigella spp) ; et les Enterobacteriaceae du groupe IlI, dans lesquelles les enzymes AmpC
chromosomiques inductibles ou déréprimées sont courantes (comme Citrobacter freundii,
Enterobacter spp., Morganella morganii, Serratia spp., Hafnia alvei et Providencia spp.).
(Katrijn et al., 2019). Ces enzymes sont a médiation chromosomique ou plasmidique. Le site
des organismes produisant ces enzymes sont regroupés cliniquement par Il'acronyme

"SPACE" - Serratia, Pseudomonas ou Proteus, Acinetobacter, Citrobacter et Enterobacter.

Alors que la production de B-lactames d'amplification C peut étre constitutive, mais
une production inductible peut se produire lors de I'exposition a des pB-lactames particuliers
comme les céphalosporines. Ainsi, l'organisme peut devenir résistant au traitement.
Contrairement aux BLSE, les pB-lactamases AmpC ne sont pas inhibées par les inhibiteurs de
B-lactamase tels que l'acide clavulanique, ce qui rend l'association B-lactame et B-lactamase
inefficace. Le céfépime et les carbapénémes constituent les options thérapeutiques disponibles
(Tamma et al., 2013).

1.2.1.3 Carbapénémase

Les carbapénémes, longtemps considérés comme le dernier rempart de notre arsenal
contre les agents pathogenes Gram négatifs résistants, sont aujourd’hui souvent rendus

inefficaces avec l'apparition de la carbapénémase (hydrolyse des carbapénemes).

Les deux groupes importants de carbapénémases sont les suivants: Klebsiella
pneumoniae carbapénémases (KPC) et les métallo-p-lactamases. Les enzymes KPC résident

sur des plasmides transmissibles et peuvent étre transmises par K. pneumoniae a d'autres
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genres tels qu’E. coli, P. aeruginosa et Enterobacter spp (Navon-Venezia et al., 2006). Ces
enzymes conferent une résistance a la plupart des p-lactamases (Yigit et al., 2001).

Les métallo-B-lactamases (MBLs), ainsi nommées en raison de leur dépendance au
zinc pour une hydrolyse efficace des p-lactamines, peuvent étre codées par le chromosome et
apparaitre naturellement, ou acquises, résidant sur des plasmides. Les organismes producteurs
de carbapénémase peuvent provenir de souches précédemment négatives pour la
carbapénémase en acquérant des génes d'autres bactéries par le biais d'éléments génétiques

mobiles d'autres bactéries par le biais d'éléments génétiques mobiles (Nouér et al., 2005).

1.2.2 Résistance aux quinolones/fluoroquinolones

Il existe difféerents mécanismes de résistance aux quinolones dont les modifications
des topoisomérases de I'enzyme cible causees principalement par des mutations qui réduisent
l'affinité des quinolones sans compromettre la fonction de I'enzyme et qui sont le mécanisme
le plus courant de résistance acquise aux quinolones et ont déja été signalées chez plusieurs
especes bactériennes (Roberts et Schwarz, 2017). Les mutations liées a la résistance sont
regroupées dans des régions discretes des sous-unités enzymatiques, appelées régions

déterminant la résistance a la quinolone (RDRQ) (Santajit et Indrawattana, 2016).

Une résistance accrue aux quinolones chez les bactéries Gram négatives due a des
variations dans les protéines de leur membrane externe de sorte qu’elles réduisent 1'absorption
de I’antibiotique et cela par réduction de la perméabilité ou efflux actif (Theuretzbacher et al.,
2020). La protection de la cible de la topoisomérase est assurée par une famille de petites
protéines a répétition penta-peptidique, appelées protéines Qnr, qui se fixent aux cibles de la

topoisomérase et les protégent contre l'interaction avec les quinolones (Bansal et al., 2017).

Le mécanisme le plus récemment identifie de résistance aux quinolones est
I'inactivation par modification de I’antibiotique (Ghai et Ghai, 2017). L'acétylation est
effectuée par une variante de I'enzyme AAC codée par un plasmide, qui a la capacité
d'acétyler certaines molécules de quinolones en plus des aminoglycosides, et qui ont des
amines secondaires non substituées comme la ciprofloxacine et la norfloxacine (Ruiz et al.,
2012).

1.2.3 Résistance aux aminoglycosides

Le mécanisme le plus important pour I'émergence de la résistance aux

aminoglycosides chez les bactéries aérobies Gram négatives est l'inactivation enzymatique.
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Les enzymes modificatrices jouent un role majeur dans la résistance aux aminoglycosides
(Naha et al., 2020). Ces enzymes sont souvent d'origine plasmidique ou transposonique, il
existe des acétyltransférase et phosphotransférase dans ce groupe (Gonzalez et al., 2019). Les
enzymes modifiées sont responsables du degré élevé de résistance a la gentamicine chez
I'entérocoque (Gil-Gil et al., 2020).

Le mécanisme des modifications de la cible ribosomale est crucial dans la résistance a
la streptomycine, la cible de la streptomycine n'est pas reliée a la sous-unité ribosomale 30S
en raison de mutations dans la sous-unité 30S du ribosome, chez les entérocoques, ce genre de

résistance a la streptomycine est essentielle (Breijyeh et al., 2020).

1.2.4 Résistance aux polymixines

De nombreuses bactéries qui acquiérent une résistance a la polymyxine par exposition
a l’antibiotique, notamment K. pneumoniae, Salmonella enterica, A. baumannii et P.
aeruginosa, présentent une surexpression de I'opéron pmrCAB (ou d'une espece équivalente)
(Choi et Ko, 2014). L'un des produits du géne, la phosphoéthanolamine transférase (PmrC),
est responsable de la modification du lipide A (Macfarlane et al., 2000). Cette modification
abaisse la charge négative du LPS, ce qui entraine des niveaux variables de résistance a la
colistine et aux autres polymyxines (Choi et Ko, 2014). Mais aussi, la résistance a la
polymixine peut étre acquise et médiée par un gene mobile de résistance a la colistine (mcr-1)
et ses variantes. Ce mécanisme a été décrit a l'origine chez E. coli (Liu et al., 2016), mais il a

été largement signalé dans d'autres isolats de bactéries Gram négatives (Doumith et al., 2016).

1.2.5 Résistance aux tétracyclines

Par la réduction de la perméabilit¢ de la membrane résultant des mutations
chromosomiques spontanées chez les bactéries a la suite du développement de la résistance
pour empécher l'absorption des antibiotiques (Das et al., 2020). Les organismes peuvent
également développer une résistance aux tétracyclines en fonction des systémes de pompe
actifs (Béhm et al., 2020).

La protection du ribosome est le deuxiéme mécanisme important qui conduit a la
résistance aux tétracyclines (Sivagami et al., 2020) avec les genes tetM, tetO, tetQ, tetS qui
inhibent l'activité de I’antibiotique en modifiant un ribosome cytoplasmique qui se lie a la
tétracycline (Kapoor et al., 2017). lls sont d'origine plasmidique et d'origine chromosomique
(Poole, 2007).
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1.2.6 La résistance aux macrolides, lincosamides, streptogramines (MLS)

Les bactéries Gram négatives sont naturellement résistantes aux antibiotiques du
groupe MLS par la modification de la cible ribosomale (courant chez les bactéries Gram
positives) (Linkevicius et al., 2016 ; Zhanel et al., 2020). Ou par l’inactivation de
I’antibiotique par l'activité enzymatique car les cellules bactériennes possédant des enzymes
jouent un rdle critique dans la résistance, comme l'érythromycine, et d'autres macrolides
(Cesur et Demirdz, 2013).
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. De Panimal a ’homme

Le succes des antibiotiques dans le traitement et la prévention des maladies chez les
animaux de compagnie et les animaux destinés a l'alimentation a contribué a contréler la
propagation des maladies infectieuses et a améliorer la qualité de vie de nombreux animaux.
Cependant, la création et la surutilisation subséquente d'une grande variété d'antibiotiques
depuis le siécle dernier a conduit au développement de souches de bactéries résistantes aux
antibiotiques (Kools et al., 2008).

Les infections causées par des bactéries résistantes aux antibiotiques sont trop
fréquentes ce qui nuit au traitement efficace des personnes et des animaux. La résistance aux
antibiotiques a augmenté en raison de l'introduction d'antibiotiques dans un environnement
(Butler et al., 2006). Il est essentiel d'examiner l'utilisation de ces médicaments chez 1’homme
que chez I’animal pour préserver I’efficacité des antibiotiques. Les résistances qui évoluent au
sein des bactéries affectant les animaux ont le potentiel d'affecter 'nomme. Les personnes qui
travaillent dans des fermes ou des installations de production danimaux destines a
l'alimentation courent un risque plus élevé d'infection par une souche résistante de bactéries
(Sarmah et al., 2006)

De nombreux antibiotiques utilises dans l'alimentation animale sont également utilisés
pour traiter des maladies chez I'homme. Une telle utilisation d'antibiotiques dans
l'alimentation animale a suscité l'inquiétude parmi les autorités de santé publique et les
consommateurs, car une telle utilisation a grande échelle des antibiotiques peut entrainer
l'apparition d'une résistance bactérienne dans le tractus gastro-intestinal (TGI) de ces
animaux. Cette résistance peut également étre transmise aux habitants bactériens du tractus

gastro-intestinal par la chaine alimentaire (Marshall et Levy, 2011).

L'administration de faibles doses d'antibiotiques tels que la tétracycline et la
pénicilline aux volailles, aux porcs et aux veaux pour favoriser leur croissance a entrainé une
augmentation du réservoir de bactéries résistantes. Ces bactéries résistantes provenant des
animaux peuvent atteindre la population humaine. Ce phénoméne est bien établi avec les
infections a Salmonella. Les bactéries résistantes aux antibiotiques se propagent de l'animal a
'homme de maniére indirecte par l'intermédiaire des aliments (par exemple, par la
contamination des carcasses lors de l'abattage) ou, plus rarement, par contact direct

(agriculteurs, ouvriers d'abattoir) (Spellbery, 2008).
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La résistance a d'autres antibiotiques a été détectée au fur et a mesure de I'introduction
de nouveaux agents a des fins thérapeutiques et de stimulation de la croissance (Anderson,
2000). Récemment, il a été démontré que I'administration de faibles doses d'ampicilline a des
poulets sélectionnait des niveaux élevés de résistance a cet antibiotique (Rosen, 2003).

Plusieurs nouvelles initiatives doivent étre mises en place pour enrayer la tendance
alarmante de la résistance aux antibiotiques et pour faire face au nombre toujours croissant
d'infections causées par des bactéries résistantes (CDC, 2008), comme I’utilisation appropriée
et judicieuse des antibiotiques en médecine vétérinaire et humaine et dans les secteurs
agricole (Phillips et al., 2004). L'OMS a publié des principes mondiaux pour la maitrise de
l'antibiorésistance chez les animaux destinés a l'alimentation (WHO, 2000). Si les
antibiotiques sont nécessaires pour prévenir, controler ou traiter une maladie, envisager
d'abord l'utilisation d'antibiotiques qui sont moins importants pour la médecine humaine ou
veterinaire (WHO, 2009).

Préserver la santé des animaux afin d’éviter 1’utilisation d’antibiotiques (Rosen, 2003)
et en améliorant ’hygiéne, la biosécurité¢ et en prévenant les maladies par I’utilisation de
vacins ou les probiotiques car les bactéries probiotiques pourraient affecter la microflore
intestinale par l'exclusion competitive des bacteries pathogénes, la production de produits
antibactériens ou d'enzymes qui agissent sur les bactéries intestinales, ou la production
d'autres métabolites qui affectent les commensaux intestinaux et ainsi on réduit et on élimine

le besoin d'antibiotiques pour le traitement ou la prophylaxie (Anonymous, 2006).
Il. De ’environnement a ’homme

La dissémination sauvage de la résistance aux antimicrobiens parmi les populations
bactériennes constitue un probléme croissant dans le monde entier. Les bactéries résistantes
aux antimicrobiens sont beaucoup plus susceptibles d'étre trouvéees dans les aliments crus ou
mal cuits que dans les aliments cuits (Losio et al., 2015), ainsi plusieurs rapports
épidémiologiques ont mis en cause divers aliments comme vecteurs associés aux maladies
d'origine alimentaire causées par des agents pathogénes tels que E. coli (Marder et al., 2014b)
ou d’autres germes porteurs de génes acquis et conférent une résistance a des antibiotiques
cliniguement pertinents, certains d'entre eux étant habituellement associés a des antibiotiques

cliniguement importants, certains d'entre eux étant généralement associés a des éléments
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mobiles et pouvant étre transférés a des agents pathogenes présentant une résistance acquise
(Nayme et al., 2017).

Aussi, l'irrigation avec des eaux usées non traitées joue également un réle important
dans la contamination des produits frais (Castro-Rosas et al., 2012), tel que les légumes et les
fruits, qui peuvent étre contaminés par de l'eau, des engrais insuffisamment traités ou peuvent
étre compromis par l'utilisation de biocides pendant leur culture, leur transformation et leur
distribution (Beuchat, 1996 ; Franz et al., 2010).

De méme, les animaux peuvent également étre infectés par de I'eau ou des aliments
contaminés par des déchets d'origine humaine ou animale ou par des travailleurs porteurs de
germes. L'une des voies d'entrée possibles de divers microbes pourrait étre la manipulation de
la viande et des produits a base de viande en adoptant de mauvaises mesures d'hygiéne
inappropriees pendant la manipulation et la transformation (Kiranmayi et al., 2011) et ainsi
certains types courants de comportement humain jouent un réle dans la promotion de la

résistance.

Il a été suggéré que le transfert de la résistance aux antibiotiques dans le tractus gastro-
intestinal humain est toujours possible ainsi, si nos aliments contiennent un nombre important
de bactéries résistantes, cela pourrait étre une source importante de contamination par des
bactéries résistantes, elle pourrait étre une source importante de résistance dans la flore fécale
(Johnson et al., 2007). Sommer et al. (2010) ont montré que de nombreux génes de résistance
provenant de cultures de protéobactéries, issues de l'alimentation humaine et de la flore

fécale, ont été identifiés.

Les organismes résistants aux antibiotiques pénétrent dans les milieux aquatiques a
partir de sources humaines et animales. Ces bactéries sont capables de diffuser leurs génes
dans les microbes indigénes de I'eau, qui contiennent également des genes de résistance. Au
contraire, de nombreux antibiotiques d'origine industrielle ou proviennent des hopitaux, des
fermes, les exploitations agricoles et les procédures de désinfection et de gestion des eaux
usées peuvent circuler dans les milieux aquatiques, altérant potentiellement les écosystemes

microbiens (Baguero et al., 2008).

Les bactéries pathogénes et potentiellement pathogenes pour I'homme et I'animal sont
constamment rejetées avec les eaux usées dans l'environnement aquatique. Un grand nombre

de ces organismes abritent des génes de résistance aux antibiotiques, éventuellement insérés
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dans leur matériel génétiqgue mobile (plasmides, transposons, intégrons) capables de se
propager parmi les communautés bactériennes de I'eau et du sol (Alonso et al., 2001).

L'eau constitue non seulement un moyen de dissémination d'organismes résistants aux
antibiotiques parmi les populations humaines et animales, puisque l'eau potable est produite a
partir des eaux de surface, mais aussi la voie par laquelle les genes de résistance sont
introduits dans les écosystemes bactériens naturels, en outre, l'introduction (et lI'accumulation
progressive) dans I'environnement d'agents antimicrobiens, de détergents, de désinfectants et
de résidus de la pollution industrielle, tels que les métaux lourds, contribue a I'évolution et a la
propagation de ces organismes résistants dans I'environnement aquatique (Cabello, 2006).

Les bactéries de I'environnement constituent une source illimitée de génes qui peuvent
agir comme genes de résistance lorsqu’ils pénetrent dans les organismes pathogenes
(D’Acosta et al., 2006). Une politique visant a prévenir ou a empécher le mélange de
bactéries d'origine humaine et animale avec les bactéries de I'environnement semble
souhaitable. La figure 4 ci-dessous résume le cycle de transmission de la résistance aux

antibiotiques.
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I11. Les facteurs influencant la résistance bactérienne

A cause de l'utilisation de doses sous-thérapeutiques (principalement en raison d'une
prescription inadéquate ou d'une l'inobservation des prescriptions par les patients), ce qui crée
une situation ou des souches hautement résistantes sont sélectionnées séquentiellement; et la
fourniture de médicaments de mauvaise qualité (inférieurs aux normes), dont ni le
prescripteur ni le patient ne sont conscients, ni le patient n'est au courant, ce qui exerce une
pression sélective sous-inhibitrice pour tuer les bactéries. D'autres problémes incluent les
conditions créées par I'nomme (environnements chauds, humides et non hygiéniques) qui sont
non seulement propices a la propagation des agents pathogénes, mais aussi favorables aux
organismes résistants qui portent des genes de résistance (Moran et al., 2005).

L'autre facteur est le mauvais stockage qui conduit a la dégradation du médicament par
la chaleur et/ou I'numidité au cours de la distribution. En outre, la surpopulation et le manque
de ressources pour un controle efficace des infections dans de nombreux établissements de
santé alimentent les épidémies hospitaliéres d'organismes résistants, tels que le staphylocoque
résistant a la methicilline. Tels que les staphylocoques résistants a la méthicilline, les
batonnets multirésistants, les souches résistantes a la vancomycine, etc et autres (Kieninger et
Lipsett, 2009).

L'utilisation excessive d'antibiotiques dans le bétail et I'élevage est le principal facteur
d'apparition de bactéries résistantes aux antibiotiques d'origine alimentaire, et les aliments
d’origine animale contaminés constitueraient des vecteurs potentiels de transmission de
bactéries résistantes a I’homme, notamment a la pénicilline, la gentamicine, I'érythromycine,
la tétracycline, le triméthoprime-sulfaméthoxazole et le chloramphénicol comme facteurs de

croissance ou de traitement (Safarpoor Dehkordi et al., 2017 ; Sergelidis et Angelidis, 2017).

Les changements mondiaux qui affectent la croissance démographique, le mode de
vie, le commerce international des denrées alimentaires, la production et la transformation des
aliments, les pratiques agricoles et d'élevage sont devenus une menace sur I'émergence des

maladies d'origine alimentaire (De Buyser et al., 2001).

La manipulation incorrecte des aliments et les pratiques peu hygiéniques des préposés
a la manipulation des aliments pendant la production, la transformation et la distribution ont

contribué a des épisodes d'intoxication alimentaire (Angelillo et al., 2000).
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Partie | : caractérisation phénotypique du profil d’antibiorésistance des souches

Escherichia coli isolées a partir de différentes origines
1. Technique de prélévement

Plusieurs prélévements d’origine clinique (infections urinaires communautaires) et
alimentaire (viande de beeuf crue) ont été collectés entre janvier et juillet 2020 dans la ville

d'Oum El-bouaghi, Algérie.
1.1 Echantillon d’origine alimentaire

100 échantillons de viande de beeuf ont été prélevés de maniére aseptique dans
plusieurs boucheries de la ville d'Oum EI-Bouaghi, un couteau stérile a éte utilisé pour
découper les échantillons de viande et sont mis dans des sachets stériles et transportés au
laboratoire dans des conditions aseptiques a 4°C et analysés dans les deux heures suivant

I'échantillonnage.
1.2 Echantillon d’origine clinique

La technique de recueil des urines doit étre rigoureuse, pour éviter les contaminations
qui faussent I’interprétation des résultats (Cavallo et Garrabé, 2003). La méthode consiste a
prélever, aprés toilette locale des organes génitaux externes, le second jet d’urines dans un
récipient stérile.
Chaque prélévement urinaire fait I’objet d’'un ECBU de routine comportant les éléments
suivants :
< Une uroculture et dénombrement de germes sur milieux non sélectif (gélose PCA, gélose

Columbia ou gélose nutritive) avec une bactériurie supérieure ou égale a 10° UFC/m.

< Un examen direct permettant d’apprécier la leucocyturie et les éléments figurés de ’urine

(hématies, cristaux, cylindres...) supérieure ou égale a 10* éléments/ml

(Tagajdid et al., 2010) (figure 06).
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L'ECBU dans ses différentes étapes
Schéma synoptique de réalisation

Prélévement d’urines
|
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Figure 06 : Schéma récapitulatif des différentes étapes d’un ECBU (Tagajdid et al., 2010)

I1. Isolement et purification des souches

< Echantillon d’origine clinique, dix millilitre (10 ml) d'échantillon d'urine ont été
recueillis dans un récipient stérile et mis en culture sur une gélose Mac-Conkey par un
ensemencement en stries a 1’aide d’une anse de platine. Les densités de croissance d'E.
coli supérieures ou égales a 10* UFC/ml (unités formant des colonies par millilitre) ont été
interprétées comme positives pour une infection urinaire (Uranian et Moghadas, 2010).

< Echantillon d’origine alimentaire, vingt-cing grammes (25¢g) de chaque échantillon de
viande ont été placé et agité dans 225mL de bouillon nutritif, incubés pendant 6-8 h a
37°C. Apres, un millilitre (1ml) de chagque échantillon a été étalé sur une gelose Mac
Conkey pendant 24 heures a 37°C.
Une colonie présentant une morphologie typique d'E. coli est réisolée sur la gélose Mac

Conkey et Hektoen afin d’obtenir des souches pures (voir annexe 03).
I11. Identification des souches

L’identification des souches est réalisée par des méthodes biochimiques classiques, des
tests bactériologiques standard, qui comprennent : coloration de Gram, la mobilité, 'oxydase,
catalase, la fermentation du glucose et du lactose en utilisant une gélose au triple sucre et au
fer, le test au rouge de méthyle, la production d'indole, le test a l'uréase (URE), le test de
Voges Proskauer (VP), l'utilisation du citrate (CIT) (Faddin, 1999), (voir annexe 02) et la
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confirmation des souches est effectuée par la galerie biochimique miniaturisée (APl 20E)

(voir annexe 03)

» Principe de la galerie biochimique API 20E
APl 20E est un systéme utilisant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés ainsi
qu'une base de données, elle se présente sous forme de produits desséchés que I'on réhydrate
par inoculation de la suspension du germe a tester, afin d’identifier des entérobactéries et
d’autres bacilles Gram négatifs non fastidieux.

» Technique (BioMérieux APl 20E manual. 2010)
- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la bofte.
- Créer une atmosphére humide en réunissant fond et couvercle d'une boite d'incubation avec
la répartition de 5ml d'eau distillé dans les alvéeoles.
- Retirer la galerie de son emballage individuel et la déposer dans la boite d'incubation.
- Préparer I'inoculum bactérien : une colonie dans 5ml d'eau physiologique, dont ’opacité est
équivalente a 0,5 Mc Farland.
- Remplir les tubes et les cupules des tests CIT, VP et GEL avec la suspension bactérienne, a
l'aide d'une pipette Pasteur, tandis que pour les autres tests comme : ADH, LDC, ODC, URE,
H>S, il faut remplir uniquement les tubes (et non les cupules), afin de créer 1’anaérobiose il
faut rajouter I'nuile de paraffine stérile dans la cupule.
- Incuber a 37C° pendant 18-24 heures.
» Lecture des résultats
La lecture des résultats se réfere a un catalogue analytique (voir annexe 02) ou l'identification

est donnée avec un pourcentage et une appréciation (BioMérieux APl 20E manual. 2010).
IV. Conservation des souches

Toutes les souches d'E. coli ont été conservées, pour d’autres études ultérieures, par la :
< Méthode 01 : sur gélose de conservation

< Méthode 02 : a 4°C dans un bouillon nutritif contenant 20% de glycérol
V. Test de sensibilité aux antibiotiques

Toutes les souches d'E. coli identifiées sont soumises a des tests de sensibilité a 10 agents
antimicrobiens par une méthode de diffusion des disques sur gélose Mueller-Hinton (MH)

(Bio-Rad) selon les recommandations du comité Frangais de 1’antibiogramme de la Société
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Francaise de Microbiologie (http://www.sfm-microbiologie.org/ . Les antibiotiques utilisés

sont les suivants : ampicilline (10pg), amoxicilline-acide clavulanique (30pg), imipénéme
(10pg), céfotaxime (30pg), tétracycline (30 pg), triméthoprime-sulfaméthoxazole (25ug),
gentamycine (10ug), rifampicine (5ug), acide nalidixique (30ug) et ciprofloxacine (5pug)
(SFM, 2019).
> Inoculum

A partir d’une culture de 18-24 heures sur milieu gélose, 3 & 4 colonies bien isolées et
parfaitement identiques sont prélevées et dissociées dans 5 ml d’eau physiologique, afin
d’obtenir une suspension diluée jusqu'a une densité de 0,5 McFarland équivalent a 10’
UFC/mL
» Ensemencement

Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et éliminer 1’exces
de liquide en tournant I’écouvillon sur les parois du tube. Il est important de rejeter I’exces de
liquide pour éviter une sur-inoculation des boites, en particulier pour les bactéries Gram
négatives. Ecouvillonner la totalité de la surface de la gélose dans trois directions.
Les disques d’antibiotiques sont déposés sur la gélose de Mueller-Hinton préalablement
ensemencees par écouvillonnage. Les boites sont par la suite incubées pendant 24H a 37°C.
> Lecture

L’interprétation en Sensible (S), Intermédiaire (I) ou Résistant (R) est effectuée selon les
criteres définis par le comité Frangais de I’antibiogramme de la société Frangaise de

Microbiologie (CFA-SFM, 2019).
IV.1. Détection phénotypique de la production de BLSE

» Principe

La recherche des BLSE a été réalisée par le DD-test ou test de synérgie, qui consiste a
placer des disques de céphalosporine de troisieme génération céftazidime, de céfotaxime, de
céfépime et d’aztréonam a une distance de 20 mm (centre a centre) d’un disque
d’amoxicilline-acide clavulanique (SFM, 2019).
» Technique

L'amoxicilline/acide clavulanique (20/10pg) a été placée au centre de la boite, et des
disques de ceftazidime (30pg), ceftriaxone (30pg) et céfotaxime (30ug) ont été placés a 15
mm du disque central, les boites ont été incubées 24 h a 37°C.

> Lecture
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Une zone d'inhibition supérieure & 5 mm autour du disque damoxicilline-acide
clavulanique par rapport aux disques de céphalosporine seule a été considérée comme une
production de BLSE. La production de BLSE a ensuite été confirmée par le test de
confirmation phénotypique (TCP) (SFM, 2019).

V. Analyse statistique

En utilisant le logiciel SPSS version 20, I'analyse des données a été faite et les valeurs
ont été exprimées en pourcentages des variables. Les analyses statistiques ont été réalisées en
utilisant le test de Khi-carré (X?) de Pearson pour évaluer le niveau de résistance des souches
d'E. coli d'origine clinique et alimentaire & chaque antibiotique ; un niveau de confiance, de

95% et une valeur P inférieure a 5% ont été considérés comme significatifs.
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Partie 11 : caractérisation phénotypique de la résistance aux antibiotiques des souches de

Staphylococcus spp d’origine clinique
I. Sources des échantillons cliniques

La recherche des souches de staphylocoques a porté sur 980 échantillons cliniques,
entre janvier et octobre 2020 a Oum EI Bouaghi (Algérie). Au total, 102 souches ont été
isolées a partir de nombreux échantillons pathologiques (sang, pus, écouvillon vaginal,
spermoculture, échantillon de peau, urine, prélevement mammaire et ponction vulvaire) a
partir de plusieurs laboratoires communautaires d'analyses médicales a Oum EI Bouaghi
(Algérie). Tous les échantillons ont été transportés au laboratoire dans des glaciéres a 4°C et

ont été analysés dans les deux premiéres heures suivant le prélevement.
I1. Isolement des souches de staphylocoques

L’isolement des staphylocoques est réalisé par un ensemencement en stries sur milieu

mannitol (milieu Chapman), I’incubation se fait 24 heures a 37°C.
I11. Identification des souches

Les souches ont été cultivées et confirmees apres culture comme étant Staphylococcus
aureus et S. epidermidis par des caracteres macroscopigues (voir annexe 03), la morphologie
bactérienne, la mobilité, la coloration de Gram et des tests biochimiques : catalase, oxydase,
coagulase, test ADNase, tests de fermentation du mannitol (voir annexe 02) (Quinn et al.,
1994), et la confirmation des espéces par le systtme APl STAPH-IDENT (Wesley et al.,
1982).

IV. Tests de sensibilité aux antibiotiques

L’étude de sensibilité aux antibiotiques de 102 souches a été réalisée en utilisant la
méthode standard de diffusion des disques selon les recommandations du Comité de

I'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (http://www.sfm-

microbiologie.org/ .

Les 12 antibiotiques testés sont : la céfoxitine (30ug), l'oxacilline (1pg), l'imipénéme
(10pg), la vancomycine (30pg), la ciprofloxacine (5pg), gentamycine (10ug), cotrimoxazole
(25pg), érythromycine (15ug), lincomycine (2pg), spiramycine (15ug), pristinamycine (15ug)
et fosfomycine (200pg).
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> Interprétation des résultats

La zone d'inhibition autour des disques d’antibiotiques a été évaluée selon la méthode
SFM (2019). Les souches ont été désignées comme résistantes, sensibles ou intermédiaires
apres la mesure de la zone d'inhibition autour des disques d’antibiotiques.
Les souches ont été distinguées respectivement comme SARM (Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline) et SASM (Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline) par la
méthode de diffusion des disques d'oxacilline, et les souches présentant une résistance a trois

classes d'antibiotiques ou plus ont été définies comme multirésistantes (BMR) (SFM, 2019)
V. Analyse statistique

L'analyse des données a été realisée a l'aide du logiciel SPSS version 20, et les valeurs
ont éte exprimees sous forme de pourcentages des variables. Afin d'évaluer la différence de
résistance aux antibiotiques des souches cliniques obtenues (S. aureus et S. epidermidis) le
test de Khi-deux (X?) de Pearson a été effectué, avec 95% comme intervalle de confiance, de

sorte qu'une valeur P inférieure a 5% était considérée comme statistiquement significative.
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Partie 11l : caractérisation moléculaire du génome entier des souches cliniques

multirésistantes de Klebsiella pneumoniae
I. Sélection des souches

Les souches de Klebsiella pneumoniae ont été isolées a partir d’échantillons cliniques
sur milieu Mac conkey par un ensemencement en strie et ont été sélectionnées sur la base de
leur profil de résistance et de leur niveau de production de BLSE. Ainsi, quatre souches de K.
pneumoniae multirésistantes et productrices de BLSE ont été choisies pour I’analyse
moléculaire du génome bactérien entier dans le Centre National de Recherche (CNR) sur la
Résistance des Entérobactéries de Clermont-Ferrand en France.

I1. Identification des souches

Les souches ont été cultivées sur la gélose MacConkey (BioMérieux, Marcy I'Etoile,
France) pendant 24 heures a 37°C. Les souches ont été confirmées par spectrometrie de masse
a l'aide du VITEK® MS (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France).

I1.1. Principe de la spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS)

VITEK® MS PRIME est un appareil spectrométre de masse Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization Time Of Flight (MALDI-TOF), analysant le materiel provenant de
cultures microbiennes afin d’identifier le microorganisme. Les échantillons sont exposés a des
tirs laser multiples a l'intérieur de VITEK® MS PRIME (Jim, 2016).

11.2. Technique de la spectrométrie de masse

VITEK® MS PRIME a été concu pour intégrer des avantages supplémentaires afin

d'améliorer l'utilisation de la technologie MALDI-TOF (Jim, 2016).

- La matrice absorbe la lumiere laser et se vaporise, avec I'échantillon, tout en se chargeant
électriqguement au cours du processus (ionisation).

- Des champs électriques guident ensuite les ions dans un tube a vide qui les sépare en
fonction de leur poids, les petites molécules remontant plus rapidement dans la colonne
que les grosses.

- Ce « temps de vol » crée une série de pics qui correspondent aux différentes molécules
contenues dans l'organisme de I'échantillon. L’ensemble des pics créent des spectres

identiques et propres a ce microorganisme.
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- Ces spectres issus de chaque microorganisme sont comparés a une large librairie possédée

par bioMérieux, ce qui permet d'identifier trés facilement le microorganisme.
I11. Séquencage de I'ADN
IIL.1. Extraction d’ADN

L'ADN genomique a été extrait a l'aide d'un extracteur QlAxtractor (Qiagen, Valencia,
CA), et la préparation des librairies d’ADN a été effectuée a l'aide d'un kit de préparation
d'échantillons d'ADN Nextera XT (lllumina, San Diego, CA), en respectant le protocole
[lumina.
< Les mesures de controle de la qualité ont été examinées sur I'ensemble de la collection

avec un score de qualité moyen des paires de bases de lecture de Q > 20 et une longueur

de lecture de 70 % de la longueur de lecture originale. Les lectures Illumina filtrées sont
assemblées a l'aide d'Unicycler (Wick et al., 2017). Les contigs ont été annotés a l'aide de

Bakta.
< Les librairies ont été séquencées avec la plateforme MiSeq d'lllumina (2x300-bp paired-

end reads) avec une profondeur minimale (mapped-reads) de 40-fold. Des recherches de

contaminants et une identification moléculaire ont été effectuées pour chaque échantillon

a l'aide de la technique centrifuge (Kim et al., 2016).
I11.2 Technique de séquencage Nextera XT, illumina

(1 Objectifs
Le séquencage par la méthode Illumina est une technique permettant de séquencer plusieurs
centaines de millions de fragments d'ADN. L’application de cette « Next generation
sequencing » (NGS) permet d’étudier la diversité microbienne dans 1’environnement, de
séquencer des génomes entiers, ou d’analyser les interactions entre ADN et protéines.
0 Principe
Le concept de la technologie Next-Generation Sequencing (NGS) est basé sur :
< L’action de I'ADN-polymérase qui catalyse l'incorporation du désoxyribonucléotides
triphosphates (dNTP) marqués par fluorescence dans un brin d'ADN au cours des
cycles séquentiels de la synthése de I'ADN.
< Au cours de chaque cycle, au point d'incorporation, les nucléotides sont identifiés par

I'excitation du fluorophore.
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Le site de différence essentielle est qu'au lieu de séquencer un seul fragment d'’ADN, la NGS
étend ce processus a des millions de fragments, de maniere massivement paralléle. Plus de 90
% des données de séquencage dans le monde sont générées par la chimie de séquencage par
synthese (SBS) d'lllumina. Elle offre une grande précision, un rendement élevé de lectures
sans erreur et un pourcentage élevé d'appels de base supérieurs a Q30 (Ross et al., 2013 ;
Nakazato et al., 2013).

[1 Technique
Les flux de travail Next-Generation sequencing (NGS) d'lllumina comprennent quatre étapes
de base illustrées dans la figure 07 ci-dessous, et qui sont :

111.2.1 Préparation de la librairie

- La librairie de séquencage est préparee par fragmentation aléatoire de I'échantillon d'ADN
ou d'ADNC, suivie de l'adaptation 5" et 3'.

- Une autre solution consiste a combiner les réactions de fragmentation et de ligature en une
seule étape qui augmente considerablement l'efficacité du processus de préparation de la
librairie (Illumina, 2014).

111.2.2. Génération de clusters

- Cette étape consiste a amplifier I’ADN prépar€.

- Le brin d’ADN préparé va s’hybrider avec une séquence oligonucléotidique fixée et le
brin complémentaire va alors étre synthétisé par une polymérase.

- Le brin est libére, alors que le brin complémentaire reste fixé. Ce dernier est alors amplifié
en pont.

- Ainsi, chaque fragment est ensuite amplifié en clusters clonaux distincts. Lorsque la

génération des clusters est terminée, les matrices sont prétes pour le séquencage.

111.2.3. Séquencage

- Dans un second temps, le brin d’ADN complémentaire des séquences fixées sur le support
est synthétisé a ’aide de nucléotides marqués par des fluorochromes, qui au moment de
leur intégration émettent a une longueur d’onde spécifique du nucléotide marqué un signal
lumineux (ce type de séquencage est appelé «ségquencgage par synthese»).

- Le résultat est un séquencage base par base extrémement précis qui élimine pratiqguement
les erreurs spécifiques au contexte de la séquence, méme dans les régions de séquences
répétitives et les homopolymeres.

111.2.4. Analyse des données
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- Au cours de l'analyse et de l'alignement des donnees, les lectures de la séquence

nouvellement identifiée sont alignées sur un génome de référence. Aprés l'alignement, de

nombreuses variations d'analyse sont possibles, comme le polymorphisme d'un seul

nucléotide (SNP) ou l'identification des insertions et des délétions (indel), le comptage des

lectures pour les méthodes ARN, l'analyse phylogénétique ou métagénomique, etc.

Les quatre étapes de Next-Generation sequencing (NGS) d'lllumina sont résumées dans la

figure 7 ci-dessous.

A, Préparation des librairies

ADN génomigus
l Frameatzion
Adaplateurs — = .
l_ Ligafure
Séquenpags das lbraiies

La Horainz e séquengape de novele génération est peéparéz et frapmentant un échiantillon dz
ADN génomique ¢t en gaturant des adaotatenrs spécialisés auy deuw exiréeités du fragment

B. Amplification des Clusters

l celtule de flux

cycles damplification
du pont

Clusters

La librairie est placée dans une celtule d'écoulement et les fragments sont hybridésala
surface de la celtule d'écoulement. Chaque fragment lié est amplifié en un groupe clonal
par amplification en pont.

C. Séquencage

cycles de séquengage ( )

Les donnges sont exportees vers un Image numérique
fichier de zortis l
Cluster 1> Read 1: GAGT.
Cluster 2 = Head 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG...
Cluster 4 = Read 4: ATAC...
Fichier texte

Les agents de séquengage. v compris les nucléotides marqués par fluorescence,
sont ajoutés et la premigre base est incorporée. La cellule 4 écoulement est
imagee et [émission de chaque cluster est enregistree.

La longueur d'onds et lintensité de Iémission sont utilisées pour identifier la

base. Ce cycle est répété "n" fois pour créer une longueur de lecture de "n'" bases

D. Alignement et analyse des données

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
AGATGGTATTG
Lecture GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Génome de réference AGATGG TATTGCAATTTGACAT

Les lectures sont alignées sur une séquence de reférence avec un logiciel
bioinformatique. Aprés lalisnement, les différences entre l= génome de référence
et les lectures nouvellement séquencées peuvent 8tre identifides.
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Figure 07 : illustre les principales étapes de Next-Generation sequencing (NGS) d'lllumina

(MMumina, 2014).

IVV.3 Technique centrifuge

> Principe

Cette méthode effectue des analyses d'abondance a tous les niveaux taxonomiques (par

exemple, souche, espéce, genre). Comme de nombreux génomes partagent des segments

d’ADN presque identiques avec d'autres especes, les lectures provenant de ces segments

seront classées comme des espéces multiples. En comptant simplement le nombre de lectures

qui sont uniquement classifiées comme un génome donné et en ignorant ceux qui

correspondent a d'autres genomes (Kim et al., 2016).

» Technique (Kim et al., 2016)

IV.3.1 Compression de sequences de bases de données

Mise en ceuvre des schémas d'indexation efficaces en termes de mémoire pour la

classification des séquences microbiennes basée sur I'index FM, qui permet également des

opérations de recherche tres rapides.

Réduit la taille de I'index en compressant les séquences génomiques et en construisant une

version modifiée de I'index FM pour ces génomes compresses, comme suit :

o,
£

Premierement : pour certaines espéces bactériennes un grand nombre de souches et
d'isolats étroitement apparentés ont été séquenceés, genéralement parce qu'ils
représentent des pathogenes humains, les séquences génomiques des souches d'une
méme espece sont susceptibles d'étre trés similaires les unes aux autres. Ainsi,
I’¢élimination des séquences génomiques redondantes a été effectuée, de sorte que
la taille de stockage de I’index reste compacte méme si le nombre d'isolats
Séguenceés pour ces especes augmente.

D’abord, les deux génomes qui sont les plus similaires ont été choisis parmi tous
les génomes. Définir les deux génomes les plus similaires comme ceux qui
partagent le plus grand nombre de k-méres (en utilisant k = 53 pour cette étude)
aprés que les k-meres aient été échantillonnés au hasard a un taux de 1% des

génomes de la méme espece.
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< L'utilisation des deux genomes les plus similaires permet une meilleure
compression, car ils ont tendance a partager de plus grandes parties de séquences
génomiques que deux génomes choisis au hasard.
< Lors de la combinaison des deux génomes, les séquences de G2 ont été écartees
avec >99% d'identité a G1 et les séquences restantes ont été conservées pour les
utiliser dans I’index.
< Le génome qui est le plus similaire aux séquences combinées de G1 et G2 a été
trouvé et sont combinées de la méme maniere que celle décrite ci-dessus. Ce
processus est répété pour le reste des génomes.
Gréce a cette procédure le nombre de paires de bases provenant de ~4300 génomes bactériens
et archéales a été reduit de 15 & 9,1 milliards de paires de bases (Gbp).

1VV.3.2 Classification basée sur I'index FM

A l'aide de cet index FM, Centrifuge classe les séquences d’ADN comme suit :

< La technique centrifuge peut tout aussi bien traiter des lectures tres longues, des
contigs assemblés a partir d'une ébauche de genome, ou méme des séquences entieres.

< La technique centrifuge commence par une courte correspondance (16-pb™ minimum)
et étend la correspondance aussi loin que possible.

< |l faut noter que seules les correspondances exactes sont prises en compte tout au long
de ce processus, ce qui est un facteur clé de la vitesse de l'algorithme.

< Sur la base des correspondances exactes trouvees dans la lecture et son complément
inverse, la centrifuge classe ensuite les données et note ensuite chaque espéce.

IVV.3.3 Analyse d'abondance

En plus de la classification par lecture, la centrifuge effectue une analyse d'abondance a tout
niveau taxonomique (par exemple, souche, espéce, genre).

< Etant donné que de nombreux génomes partagent des segments d’ADN presque

identiques avec d'autres especes, les lectures provenant de ces segments seront

analyseées et classées comme des espéces multiples.
V. Annotation des génes

Pour définir la présence de genes spécifiques et de leurs alleles, on a utilisé :
< ARIBA (Hunt et al., 2017)
< DIAMOND (Buchfink et al., 2015)
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Les bases de données utilisées sont les suivantes :
< La base de données MLST
< La base de données de typage O:H de Serotype Finder
< La base de données de typage fimH
< Les bases de données curatées de génes/SNP AMR
% Notamment Res-Finder, NDARO et CARD.

IV.1 Technique Multi Locus Sequence Type (Charpentier, 2016)

» Principe

La méthode de typage Multi Locus Sequence Typing (MLST), est dans beaucoup de
domaines, la technique de référence pour discriminer différentes souches entre elles. Le
principe du typage MLST est d'amplifier, puis de séquencer plusieurs séquences choisies dans
des genes de ménage (house keeping genes) codant pour des protéines essentielles, qui
présentent des polymorphismes stables dans le temps. Les séquences des genes etudiés sont
donc relativement conservées entre les souches, mais elles présentent néanmoins un nombre

limité mais suffisant de SNP pour distinguer les souches entre elles.

En pratique, aprés séquencage, les polymorphismes de chacun des génes sont répertoriés
pour chaque souche, décrivant ainsi le genotype. Les haplotypes d'une souche sont ensuite
associés pour former un génotype qui est donc la combinaison des différents haplotypes.

Enfin, les génotypes de chaque souche sont comparés.

La méthode de référence reste a ce jour le MLST pour sa précision de détection des

polymorphismes. Cependant il s'agit d'une méthode onéreuse et chronophage.

Le schéma MLST de K. pneumoniae est basé sur I’analyse de 7 housekeeping genes
suivants (Diancourt et al., 2005) : gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB et tonB, il s'agit de génes
de ménage qui devraient étre présents dans tous les isolats des souches d’entérobactéries,
ayant un role important dans le métabolisme bactérien comme I’indique le Tableau 05 illustré

ci-dessous.
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Tableau 05 : Les fonctions des sept génes de ménages utilisés en MLST (Diancourt et al.,
2005)

Locus Fonction de géne

rpoB | Sous-unité béta de 'ARN polymérase B

gapA | Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase

mdh Malate déshydrogénase

pgi Phosphoglucose isomérase

phoE | Phosphoporine E

infB Facteur d'initiation de la traduction 2

tonB | Transducteur d'énergie périplasmique

< Pour le typage MLST, les résultats du séquencage de I’ADN seront ensuite interprétés en
soumettant les 7 séquences obtenues au serveur MLST pour obtenir le type de sequence
correspondant (type ST).
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Partie I: caractérisation phénotypique du profil d’antibiorésistance des souches

Escherichia coli isolées a partir de différentes origines
I. Fréquence d’isolement des souches

Un total de 159 souches d’E. coli ont été isolées a partir d'un total de 100 échantillons
de viande de bceuf crue et de 595 échantillons d'urine provenant de patients souffrant
d'infections communautaires et testés pour leur profil de résistance a 10 agents antimicrobiens
différents. L'utilisation des antibiotiques a un impact sur la distribution des phénotypes de
résistance aux antimicrobiens (Aarestrup, 1999 ; Kulkarni et al., 2007).

Dans cette étude, le taux de contamination microbienne de la viande de beeuf crue par
Escherichia coli était élevé (100 %), ce taux est supérieur a celui rapporté par Kassem et al.
(2020) au Liban (76 %), egalement Gregova et Kmet. (2020) indiquent qu’E. coli contamine
fréquemment la viande de beeuf. Ainsi, lors de l'abattage, il existe un risque de transmission
d'E. coli a 'homme a partir de lI'environnement contaminé par le contenu intestinal des bovins
(Philips, 1999).

La prévalence des E. coli isolées des infections urinaires est de 59,1%, ce qui est presque
similaire au taux obtenu par Bentroki et al. (2012) a Guelma (60%). E. coli est le germe fécal
le plus isolé qui provient de I'anus et qui peut pénétrer dans l'ouverture urétrale et contaminer
le systeme urinaire surtout chez les femmes (Derakhshan et al., 2018), il est fréqguemment a
l'origine d'infection urinaire communautaire (IUC) chez I'homme (Chervet et al., 2018 ;
Mueller et al., 2019 ; Otter et al., 2019) comme le constate I'étude établie au Maroc par El
Hamzaoui et al. (2020) parmi 787 entérobactéries uro-pathogénes isolées d'un milieu

communautaire, 77,38% sont des isolats d'E. coli.
Il. Test de sensibilité aux antibiotiques

L'étude de la résistance des souches d’E. coli aux antibiotiques a partir de viande de
beeuf crue a été développée pour la premiere fois en Algérie. Probablement, il existe une
relation entre les E. coli causant des mastites chez les vaches et leur apparition dans la viande

comme l'ont rapporté Saidani et al. (2018) en Tunisie.

La résistance aux antibiotiques peut étre liée a l'utilisation excessive d'antibiotiques
pour traiter les infections chez les bovins, en particulier contre E. coli. En Egypte, E. coli

résistant s'est avéré étre I'un des principaux agents responsables de la mammite chez les
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bovins apres Staphylococcus aureus et Streptococcus agalactiae (Abdel-Rady et Sayed,

2009). Le tableau 06 présente les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques.

Tableau 06 : profil de sensibilité aux antibiotiques des souches E. coli d’origine clinique et

alimentaire par la méthode de diffusion des disques.

Agents antimicrobiens Dosage Phenotype de resistance N (%)
(n9) E. coli alimentaire E. coli clinique
n=100 n=59
Ampicilline 10 95 (95%) 47 (79,7%)
Amoxicilline-acide 30 90 (90%) 31 (52,5%)
clavulanique
Céfotaxime 30 0 (0%) 11 (18,6%)
Imipéném 10 0 (0%) 0 (0%)
Gentamycine 10 25 (25%) 8 (13,6%)
Triméthoprime- 25 100 (100%) 32 (54,2%)
sulfaméthoxazole
Acide Nalidixique 30 95 (95%) 34 (57,6%)
Ciprofloxacine 5 90 (90%) 12 (20,3%)
Rifampicine 5 100 (100%) ND
Tétracycline 30 75 (75%) ND

ND : non déterminé, pg : microgramme, % : pourcentage, n : nombre d'isolats d'E. coli.

Le test de sensibilité aux antibiotiques par diffusion de disques a indiqué une forte prévalence

de la résistance a divers agents antimicrobiens dans les deux origines :

Origine alimentaire : le type dominant de résistance chez E. coli provenant d'échantillons de
viande de beeuf crue était le triméthoprime-sulfaméthoxazole et la rifampicine, détectés de
maniére identique dans 100 (100%) isolats, suivis par I'ampicilline et I'acide nalidixique dans
95 (95%), 'amoxicilline-acide clavulanique et la ciprofloxacine dans 90 (90%), la tétracycline
dans 75 (75%) et la gentamycine dans 25 (25%) d’isolats. Aucun des isolats n'a été trouvé

résistant au céfotaxime et au carbapéneme (imipéneme).

Origine clinique : pour les E. coli provenant déchantillons d'infections urinaires, la plus
grande résistance a été révélée pour I'amoxicilline chez 47 (79,7%) des isolats, suivie par
l'acide nalidixique chez 34 (57,6%), triméthoprime-sulfaméthoxazole dans 32 (54,2%),
amoxicilline-acide clavulanique dans 31 (52,5%), ciprofloxacine dans 12 (20,3%), céfotaxime
dans 11 (18,6%) et 8 (13,6%) pour la gentamycine. Les résultats ont révélé qu'aucune des
souches d'E. coli n'était résistante a I'imipéneme, ce qui en fait l'antibiotique le plus efficace

contre les isolats d'E. coli, avec une sensibilité de 100 % dans les deux origines (tableau 06).
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Selon leur origine, les souches d’E. coli d'origine animale (viande crue) étaient
significativement plus résistantes & la rifampicine (100%) et au triméthoprime-
sulfaméthoxazole (100%) et les E. coli cliniques étaient significativement plus résistantes a
I'ampicilline (79,7%), a l'acide nalidixique (57,6%) et au triméthoprime-sulfaméthoxazole
(54,2%).

Vana et al. (2008) ont indiqué que les isolats d'E. coli provenant de la viande de beeuf
présentent un degré de résistance plus faible que ceux provenant de la viande de porc et du
poulet. Les données du tableau 06 ont montré qu'il n'y a pas de résistance pour l'imipéneme,
résultats similaires a I'éstude menée par Rebbah et al. (2018) a Alger car en Algérie, il est

interdit dans le domaine vétérinaire.

De méme pour la céfotaxime 0% de résistance, surprenant, malgré qu'en Algérie les
céphalosporines de 3éme génération sont prescrites en premiére intention chez le bétail. En
revanche, la résistance aux céphalosporines est tres fréquente chez les souches d'E. coli

isolées a partir de la viande de beeuf crue selon d'autres études (Teshager et al., 2000).

Nous notons une résistance totale pour la rifampicine et le triméthoprime-
sulfamethoxazole, le résultat du triméthoprime-sulfaméthoxazole est peut-étre di a la
présence de dihydroptéroate synthase (DHPS) et de dihydrofolatereductase (DHFR). Le
résultat de la résistance a la rifampicine pourrait étre lié a la présence de genes spécifiques qui
codent pour cette résistance, comme le confirment les études suivantes (Brinas et al., 2002 ;
Guerra et al., 2003).

La résistance des souches aux f-lactamines est observée pour lI'ampicilline avec 95%
et I'amoxicilline-acide clavulanique avec 90%, d'autres études montrent que la résistance aux
B-lactamines est supérieure a 50% a partir de viande bovine crue (Altalhi et al., 2010 ;
Trongjit et al., 2016).

Les profils de résistance des souches aux quinolones et fluoroguinolones sont de 95%
pour l'acide nalidixique et de 90% pour la ciprofloxacine. Cette résistance aux quinolones et
aux B-lactamines est probablement due a la surutilisation de ces antibiotiques en premiére
intention. Selon les vétérinaires algériens, cette résistance est peut-étre aussi due au non-

respect de la période d'attente avant I'abattage.

Nous avons observé un niveau de résistance a la tétracycline plus élevé (75%) que

celui montré au Ghana (18-44%) (Adzitey, 2015). L'utilisation de la tétracycline comme

68



Résultats et discussion

traitement ou additif alimentaire est interdite en Algérie. Cependant, elle est encore utilisée
illégalement pour le traitement et I'engraissement (Cameron et McAllister, 2016 ; De Bruyne
et al., 2014) des bovins, car elle a un large spectre d'action, et est disponible sur le marché

pharmaceutique a bas prix.

Dans notre étude, le niveau de résistance a la gentamicine (25%) est inférieur a celui
décrit par Rahman et al. (2017) au Bangladesh (100%) car en Algérie elle est interdite en
médecine vétérinaire. De méme, d'autres chercheurs ont rapporté que les souches E. coli
isolées a partir de viandes dérivées étaient plus fréquemment résistantes a la tétracycline, a
I'ampicilline et a la gentamycine (19% a 50%) par rapport a la résistance aux autres agents
testés (1% a 8,4%) (Saenz et al., 2001 ; Schroeder et al., 2003 ; Johnson et al., 2005).

Les données du tableau 06 indiquent que toutes les souches cliniques sont sensibles a
l'imipénéme comme 1’indique I'étude de Yahiaoui et al. (2015) a Alger car ils ne sont utilisés
que pour traiter les infections graves causees par les entérobactéries productrices de BLSE
(Rattanaumpawan et al., 2017 ; Ramasubramanian et al., 2018). Cependant, certains pays
comme I'Australie commencent a trouver une resistance aux carbapénémes chez E. coli
(Totsika et al., 2012).

Le phénotype de résistance des souches d'E. coli a d'autres antibiotiques a été observe
avec des taux différents, le taux le plus élevé est observé pour les B-lactamines qui est de
79,7% pour I'ampicilline comme le montrent les données publiées en Espagne (Aguiar et al.,
1992 ; Alos et al., 1997 ; Daza et al., 2001 ; Kahlmeter, 2003), nous avons trouvé 52,5% de
souches résistantes a I'amoxicilline-acide clavulanique, ce taux est plus éleve que celui
rapporté par Bentroki et al. (2012) a Bejaia (45%), et 18,6% des souches E. coli étaient
résistantes au céfotaxime. Cette résistance pourrait s'expliquer par lutilisation des p-
lactamines comme antibiotique de premiére intention pour traiter les infections bactériennes
chez 'nomme (Lei et al., 2010).

La résistance aux quinolones et fluorogquinolones est de 57,6% pour lacide
nalidixique, un pourcentage inférieur a celui obtenu par Betitra et al. (2014) a Béjaia (80%), et
nos données ont montré une résistance de 20,3% pour la ciprofloxacine ; en Algérie comme
en Europe, le taux de résistance a la ciprofloxacine dépasse 20% chez les souches d'E. coli
provenant d'infections cliniques humaines (Oteo et al., 2005). La résistance aux quinolones
est principalement chromosomique. Cependant, en Algérie, il a été démontré que certains

plasmides favorisent la résistance aux quinolones (Meradi et al., 2011), probablement a I'age
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adulte, les fluoroquinolones/quinolones sont largement prescrites pour traiter les infections
urinaires (Koyle et al., 2003). 54,2% des souches étaient résistantes au triméthoprime-
sulfaméthoxazole, ce taux est plus élevé que celui montré par Yahiaoui et al. (2015) & Alger
(36,7%), car c'est le médicament antibactérien le plus commun pour traiter les infections
urinaires, il induit donc une co-sélection pour les autres antibiotiques utilisés, menacant la

santé humaine (Schroeder et al., 2004).
I11. Production de BLSE

Ainsi, selon le test de conformation des BLSE (PCDDT et DDST), aucune souche d’E.
coli productrice de BLSE n'a été identifiée dans les échantillons de viande de beeuf crue mais
10 (17%) souches ont montré une sensibilité accrue a la ceftazidime et/ou a la céfotaxime en
présence d'acide clavulanique. Elles sont donc des E. coli BLSE-positives dans les
échantillons d'infection urinaire, comme le montre la figure 08 illustrant la production de

BLSE chez les souches d’E. coli d’origine clinique.

Figure 08 : production de BLSE chez les souches d’E. coli d’origine clinique.

Les données du tableau 07 illustrées ci-dessous démontrent la distribution des souches E. coli
productrices de BLSE selon deux origines.
Tableau 07 : distribution des E. coli productrices de BLSE selon deux origines (viande de

beeuf crue et infection urinaire).

Origine E. coli BLSE-positive | E. coli BLSE-négative
Viande de boeuf 0% 100%
Infection urinaire 17% 83%

Il est intéressant de noter que les données du tableau 07 montrent qu'aucun producteur

de BLSE n'a été détecté dans les échantillons de beeuf cru par rapport a l'é¢tude d'Alger qui a
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rapporté la présence de 27,5% de BLSE dans les échantillons de viande de beeuf hachée et
crue (Rebbah et al., 2018), méme en l'absence de pression de sélection antimicrobienne, la
transmission des genes de résistance des BLSE a d'autres Enterobacteriaceae est possible
(Smet et al., 2011) et est assurée par des éléments mobiles comme les plasmides (Schroeder et
al., 2004).

La plus faible résistance des souches est pour la gentamycine avec 13,6%, un résultat
similaire a été obtenu dans une étude a Bejaia avec un taux de 13,33%, probablement les
phénotypes BLSE ont été associés a la résistance aux aminoglycosides comme la gentamycine
(Kose et al., 2007), comme le montrent les données du tableau 07, le taux de souches E. coli
productrices de B-lactamases dans les échantillons d'urine est de 17%, ce résultat est inférieur
a celui cité par Naziri et al. (2020) en Iran (34,6%). Dans plusieurs pays, la prévalence des
souches E. coli productrices de BLSE provenant d'infections urinaires a augmenté, comme en
France (3,3 %), en Italie (6,7 %), en Espagne (23,6 %) et en Turquie (24 %) (Lee et al., 2018).
L'utilisation extensive et la facilité d'acces aux antibiotiques ont été un facteur contribuant a la
forte pression de sélection des bactéries résistantes et a I'apparition de souches productrices de
B-lactamases (Lamikanra et Ndep, 1989 ; Okeke et al., 1999 ; Okeke et al., 2000).

La détection de souches E. coli productrices de BLSE dans les échantillons cliniques
(17%) et leur absence totale (0%) dans les échantillons alimentaires (viande de bceuf crue) est
opposée aux résultats de I'étude menée en Iran par Pourmohammad et al. (2020), les
différences dans les résultats de la fréquence de la résistance chez les E. coli producteurs de
BLSE peuvent étre expliquées par la variation dans la sélection de [I'échantillon, les

différences géographiques dans l'utilisation des agents antimicrobiens (Winokur et al., 2001).
IV. Analyse statistique

Dans tous les cas, la valeur p était inférieure a < 0,05, ce qui signifie qu'une différence
hautement significative dans le profil de résistance a été trouvée entre les E. coli d'origine
alimentaire et les E. coli d’origine clinique pour les antibiotiques suivants : ampicilline,
amoxicilline-acide  clavulanique, céfotaxime, triméthoprime-sulfaméthoxazole, acide
nalidixique et ciprofloxacine, sauf dans le cas de la gentamycine ou la valeur p est supérieure
a > 0.05, ce qui indique qu'il n'y a pas de différence significative dans le profil de résistance
des souches d'E. coli entre les deux origines, ces résultats sont illustrés dans le tableau 08 ci-

dessous.
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Tableau 08 : comparaison des E. coli d'origine alimentaire et clinique en fonction de leur
profil de résistance aux antibiotiques par le test du chi-carré.

Agents antimicrobiens Dosage p-value par le test
(1g) du Chi-carré
Ampicilline 10 p> 0,002
Amoxicilline- acide clavulanique 30 p> 0,000
Céfotaxime 30 p> 0,000
Imipéném 10 2
Gentamycine 10 p< 0,086
Triméthoprime-sulméthoxazole 25 p> 0,000
Acide nalidixique 30 p> 0,000
Ciprofloxacine 5 p> 0,000

.a aucune statistique n'est calculée car la variable est constante, p-value < 0,05 = significative

Selon le test du chi-carré, il y avait une différence tres significative dans les taux de
résistance a tous les antibiotiques utilisés, pour les isolats cliniques et alimentaires (p-value<
0,05), sauf pour la gentamycine (p-value> 0,05), ce qui est probablement di a la faible
utilisation de cet antibiotique en médecine humaine et animale, sauf dans les cas d'infections
séveres causées par des BMR (Goodlet et al., 2018). La résistance a la gentamycine chez E.
coli a été associée a des souches ayant la capacité de produire des BLSE (Oteo et al., 2002 ;
Kose et al., 2007).

On s'attendait a ce que la résistance soit plus importante dans les isolats cliniques que
dans les isolats alimentaires, étant donné I'ampleur des traitements et des maladies multiples

chez 'nomme, mais il s'est avéré que c'était le contraire dans notre travail.

Des recherches ont montré qu'il existe une relation entre la consommation d'aliments
contaminés et la contraction d'une infection des voies urinaires, comme en Algérie, ou des E.
coli multirésistantes isolées de la viande de poulet révélent la présence de genes de virulence
(stx et ehxA) qui ont la plus forte incidence du syndrome hémolytique et urémique et de la

colite hémorragique chez I'homme dans le monde (Laarem et al., 2017).
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Partie 11 : caractérisation phénotypique de la résistance aux antibiotiques des souches de
Staphylococcus spp d’origine clinique

|. Fréquence d’isolement des staphylocoques

La prévalence des souches de Staphylococcus aureus et S. epidermidis a été étudiée en

fonction du type d'échantillon obtenu comme I’indique le tableau 09 ci-dessous.

Tableau 09. prévalence de Staphylococcus aureus et S. epidermidis selon les types
d'échantillons.

Prévalence des souches de Prévalence de S. | Prévalence de S
Echantillons Staphylococcus selon aureus epidermidis
’origine n (%) n (%) n (%)
Urine 35 (34,3%) 3 (8,6%) 32 (91,4%)
Peau 1 (1%) 0 (0%) 1 (100%)
Vaginal 3 (3%) 0 (0%) 3 (100%)
Pus 44 (43,1%) 32 (72,7%) 12 (27,3%)
Mammaire 8 (7,8%) 2 (25%) 6 (75%)
Culture de sperme 9 (8,8%) 5 (55,6%) 4 (44,4%)
Sang 1 (1%) 1 (100%) 0 (0%)
Vulvair 1 (1%) 0 (0%) 1 (100%)
Total 102 43 (42,2%) 59 (57,8%)

Les données du tableau 09 ont montré que S. epidermidis est plus fréeqguemment isolé
des infections que S. aureus, comme l'ont démontré d'autres études (Oliveira et al., 2017),
cette forte occurrence de S. epidermidis peut étre due a la présence de divers facteurs de
virulence qui peuvent étre considérés comme les principales raisons de causer des infections
(Otto, 2009), et probablement le portage persistant de ce germe pourrait agir comme un
réservoir pour l'infection (Archana et al., 2014), contrairement a d'autres résultats obtenus
dans plusieurs pays montrant que S. aureus est plus fréquent que S. epidermidis, comme au
Nigeria (Shittu et al., 2012) et en Chine (Yang et al., 2020).

Staphylococcus aureus est lI'une des causes les plus courantes d'infections et fait partie
aussi de la flore normale de la peau donc elle peut pénétrer dans le corps par abrasion,
fissures, brdlures, incisions chirurgicales, coupures et provoquer des infections pyogeénes
(Sangita et al., 2019). Cette étude a révélé que S. aureus est le micro-organisme le plus
prédominant dans les échantillons de pus, comme l'ont indiqué des études antérieures (Onemu
et Ophori, 2013), avec une occurrence de 72,7% qui est presque similaire au résultat de I'étude

menée en Algérie 64,28 % (Benyagoub et al., 2020), mais cette occurrence est plus élevée que
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celle obtenus en Egypte 38% (Abdeen et al., 2021) et au Maroc 19% (Benouda et Elhamzaui,
2009).

Pour S. epidermidis, l'occurrence la plus élevée a été identifiée dans les prélevements
d'urines avec un taux de 91,4 %, ce qui est probablement lié a la contamination de I'urine par
la flore commensale (Frédéric et al., 2008), et selon Longauerova (2006), les CoNS sont
apparus comme une cause principale des infections urinaires, en particulier S. epidermidis
(Nanoukon et al., 2017).

1.1 Selon le sexe des patients

Les données du tableau 10 montrent la variation de la prévalence de S. epidermidis et
S. aureus en fonction du sexe des patients.

Tableau 10 : distribution de Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis selon le

sexe
Sex S. epidermidis S. aureus p-value
Male 20 (33,9%) 24 (55,8%) 0,027
Femelle | 39 (66,1%) 19 (44,2%) 0,027

Selon le test du Chi-carré, il existe une différence significative dans la distribution de
S. epidermidis et S. aureus entre les hommes et les femmes (valeur p <0,05). Le taux
d'isolement de S. epidermidis est plus élevé chez les femmes (66,1%) que chez les hommes
(33,9%), contrairement a S. aureus qui est plus fréquent chez les hommes (55,8%) que chez
les femmes (44,2%), selon une étude de Gahamanyi et al. (2017) au Rwanda, les hommes

(63,3%) avaient plus de S. aureus que les femmes (36,7%).
1.2 Selon I’age des patients

Les données du tableau 11 ci-dessous montrent la variation de la prévalence de S.
epidermidis et S. aureus en fonction de I’age des patients.
Tableau 11 : distribution de Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis selon les

groupes d'age

Organismes <14 ans 15-29 ans 30-59 ans > 60 ans
Staphylococcus aureus 2 (33,3%) 7 (38,9%) 19 (45,2%) 15 (41,7%)
Staphylococcus epidermidis | 4 (66,7%) | 11 (61,1%) 23 (54,8%) 21 (58,3%)
p-value 0,652 0,757 0,598 0,941
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Le test de Chi-carré montre qu'il n'y a pas de différence entre les deux souches a chaque
groupe d'age (valeur p >0,05) (tableau 11). Le taux d'isolement le plus élevé de S. aureus et S.
epidermidis se situe dans la catégorie d'age entre 30-59 ans. Le résultat pour S. aureus est
également en accord avec une autre étude algérienne (Benyagoub et al., 2020), probablement
les facteurs associés a la colonisation par S. aureus étaient le groupe d'age (Archana et al.,
2014).

Il. Test de sensibilité aux antibiotiques

La surutilisation et la mauvaise utilisation des antibiotiques dans les installations
cliniques ont conduit a I'émergence de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Ji et
al., 2018) dans la communauté. L'épidémiologie des CoNS dans les établissements de santé
est beaucoup moins connue que celle du SARM (Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline) (Becker et al., 2014).

La resistance a la méthicilline chez les staphylocoques est peut-étre due a I'expression du
gene mecA (Zong et al., 2011). Cette étude fournit des données importantes sur la résistance a
la méthicilline, nous avons trouvé un taux de résistance a la méthicilline (oxacilline) égale a
68%, dont 42,4% chez S. epidermidis et 25,6% chez S. aureus, le taux de SARM est plus
élevé que celui montré par Alioua et al. (2014) en Algérie (7. 6%), mais ce taux est inférieur a
celui observé dans une autre étude en Algérie 40,5% (Antri et al., 2011), et comme l'a
rapporté I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) que dans certaines régions africaines,
80% des infections a S. aureus et S. spp sont résistantes a la méthicilline (Kaasch et al., 2014).
Dans les pays développés, la prévalence du SARM a atteint un niveau inquiétant au cours des

derniéres années (Altaf et al., 2019).

Daprés les profils de sensibilité aux antimicrobiens, trente-deux (n=32) souches de
Staphylococcus étaient des SASM (Tableau 12), la plupart des isolats de SASM étaient
sensibles a presque tous les agents antimicrobiens utilisés dans cette étude, en revanche, pour
les souches de SARM, les résistances les plus répandues étaient observées pour la céfoxitine
et l'oxacilline (25,6%) respectivement, d'autres études ont montré que la résistance aux -

lactamines est supérieure a 50% dans les souches de S. aureus (John et al., 2019).

Parmi les SARM obtenus, une souche (9,1%) présente une résistance aux lincosamides
associée a une sensibilité aux macrolides (phénotype ERYS LINR), ce qui est plus fréquent

parmi les isolats de SARM d'origine animale mais trés inhabituel parmi les SARM d'origine
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humaine (Schwarz et al., 2018). Nous avons trouvé que seulement 2,3% des SARM sont
résistants a lI'imipéneme et 11,6% étaient resistants aux fluoroquinolones et aux lincosamides ;
cette résistance est probablement due a l'utilisation de ces antibiotiques pour traiter plusieurs
infections communautaires causées par S. aureus (Massanari et al., 1988), ainsi cette
résistance peut induire un échec clinique comme cela a été rapporté par Siberry et al. (2003).
Mais ces taux de résistance sont inférieurs aux résultats obtenus dans I'étude menée par
Ceballos et al. (2019) dans les hdpitaux espagnols qui indiquent que la résistance aux
fluoroquinolones est de 67% et de 50% pour les lincosamides. Le profil de résistance aux
antibiotiqgues du SARM a montré des taux de résistance plus faibles a certaines familles
d'antibiotiques, notamment les aminoglycosides (4,7%), les antifolates (11,6%) et les
macrolides (20,9%) par rapport aux résultats d'une étude précédente en Algérie (Achek et al.,
2018). Les données du tableau 12 ci-dessous illustre le phénotype de résistance des souches

de staphylocoques a chaque antibiotique.

Tableau 12 : Comparaison des profils de sensibilité aux antibiotiques de Staphylococcus
aureus et de Staphylococcus epidermidis a I'aide du test du Chi-carre.

Antibiotics Staphylococcus aureus (N=43) | Staphylococcus epidermidis | p-value
MSSA (n=32) | MRSA (n=11) (N=59)
Cefoxitine 32 (74,4%) 11 (25,6%) 25 (42,4%) 0,080
Oxacilline 32 (74,4%) 11 (25,6%) 25 (42,4%) 0,080
Imipéném 42 (97,7%) 1(2,3%) 0 (0%) 0,000
Vancomycine 43 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2
Ciprofloxacine | 38 (88,4%) 5 (11,6%) 11 (18,6%) 0,336
Gentamycine | 41 (95,3%) 2 (4,7%) 13 (22,0%) 0,014
Cotrimoxazole 38 (88,4%) 5 (11,6%) 21 (35,6%) 0,006
Erythromycine | 34 (79,1%) 9 (20,9%) 19 (32,2%) 0,208
Lincomycine | 38 (88,4%) 5 (11,6%) 16 (27,1%) 0,056
Spiramycine 40 (93,0%) 3 (7%) 11 (18,6%) 0,091
Pristinamycine | 40 (93,0%) 3 (7%) 6 (10,2%) 0,575
Fosfomycine 39 (90,7%) 4 (9,3%) 9 (15,3%) 0,373

Note: SASM: Staphylococcus aureus sensible a la Méthicilline, SARM: Staphylococcus

aureus résistant a la Méthicilline, p-value< 0.05 = valeur signifiante
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La découverte d'une résistance multiple aux antimicrobiens dans les CoNs est
alarmante (Nascimento et al., 2015). Les données du tableau 12 montrent que chez S.
epidermidis, la résistance la plus élevée est observée pour l'oxacilline et a la céfoxitine
(42,4%), ce travail a démontré que la résistance aux aminoglycosides est de 22%, les
macrolides (32,2%), et les antifolates (35,6%). Nos résultats sont plus élevés que ceux trouvés
par Achek et al. (2018).

Selon la littérature, la résistance aux aminoglycosides est également fréquente chez les
especes de staphylocoques (Nemeghaire et al., 2014), ces espéces peuvent héberger une
résistance aux aminoglycosides codée par le géne aacA-D, qui est plus répandue et se diffuse
chez les staphylocoques d'origine humaine (Johler et al., 2011), et probablement les souches
peuvent exprimer des enzymes médiant la résistance a la gentamycine, comme la gentamycine

phosphotransférase et I'aminoglycoside 60-N-acétyl-transferase (Eladli et al., 2019).

Les souches de S. epidermidis ont acquis une résistance a d'autres antibiotiques tels
que la rifampycine, les fluoroquinolones, la gentamycine, la tétracycline, le chloramphénicole,
I'érythromycine, la clindamycine, les sulfamides et les streptogramines, car la surutilisation
des antibiotiques a conduit a I'émergence de bactéries infectieuses résistantes a un large
éventail d'agents antimicrobiens (Otto, 2009 ; Rogers et al., 2009). Aucune des souches n'a
présenté de résistance a la vancomycine, qui est largement acceptée comme I’antibiotique le
plus efficace pour traiter les infections staphylococciques (Holmes et Jorgensen, 2008). La
gentamycine, l'imipénéme et le cotrimoxazole ont conservé leur activité ; cela est
probablement dd au fait que ces antibiotiques ne sont utilisés que dans les cas d'infections

graves causées par des organismes BMR en médecine humaine (Kellie et al., 2019).

Le test du Chi-carré a indiqué qu'il n'y a pas de différence significative dans les taux
de résistance a tous les antibiotiques utilisés (valeur p>0,05) entre S. aureus et S. epidermidis,
a l'exception de I’imipénéme, gentamycine, et cotrimoxazole (p-value< 0.05), ces résultats
suggerent que les deux souches peuvent héberger des genes de résistance aux antibiotiques
mais sans exprimer ces génes (Martineau et al., 2000 ; Duran et al., 2012). Globalement, nous
avons constaté dans cette étude que 22% des S. epidermidis étaient résistants a la gentamycine
contre 4,7% pour S. aureus. Ces observations sont également en accord avec les résultats de
Martineau et al. (2000). La résistance aux aminoglycosides tels que la gentamycine est de plus

en plus souvent signalée chez les espéces de CoNS (Dubin et al., 1999).
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Les données des tableaux 13, 14 et 15 illustrés ci-dessous fournissent des informations

importantes sur la résistance actuelle aux antimicrobiens, y compris la multirésistance (BMR)

et la résistance a la méthicilline (RM) pour une collection d'isolats cliniques de S. aureus et S.

epidermidis provenant d'infections communautaires. Les résultats du tableau 13 démontrent le

phénotype des souches de Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis

multirésistantes (MR).

Tableau 13 : phénotype des souches de Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis

multirésistantes (MR).

Type de n(%o) Phénotype des bactéries multirésistantes aux
souches antibiotiques
1 (4,5%) CIP, GEN, SXT, ERY, LIN, PRI, FOS
1 (4,5%) FOX, OXA, GEN, SXT, ERY, LIN, SPI, PRI, FOS
1 (4,5%) FOX, OXA, CIP, GEN, SXT, ERY, SPI, PRI, FOS
2 (9,1%) FOX, OXA, CIP, GEN
2 (9,1%) FOX, OXA, SXT, ERY
1 (4,5%) FOX, OXA, GEN, ERY, LIN, SPI, FOS
Staphylococcus |1 (4,5%) FOX, OXA, ERY, LIN
epidermidis 1 (4,5%) FOX, OXA, CIP, GEN, SXT, ERY
(n=22) 1 (4,5%) SXT, ERY, LIN, SPI, PRI, FOS
2 (9,1%) FOX, OXA, SXT, ERY, LIN, SPI
1 (4,5%) FOX, OXA, CIP, SXT, ERY, PRI
2 (9,1%) FOX, OXA, CIP, GEN, SXT, ERY, LIN, PRI, FOS
1 (4,5%) FOX ,0XA,GEN, SXT, LIN
1 (4,5%) FOX, OXA, SXT, ERY, LIN, SPI
2 (9,1%) FOX, OXA, CIP, GEN, SXT, ERY, LIN, PRI, FOS
1 (4,5%) FOX, OXA, CIP, SXT, ERY, LIN, SPI
1 (4,5%) LIN, SPI, FOS
1(16,7%) | FOX, OXA, IMP, CIP, SXT, ERY, LIN, SPI, PRI, FOS
1 (16,7%) FOX, OXA, SXT, ERY, LIN, SPI, PRI, FOS
Staphylococcus | 1 (16,7%) FOX, OXA, CIP, GEN, SXT, LIN
aureus (N=6) | 1 (16,7%) FOX, OXA, CIP, SXT
1 (16,7%) FOX, OXA, CIP, GEN, SXT, ERY, LIN, SPI, FOS
1 (16,7%) ERY, LIN, FOS
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Les données du tableau 14 ci-dessous indiquent le nombre de souches de staphylocoques

multirésistantes a plusieurs familles d'antibiotiques.

Tableau 14 : souches multirésistantes a plusieurs familles d'antibiotiques

Nombre (n) et pourcentage (%) des isolats MR a plusieurs

Souches familles
Trois | Quatre | Cing Six Sept Huit
n | % n|% [n % n | % n | % n | %
S. aureus (n=43) 2 /333 |0 |0 |1(16,7 |1 |16,7 |2 |333 |0 |0
S. epidermidis (n=59) |6 | 27,3 |0 |0 [9[40,9 |0 |0 51227 |2 |91

Il est alarmant davoir un taux éleve de Staphylococcus multirésistantes dans la
communauté, en particulier chez S. epidermidis, qui est I'un des CoNs reconnus comme cause
d'infections nosocomiales (Becker et al., 2014). Les deux souches présentent une resistance

entre 3 a 7 familles d'antibiotiques différentes (Tableau 14).

Cependant, les meécanismes de résistance chez les CoNs sont moins bien définis
(Srinivasan et al., 2002), mais S. epidermidis multirésistant est une source potentielle de
transfert du géene mec et de plusieurs génes codant pour la résistance aux antibiotiques entre

les especes de staphylocoques pathogénes (Shittu et al., 2012).

Ainsi, cette multirésistance dans les pays en voie de développement est peut-étre due a
I'utilisation non contrélée des antibiotiques car plusieurs antibiotiques sont disponibles sans

prescription médicale (Kakai et Wamola, 2002).

L'augmentation du phénotype de résistance peut étre associée a l'automédication sans
ordonnance, au manque de sensibilisation de la plupart des personnes qui arrétent les
antibiotiques a mi-chemin de la fievre, et a une diminution des symptémes apparents (Saeed
et al., 2020).

Les données du tableau 15 indiquent le profil de résistance a la méthicilline et aussi le

profil de multirésistance chez S. aureus et S. epidermidis selon les types d'échantillons.
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Tableau 15 : résistance a la méthicilline et profil de multirésistance de S. aureus et S.
epidermidis selon les types d'échantillons.

Echantillons S. aureus S. epidermidis
SARM BMR R a meth BMR

Urine 1 (9,1%) 1 (16,7%) 14 (56%) 13 (59,1%)
Peau 0 (0%) 0 (0%) 1 (4%) 1 (4,5%)
Vaginal 0 (0%) 0 (0%) 1 (4%) 1 (4,5%)

Pus 7 (63,6%) 4 (66,7%) 5 (20%) 5 (22,7%)
Mammaire 2 (18,2%) 0 (0%) 2 (8%) 1 (4,5%)
Spermculture 1(9,1%) 1 (16,7%) 2 (8%) 1 (4,5%)
Sang 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Vulvair 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Total 11 (25,6%) 6 (13,9%) 25 (42,4%) | 22 (37,3%)

Les résultats du tableau 15 montrent que le taux de multirésistance et résistance a la
méthicilline (RM) chez S. epidermidis est plus élevé que celui trouvé parmi les S. aureus,
selon Cercenado (2010) et Morgenstern et al., (2016) : la plupart des isolats de CoNs RM
étaient multirésistants, et que le taux de résistance aux antibiotiques des CoNs isolés de
différentes infections cliniques est généralement plus élevé que les infections liees aux CoPs.
Ainsi, le traitement des infections liées aux CoNs résistants a la méthicilline est difficile a

mettre en ceuvre (Biavasco et al., 2000).

A partir du pus, la prévalence de la MR et de la résistance a la méthicilline (MR) chez
S. aureus est de (66,7% ; 63,6%) respectivement, ces taux sont plus élevés que ceux observes
chez S. epidermidis. Cependant, dans les échantillons d’urines, la résistance aux antibiotiques
de S. epidermidis est plus élevée que celle de S. aureus (Tableau 15), selon Muder et al.
(2006) S. aureus est une cause rare d'infections des voies urinaires et qui représente seulement

0,5 % a 6 % de toutes les cultures urinaires positives.
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Partie 111 : caractérisation moléculaire du génome entier des souches cliniques

multirésistantes de Klebsiella pneumoniae

I. Typage de séquence multi locus (MLST) et analyse de clonalité

Selon les données du typage de séquence multi locus (MLST), tous les isolats
appartiennent au type de séquence ST307. L'analyse de clonalité effectuée par cgMLST sur
une moyenne de 2145635 bases
(https://microreact.org/project/gekjDYWFL TkanVvTGBzwoi-confile ) a montré que les

isolats les plus similaires 03 et 13 (ST307) différent par 39 SNP. Ces isolats ne sont donc pas
issus d'une propagation clonale récente mais correspondent probablement a une propagation
endémique de ST307. La figure 09 ci-dessous illustre un arbre phylogénétique des souches

cliniques de K. pneumonie multirésistantes.

13

03

21

o9

Figure 09 : arbre phylogénétique par multilocus sequence typing (MLST) des souches

cliniques de K. pneumoniae multirésistantes.
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Les infections induites par les entérobactéries deviennent un probléeme majeur de santé
publique dans le monde entier, et la propagation de la résistance aux antibiotiques (RA) chez
les agents pathogénes humains est certainement devenue un phénoméne mondial qui a
aggravé le probléme (Beghain et al., 2018). La présente étude rapporte la premiere analyse et
identification de tout le résistome bactérien des souches cliniques multirésistantes (MDR)
appartenant a Klebsiella pneumoniae dans la ville d'Oum Bouaghi, en Algérie.

Il. Génes codants pour la résistance aux antibiotiques

K. pneumoniae est une bactérie notoire, et en acquérant une résistance antimicrobienne
supplémentaire, elle pourrait étre a l'origine d'un plus grand nombre d'infections nosocomiales
que d'habitude. Cette espéce est connue pour avoir un lien avec I'émergence de souches
multirésistantes et hypervirulentes (Rolain, 2013), comme le démontre les données du tableau

16 illustrées ci-dessous.
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Table 16 : genes codant a la résistance aux antibiotiques identifiés chez les souches cliniques

de K. pneumoniae.

Souches B- B-lactam Aminoglycosi Quinolone Sulfona | Trimet | Cycline | Phenicol | Fosfomy
lactam gene(s) de gene(s) gene(s) mide hoprim e gene(s) cin
resistan gene(s) e gene(s)
ce gene(s) gene(s)

Klebsiell | ESBL blacTx-m-15 aac(3)-lle gnrB1 sull dfrAl | tet(G) floR fosA

a
pneumon | NB-L blasuy-11 aac(6")-lb-cr | gyrA(S83l) sul2 dfrB1 catB3
iae (S1)
IRP blaoxa.1 aadAll
P blatem-1 aph(39)-la gnrB1 sul2 dfrAl4 | tetA - fosA
Klebsiell | ESBL blacTx-m-15 aph(6)-1d gyrA(S83I) TetR
a
pneumon IRP bIaOXA—l aph(3")'|b
iae (S3)
NE-L blashv-28
blatemparn)
Klebsiell | ESBL blactx-m-15 aph(3")-1b gnrS1 sul2 - - - fosA
a
pneumon | NB-L blaskv-11 aph(3’)-la
iae (S9)
Cr blanom-s aph(6)-1d
Klebsiell | BLSE blactx-m-15 aac(3)-lle gnrB1 sul2 dfrA14 | tet(A) - fosA
a
pneumon IRP blaoxa-1 aac(6')-1b-cr gyrA(S83I) TetR
iae (S13)
NB-L blasny-2s aph(6)-1d
P bIaTEM—l aph(3")—|b
blatemparn)
IRP : peénicillinase résistante aux inhibiteurs, NB-L : p-lactamase Naturelle, P:

penicillinases, C : céphalosporinases, Cr : carbapénémases, NC : cephalosporinase Naturelle,
BLSE : p-Lactamases a Spectre Etendu
Notre analyse des données génomiques a confirmé que toutes les souches de K.

pneumoniae (n=4) sont productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE).

Dans deux souches (S03 et S13), une coexistence de trois génes BLSE (CTX-M, TEM
et SHV) a été trouvée, ce qui a déja été rapporté en Algérie (Merino et al., 1992), et dans
d'autres pays (Belbel et al., 2014). L'association des genes BLSE conduit a une sélection de
genes de résistance dans les hépitaux ainsi que dans d'autres secteurs, de plus, la présence de

multiples génes de p-lactamases avec plusieurs variantes dans les souches de K. pneumoniae
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serait également la cause de I'émergence de souches multirésistantes et d'autres souches
extrémement résistantes aux medicaments (XDR) (Rodriguez-Martinez et al., 2011), en
conséquence, tout ce qui a été décrit pourrait étre une raison des taux élevés de mortalité
humaine lorsqu'il s'agit d'infections cliniques dues aux échecs des thérapies antimicrobiennes
(Woodford et al., 2011).

Les génes blaSHV et blaCTX-M sont tous les deux présents dans les deux souches
(S01 et S09) de K. pneumoniae examinées. La coexistence des génes blaSHV et blaCTX-M a

été observee dans des études précédentes menées en Algérie (Merah-Fergani et al., 2022).

Gréce a cette enquéte, les génes CTX-M ont été identifiés dans tous les K. pneumoniae
(S01, S03, SO9 et S13), en particulier le variant de type blaCTX-M-15 (groupe CTX-M-1), une
souche bien distribuée dans le monde entier, y compris en Algérie (Abderrahim et al., 2022).

Dans les souches SO1 et S09, on a trouvé un gene blaSHV-11 qui confére a la souche
de K. pneumoniae une resistance a large spectre aux antibiotiques. Deux souches (S03 et S13)
possédant le gene blaSHV28 ont été identifiées, et ont déja fait I'objet d'une étude en Algérie
(Merah-Fergani et al., 2022).

Deux autres souches (S03 et S13) possédant le gene blaTEM-1 ont été détectées, elles
ont également été étudiées en Algérie (Merah-Fergani et al., 2022). Aucune donnée n'était
disponible sur les informations fonctionnelles des génes variants blaTEM-1.
L'hyperproduction de la B-lactamase TEM-1 médiée par le promoteur Pa/Pb qui a été détectée
dans deux souches de K. pneumoniae (S03 et S13) n'a jamais été abordée en Algérie, et selon
d'autres études, le blaTEM-1(PaPb) est seulement responsable de la résistance élevée a la
pipéracilline-tazobactam (TZP) (Babafela et al., 2022).

Le gene OXA a été trouvé présent dans trois souches de K. pneumoniae. La détection
du gene OXA-1 a également été obtenue en Algeérie (Zemmour et al., 2021). Le gene variant
OXA-1 a été découvert en coexistence avec les génes BLSE, ce résultat est cohérent avec les
études précédentes qui ont montré que ces genes sont couramment présents en combinaison
avec les B-lactamases : CTX-M-15, SHV-1, TEM-1, les déterminants de la résistance aux
quinolones a médiation plasmidique (PMQR : plasmid mediated quinolones resistance), et

aac(6")-1b-cr dans une communauté de souches de K. pneumoniae (Zahid, 2015).

D'aprés ce que nous avons trouvé, celui-ci est considéré comme une premiére

détection en Algérie du gene New Delhi Métallo-B-lactamases de type NDM-5 dans une
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souche clinique de K. pneumoniae (S09), et cela parce qu'en Algérie, le gene blaNDM-5 n'a
été signalé que dans des souches cliniques d'Acinetobacter baumannii (Mesli et al., 2013),
Escherichia coli (Sassi et al., 2014), et Enterobacter cloacae (Nabti et al., 2022).

Contrairement a d'autres pays ou le gene blaNDM-5 a été identifié principalement dans
des entérobactéries cliniques. Les carbapénemases représentent la derniere des menaces pour
la santé publique, d'autant plus que la transmission nosocomiale du gene blaNDM s'est
produite dans de nombreux pays (Dagher et al., 2019). Cependant, en Algérie, le géne NDM-5
a été détecté dans des K. pneumoniae d'origine animale comme les cigognes blanches (Loucif
et al., 2022), ce résultat confirme que la faune sauvage en Algérie pourrait servir de réservoir
de K. pneumoniae multirésistantes, sans oublier sa présence dans certains échantillons fécaux
d'animaux de compagnie (Yousfi et al., 2015). Selon des études antérieures, les genes NDM-5
offrent une plus grande résistance que les génes NDM-1 (Hornsey et al., 2011).

L'un des résultats de la présente étude est I'existence d'une souche de K. pneumoniae
résistante aux fluoroquinolones, portant deux mécanismes plasmidiques de résistance aux
quinolones : le géne variant aac(6")-1b-cr hébergé par deux souches (SO1 et S13) et le géene
gnrB1 présent dans trois souches (S01, SO3 et S13), ces deux génes ayant également été
identifies en Algérie (Meradi et al., 2011). Une souche (S09) a acquis le qnrS1. D'aprés ce
gue nous avons trouve, il s'agit du deuxiéme rapport sur la présence de gnrS1 dans les K.
pneumoniae productrices de BLSE en Algérie (Zemmour et al., 2021). Il a été décrit
précédemment que le qnrB était prédominant parmi les souches d'Afrique que le gnrS. Un lien
a été trouvé entre la production de blaCTX-M-15 et le gene gnrB1 et/ou le gene gnrS1 dans
toutes les souches de K. pneumoniae, tout ceci provient des données d'études établies en
Algérie (Touati et al., 2008) et dans d'autres pays (Poirel et al., 2006) qui rapportent des cas
de K. pneumoniae hébergeant blaCTX-M-15 et aac(6")-1b-cr (Bado et al., 2016).

Sur la base des études menées en Algérie, nous rapportons le premier résultat sur le
mécanisme chromosomique de la résistance aux quinolones dans trois souches de K.
pneumoniae (S01, S03, et S13) médiée par la substitution Ser83Leu (S83I) dans le géne gyrA,
ce qui est cohérent avec les études précédentes de plusieurs pays (Yakout et Ghada, 2022). Le
gene gyrA (S831) a été identifié dans des souches de K. pneumoniae portant des mécanismes
plasmidiques notamment le géne gqnrB1, ainsi l'apparition de mutations chromosomiques dans
les genes codant I'ADN gyrase peut augmenter le niveau de résistance de la bactérie aux

quinolones (Gu et al., 2004).
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Nos souches gnr positives présentent une résistance aux aminoglycosides et a d'autres
antibiotiques tels que le cotrimoxazole, le sulfamide triméthoprime, la fosfomycine et la
cycline. Cela pourrait s'expliquer par le fait que le support plasmidique de la résistance aux
quinolones est présent dans une cassette faisant partie d'un intégron portant les autres génes
PMQR comme blaCTXM-15, le géne gnrB et des genes de multirésistance a d'autres
antibiotiques (Yanat et al., 2017a).

Peu de recherches en Algérie ont exposé l'expression détaillée de la résistance aux
aminoglycosides. Nos données montrent que toutes les souches sont résistantes aux
aminoglycosides mais avec une expression génétique différente, et ceci inclut : le géne
aph(6)-1d, aac(3)-lle, aac(6")-1b-cr, aph(3')-la, et aph(3")-1b. Alors qu'une (S01) des souches
de K. pneumoniae héberge des génes de type aadAll, il a été detecté pour la premiére fois en
Algérie a partir de souches cliniques de K. pneumoniae. Parmi ces genes identifiés, le plus
préoccupant est le géne variant aac(6')-1b-cr (Yanat et al., 2017b). Tous les génes de
résistance aux aminoglycosides découverts dans cette étude n‘ont pas fait I'objet de recherches
en Algérie, d'autant plus que la plupart d'entre eux ont été localisés dans des éléments mobiles

(plasmides, intégrons, transposons et éléments intégratifs) (loannis et al., 2021).

En Algérie, cette étude est considérée comme la premiere investigation traitant le
niveau de la résistance aux sulfamides et a la tétracycline chez des souches cliniques de K.
pneumoniae. La résistance aux sulfamides chez toutes les souches de K. pneumoniae (n=4) est
due aux genes sull et sul2, ainsi qu'a la résistance au triméthoprime par les genes : dfrAl, A7,
dfrAl4 et dfrB1.

Toutes les souches présentent une résistance a la fosfomycine et portent un géne fosA.
De plus, il y a trois souches qui portent les genes tetA, tetG, et tetR qui ont donné une
résistance aux cyclines. L'acquisition de la résistance a la fosfomycine et a la tétracycline par
des souches cliniques de K. pneumoniae partageant des BLSE et/ou des carbapénémases
représente une nouvelle menace qui complique la situation et montre que K. pneumoniae reste

un agent causal tres sérieux d'échec thérapeutique (Aggoune et al., 2014).

Les souches les plus similaires S03 et S13 (ST307) ne different que par 39 SNP et sont
toutes les deux porteuses de trois genes BLSE : blaTEM-1, blaCTX-M-15, blaOXA-1,
blaSHV-28 et blaTEM(PaPb). lls appartiennent au méme ST-307 comme l'indique l'arbre
phylogénétique du typage de séquence multilocus (MLST) de Klebsiella pneumoniae. Le

clone ST307 a été précédemment détecté en Algérie par (Cheng et al., 2012).
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Nos résultats montrent que ce clone était associé a trois BLSE (blaCTX-M-15), gnrB et
a dautres genes. K. pneumoniae ST307 est apparu en 2008 aux Pays-Bas, les premiers
rapports publiés provenaient du Pakistan (Habeeb et al., 2013) et des Etats-Unis (Castanheira
et al., 2013), suivis par des articles en Italie (Bonura et al., 2015), en Corée du Sud (Park et
al., 2015), en Tunisie (Mansour et al., 2015), et au cours de lI'année 2016, le clone est apparu
en Colombie (Ocampo et al., 2016), en Espagne (Ruiz-Garbajosa et al., 2016), en Russie
(Lazareva et al., 2016), au Brésil (Dropa et al., 2016), au Japon (Harada et al., 2016), et en
Afrique de I'Ouest (Schaufler et al., 2018).

Plusieurs rapports ont montré que l'origine principale du K. pneumoniae ST307
multirésistante provenait principalement d'échantillons cliniques (Baek et al., 2020), ainsi que
d'autres sources (Loncaric et al., 2020). L'Organisation mondiale de la santé (2017) a
récemment declaré que le clone ST307 représente des menaces critiques pour la santé
publique. Il a également été conclu que le K. pneumoniae ST307 peut souvent porter des
genes transférables conférant une résistance aux carbapénemes et une variété de déterminants
de résistance et de virulence supplémentaires, en plus d'éléments intégratifs et conjugatifs, et
également des phages (Wyres et al., 2019), par conséquent, le K. pneumoniae ST307 est
considéré a I'échelle mondiale comme un véhicule important de la diffusion des déterminants
de la résistance antimicrobienne (Pitout et Finn, 2020), et a été responsable de plusieurs
épidémies mondiales nosocomiales et de centres de soins de longue durée (Strydom et al.,
2020). L'analyse MLST a indiqué que la souche ST307 était composée d'une lignée a
ramification profonde contenant les mutations S83I de la gyrA dans les régions déterminantes
de la résistance aux quinolones (QRDR) qui ont montré une distribution mondiale (Gisele et
al., 2020).
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Conclusion

Notre étude a porté sur l'isolement, l'identification et I'évaluation des niveaux de la
résistance aux antibiotiques chez plusieurs souches Gram négatives et Gram positives
provenant de plusieurs origines (alimentaire et clinique) dans la wilaya d’Oum EL Bouaghi,
par la suite une caractérisation moléculaire du génome entier des souches de K. pneumoniae
cliniqgues multirésistantes a été effectué afin de déterminer tous les genes de résistance, on
s'est intéressé également au typage de séquence multilocus (MLST) et a ’analyse de clonalité
de ces souches de K. pneumoniae.

Les résultats d'identification ont indiqué qu’a partir de plusieurs échantillons d’origine
clinique et alimentaire, plusieurs souches d’E. coli ont été obtenu et présentant un phénotype
de resistance vis-a-vis des antibiotiques les plus utilisés en médecine humaine et animale
dont : les B-lactamines, les fluoroquinolones et des aminoglycosides. On s'attendait a ce que la
résistance soit plus importante chez les souches cliniques que chez les souches alimentaires,
étant donné l'ampleur des traitements et des maladies multiples chez I'hnomme, mais il s'est
avéré que c'était le contraire dans notre travail. Les souches d'E. coli résistantes voir
multirésistantes présentes dans les aliments constituent donc un risque potentiel majeur pour
les consommateurs, et leur persistance et leur dissémination dans la chaine alimentaire
peuvent présenter un risque indirect pour la santé publique car lors de la consommation
d’aliments contaminés, un transfert des genes de résistance aux antibiotiques au microbiote de
la flore du tractus gastro-intestinal et feécale est toujours possible (Johnson et al., 2007 ;

Leverstein-van Hall et al., 2011).

Il est alarmant d'avoir un taux élevé de Staphylococcus multirésistantes dans la
communauté, en particulier chez S. epidermidis, qui est I'un des staphylocoques a coagulase
négative appartenant a la flore bactérienne commensale cutanée normale de I’homme, et qui
avant 1970 était considéré comme bacteries inoffensives (Contreras et al., 2003), mais ces
derniéres années, ce germe a été reconnu comme un pathogéne opportuniste important,
(Becker et al., 2014). Parmi les SARM obtenus, une souche présente une résistance aux
lincosamides associée a une sensibilité aux macrolides (phénotype ERYS LINR), ce qui est
plus fréquent parmi les isolats de SARM d'origine animale mais tres inhabituel parmi les

SARM d'origine humaine.

La caractérisation moléculaire des souches multirésistantes de K. pneumoniae a permis

d’identifier plusieurs genes de résistance a plusieurs familles d’antibiotiques comme pour les
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B-lactamines : blaCTX, blaSHV, blaTEM, blaNDM, blaOXA, pour les quinolones: gnrBl1,
gyrA(S83l), gnrS1, pour les aminoglycosides : aac(3)-lle, aac(6')-1b-cr, aadAll, aph(3')-la,
aph(6)-1d, aph(3")-lb et aac(3)-lle, pour les sulfonamide: sull et sul2, pour les
trimethoprime : dfrAl, dfrB1 et dfrAl4, pour les cyclines : tet(G), tetA, tetR et enfin pour les
phénicols : floR et catB3.

L’exclusivité des résultats du séquencage par illumina se résume par la détection pour
la premiére fois en Algérie du géne blaNDM-5 chez des souches cliniques multirésistantes de
K. pneumoniae. En outre, nos données révélent que les souches SO3 et S13 appartiennent au
clone ST307 et sont porteurs de trois génes BLSE : blaTEM-1, blaCTX-M-15, blaOXA-1,
blaSHV-28 et blaTEM(PaPb).

L'organisation mondiale de la santé (OMS) a récemment déclaré que le clone ST307
représente des menaces critiques pour la santé publique (OMS, 2017). Car il peut souvent
porter des genes transférables conférant une variété de déterminants de résistance, de
virulence, des éléments intégratifs et conjugatifs, et également des phages. Par conséquent, le
clone ST307 présente un véhicule important pour la diffusion des déterminants de la
résistance aux antimicrobiens, et a été responsable de plusieurs épidémies mondiales

nosocomiales.

Afin de sensibiliser la population a l'antibiorésistance, 'OMS a recommandé aux pays
de mettre en place des programmes de surveillance de la résistance aux antimicrobiens car le
controle de la résistance aux antimicrobiens nécessite le suivi et la surveillance du niveau
d'émergence des bactéries résistantes, ainsi que des génes de résistance et de leur localisation,
ce sont des mesures qui peuvent limiter 1’apparition de nouveaux génes codant pour d’autres
profils de résistance aux antibiotiques et qui pourraient étre une source d'émergence de

nouveaux pathogenes humains dans le futur.

Comme perspectives, en Algérie surtout, une surveillance réguliere des prescriptions
d'antibiotiques pour soigner les infections humaines et animales est essentielle afin de
préserver l'efficacité de ces molécules et de réduire I'émergence de souches multirésistantes.
Comme il faut essayer de se focaliser sur la production de phyto-molécules et sur d’autres
molécules bioactives d’origine microbienne a 1’échelle biotechnologique pour traiter certaines

maladies afin de tenter de diminuer la surconsommation d’antibiotiques.
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Le taux élevé de résistance aux antibiotiques chez les bactéries Gram positives et Gram
negatives est un signal d'alarme, afin d'adopter de nouvelles politiques de contrdle pour

prévenir la propagation de cette résistance aux antimicrobiens.
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Résumés
Résumé

La résistance aux antimicrobiens (RAM) represente I'un des plus importants problemes
de santé humaine et animale dans le monde et particulierement en Algérie. Le but de cette
étude est de faire une caractérisation phénotypique et moléculaire des souches Gram positives
et Gram négatives isolées de différentes origines (alimentaire et clinique).

La détermination du profil de sensibilité aux antibiotiques de chaque souche
bactérienne a été réalisée en utilisant la méthode de diffusion des disques d'antibiotiques,
selon les recommandations de la Société Francaise de Microbiologie (SFM, 2019). La
caractérisation moléculaire des souches multirésistantes de K. pneumoniae a été réalisée afin
de séquencer le génome entier (WGS) en utilisant la technologie Illumina. Les lectures brutes
séquencées ont été traitées en utilisant des outils bioinformatiques : FastQC Ariba, Shovill-
Spades. Le typage de séquence multilocus (MLST) a été utilisé pour estimer la relation

évolutive entre les souches séquencees.

La caractérisation phénotypique a révélé des taux de multirésistance (MR) aux
antibiotiques élevés et tres inquiétants chez les souches d’E. coli, S. epidermidis et S. aureus.
L'analyse moléculaire a permi de détecter pour la premiéere fois en Algérie le géne blaNDM-5
chez K. pneumoniae. D’autres genes de résistance ont été aussi détectés : blaTEM, blaSHV,
blaCTX-M, aac(6')-Ib-cr, gnrB1, gnrB4, gnrB19, qnrS1, gyrA et parC. En outre, nos données
révélent aussi I’émegence de clone ST307 chez deux souches de K. pneumoniae (S03 et S13),
qui maintenant, est reconnu comme une grande menace mondiale. Pour conclure, en Algérie

de nouvelles politiques de contrble doivent étre adoptées

Mots clés : bactéries, blaNDM-5, MR, MLST, résistance antimicrobienne, ST307
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Résumés

Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) represents one of the most important problems of
human and animal health in the world and particularly in Algeria. The aim of this study is to
make a phenotypic and molecular characterization of Gram-positive and Gram-negative
strains isolated from different origins (food and clinical).

The determination of the antibiotic susceptibility profile of each bacterial strain was
performed using the antibiotic disc diffusion method, according to the recommendations of
the French Society of Microbiology (FSM, 2019). Molecular characterization of the
multidrug-resistant strains of K. pneumoniae was performed to sequence the whole genome
(WGS) using Illumina technology. The raw sequenced reads were processed using
bioinformatics tools: FastQC Ariba, Shovill-Spades. Multilocus sequence typing (MLST) was

used to estimate the evolutionary relationship between the sequenced strains.

Phenotypic characterization revealed high and very alarming rates of multidrug
resistance (MDR) to antibiotics in E. coli, S. epidermidis and S. aureus strains. Molecular
analysis has permitted to detect for the first time in Algeria the blaNDM-5 gene in K.
pneumoniae. Other resistance genes were also detected: blaTEM, blaSHV, blaCTX-M,
aac(6")-1b-cr, gnrB1, qnrB4, gnrB19, qnrS1, gyrA and parC. In addition, our data also reveal
the emergence of clone ST307 in two strains of K. pneumoniae (S03 and S13), which is now
recognized as a major global threat. To conclude, in Algeria new control policies must be

adopted.

Key words: bacteria, blaNDM-5, MDR, MLST, antimicrobial resistance, ST307
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Annexe 01 : Composition des milieux de culture (pour 1000mL d’eau distillée) (Le Minor et
Richard, 1993)

Gélose Mac Conkey

- Peptone de caséine........................ 17¢g
- Peptone de viande........................ 03 g
- Lactose........ocovvviiiiiiiiiniiiiinieen 10 g
- Me¢élange de sels biliaires .............. 01,59
- Rougeneutre...................ool 0,03 ¢
- Chlorure de sodium....................... 05¢g
- Cristal violet....................oel. 0,001 g
- AGAN. 10g

- Ajuster le pH a 7,4 avant ’autoclavage

Gélose Hektoen

- Prot€ose peptone..............oceevennnn. 12¢g

- Extraitdelevure.....................oea 3g

- Chlorure de sodium......................... 5g
- Selsbiliaires..........ccooevvviiiiiiiiin, 9g
- Citrate de fer ammoniacal................ 1,5¢
- Salicine.......oooeviiiiiii 2g
- Lactose.....oooiiiiiiii 12¢g
- Saccharose...........ccovviiiiiiiiiiiinnnn.. 12¢g
- Fuchsine acide......................ooe 0,1g
- Bleu de bromothymol................... 0,065g
= GERlOSE.. o l4g

- Ajuster le pH a 7,5 £ 0,2 avant ’autoclavage

Mueller Hinton

- Infusion de viande de beeuf ............ 300 g
- Hydrolysét de caséine................... 175¢g
- Amidon...........o I,5¢g
- AGAT. 17 ¢

- Ajuster le pH a 7,4avant I’autoclavage
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Bouillon nutritif

- Macération de viande...................... 10g
- Peptone trypsique..........ccoeieiinnnnn.. 05¢g
- NaClouKCl........oooovviiiiiii, 05¢g

- Ajuster le pH a 7,3 avant ’autoclavage

Eau physiologique

- Extraitde viande........................... 3g
- Peptone........oooiiiiii S5g
- AGA I5¢g
- FBaudistillée.......................... 1000 ml
- pH=8

MacFarland turbidity standard No 0.5
Réactif

- Formule approximative par 100ml d’eau purifié¢e

- Acide sulfurique 0,18M............ 99.5 ml
- Chlorure de baryum 0,048 M........ 0.5ml
Gélose Chapman
- Peptone.......oooiiiiiii 10 g
- Extraitdebeeuf................. lg
- Chlorure de sodium......................... 75 g
- D-mannitol................... 10g
- Rouge dephénol.......................... 25 mg
2 V. | I5¢g

- Ajuster lepH a 7,4 £0,2 a 25°C (apres autoclavage).
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Annexe 02 : Mode opératoire des tests biochimiques

> Test d'oxydase

- A Tl’aide d’une pince, placer un disque d’oxydase sur une lame porte objet.

- Choisir une colonie bien isolée et représentative de la culture fraiche a tester.

- Prélever la colonie choisie a I’aide d’une 0Ose.

- Ne pas utiliser d’6se de métal (& I’exception du platine) cela peut provoquer des
réactions faussement positives.

- Frotter doucement la colonie sur le disque et observer I’apparition d’une coloration
violette dans un délai de 30 secondes.

Réaction positive : coloration bleu foncé a violet apparaissant dans un délai de 30

secondes.

Réaction negative : absence de coloration ou coloration au-dela de 30 secondes.

> Test catalase
A l'aide d'une anse d'inoculation stérile prélevez une colonie bien isolée d’une culture
pure (18 a 24 heures d’incubation) et placez-la sur la lame de microscope.
Veillez a ne pas prendre d'agar. Ceci est particulierement important si la culture a été
réalisée sur une gelose au sang. Les globules rouges peuvent entrainer une réaction
faussement positive.
Déposez 1 goutte de H20 + 02 a 3% sur la colonie. Ne pas mélanger.

Observez la formation immédiate de bulles (O 2 + eau = bulles).

> Test coagulase
Etiquetez le tube & essai avec le numéro de la souche a tester.
A laide de la pipette, transférez de maniére aseptique 0,5 ml du plasma reconstitué
dans le tube a essai.
Sélectionnez deux ou trois colonies isolées de bactéries a tester et collectez-les a l'aide
de la boucle stérile.
Emulsionnez les bactéries dans les 0,5 ml de plasma et les placer dans I'incubateur
Observez la culture a intervalles réguliers, au cours des quatre heures qui suivent, a la

recherche de la présence d'un caillot. Toute formation de caillot est un résultat positif.
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Si aucun caillot n’est observé au bout de 4 heures, 1’essai peut étre poursuivi avec une
incubation pendant une nuit a la température ambiante et une observation finale a 24
heures.

L'organisme de contr6le positif devrait présenter une coagulation au bout de 24 heures,
contrairement & l'organisme de contréle négatif.

Une fois le test terminé, éliminez les matériaux contaminés de maniere appropriée.

» Test ADNase
Vous ferez une seule ligne au centre de la boite.
Incuber & 30°C ou 37°C.
Apres incubation: Si le milieu de DNase ne contient pas d’indicateur coloré : Inonder
la boite avec de l'acide chlorhydrique a 1N et Laisser reposer la boite pendant quelques
minutes pour permettre au réactif de s'adsorber. Décanter 1’exces de I'acide

chlorhydrique, puis examiner la boite dans les 5 minutes sur un fond sombre.

> Test sur Milieu TSI (Triple sugar iron)
On a fait un ensemencement par chaque souche dans un milieu TSI, un en stries au
niveau de la ponte et le deuxiéme une piqure centrale jusqu’au fond du tube dans le
culot.
La ponte contient deux types de sucre le saccharose et le lactose s’il y’a un virement de
couleur vers le jaune, donc il y’a eu une fermentation du saccharose et du lactose.
S’il y’a apparition de points noirs dans le milieu on dit qu’il y’a présence H.S.
S’il y’a changement de couleur du culot vers le jaune il y’a fermentation du glucose et

on dit il y’a une production de gaz lors du décollement de la gélose.

> Test du Mannitol mobilite
A T’aide de lance de platine au fil droit on a fait une piqare centrale sur le milieu.
Ce milieu nous permet de déterminer la mobilité s’il y’a formation d’un voile autour de
la piqure et aussi il permet de déterminer la nitrate réductase (Mannitol).
Si le milieu reste rouge, il n’ya pas eu d’acidification donc pas de fermentation du

Mannitol et si le milieu est devenu jaune il y’a eu fermentation du Mannitol.

» Test sur milieu Clark et Lubs

«* Inoculation du milieu
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- Inoculer un tube de bouillon MR-VP a partir d'une culture pure fraiche (18 a 24 heures)
(par exemple, cultivée sur gélose trypticase soja) de la culture a tester. Transférer un
inoculum léger d’une colonie isolée et le remettre en suspension dans le tube a bouillon
MR-VP de 5 ml.
- Pour la comparaison, il est suggéré dutiliser Escherichia coli (MR+, VP-) et
Enterobacter aerogenes (MR-, VP +) comme cultures témoins.

% Incubation
- Incuber le test et les cultures témoins a 35°C (+/- 2°C) pendant 48 heures.

% Interprétation des résultats RM
-Transferer 2,5 ml de culture dans un nouveau tube de culture stérile.
-Ajoutez 5 gouttes du réactif rouge de méthyle.

% Interprétation des résultats VP
- Utilisez les 2,5 ml de culture restants dans le bouillon MR-VP.
-Ajoutez 0,6 ml (ou 12 gouttes) de réactif de Barritt A.
-Ajoutez 0,2 ml (ou 4 gouttes) de réactif B de Barritt.
-Agiter soigneusement le tube pendant 30 secondes a 1 minute pour exposer le milieu a
l'oxygene de l'air (nécessaire a l'oxydation de l'acétoine pour obtenir une réaction de
couleur).

-Laisser le tube reposer pendant au moins 30 minutes.

> Test uréase
Inoculer fortement la pente de la gélose a I'urée inclinée (a partir d'une culture pure de
18 a 24 heures) en striant la surface de la gélose en zigzag.
- Incuber les tubes inoculés avec les bouchons desserrés a 35-37°C pendant 24-48
heures.
- Examiner les pentes pour le changement de couleur apres 6 heures et apres une nuit

d'incubation. Des périodes plus longues peuvent étre nécessaires.

> Test de production d’indole
- Inoculer le bouillon tryptophane (ou peptone) avec l'organisme a tester et incuber a
37°C pendant 24 a 48h.
- Ajouter 0,5 ml (5 gouttes) de réactif de Kovac et agiter doucement.

- Examiner la couche supérieure de liquide apres environ 1 min
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% Reésultat positif est indiqué par la présence d'une couleur rouge ou rouge-violet
dans la couche d'alcool de surface du bouillon.

% Resultat négatif apparait en jaune.

> Test sur milieu Citrate de Simmons
Dans ce milieu il y’a une seule source de carbone qui est le citrate avec un indicateur
de pH.
Si le milieu est vert : le pH du milieu n’a pas changé donc la bactérie n’est pas capable
d’utiliser le citrate comme seule source de carbone ou bien elle n’a pas la perméase.
Si le milieu est bleu : alcalinisation du milieu suite a I’utilisation du citrate comme

seule source de carbone.

> Coloration de GRAM
Mettre le violet de gentiane sur notre frottis et laisser 1min.
Mettre du lugol sur notre frottis, laisser 1min (formation d’un composé cytoplasmique
VGA).
Mettre de I’alcool sur notre lame et laisser 30 sec.
Ringage apres 1’alcool puis le rajout du rose fuchsine laisser 1min.
Rincer légerement puis la sécher a 1’aide d’un papier buvard sans pour autant écraser
notre frottis.
Entamer notre observation microscopique grossissement 40, apres on peut voir avec le

Gro100 en rajoutant d’abord une goutte d’huile de paraffine sur la lame.
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» Lecture des résultats de la galerie biochimique API 20E

Microtube Substrat Caractere recherche Lecture directe ou indirecte (Test sindcessaie) | Resultat+ | Resultat-
ONPG | Ortho-Niro-Pheny-Galactoside | Byalactosidase Lecturs drecte
ADH | Arginine Argmine dinydrolase
LOC  |Lysme Lysing decarborylase Lecturs directe ”
0DH | Ormitine Omithine decarboxylase '
T |Cirate Utlhzation du cirate Lecturs drecte ' '
HS | Thiosulfate de sodium Production 4 H25 Lecturs drecte '
URE  |Uree Ureae Lecture drecte '
, T Lecture indrects
TOA  (Tryptophane Tryptophane désaminase Test- e | guute b Pechonae e Fer '
. - Lecture indrects
WD (Tnpopre Frodcon i Test gjouter | qoute de react de Kovacs
. o ecture indrectz (Atiendre 10 minutes
VP [Pyruvate de sodum Production d acétoine L_Eu r:f ! e ] m_ru“ )
Teat: gouter | goute de KOH et d o-naptho
GEL Gelatme empr_lsannan: e Gelatinase Lecture directe
particules de charbon .
GLU & ARA [ Substrat carbans Ulisafion de substrat carbone | Lecture directe ’-' '
Lecturs indrects dans 3 cupule GLU )
NOzIN; [Nirates (NC3) Nitrale recuciase Test sjouter | goute de reactf de Griss '
Aiouter de |3 poudre zinc en cas de resultat négatf

Figure 10 : intérprétation des résultats de la galerie biochimique API 20E
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Annexe 03 : caracteres culturaux et biochimiques des souches bactériennes

I Caracteres culturaux des souches E. coli
Il y’a eu un virage de couleur du milieu Hektoen : du bleu vert vers I’oranger, avec un aspect
de colonies roses saumon, la figure 11 (a) et la figure 12 (b) illustrent les caracteres

macroscopiques et microscopiques des souches d’E. coli obtenues.

Figure 11 : culture d’E. coli sur milieu Figure 12 : Observation microscopique d’E.

Hektoen (a) coli lors de la détermination du Gram (X100).

1. Caracteéres biochimiques d’E. coli
Les souches d’E. coli qui ont poussees sur milieu Mac conkey ont été soumises a des tests
biochimiques dont la galerie APl 20E, la figure 13 ci-dessus montre les résultats

d’identification biochimiques d’E. coli.

Figure 13: identification biochimiques des souches E. coli par galerie APl 20E
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I1l.  Caracteres culturaux des Staphylococcus spp

Sur milieu solide, les colonies de S. aureus sont lisses, rondes, opaques, colorées en jaune

doré ou blanches, leur diametre est compris entre 1 et 3 mm. Sur milieu liquide, il présente un

trouble homogeéne abondant avec dépdt et voile en surface.

Figure 14: culture de Staphylococcus a

coagulase négative sur milieu Chapman (A)

Figure 15: culture de Staphylococcus a

coagulase positive sur milieu Chapman (B)
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sgnificant diferems i antiiotic relslasos betwee dinical amd foodbosine
beodates except for penlamidn This high prevelesce B @ warniag g 1o
adiepl e controd poliches 1o prevend? e funther spreid of his antimicrcbial

A e peniaiing AL bl
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Forpiwvaratis £ oodl, ESEL anthmiired-
al reskEla s, UT ¢k bl freal

resbLanur.
1. Introducticn Etul._.lI:dJ;an'r'Etul._.lﬂlLE-:L.wTimisamﬁa.u
. B ) . public hesfth problem worldwide (Bryce et al,
Anbbiotics are natural, == 0, OF YMEETC oni6 - Bhoomiks =t sl 2045 in human and veter-

Compiousnds with anbrracrooeal actrl.rrl:lll ara mre -

rmiristEred bo Doth anemals and Fumans for seeerail
rEESOns [I:II:I:ISIZH =t ml, m11]. used =5 well as for
prophyjimiz and prowth promotion of food-

ing animals (Kolar et al, 2004; Smith =t al,
2003 I:Ell'r' =t al, Il:l:lil-] I}l..l'1r'E the FII'E'I.'I-IDI..E -
mdes to show the ruru'hinr'sr'i'pe_: Cetwearn anbimotc
usage 85 prowth promoters in animals and the
emerpence of snbmicrooal-resistant  bachenis in
hasmen snd animal infectons (Marshall snd Levy,
2041 Mowsdeys, prolonged and/or unsucoessiul
exposure to anfibiobc trestments has led to the
esolubion of anbmicrobial resismos 4Ei-=-cl"-ni'hi|:r':

nary medicne [Jucnhlll_.lﬂﬂalj.
The emergence of £ ok isolytes with muiol: ank-
biotic-resistant phenotypes, is alarming [Seenz et
ml, 3134]. s summeshed in several shades, £ ool is
r=soonsible for n:-nmu'l’r!,-ucqurnj Lrinu.r'r' tract
infectons, =nd is sble to trarsit from retsil reat
O DT = [I-M'I:I'I-:lm =t al, 2043 ; Jodnson =t al.,
EI:I:I.?|. Becmuse these marms are ako miormal indek-
fanks of the intestirel tacks of aramels =ed b
mans [Ban Ssid et al., 20134, it reganded as & rep-
reserinbive indicator of antimicrobial resishamce of
Gr-u'r'rnqa‘l:ﬁ.'c bact=na 4ErcE;|:I.ru arid Kmet, .El:l.b:I]
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mrd is mssocated with & wide '.uriztr'-:-'r dizmases in
humans and animals [Vermes et al, 2043). In re-
cent years, ESBL'AmpC-produdng Emterobacteri-
ECENE, u_pt:iulrlr E rm'_i isolabes, have miceed 'I'r-:lm
1:I'-:h:ls|:|rl:-u.l to the emamonrment ard the common-
ty (Barzuizua et al, 2013) isclated from the farm,
domestc, wikd snimals, food, -.'eEEI:u.I:-I\-_';, mnd
wastewabter (Verrses of al, 2013). Several studies
hewe ungerined their plobal distribution in broiler
oroduction [Carstiol, 2002 ; Smet =t al., 200E).
Thus, the consumption of contaminated meak pos-
&5 8 potential health sk to the consumer [Vinoent
=t aml, 2040; Leyerstsir-vmn Hall =% al, 1|:I:L1.:|_, ne-
cause ‘the transfer of drug resistance within the
gastrointestingl tract is shil possible, and it could be
mimpurl:mtn:-l.rl:e-:rrrm'ﬂ:rﬂhfem fiorm
.:JI:Ihnsl:ll'letaJ..llIlﬂ.

Urinary tract infisction [UTI) is one of the most comr-
monly ciagnosed infections Doth across &l age
growns and penders i Shee warkd |_l.'l-u.5'iur-c- =t =l
2012). Uropsthogenic Escharichio coii (UPEC) is
clessified among the most important microorgan-
isms -:unl:n'l:-l.ltln.; ko UM 'Tu‘E et &l 2040) and per
fienks wath thase |n1'e:hnns are at hEh risk for
trestnent fiure, high heaskh care casts, Rish mor-
tality, and long hospital stays (Kiratizin et al., 2008 ;
BeEnmier =t al, 1|:I:L-1-| The= @im urt.rru:h.ulrmtn
=ymlugte the ankbisionc s.un:zph :|'Irl'|r |:-r1:r'b'_'.'- of E
cofl isolates obtmned from food producks .Il:-:rn

"nu'l:] snid |:-:-rr'|'11uni1.'|r|.rir|-ur tract infechion of k-
miEN -:In'Ein in O El Bounzhi, ﬁ.IEEn'-u.

Z. Msterisl and methods
2.1. Sampie coliecticn and boctenal isclehion

For cinical samples, seversl samples were coflected
oebae=n Jevosny and July 2000 rom the e of
oabents with :-:lmml.rﬂ:i,-n:quirad ur'm.r'll tract
infections belonging to differsnt Bborataries in the
_-:i1.'|r-:rr:.':lum E-bo i riz. The camzies were
|'11medm1:|:l':.' trarsooried to the hl:ruru'h:f'll for ouk
ture sampling and analysic. Ondy 35 E. col isolates
were randomly selected for the studyFor cow
mest samples, 100 samples 'n'er:.usepl:i-:ulllll ook
beschadl o seversl Dubcher shons Im OEB, & FI'ﬂI'F
sterils h'l"l'-:'n'u:l.l.'aﬂ:lt-:-cutsu"np-lu Trom surfsces

in sterile trays and then packaged in sterile cags

and ‘h'HﬂEFI:ﬂ:lb:l to ‘the Htﬂ:ll'ﬂ'tl:f‘ll under &FI!F'J:

conditions at 4°%C and anaized within bwo hours of
.':u"npl'm;.

2.2, Cufture ond identification of E cof
For isolsbon of the dinical £ oo, In 8 sterls oo

tminer, & 10 mil of clap-cmbch midsiresm orine
soEdmen was colbeched mnd were cufbursd on -
Conkey agar. Densities of growth of £ ool grester
than or equal to 10" CFU/mi {colony-forming units
T rr'l'lii'tcr| weone interoreted w5 posithes for un-
reary tract infection (Uranian and Moghsdas, 2010].
N 2mil of nuiment brodh, Tn'-u'l.':,-'l'i'.lz grams
(23g] of each sampie [meat] were placed and shak-
mr, imcubatad for 6-3 h at 37 o0 ane miliitar of
=" ] EI!"HFE L7 EFII'EH.-:I niakted onbo Mac E-:I1I:I!'|I
agarfor 24 hours at 37°C

oine= :-:Il-:lrrr"n'im I::.'Fvl'u:.:.IE. ol morphology was re-
plated on Mac Conkey agar, were saieched (one per
sampiz] and they wers confirmed using cassical
mochemical methods, sitandard bactenciogical
tests, which incuded Bctose 'rﬁ'mert'm; colonizs
WErE |:-i|:|-:=|:l ani icentied by gram 24100 '11|:|I:-ilit'|l,
mred stAncard Ciochemical tests, axdase, oytalase,
fermentation of glucose and actose using triple
.'i'.l;-!'l-r'l:ﬂ apar, methyl red test, orociuchion of i
dole, urease test, Vopes Prosksuer test, utilization
of citrate [Mac Faddin, 1555)and the identification
of the isolstes were confirmed using Api20E [Bic-
Merieux, France|. All £ cof isolabes were stored at
2% in nLr.n'-uTt_ wroth -:M'I:u.l'rirﬁ 206 phycerad for
further processing.

Al isslmbes ET-:rn'inE on MacConkey Sear were sub-
j=cted to E-I.IFI:E:I'IJ-IJIit'll‘I:I'_'Fl:I'EEgHI'Et 10 mntirmiono-
mal agents by & disc diffusion method on Musiler-
Hirkom 'II.'I H'|a.E;ur L |E|-:-Hu|:||,a|:cur|:|l151:-:-l'_he
French Sa:q:lel.'-.' for Microbiolagy [Ivtin.f fwnaw. st
mlnuhlubgtcrﬁ_.'] The broth wes diluted to o
density of 0.3 McFariand m—t-iuirlr_:tmm,_m::
were used b spread thie Demcherial suspenzion on
tha surfsce of the Bu=ler-Hinton r medium.
The anmbiobcs were a5 foliows: ammclin |:1l:u5|,
smondlli-davaianic add [30us],  imipenem
(10pg). cefotaxime |30pa=), tatracychne (30 us), tri-
methoonmesuifamethoceooks .:i'_'l|.|.E|, E;entu'nicin
|10ug], rifampice | Spel, ralididc sda (30ug), and
ciprofiowadin (S [FSM, 2019,

2.4, Phenotypic detection of ESBL production

For all isolstes that were resistant to one of the
third o cEnhalossorinG Dy AST Ware mng-
hyzed & double-disc synenzy test [DOST) standard on
WIH m=ar for EIEL ican S, 1|:l:|_l'r| S mid-
ciliinyClavulanic aoc [20/10pe) wes plac=s in the
center of the paate, and Ceftazidime |3=:u:||
ceftrimione (30pe] and cefotaxime .I:-III:I|.|E_| s

1de
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were placed 13 mm awey from the central disc,
plates were incusst=d 24 h ot 3I7'C An inhibition
zone grester than 3 mm around the amoxicay disc
compared to ceshalosponn disos slone was oonsk
ideresd to e ESEL uction. ESBL duction 'wnas
further confirmed by the phenobymc confirmatany
vest [FCT] |FsM, 2025].

25 .. .

EyL&'EEFS-E'.Hsi-:an_.mEMm-lesism
done amd Vahees were sgpressed ms Hhe |:|n|:|1:|:n1:-

ages of the vanables. Sinbshoal & WErE per-

formed using the Pesrson’s Chi-sguare [.Il!J':| kest to
mmsess the hewel of resisiance of E coft strains of
clinical =nd foodborme to each srabiobc a

confSidenoe, el of 53% and & Pvoloe less than 55

wWere considersd :'Eni'ril:u.rrt o confidercs level of
%% amd & Pvoloe less than 356 wers corsidered

ilEI"l-'ﬁmt
Z. Resulfis

& totml of 159 =trsirs obbsined sre I:-i|:-|:|1="ni|:ull||
confmmresd isolakes of E ool wene soiatsd from a8
total of 100 rrw beef sampies and 393 (il BT s
ol=s from Fu'hﬂﬂ with II!I'I"|'11Ll1i'|:'r' infactions and
tashed 1_'|:|nr|:|1er_' resstEnce otk uE;u.msl: 10 dier-
st sl uﬁﬂ"ﬂ:. Table 1 chors= e reoaks

Arkibiobc musceptbility testing by disc diffusion

indiceted a high prevalence of resistance to vanous
=I_"|1:I-ITH'I:|'IE|:liHI IEl:n‘l:_. the domirant type of re-
sstance n E from raw beef mest samples was
to trimethoprm-sulfamethokezole and nfsmpcn
identically detected in 100 (100%) iolmtes, fok
brared oy both ampicllin and nai scid m 93
i!l:l!'i] smio cllin-clavu lsrec =0 and dprofoascn
in 90 [S0%:), tetracycline in 73 [73%) and pentami-
dnin 23 [i'_'lh| of mmch isolste. Hors of ths isolakes
was Tound resistant to oafobemime snd CarDEpenEm
1irr|i|:|cn=n1:|. Faor E. ook fraom l..ri"ur!,' infectian same
pb=s tha ressimnce was reveslsd with
amancllin in 47 1?5?!%] isolstes, Tolowed by ma-

i = in 34 {5?.55!:-1. Erimethioori e
sufsmethoraacle  in 32 [.'i:l-_.ﬂi|_. ol hire-
clysulsnic-acd i 31 [5.1._'5.‘3!:-1. o ocumcin  in

12 |20,3%], cofotaime in 11 [12,%) and 2 [13,6%)
'I'nr.E-m'I:un'unn[Flﬁl.n :I.| Tha resulis revesksd none
of the E ooit skrsins were resistent fo the
i neneT, therafore it was the most = Meckee anb-
:l'-:ll:l'l:aE;u.instE codl isoletes with 100% n.ls-::p'h'h-il-
Fth'iﬁb-nﬂﬁn'iﬁi"ﬁ{'l_ﬂ_:-buu :I.|J|.I'11|:E;t1:r'|: majar
ol Toosdoorm= and cinical £ ool 1soisbes sre mult-
i ressimnce to more then  thees
different families of anbiniotics).

Thas, u-u:hurl:i'rEt:-th: corformatoral test of ESEL
4FIIII:IT mred DDEI']. picares P bean dentiied inorewe
beaf samples but 1I:I-[:L'."!'i| isolates showsd er-
Framiced =|.5|:|=|:|I:i|:|iﬂ:!|' bo ceftaoadrme andfor cefo-

Eesistanoe (%)
i

AME AR 1P Gkl

ILJ

m Foosdborne Fooenli

Clnoecal E. cali

il s L

Fipars 1: Mpbs ol perhisdot = resiabencs 10 fzodbame mnd dirdzsl B, ozt
AR Ampicilic, AND: Amcddiinceresianic, CTE Cafcbasims, |MP: Imizsrsn, GRE Gentamidn 557 Trimsthopriomg

mEsmathoomands M- Kalids scid. OPF- Oprofiozscdin
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Entimicrobial agests Carmane PRmnotyvale resstance M (5
Ty Foedbmrere E. oo, nei 0 Cinkzil £ ooll, =50
Ampicillin p L= 95 G55 47 (79 TR
Bkl bn-davalank acsd 0 S0 ) ISR
Lol i =3 0 ) i1 [1EE%)
Imigenem p [ =] 0 ) 0|

iGerkamkin 14 25 (255 B 19 EN)
Tl tSopim-a ulfarsthones obs 5 200 TLDOAL 3F iS4 N
b fehiade gl Eon] 9L [95%W) T ER)
Clprallcaacia E OG0 ) iF [0 3%)

Riaim picin 5 A0 (DAL [ ]

Tetracyeline Eon] T 7o) MD

Takde 1: Artibiati: Sancaptibility patemel cinbcal and fosdbarse F. ool with dikk dilfusion sret®l.
MD: Mot Detersnined, Wi mcrognm,. S percemage, n: namber of £ ool bolates

tmMmeE in the presence of davulanic aod =re so
EEbpofti’-‘c E coilin |.rin-r|r infechicn samples as
shown in Table 2.

Origgin ESBL -pemiithes ESEL- e gatiee
E. &l E. ool

Hirds Bl s 100%

Irinary isdeciSon 175 HE%

Teids & Diririgarbon of ESEL-E. oodl mocording i= T argine
ress Eaat ard urinary mlechor L

in &l the Ases p-FEiue wWas « 009 thus a ni5|1r|r :i:';
nificant difference i the resstant patbern was
fownd betaesn Foodsomes and chinical & ool Tor
it ‘|'|:I||I:I'|||'I-I'E apbiviobic: rnpil:ili'n_. arid e
clendanic sod, cefoldmes.  trimethoonme
suFamathocezcie, naldxic sod, and |:|'|:-r1:||"I-:l:-|u|:in,
except in the ase of 5-=|_'r|:u!11i|:i_n where the s-voiug
s preater than » 0.03 indicabing that there is no
significant difference in the E ool strain resistanoe
onther bebasen the ban -:Ir|'5ins. thsse rasyks are
iustrated in iable 3.

Entimizcbial agents Dersagge | b By Chi
=il e Tesid
Eirgicdlin i e 0L G0
Errealudlice- dasulanic i (TR s i s
achd
ol e i (TR s i s
i il N
Genlarycin id [Togi e =
Titmethessiiim- 5 (TR s i s
sl Free B aii be
M b e L} [Ty ie i s]
Cipiefoxadn 5 (TR s i s

Tetds = Comperisss of food e ared dinkosl £ oo moses-
Irgg b Thadr rabrbencs gt 1o rtidHaba by tha Thi-soumrs
s

Snottirtia sre cebouinted becauns Hys sarabls o corobect,

pwnbae 0,05 = aignifcant

Baced on their origin, £. ood from animal [ree beaf]
were significantly more resistant to Rifampicn
.iil]ll:l.‘i|. and 'IJ"imet.huFrim-s.lrrunwtlur:u.z-:ie
{100%| and cinical E oob were significantly re-
sistant to ampiclin (75, 7%, nalicioc acd .::|.'-'.E.‘E||.
m'-dnlsnt"im:thcp'im-mrrum:ﬂnmnh.:!ﬂ.zm.

4. DiEcussion ard Conclusion

Thi= e of spdbiobics Fas an i'11|:|-u|:l:-:l|11:|'-= disimibu-
tion of sntimicobal resistance  phenotypes
.:mm;:, 1992 - Kuksmi &b =1, EI:H]?|. Im this
study, the mte of microtial meksminston of raw
Deaf mest with Excharichio ool was high (100 %),
ithizs rabe is I'lEhcrtl'n.ntl'n.l: r|:|:|n|:|r|:-=d I:r-.' EmssEm =k
2l |2020) in Lecanon [7E%], 2o Gaoniels Gresce
and Visdimir Emet [J020) indicate that £ cof is

frequenthy |:l:ll1'|.'-u_|l'r'l-l'|l!!||:|!|:| et mi:ut Thius;, I:I.I"!I'E
siauphter, there is 8 risk of transmission of £ col to
humans from the eryircnment wihich is comtami-
rested I:r-,' the inteshral makbents of oathle |Miesd
ared Sriffim, L558; Philips., 15'5'51

Thi Thu Hac Van |2008) indicatsd that E ol iso-
iates from the beef show & lower desree of re
Sstances than thoss from pork and chicken. Cur
datn in tmble 1, shovam theres i no ressianoe for
Prisanem, results similer to the study conducted
by Rebbah et al |1|J:L'.":| i ﬁ.i&'i:rs bermuss, in.ﬁ.l.;-:-
ria, it's Torbidden in the '-'et-u-'irurlr fizid. Also for
cefobaxime 0% of resistance, .'iLII‘.I'15|I'E, desafte in
Alzaria e gEneration -:Ephuluspn:-nns e Dire-
scrioed as Srst-ine treatment in ivestock In cone
irast, cenhalosoorin resstanoe is VEry COMITIon i
E. cobl strains isslat=d from mw beel in obher stud-
== |jT r et al., J000]. We nots tobsl resistance
for rifsmoecn and 'I:l'irr-:l'_h-up'im-s.lrrumeﬂ'h:r:u.z-ﬂe,
the result oftimeﬁupl'immh'n:ﬂ'muznlzl'srrﬁ'll
De dus to the presence of -:I'I'r||1:r|:||:l:=r-:=u.l:= ST
thase [DI-FE-I ard diTll'I:I'I:II'I:IHI:r-b:I'JI:IH..'E .:EIHFF:|

1i3
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e in the inteE;rnrc: [Huowinen =t =i, 1585
'l.'_-'hi'l:c -:1: ml, 2III:I.|, mnid the result of resisbarce to
rifampicin could be refated to the presence of spe-
afic penes that code flor this resistmnce, =c oore
firmed I:Frtl'r:'l'l:-ll-u'n'l'rE Fh.l:iﬁ_[ﬂn'ms-:t ul.._IIIIE;
Euenm ot al, 0S| The reodtance of Sirams to
oeta-imciamines is obseryesd for smpici e with 535%
mnd amoxiclir-clsulanic adid 0%, others
shudies show that the resistance io beta-l=ctam is
mnrzﬂ'mmﬂ'mnrwhcd‘[.ﬁmri:tﬂ
20 Tr-:ln.;& =t ml, 2I:I15| The= Ft-:l'l'im off re-
sistapce of strans bo inclonss = I
olones are 9% for nl:-ru-lil:i:-:u: [ Ta]] mmfl:r
-:ipr-:l'rlnu:-:-u.-:'!'l. 111.': resistance o q.lnc-lnns and
betalsctamines is due probebly to the owensse of
thease apbioiotcs as the first-line treatment. Aocord-
'-'E to weiErnsians in ﬁ.EEI‘I-E, this r-u':l:unneu
mayse due also to the non-respect of the waibing
o s before siaupfiber.

We obsereed uhlEher l:'ml-:fruuturﬂ:tuteml-
cline [#3%] then that shown in Shame |1a-443-5|
'.-.|:|1r|:e-|I .tl:l:I_'I| The us= -:rl"td.ru-:h,'q:ine ns = brest-
ment or food addibve is :rl:h:l"h:l:l n NEI!I'I-H How-
wger, it shill e II%HI Tor trestrrent and for
'I'utl:l:n'm; [Carme=rom mnd McAlister, 2045; De
Bruyne =t al, EI]EI.-EI| of mattle. becauze it hiss & wide
.':pcl:t.ru"n off schon, snd mvelabis on Hhe |:H1-ur"n-u-
cEutical market ot & low once. In our study, the lev-
&l of resistance to gentamicin (25%) is lower than
that described by Rahman et al. [2047) in Bangie-
desh [100%) becauss in Alzeria its Frul'ibi'l:-bd in
weternnary mesicone Ako, other invesbEstors re-
sortes that £ cod isolsted from cerfesc mests
were more frequently resistant to tetracyciine, amr
oicilim, and Ezn'l:-u.'nnn [15% to :i:ﬂm compared
with ressinnoe to the other tested |_:L'3'|:- to
2.4%) (Teshager et al, 2000 ; S8enz et al, 2001 ;
Sohiroesder =t sl 203 C lobnson =t al., EI:H:I:I|.TI1-|:
study of E. coil resistance to anbbiotics from raw
:|_==|'rneu|: m-:l-e’m_luped rn:r ﬂ'-e_l"r'.:t Hirre= i .ﬁ.l.ge-
ria. Probably, thers is a relationship betwesn E. ol
CHUSING mastits in cows and their appearance in
mzu_t_us re:m:l:e? by Il.'lanE'n Caidani =t ul..:II:I:I.H| in
TurnEes, AnOEoNC resd SSEnE ey b= relied to the
overuse: of sntbiotics o frest infechons in catile,
espedally agminst £ oodl. In Egypt, resistant £ ool
hi&s b=En found fo o= oneE of the main coussthe
azents of mashiis in catfie afier Sroohpiooocous
Qurews and Streptococtus ogoiochios |.ﬁ.l:||:|-=I-Fa|:r|r
=nd Eﬂ.lrﬂ:l 1IIIIE-| Intﬂ"ﬁtﬂ"l'll our dats in table 2
show nore ESBL producer was detected in the raw
Deef sampdes compared to the study in Alsiers that
reporied the pressnce of Z7.9% ESBEL in rea ground

:larr.:Hel:buh et oml, 2I:IiH|, e in the abosnce of
sraimicrobial meleckon re, the trarsmission
of resistance gEnes of ESBL at other Enterctochan-
ooeae is possibke [Smet et al, 2044 and s =nsured

= rncr.rirﬁ El=mients ke oesmids |§:I1rned-:r =t al,
2004].

The= presealaros of £, cof isolated from ur'l1r||tru-|:l:
infections is ¥9.1%, almost similar to the mte ob-
tmined by Bentroki et al. [2012] in Guelma [60%). £
ol is the most izolated fecsl perm that -:-ri;in:stu

from the anus and can enker the urethesl nF-erinE
ard corimminats e 'Jnrun.' :.'-.':I:cm ﬂ:l-:-ml'll

women |Derskhshen et sl 2I]:lE| it frequestly
CHUZES COmMmUNity uri tract infection |UTH| in
Frumans .:l:h-:r.rct et s5l, 2042 AMuel=r = al,

1013 other et al., Z013) as found by the =
tablished in Morooo by Bl Hamanowi =t al [2020]

amang 727 ur|:||:-u1:l1-:l5er|'|: ErtErobsctarincane iso-

lated froem & |:-:lmrr'u1'1:'|l sel:l.'in.;. 77.38% wr= E coil
isolakEs

T dets i tmbke L indicst= that sl cinicsl isokkes
are sensitive to imipenem as by the study of Mer-
zoull Yehinowi et al. |1|:l:|_'!:| in .!.EIEE becauss they
are only ussd to treat serous infections caused by
Ererobact=nal EFEu_.:Hﬂ'ﬂ.'u'n.umpm?un et @,
2017 ; Remasubramanian 2t al, 2042). However,
some countries like Australis are beginning to find
resistanoe to re=rrs iin E. oodf [Totsike et al,
2012]. The phenotype of resistance of £, cod strains
to othier anbbicbcs fes besn obseraed with oiffer-
ent rates, the higher rote s obsarved for bets-
isctamines which is 75, 7% for ampicilin as shown
by cta pu:rishcd in Sosim |.ﬁ.E1m.r =t al, 1532 - Alas
=t ml, 1997 ; Daze ot al, 2001 ; Kshimeter, J00E|,
we foursd 52,5% of strains which wens resstant to
amaxdilin-devaisnic acd, this rate is higher than
that reported by Bentroki et al (2012) in Bejain
.:-ﬂ:l.‘i|. ard 15,6% of £ oo wers resistant foooefo-
taimee. This resistance muld be explained oy the
use of oetm-lactaminegs as 8 fret-line sntbiokc to
irest becherial infechors in buemess .:L|:| =k aml,
2010). FesistEnce to guinoiones and N in-
okones is 57,55% for nalicio: sod, & lower percant-
age thar that obfmined by ¥Yanat Betirs ot al
'2I:I:|.-ﬂ| E2jmin [20%], and owr deta showed re-
SEstmnioe |:|I|' 20.3% Tar I:||:III'I:H'|II-H|CI'I_. im AIE:nu a5 i

Eurcioes, the rate of resistarce to aoroflosadn ex-
ceeds 20% im £ ool isolstes from Foman chnical

infections [Oteo =t al., 2007). Ressiance to |:|urr
olones is mmnr-.- chromosomal Hoseser, in .t-.|.5-=r1u
SO F-hm:lshm‘e:mmsh-:m‘ntn oroemeobe ne-
sstance i quinciones | Memd ot al, 2041), prooe-

]
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oy in sdulthocod, ﬂmrnqunl:int'rs,f-:rjmlimu are
'Mltl':.' ioed to trest e tract infections
(Kcale et al, 2003). 34.2% of streins were resisbant
to trimethaoprim-sulfamathoxazole, this rate is high-
a5 than shown h':.'hlennuh' Yahisow =t ul.n:EI:I:IJ| in
A.Ei:r'.;n:EI-E,?E'E], b=z s the most commion &
'h't-u-:tzrl'a_i drugs in U trestment, thus it i_r'a.r:u
Co-salEciion for other used, threatening ha-
mian health [Sl:l'lr-:lacl-u' =t ml, II:HH|. ThiE howessr re-
su:tun:t of crains is for gentamicn with 5|_=I.EE"::,._u
similer result wes obimmed from & sh.ﬂ,' [} B-l:_fu-u
with & rat= I:-‘I':IEI.EE."E,. :I"-:Im:_H'r' the E=EL

types wers associsted with resstance to smanoshy-
-:nsim_such S mign [I::-:ls-c =t al., 2III?|, ms
shown mn the dein of tebie 2, te= e off bets-
lactamase-producing £ coff from uwrine samples is
1 7%, this nesult is lower than -:i'l:l:dl:lll..'-.‘at'ru's Mz
2t al. (2020] in Iran (34.6%). In several countries,
e ence of ESEL-oroducine £ cof isolste=s
from LI"I-FHI':.' fract infechons was inoreased such as
in France [3.3%), Raly [6.7%], Spain [23.6%] &nd
Turkey [.:hd-'i'l:-] [ng_et sl 2|]:|.E|_ Thz_ ENbETiShaE LSE
=nd mazy I!'n'l!.ll:!:ﬂ'l:lll of arbrrioro el I:II'I.I55 Fisrae
oEEN E -:nr'h'i:ll._l'h'r'ﬁ factor for the high sefection
oresoure for rens=nt osct=ns and the Eppearanoe
of Dete-sctamese-producng strains | Lamikanm
mirsd HIIF-, 1955 - Ohelos ot =, 1555 - Okeie =1 8l
IDII].

it was expected that resistance would e grester in
ke dinical isolsies tham n the food isolabes, _SI-'I'EH
e miaznitude of trestments and ml.rl:i:l:_l'llr_rum
in hurmans, but it proved to be the opposite in our
work. Resesrch hes choswem that there is & relaBion
oEbwEER Eutl'n5 contamingted food mnd |:|:|r'I:l'-m-cI:l'r'ic-I
& wrinary tract infection, such as in Algena, muit:
dnus-resistant £, codl isodsted from chicken meat
revesl the presence of winulence senes (sta and
I'r'l:ll: ST ?r'r'd'nm: and e I"l:rl"l:ll'TI"llE;ln: oolras
in humans woridwide |Laansm ot al, 2047 Accord-
ing to the Chi-square test, thens was & highly signit
cant cifferanos in resistarce rates to all sntbiokcs
used, for dinical ard foochorme isolates

l:l.l:lj], L‘!:CEF'I:‘I'I:II"EEI"I.'H"niI:in Ln-l.uhw:- l:l.l:lj], this is
probadly due to the low use of thiz antibiobic in
human and animal medicine, Eacept in cases of se-
were infechions caused by MDR ur_;-un'sms |E|:-n-c|l:t
et al, MdE} Gentamicin resstanoe in E ool has
Deen assoceted with strains thet hawe the sbility to
aroduce ESEL [Dte:-etul,.b:ﬂ.;: Koseetal, 2

The detection of ESBL-produding £. ol strains in
climical samples [1?'31:- snd their todnl absenc= |:I:I'1‘.|]
imn the fiood samples [rea bul‘] is |:|-|:|-|:||:-5it= o Ehe

resuits of the sudy conducted im Iran I:-'r'.u' Fuoar-
mokammead =1 al. .:zua_:-]. |:F|'I'|:!'-=|1-:u in e resuits
of the of resisiarcE In EBL—:'-:-dunnE E.
o can e axnlsined by wanation in the selection of
the sampie, E;E:-E;ru:ﬁin:ul diferearoes im the uss of
mﬁmin‘nbiulﬁl:n‘ls [l.l.'i'nh.r:tul.,.b:l:li].

nghl_' srbimicrobial _'.:an:rh'l:-ilitlll s_.r':'zilhr_'ne is
essarrbal Deceuse the ncreas: of ambrrscnodiesl e
Sisiance im humans and srimals to most familes of
antibiotics, especially those used in the first-ine, is
:Hu._r'ninﬁ. Huul:ls sl'h:rn' 8 high rumber of ll"l:i:l!l:tl-l:-
renstEnt E Eﬂ]dﬁﬂhﬁdﬂn'ﬂmﬂhﬁﬂﬂﬂmm
tract infechon, amd thas E ool sbrains nt in
the food pose B major ridal Fisk o CoMSUmers,
and their persstence and dissemination in the food
chain = oresent an indirect sk b public
Femakh. For this resson, publc hesfth and the weber-
inary instibution must more control the use of swaik
abde snbmicrocials in sericuiturs and madicre. The
surveiliance of anbbiotc prescriphion in humen snd
aramel infecbons ic MECESAny in order to corssnye
the: efficacy of the mntibiobics.
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Phenotvpic characterization of antimicrobial drug resistance of
Staphylococeus aurens and 5. epidernidis strains isolated from various
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deagraled a8 nsdstanl, semdlive, o inlsr-malise afler the
mermied owe o mbbdion shmmd asfhioi:  disss
sotording b FEM (D019 The mokilsi wess Sslisguidhed
as MRSA Metmilln-ressient Stpbrldoooiud i)
aml MESA (Melsslbn ematne Yoo mniu)
regpeclively by Chacillin Disk Dilfeson Method, amd
arming exhibiling resistesy b ties of more claees af
anidinlics were delinad i rullidoeg -sesiant (MOR)

Sratisticil sealyais

The it snalyis wis dane ussg SPES weision 10, ad
Valuss were expreiied o lhe percentages of the warmibles
In aidest b evalmile the Silleromse m alibolc il off
the clinizal sirams cheamed (5 cunes md 5 opdermiiisg
e Frarson's Chi-iguerd (1) ed wi porfiormed, with
5% e conldencs miervali, & a P-vabe loa dea %
were cinmlerad ilslistically agmiizant

RESULTS AND DERCTSSH0ON

%ﬂtﬂmauﬂuipu-pﬁum&_
(eif bis & gresfer impued n homes healh by caueng
mmduﬂﬁﬂthl:nd}mmrnﬂ-i.tyi
ol of 102 Saphidococeisl isslees obesed fom TR
mmples wont idmiled gning an averall prevalence af

BIODIVERSITAS 235 2588257, ey H20

1025 (102580 whach = almod amilar B the nsulls ol a
stuh by (ulamani o ol (2017) in Beands wikh 2

ol 1095, bul ewer than thal olsarved in Magen
(245%) (Thijoke o al 006 Amiag e 1002
Semlrloonceus infieotions, e prevalmes of & ausee wes
41 M whah ia gl than the ez chiains] = Algeren
IR (hatn o &l 2000 el = Ewern Algerm 1965
(Alsrua of al. 2004). 8 ptdhiroailin i he minl oammonly
repaaried CoNE specics mnplicsisd in mfecssns (Asmie of
el 2000, Fatowd o al MR In worklwide, e jesvaloms:
al & edermidis in heman miscions visiad fnom 6% o
BE (Auenis gl 8l D000, in the amady e peovaloms
et a gle ol 57 8%, which is highes (lem thal finad =
endther study conduciad in Alpens 439% (Tald & al
220, | Inm S5% (Clals end Mismiae 3%, ead in
Migoim 1. 1% {Shille o &, 7017}

Dt of Table | sl tha 5 oadermiidy 8 moes
fmquenily isolwed leoan ook thes & ousud =
demsoiivaiad by alher dudes ((lives & &8l 2007, his
high occuwrenie of & pidivmilis o may be dus b the
e of wrea virdence Eaoior wheh can be oaaderal
B e i ressens b ceuse ifoctions (Oile 2009, aml
protably peuol covigpe of s gorm ookl asl & oa
msveir N infeitmn (Anhena e al. 10140 contsary o
olicr poiulls cliaingl in scverl counirics showmyg tha 5
s i s Megquent tas & opidereidls swch a8 =
Migerm (Shillu & &l 201 T) sl @ Chine (Ve o &l 2000

daureid i me of B mod cEmon
u-.-:-d‘-h_.-iu H.-u-:rm.drh:nu.ﬁl.-lhl
incismeng, culd mmd cuses pogenic infmEEem [ Sangil st
el T This studdy hid pevcaled thal X dunec i e mosl
i mari-r i Fom s anpes, & ok
elmbics have imbicsind (Oncme anl Oghoen 2013), with the
ptisrence of T2. 7% which i alsos) smiler b e hading
in the dudy conduciad in Ao 64 28 W (Beayagoul &
el 2020, bul ik highe han el chiinal in Egrp 33%
(Aladozn et ol MQTh and = Maree 1% (Besamls sl
Ehanaw 09 Fo & geiermidy e highl
pwrence was jdentified Mom wiee with e e of
01.8% prolbably s @ premanly  ielied e the
conitin inidion o whins by e comecnsal Mora (Fraddm: o
ol DMEG snd sscoedimg b Losgsesmva (D008 CoNE
hive emerpal as & prinspel cuse af UThk, cgecially £
ipidermidis (Manoukon ¢l al 2017)

Tabk L Sophieoocs awnnwr and & apalemide provalione
scenrling ko mreplon fypes

Prevalenme of

Somewe S opddermidn
Sampka Sapliplocmcn provalicese  preralomss
siraies secording = B (%)
origin n (%)
ke ELTEER Y] i REN) LR
Sk 1% 0 (P 1100
gl L TE Y 0 (P 51008
Pem 44040 0% BTaTe 13 ET B
bolmrrerry T Y] el & T
fipem ol bR LR SR TP
Flasxd VLY 1 100 0 (P
Yohm (VLY 0 (P 1100
Toisl 1003 el L LR TR
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Duts & Table 2 show the varation of the jeevalence of
SWMSWMbI&Md
pesicsts According w0 the Chi-suare lest, there is 2
sgnificent Sffesence = e dintrilution of § epikermidls
and 5 awnius between males and fomales (perafue <0 05).
The rate of molation = 8 gpaderoaidhs is higher in females
(66.1%) Ban in males (33 %), contrwy 00 5 aurvus which
it more Beguent in sules (55 8%) than in famales (84 2%),
scconding 10 2 stdy by Gadasnaeryi et 4l (2017) in Rwenda
ey (63 3%) had moes S anrews than females (36 7).
The Chisguae et shows hhat here is no Sfference
between the two strsses ot cach age group (p-valae >0 05)
(Talde 3) The highet solstica rae of § aunvas and &
epddiervaidis are = the age betwess 30-59 yean
old The rowht for 5 cumns is alwo in speanzit with
another Algerian study (Besyagoub ot al. 2000), probably
e facioes axocaged with colonization by S aunus wese
age group (Aschasa c sl 2014)

Overuse and sesuwe of satibactics in clinical sctugn
ke lad 10 e cmergeace of restance o1 bactera (B et al
I01E) in e cosumunity, Muoch loss is kasown about the
epudemiology of CoNs = health care facilities comparad 10
mmmuwrm
ctal 2014) Melaclin resiance among Spiiooacd s
s2ary be dus 1 the exprosion of (he mecA gene (Zosg ot ol
201T) Thx study peovides mporast dats on methicillin
roistance, we found 68% e e of redtsse of
sedvicillin (oracillin), mcduling 424% in & udermidls
and 256% in § aumus the ente of MRSA is higher San
et shown by Alices et al. (2014) & Algeria (7 6%), bat its

2667

Based cu the sstissicrobial suscepedility patesss dhirty
twi Saplndococsus sesiss were MSSA (Tabke &), most of
MSSA isolates were W searly all arsenicrobial
sgeres wed in this wady, in conseast, for e MRSA strams,
the mose provalent eexisimces weee for cefocism and
oaacillin (25 6%) repectively, ofiars stadies showed (hat
the resisance W P-lacten v more Gan 500 in S auvws
straans (John of & 2019). Assosg the MRSA olesned, cos
stran (9.1%) prescals resdstance 10 Eacosenides asocisted
with macsolides sascepubility (ERY?_LIN® phenctype)
which & moee lrequent anoeg MRSA isolwes of simal
ofign bul = very siasl among MRSA of Jumas osigin
(Schweez el o, 2018) We found caly 23% of MESA e
reidan! 10 imipescn  and 116% wese reistanl
Mucroquinolones and  Encosasales o  resistance is
probebly due 0 the wee of these antidiotics 1o et sevesal
comanstily afeclions cremed by S awros (Mssasarn o o,
1988), Guy his resstsece may induce dinical Gilue =
has been eeported By Siberry of al (2003) But these
reistance ratey me lower than the reull obtsned in the
study condected by Celalln ot 2l 2019) & Spansh
hosprals which  indices  that  resiease W0
Mucrogquinoknes is 67% sad SO0 for Jocomesades The
milibhotic rexitmce pemen of MRSA showed owe
rekodance res W sane fenily of smtibiotics inchadisg
mnisoglycondes  (4.7%), assifolmes  (11.6%), and
msserolide (20 9%) compeesd 0 rowlts of & previows study
in Algeria (Achek s sl 2018)

Tablke 1 Dovhuton of Sgphdococcwr arvw ad S

lower thas the st olverved in asofer stady in Algeria Ty sscordng o gender
40.5% (Aswri et dl 2010), md as sepoeiad by the Wnld
Headh iaton (WHO) that & same Affcas regioss,  Sex L apidermaldix £ awrany peratae
B0 of S awrews and 5 spp ifectvns we methicillis- ~Mae 20 (33.7%) 2 (A 00
revistug (Kasch of &l 2014) In deveioped courics, he _Fomal 35 (65 1%) 19 (84 %) 0.y
prevalonce of MESA has roached & dutrbing level within
e past fow yours (Adal et sl 2019)
Table 5. Dotrbeson of Ssaphydococcay sauresr =d S apidowadt scocrday o sy pogs
Orpanbims < 1dyan 1529 yeurs S0-5% veany > 68 yeary
Sepledococour awau (3. %) T3 19185 %) 15(30.7%)
Seplerdococour epaderwds 406 ™) 1 ELI%) 48 21 (SR9%)
_pvahue 0652 075 0508 093}
Table 4 Corzporuus of mxsbaotic eosceptibel ity paiten of Sezplralococow aevur d £ spadermsd eng the Ch-agare et
v MESA (aet3) MISA 3e11) — Zaca
Cefooctin 2 11{Z56%) N 0080
Oreacalin 24 (5% D nosn
Irztpemen aW ™ 1A% 0¢%) 000
Vexusyen 42 1100%) Q%) 0¢™) .
Cpndloman SR S(1LAN) 11 {(186%) 03%
Oertanzicn PIRLAR 9 2{4.7%) 13 (20 0014
Cotracoocles 358 a S(15%) 21 (358%) (006
Entlsvayen S P00 1952 %) 028
Locomycs BB S(1LE%) 1B {1%) 00%
Sprenyan 0 (V3 0%) 1{™) 1 (186%) 0oy
Frenerycn S US%) 1N S(10.2%) 0s™s
Fodamyan 2590 M) 409.5%) 9018 ™) 037

Note: MSSA: Mettaa s Sasative Sephdacacmo aemews, MECSA: Metisalis-sonset Sagplshanoms aress psaker< (105 « sgreficet

164



Publications scientifiques

i

The Mndng of antmnicrchial estisEmes in
Tl id alarming (Massmenis of &l 201 5). Dai @ Table 4
Al el bn & oo rmiddl, e highedl reaslence is besg
o bath ouecilln md sl (S148%), dm work
demnisiraied thal et b enincghyoossles is o I9G,
mmaciolides G1I%), and mmiifee: (35.6%). The remll
die higher Uma hose found by Achsk & al (2018
Apcoidieg 1 Berduie, sminsglyoomnds ool @ alio
lreguent =@ Saphnlecoccal speses (Memeglaire o al
DN, e apeiaek can lewboied asch-D gens-encodal
resistance 1o aninagloesides, which = moes pecvalent aml
dillieed in stiphivlooncd of hemes ofga (Johker d il
DT sl prodably the slrams may cxpesii cnrymes
malising genlemson rewleace, el B genlEnicin

and  emiscghyonsle  G0-Naccnl-
translerass (Eladli ¢ al D% & epidermidl araies hove
acyuznd redanie W ctha mlibiotics ach @l o,

chleramghenicol, ery By, clissbanrycm,
aulfinessles, and mn becawe the overuse af

aridiolici hid kol o e energence of mibcious haceria
feiatang o & wide enlisiceabial ayesl (Ons 109, Roges
clal. 20

Mome of the sesind has pecsenial reaslsnes o
vimeonrpiin, which s waldy scoepisd a3 the mow
clfcelive diug b el @eplyloosio) infddions (Halne
and  Jorgeen  DOOE)  (enlanmcin,  imipemem, sl
coifmsensenle have prserval deir activitiss, e i
rabably due W e kw use ol ess snlilmclics osly in
comes ol severe infeclims cmsed by MDA orgeniens in
leirimn madamne (Iellic d 4l 2017, The Chi-ajuse ER
ket mdicais] el s s no agmficen &ffessnce in
redistance ralss Mo all antioties es]  (E-raiues 05
bEwmeen & aurews amd 8§ epldirenilis encepe R

BIOBIVERAITAS 3¢5 20a8-25T1, Mey Hr20

mmmﬂmhwmﬂf&m
thewe Nadings smgped dal Both st cen harfkss
enlibaslic soaisbnce genck bul nol caprcedng e jEncs
Martnceu of al. 2000, Dhean & al. 0T} Orecrall, we
famd in this skdy dad 2% of & cpilivonidis wess
relen| b polamicin compaesd b & o with 4,79
Thﬂh&hﬁ.ﬂhtihm*u&nﬂmﬁitﬁ-iq;l
of Maitsmei o al (2000} Risslanee b

mch &8 pentEmicin het increxangly been repaniad in CoMS
i (Dbt ot al 1994)

Data of Tables 35, & and 7 &dnes  impilasl
infigirlion on cuftal enlimicealbial noadence, inckiding
mulli-drug st (MDR] and Meollesln-Redstanc:
(MR Tod & eolleztion of clinss] el of 5 ownn and 5
eplermidis Thom comnmuniy infectaom I o albemag W
have 1 high rle of MDR Sophdocaccs @ e
coiEansily, cpecially in 5 gpdermidy, wheth is oae ol
the Cieli recogminnd a8 a caste of nesecomial infsclions
(Becker o1 &l M9, Both shams presenl nedsiancs
betwsen 3 @ 7 differenl lemiliss of sabibictics (Table &)
Hirsecwer, the nemlance mechansans m CoMi ae ke well
definad (Seighasn o al 00T, bol modlircsdss S
ephlermidin B a poicetial et N rasisTag he mes
pone aml soveral gonsy mondmg eesisance b enlibestics
betwsen pathogens: Staphylkeoscal speses (Ghies el &l
01T So, dhus molS-rcasiancs @ developmy couslnss is
iy e due b the aed combrallad wse ol dalilestics oz auss
eeversl anthisss are avalibe widowd o dookee's
prengtion (Kekai and Wanola 2007, The s ol
remenss  phonadpe cn b sesmied with  suln-
imedalen wilhoul pesRciipbion, ok af awischei m msa
ol the peopls who sep astibisics mid-say Thos fover, amd
& decling @ ke appuaren| Spmpiem s (el oal HDH

Talle & Pty of MU Sopfdemcon o md £ mpidewidic

Tvex af virsies n M Framaiyes of Bedrria SIHE
Sizpivalococours rpidromidis 1 ) T OP, GFH 3XT, FRY, LM, PRI, F(d
{m=i) 1 4.5 PO, R, R, KT, ERY, LTM, &/, Pl POS
1 ) PO, OFa, CTP, OFM, 5T, ERY, 5P PR, PO
3B ) PO, R, O, (OIFN
3B PO, O, SXT . ERY
1 ) PO, Ofa, OF, ERe Y, LI, 3P, FOS
i 4.5 PO, CRA, ERY, LI
1 ) PO, Ofa, O, OE, 55T, ERY
i) T, ERY, LB, 3P PRI, RS
3B PO, OFa, ST, ER Y, LM, 3M
1 ) PO, O, O, 3T, ERY, PRl
3B ) PO, O, O, OHEM, 5T, ERY, LM, PRI, RO
1 ) PO, R, O, ST, LTH
1 4.5 PO, i, BT, ER Y, LM, 3F
3B ) PO, i, O, OEM, 55T, ERY, LM, PRI, PO
1 ) PO, Ofa, O, SXT, ERY, LI, 5
i 4.5 LTH, 5, FOS
Szpivalococouar aurnar jme i 16 PO, R, Tl CTF, 50CT, ERY, LB, 3P PRI, FOS
1] 16T PO, O, ST ERY, J.'r-LS.FI: PRl K&
i 16 PO, O, O, OFM, 85T, LI
1 16T o e |
I 16T PO, Ofa, CFF, (FM, 55T, ERY, LN, 511, FOS
1A T FRY, [ITH. B8
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Molecular characterization of the whole genome in clinical multidrug-
resistant strains of Klebsiella pneumoniae
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Intraduction

Frolonged exposure of Enterobacterisceae bo
antibiotics and the selective pressure resulting from the
excessive, climically unmecessary, use of antibiotics
comiributes 1o the emergence of antibsotic ressiance
(AMR) thai is a growing glohal healih concemn. The
spread of mfections resistant io the ourremtly available
antibiotics cowld contribute to a death every three
seconds glohally by 2050 [ 1] Currenily patients with
infections caused by anidhictic-resisiant bacieria ane
high risk of bong hospital stays, treatment filure, high
maortality, and high health care costs [2].

The prevabence of multi drg resistont (MINE)
Enterobacteriacese, expecially those which are resistant
in fi-lactams, has been increasing worldwide becaunse
these antibsotics are mmpartant therapeutic chodces for
treating infectsons in bumans [ 3].

K pooumonise is a nolorous bactermum and by
acguiring additional animmicrobial resistance, it could

be the ongin of increasing nosocomial infections. This
species i known o be prone o MOR and kypervinslent
strain emergence [ 1 E).

K. pnemanise cause severe infections including
Irver shscess, pnewmonia, and sepsis by the productsan
of enzymes such as extended-specinem f-lactamases
(E5Bls) or plasmid-mediabed Ampl p-lactamases
(pAmpC) that are encymes commonly solated from
Enterobacieriacens  [4] Mowadays, enterobactersa
producing E5SBLs and felactomase enzymes are
frequently solated from nosocomial and community-
poquired  imfections  [5].  Therefore, acquired
marbapenemase-enooding  genes  in enlerobacteria
constite a real climical comcerm fior amtimicrobial
management. ESHL, pAmpl and the carbapenemases
are largely produced by MDR enterobacieria asch as .
Klehsieliz spp isolaies. The corresponding gends are |
located on plasmids and other mobile genetic clements
[6]. Thas is alarming because these plasmids frequankly ©
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camy genes encoding ressiance to other classes of
drugs s=uch = aminoghyoosides,  trmethoprim.
sulfamethomarole, fluoroquinolones, and cam mave
horizonitally among hacteria [7]. This is especially the
case with Klehsiellz spp which is one of the bacteria in
need of development of new therapeutic compounds
[E]. The objective of this study was to evaluate the kevel
af antibiatic resistance and o perfiorm the moleoular
chamcterization of clmical & pwenmomiar simins
isolated from cut-patients and in-patients admitied 1o
different wands of the hospital in Oum El Bouaghi,
Algeria.

Methodalogy
Samples codlection

30 Bacterial isolabes were provided by the
laboratory of Microbiology of the hospital at Cum E]
Bounaghi, Algeria They were isolated between
December 202 |-February 2022 from varions clmical
samples (urimary iract mfections, hemooulture and pus)
collecied from out=patienis and m-patients admitbed 1o
different wards of the baspital.

The isolsies were grown on MacConkey agar
(BaoMericu, Marcy |'Einile, France) fior 24 brs at 37 2
1 %C. The izalates were identified using biochemical
iesis, and the identification was confirmed by mass
spectrometry using VITER® MS (BioMeneux, Maroy
I"Etmile, France). VITEKE M5 PRIME iz a Matrixs
Assisted Laser Desoaption lomizaison Time of Flighd
(MALIDMN-TOF) mass spectrometer. The instromeend
amalyres maiterial from microbdal culheres to sdentify
the microorganism. The mamples were exposed o
muliiple kser shots inside VITEK®E M35 PRIME [1],
and this was dexigmed io moorporate addstional bepefits
and enhance the nse of MALDI-TOF technology [1].

Anrifionc suscepillity sesting

Antimicrobial dneg susceptibility was deiermined
using the disc diffusion methed an Mueller-Himon agar
and interpreted sccording 1o the recommendations: of
Amtibicgram  Committee  Fremch  Soceety  for
Microbiobogy  [hbtpowwo sfm-microbiclogiearg).
The antimicrobial agents tesbed were: felactamins
(10pg of ampicillin, ¥pg of amoxicillinsclavdanic
acid, llpg of imipenem and 30pg of cefolaxime],
cyclines (30ug of ietmoycling), sulfonamides (25pg of
trismezthoprim-sulfamethoxazolz),  aminoghyoosides
i 10pg of gentamicin), rifamycines (5pg of nfampicin),
and guinclones (Mpg of nalidixic acid and Spg of
ciprofloncacing.

The screeing of ESBL production was performed
by the double-dmc synergy test (DDST) between

X duiy e & b DENE 4 D7y -CONN)

clavulamic acid and thind gemeration cephalosporims
(ceforaxime, ceflazidime, arireonam and cefepime] [9].
The tesi was considered positive when a “champagne
oork™ aspect was observed.

IINA sequencing
Genomic DA was exiracted using a (JlAxiracior

(Qiagen. Yalencia, CA), and |Fhrary preparation was
performed by using a Mexiera XT DMA  sample
preparation kit | llumina, San Dhego. CA) according io
the Mumina protocal. The lbmnes were sequenced
with the Illemina MiSeq platform (2x 30i0bp paired.
end reads) with a minimuem of mapped-reads depth of
il fiold.

Contaminant seanches and molecular identification
were perfommed for sach sample using the cenirifoge.
This method performs abundance amalyses ai all
taxonomic levels (eg. stmin, species, gems) [10].
Cuality control metrics were examined aoross the
whole collectsan as a baich report to ensure a mean read
base=pair quality score of () = 20 and a read lengib of
Tife of the original read lenpgth. Chmality-filtered
[lumma reads were msembled using Unicycler [11].
Cantigs were annaiated using Bakia.

(aene amnoration

To define the presence of specific genes and ther
alleles, we used ARIBA [12], MAMOND [13]. and the
following dstabases: Multibocus sequence  typing
MLST database, serotypeFinder O:H typing datmbase,
the fimH typing database, and cursted databases of
AME genes/Single Mucleotide Polymorphism (SMPs)
including Res-Finder, NDARQ, and CARD.

Camperative genomic analysis

The fltered whole sequencing  (WGS)
reads were aligned agaimst K. pretsmanse come gemanme
{hitps={www cgmlst.org) to call SKPs using BactSNP
[14]. & meaximumeslikelibood phylogeny was then
generaied by RAxML-ng v 09 [15] based on the
resulting core genome alignment  filiered  for
recombination using Gubhins v 2.2, [16]

Results
Midnloous sequence jyping (MIST) and clanalivy
avalywis

According 1o data of MLST, all olates belonged 1o
the sequence type STH7. Clonality analysis performed
by cgMLST won mean 2145635  bases
(hitps=‘'microreactorg project’ gekj DY wFLTkan Vv TG
Brrwoi-canfile) showed that the most similar & —i
and 13 [ST307) differ by 39 SNPs. The isolstes *-

Accé
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therefare emerge as a recent clonal spread but probably
commespond io an endemic reserviodr of STHIT.

Discusaion

The Wordd Health Organcmtion (WHO) hes
recommendsd that couniries should develop AME
surveillance programs  bo collect and  mlegoabe
antimicrobial use.

Chr genomic data analysis, presented in Table 1,
confirmeed that all & pnemmeniee simins (o = 4) are
ESHLs. A co-existence of three ESBL genes ( CTX-M,
TEM, and 51V} was fiound i tweo straims {503 and 513,
and this weas already reporied m Algena [1%9]. and m
ather countries [20]. Association of ESHL genes kead to
selection of resistanoe gemes in hospitals as well as m
ather sectars. In addition, the presence of multiple fis
lactamase genes with several varanis m K. porumoriae
isolates would also be the couse of MDR and other
extremely drog resistant (XIHR) strains emergence [21].
These may lead to high human mortality mies when i
comes to clmical infections dse o failures of
antimicrobial therapies [22]. Both SlaS1 and bieC T
M genes are present i the fwo straims (SO0 amd 509
amalyzed in K. prevmaniae. The coexistience of higSH 1V
and hipCTX-M genes was alzo observed in previoms
shedies conducted in Algeria [23].

Through this investigation, the CTA=M genes have
been identified in all X poomoniee (501, 503, 509,
and 513); WaCTX-M- 1] type varant (CTX-M-| gmup-}
in particular & a well distribwied simain
warld, including Algeria [24).

A higSHV=1! gene wes found im SO0 and S09
sirains thai procures a broad-specinem resistance to
antibiotics in the X pnoammoniee strain. Two simins
(503 and 513) harhoring the Ma¥i125 and the
hieTEM-I genes have been identified, and have already

been a suhject of study in Algeria [23]. No dats was

J eyt e ¢ brkan (KRN 84 (TANAI-EN].

available on the functional aspect of varani gene
blaTEl-. Hyperproduction of TEM-1 f-lactamase
mediated by the promoier PoPh which was detected im
two K. prommanies srins (503 and 513) has never
been addresszed in Algera, amd according to ather
studies AlgTEM-/{PaPt) is only responsible of high
resistance i piperscillin:aeobactam (TZF} [25].

Thee £3XA gene was found present in three staims of
K. poeumonige. The (24! gene was alzo detecied in
Algeria [ 26]. 04 { varani gene was discovered inco-
exisience with ESBL genes. This result is consisient
with previous shadies that showed that these genes are
commonly present in combination with CEYLSJS,
SHV-{, TEM.I pelactamases, PMOQR  (plasmid
medisted guinolones resistance) delorminants, and
aacf l=Mhecr ina commundty of & prenmoniae sirain
[27].

Previows studies have demonstrated that NTRMSS
offer greater resistance than NI genes [34]. From
what we ohserved. the detection of New Delhi Metallo-
felactamazes genes of type NOM-3 in £ peeumonize
(5309 strains is considered as o first m Algeria,
However the hlaMD-5 gene has been reported anly in
other clinécal isolates such as Acimetabacter bowmanwml
[28]. Escherichia coll [29). and Enterabacter cloeose
[ 3.

In contrasi, in other countries the eSS gene
has been  identified mainly im  clical
Enterohacieriaceae. The ms represent the
latest threat o public health especially in the case of
nosocomial transmission of the Aoy gene which
has cocurred im many countries [31] However, in
Algera, NDW-F gene was detected m K pneumnanize
from amimal origins such as white storks [32]. This
finding confirms that wildlife m Algena could serve as
reservairs of MDR K pneumonize, in addition o s
presence in fecal samples of companson animals [33).

Table 1. Antihiolic roaslac-ceodny poes [ve w dinscal K precsomonioe siromms.
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e finding of the present study i the exisienoe of
fluoroquinolone-resistant  simin of & pocumosae
carrying two plismid mechamisms of resistance to
quimslones: the agefb=cr variant gene harbored by
two strains (%01 and 513) and the gnri#l gene present
in three straims (301, 503, and 513); these were alzo
previosly identified in Algenia [33]. Ome strain [ S09)
had aquired the gnrS) gene. This is the sevond repont of
garsl in ESBL-X. prevmoniae in Algersa [26]. B was
previously described ihat gard was predominam among
strains from Africa that gnr§. An association has been
found between the production of SloCTX-L-15, gnril]
and or grrd) gene inall gmins of & parumoriar, based
on daim from sbodies in Algera [36] and in other
couniries [37] which repont cases of K. pocumonae
harboring WaCTY-M-15 and mac(&=lb-cr [38].

Based on studies conducted in Algera, we nepor
for the first time the chromosomal mechansm of
resistance b guinodones in three & fai simins
(500, 50%, and 313) mediated by the Serf3Leu (S831)
substitution in grd gene, which is consisient with
previous studies from several comtries [39]. The gord
(SEX) gene has been wdemiified in gmins of K
pnamroniee camying plasméd mechanisms especially
the guriil geme. Thus, the appeamnoe of chromosomal
mutations i the genes encoding DA gyrose can
increase the bevel of ressimnce of the bacteria to
quimalanes [40].

Cur guor positive strains show  resistance o
amimog|yeosides, cotnmaxarole, sulfonamyide

Figure 1. Phylopemstic bee of mullibsus sequemes Dyping
(MLST) chnical MDR K. panosminisc iselslos.
r.‘l

L

a1

ag

Permmbior B, I, DM arad 0 ) correwpoad o e rarnber o cach s ol
K Ebarlls praurearas:

J bt e f bk CNNRE i EANENKD

rimethaprime, fosfomcin, and cyclime. This could be
explained by the fact that the plasmid suppon of
quinocdane resistance i present i a cassetie as part of an
imegron.  camrying the aother PMOR genes  like
MaCTXM:I5, gerd and the muliiresistance gemes 1o
other antibiotics [41].

Few studies in Algena have identified the detailed
expression of ressiance o aminoglycosides. Our daia
sherwe  that  all the simins  were resistant o
ammoglycosides but with different gene expressson
levels, and this inchudes apk@i-id, saciTklle, sacid’
thecr, aph{3de, and apé3"j-ftr genes. One strain
(801 of K. pocumemage harbored genes of the type
aad A 1!, and this was first detecied in Algeria from
clinical simins of & perumomar. Among these
identified genes, the most concerming is the agc (85l
or variant gene [42). All of aminoglycosides resistant
genes discovered in this study have not been studied in
Algeria, especially since most of them have been
located im meobile elements (plasmids, inbegron,
transposon and integrative conjugative element) [43).

This study is the fird imvestigation in Algeria
analyring resistance to sulfinamédes and tetracycline in
clinical stmins of & perumomare. Resistince io
sulfonamvides im all £ prewmaniar strains {n = 4] is duwe
o sl and sl genes. In addition, we identified
resistance ta trimethoprime by dirdd, A7, drdld, and
dfri{. All the staims showed resistance to fosfommycine
and carmied a fosd gene. There were three sirains that
carried derd, fenls, and éeéR genes that lead o resistance
to cyelimes. The acquisition of resistance to fosfomyein
and tetracycline by clinical solates of K prewmoniee
sharing ESEL and'or carbapenemases represents a new
H:nutﬂut:nnq:ﬁ:iﬂﬂul.irutimnd:h-umﬂalt]{

PRCTARONIGE TEMRiNs o very scniows causative agent of

The mosi nn:ulu.r izalates 303 and 513 (5TX0T)
differed only by 33 ENPs and both camied the ESHLs
genes: BalTEM-J, bieCTN-M-15, WalkUd={, HaSHT-
28, and MaTEW [PaFh). They belong to the same strain
ET-307 as mdicated in Figure | that demonstraies the
phylogenetic tree of multilocws seguence  typing
(MLST) of X preumomiae. The STHT clone has been
previously detecied in Algernia by [45]. Our resulis show
that this chone was associated with three ESBELs
(hlaCTX M { 5, quri and other gemes. Several reparts
have showed that the origin of MDRE ST307 K
prcrmaniae was from climical samples, as well as from
other sources [57]. The WHO recently declared that the
ET307 sirain poses critical threat to public healih I.'i has
also been concluded that ST307 K. 1
often carry transferable resistance-conferring gencs

BCCE
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against carbapenems and & varety of additional
resistance and virulence determinants, in addition to
integrative and conjugative clements, and phages. As a
result, ST30T K. pnevmonize is emerging globally as an
important  vehicle for the dssemination of AME
determinants [58], and has been responsible for several
glohal nesocomial and bangsterm cane center outhreaks
[59]. The MLST amalysis indicated that STH07
consisied of one deepsbranching lmeage which
contained the gyrd 5831 mutation in the quinocbone
resistance deferminant regian (QR.DR) that had global
distributicn [60].

Contlusions

The present stwdy reparis the firsi analysis and
identification af the bacterial resistome of MIXR clinical
sirains bebonging to Klebeells paeumomioe i Cham
Bouaghi, Algeria Owr dain demonstrale  mulisple
clinbcal K. pmewmoniar sirains resistani o most
common antibiotic families. This is also the first
reparied  detection of K perumomioe  producing
hiaNDW4-5 gene in Algeria. Cantrol of antimicrobial
resistance requires monitoring and surveillance of the
level of emergence of resistant bacleria, & well & the
resistance genes and their location. These measures can
liemit the presence of new diverse AMR encoding genes
that could be a source of emergence of new human

pathogens im the futre.
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