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Introduction 

De 1945 à 1955, le développement de la pénicilline, produite par un champignon 

Penicillium notatum a inauguré le ler antibiotique, ensuite plusieurs familles d’antibiotiques 

ont été découvertes et ont joué un rôle crucial dans la lutte contre de nombreuses maladies 

infectieuses (Jon et al., 2009). Lorsque les micro-organismes sont exposés 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 entraîné une augmentation de la mortalité, des coûts 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 

antibiotiques comme des "bactéries cauchemardesques" qui constituent une menace 

catastrophique pour les populations de tous les pays du monde, cette émergence de bactéries 

résistantes aux antibiotiques les plus couramment utilisés, a nécessité l’utilisation 

d’antibiotiques et de médicaments plus puissants et d'une thérapie plus coûteuse (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 β-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 l'homme et les animaux (Bush, 

2010).  

Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae font parties des principales espèces Gram 

négatives qui sont fréquemment isolées en milieu clinique et présentant de multiples 

phénotypes de résistance aux antibiotiques (Sáenz et al., 2004). Plusieurs études suggèrent 

qu’E. coli responsable d'infections urinaires communautaires est capable de se transmettre à 

partir d’un aliment (ex : la viande crue) à l'homme (Johnson et al., 2017 ; Hawthorn et al., 

2018). Comme ces bactéries sont également des habitants normaux du tractus intestinal de 

l’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 β-lactamases à spectre 

étendu (BLSE) et de bêta-lactamases à médiation plasmidique (pAmpC) sont passées de 

l'hôpital à l'environnement et à la communauté (Barguigua et al., 2013), ces bactéries sont 

identifiés à 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 être 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 abcès 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 fréquemment d’origine nosocomiale et communautaire (Padmini et al., 

2017). Les BLSE, pAmpC et les carbapénémases sont largement produites par des 

entérobactéries multirésistantes telles que les isolats de Klebsiella spp. Les gènes 

correspondants sont situés sur des plasmides et autres éléments génétiques mobiles (Carattoli, 

2013). C'est alarmant car ces plasmides hébergent souvent des gènes codant pour la résistance 

à d'autres classes d’antibiotiques comme les aminoglycosides, le triméthoprime-

sulfaméthoxazole, les fluoroquinolones, et peuvent se déplacer horizontalement entre les 

bactéries (McInnes et al., 2020). En particulier chez Klebsiella spp qui est l'une des six 

bactéries résistantes aux antibiotiques qui a besoin d'urgence de nouveaux composés 

thérapeutiques (Ranjbar et al., 2017). 

Tandis que chez les bactéries Gram positives, les staphylocoques à 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 pathogènes 

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 pathogènes que les Staphylocoques à coagulase-positive 

(CoPS) (Fišarová et al., 2019). Près de 30 % de la population humaine est colonisée de 

manière asymptomatique par S. aureus (Saleem et al., 2018), ce germe constitue un grave 
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problème 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 l'immunité de l'hôte, de son âge, 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 reçu beaucoup d'attention, au cours 

des dernières décennies (Castro et al., 2016), La dissémination de la multirésistance chez 

Staphylococcus spp (Virdis et al., 2010) et S. aureus résistant à la méthicilline (SARM) est un 

grave problème de santé (Castro et al., 2016). Staphylococcus aureus a acquis une résistance à 

plusieurs familles d'antibiotiques, souvent détectée dans les hôpitaux et les communautés 

(John et al., 2019). L'évaluation de la sensibilité aux antimicrobiens des isolats de 

Staphylococcus spp détermine quels antibiotiques doivent être administrés pour surveiller la 

propagation des souches résistantes 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 à 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 

l'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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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 

empêchant 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 à l’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 être 

détruit ni modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne (Ogawara, 

1981).  

II. Caractéristiques et classification 

Les antibiotiques sont caractérisés par leur spectre d’activité, une toxicité sélective, 

activité en milieu organique, une bonne absorption et diffusion dans l’organisme. Azèle. 

(1983) a élaboré une classification détaillée des antibiotiques et a classé ces derniers de 

différentes manières : 

1. Par l’origine de leur production et leur nature chimique 

-Synthèse chimique totale. 

-Production à partir d’un organisme vivant, extraction, purification, puis synthèse chimique 

sur un noyau servant de base. 

-Production à partir d’un organisme vivant : bactéries (ex : les actinomycètes), levures, 

moisissures, champignons supérieurs. 

2. D’après l’importance de leur utilisation en thérapeutique  

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

sulfamides) et d’autres dont l’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. 

 

Figure 1. Cibles des principales familles d’antibiotiques (Mingeot-Leclercq, 1999). 

5. Selon leur famille  

5.1 Les antibiotiques à large spectre  

Qui agissent sur un très grand nombre d’espèces 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 β-Lactamines  

C’est une famille très 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 à la pénicillinase. 
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c- Le groupe des pénicillines à large spectre (ampicilline) qui agissent aussi sur des bactéries 

Gram négatives, mais qui sont sensibles à 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 très sensibles à la 

pénicillinase. 

5.3 Les antibiotiques à spectre sélectif  

a- Les dérivés de l’acide isonicotinique : isoniazide, éthionamide. Ils 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 l’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 à peu près aux bactéries Gram positives : bacitracine, novobiocine, aide fusidique 

(structure stérolique), vancomycine, rifamycine 

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

Cependant d’autres classifications récentes se font selon quatre critères, dont 

premièrement selon l’origine de l’antibiotique qui peut être soit naturel (produit par le 

microorganisme) ou produit par synthèse (synthétique ou semi synthétique). Deuxième critère 

c’est selon le mode d’action de l’antibiotique car il pourra agir sur la membrane 

cytoplasmique, paroi, synthèse des protéines ou des acides nucléiques. Troisième critère 

implique leur spectre d’activité (étroit ou large) et en dernier lieu leur nature chimique qui est 

très variable et basée souvent sur une structure de base (ex : cycle β lactame) elle nous permet 

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

Le tableau 1 illustre les principaux antibiotiques et leurs cibles (β-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 

d’antibiotiques 

Définition 

 

 

β -lactamines 

(Contiennent un 

cycle β -lactame) 

Ces antibiotiques incluent les pénicillines, carbapénèmes, céphalosporines et 

monobactames, grâce à leur large spectre d’activité et leur faible toxicité, Ils 

sont les plus couramment utilisés mondialement pour traiter les infections 

bactériennes et sont actifs sur des bactéries en phase de croissance et agissent en 

inhibant la synthèse de la paroi bactérienne (synthèse du peptidoglycane) par 

inactivation des principales enzymes impliquées dans cette construction : les 

PLP (Protéines Liant les Pénicillines). 

Aminoglycosides 

(Contiennent un 

cycle cyclohexane 

+ sucres aminés) 

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 à être plus actifs contre les bactéries 

pathogènes Gram négatives.  

 

 

Tétracyclines 

Ils ont une structure à quatre cycles sur lesquels sont fixées diverses chaines 

latérales. Le genre Streptomyces produit naturellement l’oxytétracycline et la 

chlortétracycline. Ce sont des antibiotiques à 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 négatives, mais sont 

habituellement bactériostatiques. 

 

 

Quinolones 

Ce sont des antibiotiques synthétiques possédant un cycle 4-quinolone à large 

spectre actifs contre les bactéries entériques, ce sont des agents antimicrobiens 

importants, dont la première quinolone est l’acide nalidixique, depuis 1962 

d’autres génération de fluoroquinolones sont apparues comme la ciprofloxacine, 

norfloxacine et l’ofloxacine. 

 

Chloramphénicol 

Il est initialement produit à partir de cultures de Streptomyces venezuelae, et 

maintenant produit par synthèse chimique, cet antibiotique a un très large 

spectre d’activité, mais malheureusement il est assez toxique. 

 

 

Sulfamides 

Ils ont une structure proche de la sulfanilamide, un analogue de l’acide p-

aminobenzoique (PABA), le PABA participe à la synthèse de l’acide folique, un 

cofacteur. Lorsque la sulfanilamide ou un autre sulfamide pénètre dans une 

cellule bactérienne, il entre en compétition avec le PABA pour le site actif d’une 

enzyme impliquées dans la synthèse de l’acide folique et la concentration en 

acide folique décroit, cette diminution est nuisible à la bactérie car il est 

essentiel à la synthèse des purines et pyrimidines. 

Triméthoprime C’est un antibiotique synthétique à large spectre qui interfère également avec la 

production de l’acide folique. Il se fixe à la dihydrofolate réductase (DHFR), 

l’enzyme responsable de la conversion de l’acide dihydrofolique en acide 

tétrahydrofolique, entre en compétition avec le substrat, l’acide dihydrofolique. 
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1. Famille des β-lactamines 

 Leur structure moléculaire contient un noyau β-lactame associé à un cycle thiazolidine 

(commun aux pénicillines) ou dihydrothiazine (commun aux céphalosporines). Cette famille 

d’antibiotiques comprend un très grand nombre de molécules utilisées comme traitements de 

première ligne en médecine et possédant un spectre d’activité plus ou moins large. Ces 

molécules inhibent la synthèse de la paroi bactérienne par fixation aux protéines liant les 

pénicillines (PLP), enzymes impliquées dans la synthèse du peptidoglycane (PG) (Nordmann 

et al., 2012). La famille des β-lactamines est répartie en quatre principaux groupes : les 

pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapénèmes et les inhibiteurs de 

β-lactamases (IBL) (Bryskier, 1999). 

1.1 Les pénicillines  

Dont font partie la pénicilline G (noyau péname), la méticilline et les 

isoxazolylpénicillines (oxacilline et cloxacilline), les amino-benzylpénicillines (ampicilline et 

amoxicilline), les uréido-pénicillines (pipéracilline), les carboxy-pénicillines (ticarcilline) et 

les amidino-pénicillines (mécillinam) (Lagha, 2015). 

1.2 Céphalosporines  

Les céphalosporines (noyau céphème) ont été classés en fonction des différentes 

générations (1ère, 2ème, 3ème, 4ème, 5ème) ces molécules de spectres différents ont une 

capacité d’hydrolyse plus marquée vis-à-vis des β-lactamases (Ex : céphalosporines de 3ème 

génération actives sur des souches produisant des pénicillinases à haut niveau ; 

céphalosporines de 4ème génération actives sur des souches produisant des céphalosporinases 

à haut niveau) voire encore actives malgré la présence de PLP anormales (Ex : 

céphalosporines de 5ème génération actives sur des souches de staphylocoques résistants à la 

méticilline) (Nordmann et al., 2010). 

1.3 Carbapénèmes 

Comme l’imipenème et méropénème…etc, (noyau pénème) qui sont des molécules 

résistantes à la plupart des β-lactamases à large spectre ex : BLSE. Ils sont très actifs sur un 

grand nombre d’espèces 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 à partir de bactéries, puis 

produites par synthèse chimique, dont le spectre est étroit, inactives sur les anaérobies et les 

bactéries Gram positives, limité à certains bacilles Gram négatifs (entérobactéries, 

Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa…) et certaines bactéries cocci et Gram 

négatives.   

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 particulière 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 

clavulanique, amoxicilline 

Pénicillines Inhibiteurs de la synthèse des parois 

cellulaires 

Céftriaxone Céphalosporines 

Chloramphénicol Chloramphénicol Inhibiteurs de la synthèse des 

protéines Erythromycine, azithromycine Macrolides 

Gentamycine, streptomycine Aminoglycosides 

Oxytétracycline Tétracyclines 

Acide nalidixique, ciprofloxacine Quinolones Inhibiteurs de la synthèse de l'ADN 

Sulfaméthazine, trimethopime Sulfonamides Inhibiteurs compétitifs de la synthèse 

de l'acide folique 

L'un des mécanismes d'action les plus courants consiste à cibler la paroi cellulaire, qui 

est présente dans les bactéries (cellules procaryotes) mais absente chez les humains (cellules 

eucaryotes), les antibiotiques affectant en grande partie la paroi (peptidoglycane) chez les 

bactéries sont ceux appartenant à la famille des β-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 l'hôte (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 synthèse protéique est assurée par les antibiotiques de la 

famille des aminoglycosides, macrolides, tétracyclines, acide fusidique, linézolide et 

chloramphénicol en se fixant à la sous-unité 30S du ribosome pour inhiber directement la 

synthèse protéique et provoquer des erreurs de lecture de l’ARNm, tandis que les quinolones 

et les fluoroquinolones inhibent la synthèse des acides nucléiques par l’inhibition de l’ADN 
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gyrase et la topo-isomérase IV, de ce fait interfèrent avec la réplication de l’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 à survivre et à se reproduire en présence de doses d'antibiotiques qui étaient 

auparavant considérées comme efficaces contre eux (WHO, 2011). C’est l’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 à eux-mêmes mais en augmentant la proportion de mutants, ils peuvent aussi 

indirectement sélectionner la capacité accrue d'acquisition de la résistance à d'autres 

antibiotiques (Oliver et al., 2000). 

Grâce à leur flexibilité et leur plasticité génétique, les bactéries pathogènes sont 

capables de mettre en place un programme de résistance spécifique contre un antibiotique 

particulier. En effet, certaines souches arrivent à rétablir une multirésistance vis-à-vis de 

plusieurs antibiotiques à la fois donnant lieu à 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 intrinsèque, commune à une population, due essentiellement à la 

présence de gènes spécifiques (Allen et al., 2010). La résistance intrinsèque d'une espèce de 

bactérie à un antibiotique particulier est la capacité de résister à l'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, l’antibiotique ne les affecte pas (par ex. les espèces de mycoplasmes résistantes 

aux pénicillines) ou ils ont naturellement une faible perméabilité à ces agents (Fluit et al., 

2001). 
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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 être due à 

des modifications dans le profil d’expression génique par le biais de mutations des gènes 

chromosomiques soit par transfert horizontal d’un matériel génétique chromosomique 

supplémentaire ou de gènes entre les bactéries, cette résistance confère aux bactéries un très 

grand pouvoir d’adaptation à leur habitat et à d’autres milieux environnementaux (Courvalin, 

2005 ; Springman et al., 2009). 

Les gènes de résistance sont exprimés soit d’une manière constitutive ou bien induite 

en répondant à un signal enzymatique établi par la mise en œuvre d’un processus 

d’échappement vis-à-vis de l’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 phénomènes globaux qui sont à l’origine de la diversité génétique dont les 

mutations chromosomiques ou parfois des hypermutations et le transfert horizontal de gènes 

exogènes entre les espèces 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 phénomène de transfert 

horizontal de gènes a donné naissance à la résistance aux céphalosporines, fluoroquinolones et 

aminoglycosides (Nordmann et Poirel, 2002), puisque ce transfert de gènes peut se passer 

entre les bactéries phylogénétiquement différentes et éloignées (entre bactéries Gram 

positives et Gram négatives) (Courvalin, 1994). 

2.1 Mutations chromosomiques  

Ces mutations se produisent de manière spontanée lors de la réplication de l’ADN (en 

absence d’un vrai système de réparation). Ce qui donne naissance à des protéines 

biochimiquement modifiées. La mutation du gène gyrA chez Escherichia coli lui confère une 

forte résistance (Hooper, 1999) et une mutation dans le gène mexR Chez Pseudomonas 

aeruginosa, cause la répression de l’opéron mexAB-oprM et lui confère une multirésistance 

(Adewoye et al., 2002).  
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2.2 Hypermutation  

Est un phénomène génétique permettant l’acquisition de la résistance aux antibiotiques 

et qui désigne un état transitoire durant lequel une souche bactérienne subit un taux de 

mutation très élevé. Cet état a été montré chez certaines souches pathogènes 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 exogène  

Le transfert horizontal d’un matériel génétique exogène est un échange d’éléments 

génétiques de manière perpétuelle entre les espèces microbiennes partageant des éléments 

génétiques grâce à trois phénomènes qui sont : la transduction, conjugaison et 

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

dessous.  

 

Figure 2 : les principaux phénomènes du transfert horizontal de gènes (Davison, 1999). 
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2.3.1 La transduction  

Consiste à un transfert de gènes 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 gènes proches du site d’intégration du prophage peuvent seuls être 

encapsidés et transférés à 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 découverte par Fred Griffith en 1928, 

c’est l’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 à la survie de la bactérie 

représentant un atout majeur pour pouvoir s’adapter dans des conditions environnementales 

particulières et hostiles, pouvant se répliquer de façon indépendante dans les bactéries hôtes, 

et se transmettre de façon stable à la descendance. Ils sont de taille variable : de quelques 

kilobases (kb) à 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’hôte, et leur origine de transfert (OriT). La spécificité de l’hôte des plasmides est 

très importante dans le transfert de gènes entre espèces bactériennes. Il est impossible, pour 

des plasmides possédant le même système de réplication, de coexister dans la même cellule. Il 

s’agit du phénomène d’incompatibilité des plasmides. Un plasmide conjugatif étudié en 

profondeur est le facteur F qui joue un rôle majeur dans la conjugaison chez E. coli  et fut le 

premier plasmide conjugatif à 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 à 1600 paires de bases) qui 

contiennent uniquement les gènes des enzymes requises pour sa transposition. Cette séquence 

est flanquée à chaque extrémité de séquences nucléotidiques identiques ou très similaires, en 

orientation inverse (ce qu’on appelle des séquences répétées inverses). Ces séquences répétées 

inverses sont habituellement longues de 15 à 25 paires de bases et varient d’un élément IS à 

l’autre, ainsi chaque type d’IS a ses propres séquences répétées inverses caractéristiques. 

Entre les séquences répétées inverses, on trouve un gène Z qui code pour une enzyme appelée 

‘’transposase’’, cette dernière est nécessaire à la transposition car elle reconnait avec précision 

les extrémités des IS (Willey et al., 2013 ; Sadikalay, 2018). 

2.4.3 Les transposons  

Sont parmi les éléments génétiques mobiles qui contiennent des gènes autres que ceux 

de la transposition (comme les gènes de résistance aux antibiotiques ou des gènes de toxines), 

les transposons consistent souvent en une région centrale qui contient les gènes 

supplémentaires, flanqués de part et d’autre d’éléments IS dont les séquences sont identiques 

ou très similaires. D’autres ont une organisation plus simple et sont flanquées de courtes 

séquences répétées inverses, tandis que la région codante contient les gènes de transposition et 

les gènes supplémentaires. On pense que des transposons se forment lorsque deux éléments IS 

s’associent avec un segment central contenant un ou plusieurs gènes. Certains transposons 

sont conjugatifs lorsqu’ils portent des gènes de transfert et peuvent passer d’une bactérie à 

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 gènes entre les bactéries 

et transmettent des gènes de résistance aux antibiotiques dont ceux codant pour les β-

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 gènes », que les bactéries s’intègrent dans certaines régions 

d’ADN chromosomique via un mécanisme de recombinaison d’une manière spécifique 

(Liebert et al., 1999). D’autres éléments génétiques impliqués dans la dispersion des gènes de 

résistance sont résumés dans le tableau 3 illustré ci-dessous. 
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Tableau 3 : caractéristiques des différents éléments génétiques impliqués dans la dispersion 

des gènes de résistance (Muylaret et Mainil, 2012) 

Eléments 

génétiques 

Caractéristiques Rôles 

 

Plasmide  

conjugatif 

- Circulaire  

- Elément de réplication autonome  

-Présence des gènes nécessaires au transfert par 

conjugaison 

-Transfert de gènes de 

résistance  

-Mobilisation d’autres 

éléments portant des gènes 

de résistance 

 

Plasmide 

mobilisable 

 

- Circulaire  

-Elément de réplication autonome  

-Présence des gènes permettant d’utiliser 

l’appareil de conjugaison d’un plasmide 

conjugatif 

 

Transfert de gènes de 

résistance 

Transposon 

et 

ISCR 

Capacité de déplacement depuis un segment 

d’ADN vers un autre à l’intérieur d’une 

bactérie 

Transport de gènes de 

résistance du chromosome 

vers un plasmide et vice 

versa 

 

Transposon 

conjugatif 

- Elément intégré pouvant s’exciser pour 

former un intermédiaire de transfert non 

réplicatif  

-Présence des gènes nécessaires au transfert par 

conjugaison 

-Transfert de gènes de 

résistance  

-Mobilisation d’autres 

éléments portant des gènes 

de résistance 

 

Cassette  

de  

gène 

- Circulaire  

-Segment d’ADN non réplicatif  

- Présence seulement d’une fenêtre de lecture 

ouverte  

- Intégration dans les intégrons 

 

 

Porte des gènes de 

résistance 

 

Intégron 

- Segment d’ADN intégré  

-Présence d’une intégrase, d’un promoteur, et 

d’un site d’intégration pour la cassette de gène 

Groupe de gènes de 

résistance dont 

l’expression est sous le 

contrôle du promoteur de 

l’intégron 

 

Ilot 

génomique et 

EIC 

- Segment d’ADN chromosomique  

-Présence des gènes nécessaires au déplacement 

et au transfert par conjugaison 

-Transfert de gènes de 

résistance  

-Mobilisation d’autres 

éléments portant des gènes 

de résistance 

 

 

Bactériophage 

- Virus de bactérie  

- Circulaire ou non  

- Elément de réplication autonome 

-Transfert de gènes de 

résistance  

-Mobilisation d’autres 

éléments portant des gènes 

de résistance 

Fragment 

d’ADN isolé 

dans le milieu 

Transféré par transformation d’une bactérie 

compétente 

Porte des gènes de 

résistance 
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3. Résistance croisée 

Il s'agit de la résistance à un antibiotique spécifique par des microorganismes 

spécifiques, et qui sont également résistants à d'autres antibiotiques (Etebu et Arikekpar, 

2016). Ce phénomène est généralement observé lorsque les antibiotiques ont des structures 

communes : comme la résistance à l'érythromycine, à la néomycine, kanamycine, ou la 

résistance aux céphalosporines et aux pénicillines (Jahne et al., 2015). Cependant, la 

résistance croisée peut parfois être observée dans un groupe d’antibiotiques complètement 

distinct, comme la résistance croisée entre l'érythromycine et la lincomycine.  

4. Multirésistance et autres types de résistance 

Si les souches bactériennes ne sont pas sensibles à trois familles différentes 

d’antibiotiques ou plus, elles sont dites « multirésistantes » (BMR). Si les espèces sont 

résistantes à tous les types d'antibiotiques sauf pour un ou deux classes d'antibiotiques, elles 

sont considérées comme « hautement résistantes » aux antibiotiques, si les espèces sont 

résistantes à tous les antibiotiques utilisables, on parle de bactéries « pan-résistantes » 

(Stanford et al., 2020). 

Les espèces multirésistantes sont généralement des agents pathogènes qui ont été 

résistantes à leurs antibiotiques, ce qui garantit que les bactéries ne pourront plus être 

éliminées ou régulées par un seul antibiotique (Alanis, 2005). L'utilisation inappropriée 

d’antibiotiques comme traitement a abouti à l'introduction de bactéries pathogènes 

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) 

Premièrement, ces bactéries vont acquérir plusieurs gènes, chacun codant pour une 

résistance spécifique aux antibiotiques. Cette forme de résistance existe généralement sur les 

plasmides R (Tóth et al., 2020). Deuxièmement, la forme de multirésistance peut également 

se produire par l'expression accrue de gènes codants pour des pompes d'efflux, l'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 

être de manière génétiquement inhérente (innée) ou développée au fil du temps par 

l'exposition du micro-organisme aux antibiotiques. La plupart des résistances aux 

antibiotiques sont apparues à la suite d'une mutation dans les gènes de structure ou de 

régulation, ou de l’acquisition horizontale de gènes 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 à de nombreuses classes d'antibiotiques surtout si leurs modes d'action sont 

similaires. Parfois, la résistance peut être partagée entre des bactéries individuelles par la 

production de "plasmides de résistance", des morceaux d'ADN capables d'être transférés d'une 

cellule à 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 génétiques mobiles (EMG) des entérocoques sont transférés à 

Staphylococcus aureus (Hegstad et al., 2010).  

Les bactéries peuvent acquérir ou développer une résistance aux antibiotiques par 

l'intermédiaire de plusieurs mécanismes, qui se répartissent en trois groupes principaux: 

premièrement, ceux qui inactivent l'antibiotique par hydrolyse ou modification ; 

deuxièmement ceux qui minimisent les concentrations intracellulaires de l'antibiotique en 

raison d'une mauvaise pénétration dans la bactérie ou d'un efflux d'antibiotiques ; 

troisièmement ceux qui modifient la cible de l'antibiotique 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 l’antibiotique dans la cellule. Les 

bactéries Gram négatives ont une membrane cellulaire extérieure, qui sont des canaux qui 

traversent la membrane extérieure et permettent l'entrée et la sortie de matières dans ou hors 

de la cellule. Pour entrer dans la cellule ou interagir avec la paroi cellulaire, certaines 

bactéries Gram négatives sont résistantes de manière innée aux antibiotiques de grande taille, 

comme la vancomycine qui est un antibiotique glycopeptide, qui est trop grand pour passer à 

travers les pores, même 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 à ces peptides dans le périplasme (Tsuchido et Takano, 1988).   

Ces pores peuvent être modifiés par une mutation génétique qui entraine un 

changement de leur structure physique ou leur charge électrique rendant l’entrée des 

antibiotiques dans la cellule difficile et dans ce cas l’antibiotique sera inactif vue qu’il ne 

parvient pas à atteindre son site cible, de cette manière un microorganisme peut développer 

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

Les antibiotiques hydrophiles traversent la membrane externe en diffusant à 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 à un composant moléculaire cible du 

microorganisme. Un micro-organisme peut diminuer l'efficacité d'un antibiotique si la 

molécule cible modifie légèrement sa structure, de sorte que l'antibiotique ne peut plus se lier 

à la molécule cible. Comme pour les tétracyclines qui bloquent le site d'accès de l'ARN de 

transfert en s'y liant, ces légères modifications du site d'accès peuvent entraîner une résistance 

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

Comme pour certaines souches pathogènes telles que Haemophilus influenzae, 

Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis et Shigella dysenteriae modifient l’affinité des 

protéines de liaison à la pénicilline (penicillin-binding proteins, PBP), ce qui leur permet de 

résister à des antibiotiques de la famille des β-lactamines (Poole, 2004). 

Un exemple de changement de cible est l'acquisition d'un gène homologue à la cible 

initiale, comme dans le cas de la souche Staphylococcus aureus résistante à la méthicilline 

(SARM), chez qui la résistance à la méthicilline est conférée par l'acquisition de l'élément 

mec du chromosome cassette staphylococcique (SCCmec). Cet élément porte le gène mec A, 

qui code pour la protéine β-lactamine sensible PBP2a (penicillin binding protein 2a) ; qui 

diminue l’affinité de l’oxacilline et autres antibiotiques de pénicilline chez S. aureus et ainsi 

cette protéine permet à la biosynthèse de la paroi cellulaire d'avoir lieu malgré la présence de 

la protéine β-lactamine (Katayama et al., 2000 ; Tenover, 2006). De nombreux éléments 
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SCCmec ont été identifiés chez différentes espèces de Staphylococcus, et il est prouvé que 

l'allèle 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 dernières années, la protection des cibles s'est avérée être 

un mécanisme de résistance cliniquement pertinent pour plusieurs antibiotiques importants, 

par exemple, les gènes de la famille de l'érythromycine ribosome méthylase (erm) méthylent 

l'ARNr 16S et modifient la liaison à l’antibiotique empêchant ainsi la liaison des macrolides, 

des lincosamines et des streptogramines (Kumar et al., 2014). Les gènes erm et cfr sont 

souvent portés par des plasmides, qui servent de vecteurs à leur large diffusion (Leclercq, 

2002 ; Zhang et al., 2014). 

3. Efflux ou transport de l'antibiotique 

Une pompe d'efflux est une pompe biologique qui peut forcer l'antibiotique à 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 

biosynthèse des protéines et de l’ADN et exerçant leur activité à l’intérieur de la cellule (ex : 

les tétracyclines, 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 à la résistance intrinsèque des bactéries Gram 

négatives à de nombreux antibiotiques utilisés pour traiter les infections bactériennes à Gram 

positives (Li et Nikaido, 2009). Lorsqu'elles sont surexprimées, les pompes d'efflux peuvent 

également conférer des niveaux élevés de résistance à 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 à efflux 

multirésistantes (Abouzeed et al., 2008). 

Par conséquent, le site de résistance intrinsèque de certaines bactéries Gram négatives 

à de nombreux composés est dû à l'incapacité de ces agents à traverser la membrane externe 

qui forme une barrière de perméabilité par rapport aux espèces à 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 première utilisation des 

antibiotiques, avec la découverte de la pénicillinase (une β-lactamase) en 1940, des milliers 

d'enzymes ont été identifiées et peuvent dégrader et modifier des antibiotiques de différentes 

classes, notamment : les β-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 façons selon les réactions chimiques catalysées (l’acétylation, la 

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

Des études récentes ont conduit à l'identification de nombreux gènes qui sont 

responsables de la résistance intrinsèque aux antibiotiques de différentes classes, dont les β-

lactamines, les fluoroquinolones et les aminoglycosides. Cette méthode de résistance peut être 

transférée d'une bactérie à une autre par la production de plasmides R. Elle est courante chez 

les souches de Staphylocoques résistants à la méthicilline (SARM) (Holcomb et al., 2008). 

Dans ce cas, la bactérie peut acquérir une résistance aux antibiotiques en fabriquant une 

enzyme qui inactive ou diminue la fonctionnalité de l’antibiotique. Le meilleur exemple est 

celui des β-lactamases qui sont capables de briser les cycles β-lactames des antibiotiques β-

lactame tels que la pénicilline. De cette façon, la rupture du cycle β-lactame empêche 

l'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 même classe comme pour les antibiotiques de la famille des β-

lactamines : pénicillines, clavames, céphalosporines, monobactames et carbapénèmes, qui 

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

Actuellement, le spectre d’activité de quelques enzymes hydrolytiques a été modifié 

comme pour les premières β-lactamases, qui étaient actives contre les β-lactamines de 

première génération, ont été suivies de β-lactamases à spectre étendu (BLSE) qui ont une 

activité contre les oxyimino-céphalosporines (Johnson et Woodford, 2013). Le portage de 

diverses BLSE et carbapénémases, y compris l’imipenemase (IMP), Verona integron encoded 

metallo β-lactamase (VIM), la carbapénémase de Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacillinase 

(OXA) et les enzymes New Delhi Métallo β-lactamase (NDM), chez les bactéries Gram 

négatives telles que : Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et 

Acinetobacter baumannii, a favorisé l'émergence d'isolats qui sont résistants à tous les 
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antibiotiques β-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 particulièrement susceptibles d'être modifiés, vu 

leur grand poids moléculaire, leurs molécules possèdent de nombreux groupes hydroxyles et 

amides exposés. D’autres enzymes telles que les acétyltransférases, les nucléotidyltranférases 

et les phosphotransférases sont connues par leurs capacités à modifier l’affinité des 

antibiotiques de la famille des aminoglycosides (Norris et Serpersu, 2013). 

 Exemple des β-lactamases spectre étendu 

Certaines entérobactéries comme Escherichia coli utilisent un mécanisme d’inactivation 

des antibiotiques en sécrétant des enzymes hydrolysant l’antibiotique pour échapper à son 

action létale, et les β-lactamases représentent l’un des mécanismes principaux pour hydrolyser 

le cycle β-lactame (Cavallo et al., 2004). Ces enzymes sont localisées au niveau de l’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 β-lactamines et hydrolysent le cycle β-lactame en clivant le lien amine 

de l’antibiotique, elles agissent par l’intermédiaire d’un ester de sérine ou d’un mécanisme 

dépendant de l’ion zinc Zn2+ (Mueller, 2004). 

Ils existent également des inhibiteurs compétitifs des β-lactamases et qui sont : les 

clavanes (acide clavulanique) et les pénicillines-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 β-lactamines (amoxicilline, ticarcilline et pipéracilline). 

Les β-lactamases sont classées selon Ambler qui a utilisé une classification moléculaire et 

structurale, tandis que Bush, Jacoby et Medeiros se basent sur une classification fonctionnelle 

de l’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 l’homologie et la 

ressemblance de séquences d’acides aminés des β-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-β-lactamases (type métallo-enzymes), qui ont besoin d’ions Zn2+, tandis que les 

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

En Résumé, la classification des β-lactamases selon Ambler comprend la classe A dont les 

pénicillinases, la classe B inclut les métallo-β-lactamases, la classe C comprend les 
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céphalosporines et l’oxacillines pour la classe D. Le tableau 4 ci-dessous démontrent la 

relation entre la classification moléculaire d’Ambler et de celle de Bush.  
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Tableau 4 : la classification des β-lactamases (Bush et al., 1995) in Chalal et al. (2018) 

Classification 

de Bush et al, 

1995 

Classe 

moléculaire 

Substrats 

préférés 

Inhibition 
Enzymes 

représentatives Clavulanate EDTA 

1 C Céphalosporines - - 
Ampc chez les 

Gram négatives 

2a A Pénicillines + - 

Pénicillinase 

chez les Gram 

positives 

2b A 
Pénicillines 

Céphalosporines 
+ - 

TEM-1, TEM-2, 

SHV-1 

2be A 
Pénicillines 

Céphalosporines 
+ - 

TEM-3, SHV-2 

et BLSE 

dérivées 

2br A Pénicillines + et - - 
TEM-30 et TRI 

dérivées 

2C A 
Pénicillines 

carbapénicillines 
+ - 

PSE-1, PSE-3, 

PSE-4 

2d D 
Pénicilline 

Oxacilline 
+ et - - 

OXA-1 et 

dérivées 

2e A Céphalosporines + + 

Céphalosporinas

es inductible de 

P. vulgaris 

2f A 

Pénicillines 

Céphalosporines 

carbapinémes 

+ - 

NMC-A d’E. 

cloacae, Sme-1 

de S. 

marcescens 

3 B 
Majorité des β-

lactamines 
- + 

Ccra de 

bactéroide 

fragilis 

4 ND Pénicilline - ? 
Pénicillinase de 

P. cepacia 
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Les β-lactamases à spectre étendu (BLSE) sont de nouvelles β-lactamases produites 

par une variété de bacilles Gram négatifs.  Ces enzymes se distinguent des β-lactamases à 

large spectre, telles que la TEM-1, TEM-2, SHV-1 et d'autres. Les BLSE ont des profils de 

substrat étendus qui permettent l'hydrolyse de l'aztréonam et des céphalosporines à spectre 

élargi telles que le céfotaxime, la ceftriaxone, le ceftazidime, la céfépime, et autres. Jusqu'à 

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 espèces d'Enterobacter, Salmonella, Proteus, et 

Citrobacter ; Pseudomonas aeruginosa ; Burkholderia cepacia ; et Capnocytophaga 

ochracea) ont été signalés (Thomson et Moland, 2000).  

Un problème majeur avec les BLSE est leur capacité à provoquer des échecs 

thérapeutiques avec les céphalosporines et l'aztréonam alors que l'organisme hôte semble être 

sensible à ces agents dans les tests de laboratoire (Jarlier et al., 1988 ; Thomson et al., 1996 ; 

Paternon et al., 2001). En réponse à ce problème, 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 à toutes les pénicillines, 

céphalosporines (y compris la céfépime et le céfpirome) et à l'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 suggéré qu'il existe une grande variabilité entre les BLSE dans leurs 

interactions avec la céfépime, les BLSE dérivées de SHV ayant d’avantage tendance à 

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

Il existe des centaines de variantes des gènes CTX-M (qui codent pour des BLSE qui 

se distinguent par leur plus grande activité contre le céfotaxime que contre d'autres oxyimino-

β-lactames). Ces gènes sont classés en différents sous-groupes, qui ont résulté de 

l'échappement de gènes du chromosome des espèces de Kluyvera trouvées dans le sol, cet 

échappement a été facilité par des séquences d'insertion, notamment ISEcp1, suivie d'un 

transfert sur des plasmides conjugatifs dans de nombreuses espèces 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 résistants aux céphalosporines. Le gène blaCTX-M14 est souvent associé au 

plasmide pCT de l'IncK dans les pays où il est utilisé 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 gènes BLSE, 

l'utilisation clinique des antibiotiques carbapénèmes a augmenté au cours de la dernière 

décennie. En retour, elle a été associée à un nombre croissant d'isolats cliniques porteurs de β-

lactamases ayant une activité d'hydrolyse des carbapénèmes (appelées carbapénémases), ces 

carbapénémases comprennent principalement des membres de la classe A, B et D β-

lactamases (Queenan et Bush, 2007 ; Tzouvelekis et al., 2012). La caractéristique de ces 

enzymes est la capacité d'inactiver une large gamme de β-lactamines, y compris les 

carbapénèmes et les céphalosporines à spectre étendu. Bien que d'abord identifiées sur les 

chromosomes d'une seule espèce, de nombreuses carbapénémases sont maintenant médiées 

par des plasmides et ont été signalées chez les Enterobacteriaceae, P. aeruginosa et A. 

baumannii (Tzouvelekis et al., 2012). 
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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 à Gram positif ; de taille allant de 0,5 à 1,5 µm de 

diamètre (Akanbi et al., 2017). Ce sont des bactéries non mobiles, non sporulées, négatives à 

l'oxydase, hémolytiques, positives à la catalase et à 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 35-37ºC, extrêmement sensibles à la chaleur et peuvent être facilement inactivées 

à une température supérieure à 46°C (Stewart, 2003). 

A. Généralités 

Staphylococcus aureus est l'espèce la plus fréquente et la plus importante de cette 

famille. C’est un agent pathogène polyvalent chez l'homme et l'animal, responsable d'un large 

éventail de maladies allant d'infections cutanées mineures à des maladies mortelles (Jangra et 

Singh, 2010), en raison de sa pathogénicité potentielle tant chez l'homme 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, l'eau de mer, l’eau 

douce, l'air, la viande, le lait, le fromage, la terre, le sable, et la poussière (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 à partir de 

différents aliments d'origine animale (Hachemi et al., 2019), et qui sont avérés être 

contaminés par une ou plusieurs entérotoxines staphylococciques (SE) préformées produites 

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

B. Pouvoir pathogène et virulence 

S. aureus est un agent pathogène opportuniste largement répandu dans le monde entier 

(Pollitt et al., 2018). Les humains sont des porteurs asymptomatiques courants de S. aureus 

entérotoxinogène dans le nez, la gorge et la peau. Ainsi, les manipulateurs d'aliments peuvent 

être une source importante de contamination des aliments (Gutiérrez et al., 2012). 
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La consommation d'aliments 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 système immunitaire affaibli 

(Chen et al., 2015)  

D’autres propriétés de pathogénicité comprennent la capacité de la bactérie à produire 

des hémolysines, des nucléases, des protéases, des exoprotéines et des protéines de résistance 

aux antimicrobiens, ainsi que leur capacité à former des biofilms, contribuant à 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 l'infection, les agents pathogènes 

bactériens répondent et s'adaptent aux conditions environnementales difficiles de l'hôte 

mammifère, malgré les réponses immunitaires de l'hôte et la thérapie antimicrobienne 

(Chakravarty et Massé, 2019) et cela grâce à : 

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 teichoïque facilite ce processus 

(Weidenmaier et al., 2004). 

Invasion : se produit lorsque le système 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). 

Évasion : S. aureus empêche la phagocytose par les neutrophiles à l’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 

superantigènes (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 l'une de l'autre et nécessitent des facteurs 

spécifiques à 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 à la bactérie sa 

virulence et les toxines contribuent à 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 fibrinogène du plasma en fibrine et 

pourrait enrober la cellule bactérienne et probablement empêcher la phagocytose. 

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

propagation de S. aureus au sein de l'hôte. 

 DNase (désoxyribonucléase) : décompose l'ADN 

 La lipase : digère les lipides 

 La staphylokinase : dissout la fibrine.  

 β-lactamases pour la résistance aux antibiotiques 

 Estérase, élastase et phospholipase : facilitent la colonisation et la pathogénicité. 

 La leucocidine provoque la destruction cytolytique des phagocytes de certaines espèces 

animales 

 Les toxines du syndrome de choc toxique (TSST) induisent une production excessive de 

lymphokines, entraînant des lésions tissulaires. 

S. aureus est capable de sécréter plusieurs toxines, selon la souche, ces toxines peuvent 

être classées en trois groupes : 

Groupe 01 : les superantigènes, 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 à une intoxication alimentaire staphylococcique chez l'homme. Les SE sont 

résistantes à 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 après l'ingestion (Rola et al., 2016 ; Wu et al., 

2016). 

 

C. Gènes de résistance aux antibiotiques chez S. aureus 

S. aureus fait partie de ces bactéries qui ont acquis une résistance à presque toutes les 

classes d’antibiotiques grâce à 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 après l'introduction de la pénicilline dans les années 1940, 

une résistance s'est développée chez S. aureus, suivie d'une résistance à la méthicilline 

(oxacilline) (SARM) et plus récemment aux glycopeptides, par exemple la vancomycine 

(Monroe et Polk, 2000 ; Bassetti et al., 2017). Le gène (mecA) permet également une 

résistance croisée aux antibiotiques non β-lactamines tels que la clindamycine, la 

ciprofloxacine, le cotrimoxazole, l'érythromycine et la gentamycine en raison de la présence 

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

La résistance à la méthicilline est conférée par le gène mecA qui est considéré comme 

un marqueur moléculaire utile de la résistance à la méthicilline chez tous les staphylocoques 

(Feng et al., 2008) et qui code pour une protéine de liaison à la pénicilline supplémentaire 

(PBP2A), une enzyme impliquée dans la synthèse du peptidoglycane de la paroi cellulaire. Le 

PBP2A a une faible affinité pour pratiquement tous les antibiotiques de la famille des β-

lactamines, ce qui lui permet de continuer à catalyser la synthèse de la paroi cellulaire même 

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

Le gène mecA réside sur un élément génétique mobile d'origine hétérologue, la 

cassette de chromosome staphylococcique mec (SCCmec). Ces éléments sont caractérisés par 

la présence de deux loci essentiels : le complexe du gène mec, comprenant le déterminant de 

la résistance à la méthicilline avec des copies intactes ou tronquées des gènes régulateurs mec 

(mecI, mecR1 et mecR2) et le complexe du gène ccr, qui code pour les recombinases 

spécifiques au site et à l'orientation responsables de la mobilisation de SCCmec (Katayama et 

al., 2000). 

En 2011, un nouveau déterminant de la résistance à la méthicilline, le gène mecC, a 

été identifié chez les isolats de S. aureus récupérés sur des humains et des bovins laitiers et les 

lignées clonales de SARM à base de mecC sont répandues parmi les animaux de ferme, de 

compagnie et sauvages, et leur transmission à l'homme a été décrite (Shore et al., 2011 ; 

García-Álvarez et al., 2011). Le déterminant mecC était capable de produire une faible 

résistance aux antibiotiques β-lactamines tels que la céfoxitine et oxacilline (García-Álvarez 

et al., 2011 ; Shore et al., 2011). 
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Ainsi le gène 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 problème 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 diffère aussi légèrement du SARM mecA : les isolats porteurs 

du mecC sont plus sensibles que les isolats mecA à l'oxacilline mais conservent une résistance 

à la céfoxitine (Kim et al., 2013 ; Cartwright et al., 2013 ; Skov et al., 2014). 

Les clones de SARM sont largement répandus dans les hôpitaux (HA-SARM) et dans 

la communauté (CA-SARM) (Verkade et al., 2014), ces derniers types sont considérés 

comme plus virulentes. Même si ces deux groupes présentent des caractéristiques 

microbiologiques similaires, ils diffèrent 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 à 20 % du génome de S. aureus, dont les 

bactériophages, éléments SCCmec, plasmides ou transposons (Lindsay, 2014). Les souches 

CA-SARM portent l'élément de type IV ou V Staphylococcus chromosomal cassette mec 

(SCCmec) et généralement possèdent la toxine de Panton-Valentin/leucocidine (PVL) et ne 

sont pas multirésistants aux antibiotiques. Les espèces HA-SARM sont porteuses du SCCmec 

de type I, II ou III, ne possèdent pas la PVL et présentent une multirésistance aux 

antibiotiques. La PVL est une toxine formant des pores codés sur les gènes des bactériophages 

et est transmise à S. aureus, qui est associé à une virulence accrue chez l'homme (Aung et al., 

2019). 

Ces organismes (SARM) sont également souvent résistants à 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 être considérées comme résistantes à toutes les céphalosporines, céphèmes et autres 

β-lactames (comme l'ampicilline-sulbactam, l'amoxicilline-acide clavulanique, la ticarcilline-

acide clavulanique, la pipéracilline-tazobactam et les carbapénèmes), quels que soient les 

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

Les gènes de résistance aux antibiotiques de S. aureus sont déctectés par PCR et 

comprennent les gènes de résistance courants ERY (ermA, ermB, ermC) et les gènes 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 gènes erm) (Benito et al., 2014), les lincosamides ou le 

triméthoprime et sulfaméthoxazole (Argudín et al., 2011). 

C.1 Résistance aux β-lactamines  

S. aureus résiste aux β-lactamines en produisant une pénicillinase et des protéines de 

liaison à la pénicilline modifiées (PBP) appelée PBP2’ ou PBP2a. La pénicillinase blaZ 

hydrolyse l’anneau β-lactam des β-lactamines et les rendent inactifs, en fonction de leur 

différence d’hydrolyse la pénicillinase peut être classée en quatre classes différentes : A, B, C 

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

C.2 Résistance à la vancomycine  

Elle est associée à des gènes van, transportés sur des éléments génétiques mobiles, le 

gène vanA code pour une résistance de haut niveau à la vancomycine et à la teicoplanine ; le 

gène vanB code pour une résistance à la vancomycine uniquement ; les gènes vanC1, vanC2 

et vanC3 codent pour une résistance de faible niveau à la vancomycine ; vanD est un nouveau 

gène, trouvé chez Enterococcus (E) faecium, qui code pour la résistance à la vancomycine ; 

vanE est un autre nouveau gène, trouvé chez E. fecalis, qui code pour une résistance de faible 

niveau à la vancomycine (Lina et al., 1999 ; Mišic´ et al., 2017). 

C.3 Résistance aux macrolides 

Le gène mphC code pour une phosphotransférase C. la résistance aux macrolides est 

provoquée par la méthylation de l'ARNr 23s codé par le gène ermA (Lina et al., 1999 ; Mišic´ 

et al., 2017). 

C.4 Résistance à la tétracycline 

Les mécanismes impliqués sont la protection ribosomique codée par les gènes tetM et 

tetO (portés sur le chromosome) par l'élongation des protéines et l'activation de la pompe 

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

I.1.1.2 Staphylococcus à Coagulase Négative (SCoN) 

Bien que S. aureus soit positif à la coagulase et est considéré comme le principal agent 

pathogène, d'autres espèces, qui n'ont pas la capacité de synthétiser l'enzyme coagulase, ont 

longtemps été d'un intérêt 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 être liée à la production de coagulase. Toutefois, 
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avec l'importance croissante des Staphylococcus à coagulase négative (SCoN) et le nombre de 

nouvelles espèces décrites, cette différenciation est devenue de plus en plus contestable, ce 

qui nécessite une étude de la capacité toxinogène de toutes les espèces de Staphylococcus 

(Piessens et al., 2011 ; Costa et al., 2012 ; Moura et al., 2012). 

En outre, les Staphylococcus à 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 

antibiotiques (Osman et al., 2016). S. epidermidis est l'espèce la plus répandue des 

staphylocoques à coagulase négative (Archer, 1995). En plus du SARM, les staphylocoques à 

coagulase négative résistants à 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. Résistance à la méthicilline et aux quinolones 

La prévalence de la résistance a augmenté rapidement au cours des trois dernières 

décennies et a été attribuée à l'effet de sélection de l'utilisation croissante des antibiotiques β-

lactamines. Moller, (1988) a démontré que l’augmentation de la prévalence des S. epidermidis 

résistants était médiée par les plasmides. Certains chercheurs (Fukuchi, 1994) ont attribué la 

résistance de S. epidermidis à l'action du gène mecA. Cependant, Mempel et ses collègues 

(Mempel et al., 1994) ont démontré que des isolats de S. epidermidis pouvaient être résistants 

à la méthicilline et ne pas avoir de transcription mecA.  

B. Résistance aux quinolones 

Des souches de S. epidermidis résistantes aux quinolones, en particulier à la 

ciprofloxacine, sont apparues, comme pour le S. aureus résistant à la méthicilline (Kotilainen 

et al., 1990). Cette résistance a été secondaire à la large utilisation des quinolones, tant dans la 

communauté qu'à l'hôpital.  

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 gène 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 gènes sont impliqués dans la résistance à l'érythromycine, notamment chez les 

staphylocoques et les streptocoques. La résistance à l’érythromycine chez les staphylocoques 

est généralement associée avec la résistance à d’autres macrolides, à 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 l’ARNr23S. Cette diméthylation 

entraîne un changement de conformation du ribosome, rendant la souche résistante à la 

plupart des antibiotiques du groupe MLS.  

Trois gènes (ermA, ermB et ermC) codants pour des méthylases ont été découverts chez 

les staphylocoques (Fidalgo et al., 1990 ; Mempel et al., 1994). Le gène inductible ermA se 

trouve sur le transposon Tn554 et possède un seul site spécifique d'insertion dans l'ARNr 23S 

dans le chromosome de S. aureus (Hiramatsu et al., 1997). Le gène ermB se trouve sur le 

transposon Tn551 d'un plasmide de pénicillinase (Mempel et al., 1994). Le gène ermC est 

responsable de la résistance constitutive ou inductible à l'érythromycine et est généralement 

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

Un autre mécanisme de résistance inductible à l'érythromycine est conféré par le gène 

msrA, qui code pour une pompe d'efflux dépendante de l'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 à plusieurs 

variantes évolutives des gènes erm qui code pour une méthylase de l'ARNr 23S (Lachapelle et 

al., 1994).  

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

Les pathogènes Gram négatifs sont particulièrement 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. Même les agents pathogènes Gram négatifs présents dans la 

communauté sont de plus en plus multirésistants, comme les E. coli producteurs de β–

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

Les phénotypes de résistance chez les bactéries peuvent être dus à la présence de gènes 

uniques (par exemple, les carbapénémases) ou plus souvent, à une combinaison de différents 
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mécanismes de résistance. Par exemple, dans le cas de la résistance aux carbapénèmes, la 

régulation négative de la porine entraîne une résistance à l'imipénème, mais ce n'est qu'en 

combinaison avec une augmentation de l'efflux qu'elle entraîne une résistance à la fois au 

méropénème et au doripénème (Nicolau, 2008).  

Il y’a différents mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries à 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 possèdent 

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 protéines formant des pores (Delcour, 2009). Ainsi, cette membrane externe 

dynamique agit comme une barrière à 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 à cause de la membrane 

interne. Par ailleurs, les polymyxines et certains peptides cationiques exercent leurs effets sur 

la couche externe de la membrane elle-même 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 β-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 à 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 l'homme (Domínguez-
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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 être 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 à la résistance aux antibiotiques (Fernández et Hancock, 2012). 

Figure 3: différents mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries Gram 

négatives (Guardabassi et Courvalin, 2006). 

I.2.1 La résistance aux β-lactamines 

Certains outils que possèdent les agents pathogènes à Gram négatifs les rendent si difficiles à 

traiter comme : 

I.2.1.1 Les β-lactamases  

Les BLSE sont des enzymes dérivées de plasmides que l'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 β-lactamines.  

Les BLSE sont détectées sur la base de la résistance conférée aux céphalosporines de 

troisième génération et de la capacité de l'inhibiteur de la β-lactamase, généralement le 

clavulanate, à bloquer cette résistance (CLSI, 2010). La meilleure option thérapeutique pour 
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les organismes produisant des BLSE sont les carbapénèmes (imipénème et méropénème). 

L'utilisation de céphalosporines, y compris la céfépime et le pipéracillin tazobactam, doit être 

évitée même si l'organisme présente une sensibilité in vitro. Les plasmides responsables de la 

production de BLSE sont souvent porteurs de gènes codant pour la résistance à d'autres 

classes d’antibiotiques comme les aminoglycosides, ce qui rend les organismes producteurs 

de BLSE multirésistants. 

I.2.1.2 β-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 II, 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 à médiation chromosomique ou plasmidique. Le site 

des organismes produisant ces enzymes sont regroupés cliniquement par l'acronyme 

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

Alors que la production de β-lactames d'amplification C peut être constitutive, mais 

une production inductible peut se produire lors de l'exposition à des β-lactames particuliers 

comme les céphalosporines. Ainsi, l'organisme peut devenir résistant au traitement. 

Contrairement aux BLSE, les β-lactamases AmpC ne sont pas inhibées par les inhibiteurs de 

β-lactamase tels que l'acide clavulanique, ce qui rend l'association β-lactame et β-lactamase 

inefficace. Le céfépime et les carbapénèmes constituent les options thérapeutiques disponibles 

(Tamma et al., 2013). 

I.2.1.3 Carbapénémase 

Les carbapénèmes, longtemps considérés comme le dernier rempart de notre arsenal 

contre les agents pathogènes Gram négatifs résistants, sont aujourd'hui souvent rendus 

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

Les deux groupes importants de carbapénémases sont les suivants : Klebsiella 

pneumoniae carbapénémases (KPC) et les métallo-β-lactamases. Les enzymes KPC résident 

sur des plasmides transmissibles et peuvent être transmises par K. pneumoniae à d'autres 
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genres tels qu’E. coli, P. aeruginosa et Enterobacter spp (Navon-Venezia et al., 2006). Ces 

enzymes confèrent une résistance à la plupart des β-lactamases (Yigit et al., 2001). 

Les métallo-β-lactamases (MBLs), ainsi nommées en raison de leur dépendance au 

zinc pour une hydrolyse efficace des β-lactamines, peuvent être codées par le chromosome et 

apparaître naturellement, ou acquises, résidant sur des plasmides. Les organismes producteurs 

de carbapénémase peuvent provenir de souches précédemment négatives pour la 

carbapénémase en acquérant des gènes d'autres bactéries par le biais d'éléments génétiques 

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

I.2.2 Résistance aux quinolones/fluoroquinolones 

Il existe différents mécanismes de résistance aux quinolones dont les modifications 

des topoisomérases de l'enzyme cible causées principalement par des mutations qui réduisent 

l'affinité des quinolones sans compromettre la fonction de l'enzyme et qui sont le mécanisme 

le plus courant de résistance acquise aux quinolones et ont déjà été signalées chez plusieurs 

espèces bactériennes (Roberts et Schwarz, 2017). Les mutations liées à la résistance sont 

regroupées dans des régions discrètes des sous-unités enzymatiques, appelées régions 

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

Une résistance accrue aux quinolones chez les bactéries Gram négatives due à des 

variations dans les protéines de leur membrane externe de sorte qu’elles réduisent l'absorption 

de l’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 à répétition penta-peptidique, appelées protéines Qnr, qui se fixent aux cibles de la 

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

Le mécanisme le plus récemment identifié de résistance aux quinolones est 

l'inactivation par modification de l’antibiotique (Ghai et Ghai, 2017). L'acétylation est 

effectuée par une variante de l'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). 

I.2.3 Résistance aux aminoglycosides 

Le mécanisme le plus important pour l'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 rôle 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 à la gentamicine chez 

l'entérocoque (Gil-Gil et al., 2020). 

Le mécanisme des modifications de la cible ribosomale est crucial dans la résistance à 

la streptomycine, la cible de la streptomycine n'est pas reliée à la sous-unité ribosomale 30S 

en raison de mutations dans la sous-unité 30S du ribosome, chez les entérocoques, ce genre de 

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

I.2.4 Résistance aux polymixines 

De nombreuses bactéries qui acquièrent une résistance à la polymyxine par exposition 

à l’antibiotique, notamment K. pneumoniae, Salmonella enterica, A. baumannii et P. 

aeruginosa, présentent une surexpression de l'opéron pmrCAB (ou d'une espèce équivalente) 

(Choi et Ko, 2014). L'un des produits du gène, 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 entraîne des niveaux variables de résistance à la 

colistine et aux autres polymyxines (Choi et Ko, 2014). Mais aussi, la résistance à la 

polymixine peut être acquise et médiée par un gène mobile de résistance à la colistine (mcr-1) 

et ses variantes. Ce mécanisme a été décrit à 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). 

I.2.5 Résistance aux tétracyclines 

Par la réduction de la perméabilité de la membrane résultant des mutations 

chromosomiques spontanées chez les bactéries à la suite du développement de la résistance 

pour empêcher l'absorption des antibiotiques (Das et al., 2020). Les organismes peuvent 

également développer une résistance aux tétracyclines en fonction des systèmes de pompe 

actifs (Böhm et al., 2020). 

La protection du ribosome est le deuxième mécanisme important qui conduit à la 

résistance aux tétracyclines (Sivagami et al., 2020) avec les gènes tetM, tetO, tetQ, tetS qui 

inhibent l'activité de l’antibiotique en modifiant un ribosome cytoplasmique qui se lie à la 

tétracycline (Kapoor et al., 2017). Ils sont d'origine plasmidique et d'origine chromosomique 

(Poole, 2007). 
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I.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 

l’antibiotique par l'activité enzymatique car les cellules bactériennes possédant des enzymes 

jouent un rôle critique dans la résistance, comme l'érythromycine, et d'autres macrolides 

(Cesur et Demiröz, 2013). 
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I. De l’animal à l’homme 

Le succès des antibiotiques dans le traitement et la prévention des maladies chez les 

animaux de compagnie et les animaux destinés à l'alimentation a contribué à contrôler la 

propagation des maladies infectieuses et à améliorer la qualité de vie de nombreux animaux. 

Cependant, la création et la surutilisation subséquente d'une grande variété d'antibiotiques 

depuis le siècle 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 l’homme 

que chez l’animal pour préserver l’efficacité des antibiotiques. Les résistances qui évoluent au 

sein des bactéries affectant les animaux ont le potentiel d'affecter l'homme. Les personnes qui 

travaillent dans des fermes ou des installations de production d'animaux destinés à 

l'alimentation courent un risque plus élevé d'infection par une souche résistante de bactéries 

(Sarmah et al., 2006) 

De nombreux antibiotiques utilisés dans l'alimentation animale sont également utilisés 

pour traiter des maladies chez l'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 à grande échelle des antibiotiques peut entraîner 

l'apparition d'une résistance bactérienne dans le tractus gastro-intestinal (TGI) de ces 

animaux. Cette résistance peut également être transmise aux habitants bactériens du tractus 

gastro-intestinal par la chaîne 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 entraîné une 

augmentation du réservoir de bactéries résistantes. Ces bactéries résistantes provenant des 

animaux peuvent atteindre la population humaine. Ce phénomène est bien établi avec les 

infections à Salmonella. Les bactéries résistantes aux antibiotiques se propagent de l'animal à 

l'homme de manière 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 à d'autres antibiotiques a été détectée au fur et à mesure de l'introduction 

de nouveaux agents à des fins thérapeutiques et de stimulation de la croissance (Anderson, 

2000). Récemment, il a été démontré que l'administration de faibles doses d'ampicilline à des 

poulets sélectionnait des niveaux élevés de résistance à cet antibiotique (Rosen, 2003). 

Plusieurs nouvelles initiatives doivent être 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 l’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 maîtrise de 

l'antibiorésistance chez les animaux destinés à l'alimentation (WHO, 2000). Si les 

antibiotiques sont nécessaires pour prévenir, contrôler ou traiter une maladie, envisager 

d'abord l'utilisation d'antibiotiques qui sont moins importants pour la médecine humaine ou 

vétérinaire (WHO, 2009).  

Préserver la santé des animaux afin d’éviter l’utilisation d’antibiotiques (Rosen, 2003) 

et en améliorant l’hygiène, la biosécurité et en prévenant les maladies par l’utilisation de 

vacins ou les probiotiques car les bactéries probiotiques pourraient affecter la microflore 

intestinale par l'exclusion compétitive des bactéries pathogènes, 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). 

II. De l’environnement à l’homme  

La dissémination sauvage de la résistance aux antimicrobiens parmi les populations 

bactériennes constitue un problème croissant dans le monde entier. Les bactéries résistantes 

aux antimicrobiens sont beaucoup plus susceptibles d'être trouvées 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 pathogènes tels que E. coli (Marder et al., 2014b) 

ou d’autres germes porteurs de gènes acquis et conférent une résistance à des antibiotiques 

cliniquement pertinents, certains d'entre eux étant habituellement associés à des antibiotiques 

cliniquement importants, certains d'entre eux étant généralement associés à des éléments 
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mobiles et pouvant être transférés à des agents pathogènes présentant une résistance acquise 

(Nayme et al., 2017). 

Aussi, l'irrigation avec des eaux usées non traitées joue également un rôle important 

dans la contamination des produits frais (Castro-Rosas et al., 2012), tel que les légumes et les 

fruits, qui peuvent être contaminés par de l'eau, des engrais insuffisamment traités ou peuvent 

être compromis par l'utilisation de biocides pendant leur culture, leur transformation et leur 

distribution (Beuchat, 1996 ; Franz et al., 2010). 

De même, les animaux peuvent également être infectés par de l'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 être la manipulation de 

la viande et des produits à base de viande en adoptant de mauvaises mesures d'hygiène 

inappropriées pendant la manipulation et la transformation (Kiranmayi et al., 2011) et ainsi 

certains types courants de comportement humain jouent un rôle 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 être une source importante de contamination par des 

bactéries résistantes, elle pourrait être une source importante de résistance dans la flore fécale 

(Johnson et al., 2007). Sommer et al. (2010) ont montré que de nombreux gènes 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 pénètrent dans les milieux aquatiques à 

partir de sources humaines et animales. Ces bactéries sont capables de diffuser leurs gènes 

dans les microbes indigènes de l'eau, qui contiennent également des gènes de résistance. Au 

contraire, de nombreux antibiotiques d'origine industrielle ou proviennent des hôpitaux, 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 écosystèmes 

microbiens (Baquero et al., 2008). 

Les bactéries pathogènes et potentiellement pathogènes pour l'homme et l'animal sont 

constamment rejetées avec les eaux usées dans l'environnement aquatique. Un grand nombre 

de ces organismes abritent des gènes de résistance aux antibiotiques, éventuellement insérés 
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dans leur matériel génétique mobile (plasmides, transposons, intégrons) capables de se 

propager parmi les communautés bactériennes de l'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 à 

partir des eaux de surface, mais aussi la voie par laquelle les gènes de résistance sont 

introduits dans les écosystèmes bactériens naturels, en outre, l'introduction (et l'accumulation 

progressive) dans l'environnement d'agents antimicrobiens, de détergents, de désinfectants et 

de résidus de la pollution industrielle, tels que les métaux lourds, contribue à l'évolution et à la 

propagation de ces organismes résistants dans l'environnement aquatique (Cabello, 2006). 

Les bactéries de l'environnement constituent une source illimitée de gènes qui peuvent 

agir comme gènes de résistance lorsqu’ils pénètrent dans les organismes pathogènes 

(D’Acosta et al., 2006). Une politique visant à prévenir ou à empêcher le mélange de 

bactéries d'origine humaine et animale avec les bactéries de l'environnement semble 

souhaitable. La figure 4 ci-dessous résume le cycle de transmission de la résistance aux 

antibiotiques. 

 

Figure 4 : cycle de transmission de la résistance aux antibiotiques (Dantas et sommer, 2014) 
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III. Les facteurs influençant 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 où 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 problèmes incluent les 

conditions créées par l'homme (environnements chauds, humides et non hygiéniques) qui sont 

non seulement propices à la propagation des agents pathogènes, mais aussi favorables aux 

organismes résistants qui portent des gènes de résistance (Moran et al., 2005). 

L'autre facteur est le mauvais stockage qui conduit à la dégradation du médicament par 

la chaleur et/ou l'humidité au cours de la distribution. En outre, la surpopulation et le manque 

de ressources pour un contrôle efficace des infections dans de nombreux établissements de 

santé alimentent les épidémies hospitalières d'organismes résistants, tels que le staphylocoque 

résistant à la méthicilline. Tels que les staphylocoques résistants à la méthicilline, les 

bâtonnets multirésistants, les souches résistantes à la vancomycine, etc et autres (Kieninger et 

Lipsett, 2009). 

L'utilisation excessive d'antibiotiques dans le bétail et l'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 à l’homme, notamment à la pénicilline, la gentamicine, l'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 l'émergence des 

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

La manipulation incorrecte des aliments et les pratiques peu hygiéniques des préposés 

à la manipulation des aliments pendant la production, la transformation et la distribution ont 

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

Escherichia coli isolées à partir de différentes origines 

1. Technique de prélèvement  

Plusieurs prélèvements d’origine clinique (infections urinaires communautaires) et 

alimentaire (viande de bœuf 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 bœuf ont été prélevés de manière aseptique dans 

plusieurs boucheries de la ville d'Oum El-Bouaghi, un couteau stérile a été utilisé pour 

découper les échantillons de viande et sont mis dans des sachets stériles et transportés au 

laboratoire dans des conditions aseptiques à 4°C et analysés dans les deux heures suivant 

l'échantillonnage. 

1.2 Echantillon d’origine clinique  

La technique de recueil des urines doit être rigoureuse, pour éviter les contaminations 

qui faussent l’interprétation des résultats (Cavallo et Garrabé, 2003).  La méthode consiste à 

prélever, après toilette locale des organes génitaux externes, le second jet d’urines dans un 

récipient stérile.  

Chaque prélèvement urinaire fait l’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 à 105 UFC/ml. 

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

(hématies, cristaux, cylindres…) supérieure ou égale à 104 éléments/ml                                

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

 

II. 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 à l’aide d’une anse de platine. Les densités de croissance d'E. 

coli supérieures ou égales à 104 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-cinq grammes (25g) de chaque échantillon de 

viande ont été placé et agité dans 225mL de bouillon nutritif, incubés pendant 6-8 h à 

37ºC. Après, un millilitre (1ml) de chaque échantillon a été étalé sur une gélose Mac 

Conkey pendant 24 heures à 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). 

III. 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, l'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 à 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 (API 20E) 

(voir annexe 03) 

 

 Principe de la galerie biochimique API 20E 

API 20E est un système utilisant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés ainsi 

qu'une base de données, elle se présente sous forme de produits desséchés que l'on réhydrate 

par inoculation de la suspension du germe à tester, afin d’identifier des entérobactéries et 

d’autres bacilles Gram négatifs non fastidieux. 

 Technique (BioMérieux API 20E manual. 2010) 

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boîte. 

- Créer une atmosphère humide en réunissant fond et couvercle d'une boite d'incubation avec 

la répartition de 5ml d'eau distillé dans les alvéoles. 

- Retirer la galerie de son emballage individuel et la déposer dans la boite d'incubation. 

- Préparer l'inoculum bactérien : une colonie dans 5ml d'eau physiologique, dont l’opacité est 

équivalente à 0,5 Mc Farland. 

- Remplir les tubes et les cupules des tests CIT, VP et GEL avec la suspension bactérienne, à 

l'aide d'une pipette Pasteur, tandis que pour les autres tests comme : ADH, LDC, ODC, URE, 

H2S, il faut remplir uniquement les tubes (et non les cupules), afin de créer l’anaérobiose il 

faut rajouter l'huile de paraffine stérile dans la cupule. 

- Incuber à 37C° pendant 18-24 heures. 

 Lecture des résultats 

La lecture des résultats se réfère à un catalogue analytique (voir annexe 02) où l'identification 

est donnée avec un pourcentage et une appréciation (BioMérieux API 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 : à 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 à des tests de sensibilité à 10 agents 

antimicrobiens par une méthode de diffusion des disques sur gélose Mueller-Hinton (MH) 

(Bio-Rad) selon les recommandations du comité Français de l’antibiogramme de la Société 



Matériel et méthodes 

54 
 

Française de Microbiologie (http://www.sfm-microbiologie.org/ . Les antibiotiques utilisés 

sont les suivants : ampicilline (10μg), amoxicilline-acide clavulanique (30μg), imipénème 

(10μg), céfotaxime (30μg), tétracycline (30 μg), triméthoprime-sulfaméthoxazole (25μg), 

gentamycine (10μg), rifampicine (5μg), acide nalidixique (30μg) et ciprofloxacine (5μg) 

(SFM, 2019). 

 Inoculum 

A partir d’une culture de 18-24 heures sur milieu gélosé, 3 à 4 colonies bien isolées et 

parfaitement identiques sont prélevées et dissociées dans 5 ml d’eau physiologique, afin 

d’obtenir une suspension diluée jusqu'à une densité de 0,5 McFarland équivalent à 107 

UFC/mL 

 Ensemencement 

Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et éliminer l’excès 

de liquide en tournant l’écouvillon sur les parois du tube. Il est important de rejeter l’excès de 

liquide pour éviter une sur-inoculation des boîtes, 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 

ensemencées par écouvillonnage. Les boites sont par la suite incubées pendant 24H à 37°C.  

 Lecture 

L’interprétation en Sensible (S), Intermédiaire (I) ou Résistant (R) est effectuée selon les 

critères définis par le comité Français de l’antibiogramme de la société Française 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 à 

placer des disques de céphalosporine de troisième génération céftazidime, de céfotaxime, de 

céfépime et d’aztréonam à une distance de 20 mm (centre à centre) d’un disque 

d’amoxicilline-acide clavulanique (SFM, 2019). 

 Technique 

L'amoxicilline/acide clavulanique (20/10μg) a été placée au centre de la boite, et des 

disques de ceftazidime (30μg), ceftriaxone (30μg) et céfotaxime (30μg) ont été placés à 15 

mm du disque central, les boites ont été incubées 24 h à 37°C.  

 Lecture 

http://www.sfm-microbiologie.org/
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Une zone d'inhibition supérieure à 5 mm autour du disque d'amoxicilline-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, l'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 (X2) de Pearson pour évaluer le niveau de résistance des souches 

d'E. coli d'origine clinique et alimentaire à chaque antibiotique ; un niveau de confiance, de 

95% et une valeur P inférieure à 5% ont été considérés comme significatifs. 
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Partie II : 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 à Oum El Bouaghi (Algérie). Au total, 102 souches ont été 

isolées à partir de nombreux échantillons pathologiques (sang, pus, écouvillon vaginal, 

spermoculture, échantillon de peau, urine, prélèvement mammaire et ponction vulvaire) à 

partir de plusieurs laboratoires communautaires d'analyses médicales à Oum El Bouaghi 

(Algérie). Tous les échantillons ont été transportés au laboratoire dans des glacières à 4°C et 

ont été analysés dans les deux premières heures suivant le prélèvement. 

II. Isolement des souches de staphylocoques  

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

mannitol (milieu Chapman), l’incubation se fait 24 heures à 37°C.  

III. Identification des souches 

Les souches ont été cultivées et confirmées après culture comme étant Staphylococcus 

aureus et S. epidermidis par des caractères macroscopiques (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 espèces par le système API 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 

l'Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (http://www.sfm-

microbiologie.org/ .  

Les 12 antibiotiques testés sont : la céfoxitine (30μg), l'oxacilline (1μg), l'imipénème 

(10μg), la vancomycine (30μg), la ciprofloxacine (5μg), gentamycine (10μg), cotrimoxazole 

(25μg), érythromycine (15μg), lincomycine (2μg), spiramycine (15μg), pristinamycine (15μg) 

et fosfomycine (200μg).  

http://www.sfm-microbiologie.org/
http://www.sfm-microbiologie.org/
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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 

après la mesure de la zone d'inhibition autour des disques d’antibiotiques. 

Les souches ont été distinguées respectivement comme SARM (Staphylococcus aureus 

résistant à la méthicilline) et SASM (Staphylococcus aureus sensible à la méthicilline) par la 

méthode de diffusion des disques d'oxacilline, et les souches présentant une résistance à trois 

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

V. Analyse statistique 

L'analyse des données a été réalisée à l'aide du logiciel SPSS version 20, et les valeurs 

ont été exprimées 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 (X2) de Pearson a été effectué, avec 95% comme intervalle de confiance, de 

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

multirésistantes de Klebsiella pneumoniae 

I. Sélection des souches 

Les souches de Klebsiella pneumoniae ont été isolées à 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 l’analyse 

moléculaire du génome bactérien entier dans le Centre National de Recherche (CNR) sur la 

Résistance des Entérobactéries de Clermont-Ferrand en France. 

II. Identification des souches 

Les souches ont été cultivées sur la gélose MacConkey (BioMérieux, Marcy l'Etoile, 

France) pendant 24 heures à 37°C. Les souches ont été confirmées par spectrométrie de masse 

à l'aide du VITEK® MS (BioMérieux, Marcy l'Etoile, France). 

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

VITEK® MS PRIME est un appareil spectromètre de masse Matrix-Assisted Laser 

Desorption Ionization Time Of Flight (MALDI-TOF), analysant le matériel provenant de 

cultures microbiennes afin d’identifier le microorganisme. Les échantillons sont exposés à des 

tirs laser multiples à l'intérieur de VITEK® MS PRIME (Jim, 2016). 

II.2. Technique de la spectrométrie de masse 

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

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

- La matrice absorbe la lumière laser et se vaporise, avec l'échantillon, tout en se chargeant 

électriquement au cours du processus (ionisation).  

- Des champs électriques guident ensuite les ions dans un tube à 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 l'échantillon. L’ensemble des pics créent des spectres 

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

par bioMérieux, ce qui permet d'identifier très facilement le microorganisme.  

III. Séquençage de l'ADN 

III.1. Extraction d’ADN   

L'ADN génomique a été extrait à l'aide d'un extracteur QIAxtractor (Qiagen, Valencia, 

CA), et la préparation des librairies d’ADN a été effectuée à l'aide d'un kit de préparation 

d'échantillons d'ADN Nextera XT (Illumina, San Diego, CA), en respectant le protocole 

Illumina.  

 Les mesures de contrôle de la qualité ont été examinées sur l'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 à l'aide d'Unicycler (Wick et al., 2017). Les contigs ont été annotés à l'aide de 

Bakta. 

 Les librairies ont été séquencées avec la plateforme MiSeq d'Illumina (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 

à l'aide de la technique centrifuge (Kim et al., 2016). 

III.2 Technique de séquençage Nextera XT, illumina 

 Objectifs 

Le séquençage 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 l’environnement, de 

séquencer des génomes entiers, ou d’analyser les interactions entre ADN et protéines.  

  Principe  

Le concept de la technologie Next-Generation Sequencing (NGS) est basé sur :  

 L’action de l'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 synthèse de l'ADN.  

 Au cours de chaque cycle, au point d'incorporation, les nucléotides sont identifiés par 

l'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 à des millions de fragments, de manière massivement parallèle. Plus de 90 

% des données de séquençage dans le monde sont générées par la chimie de séquençage par 

synthèse (SBS) d'Illumina. Elle offre une grande précision, un rendement élevé de lectures 

sans erreur et un pourcentage élevé d'appels de base supérieurs à Q30 (Ross et al., 2013 ; 

Nakazato et al., 2013). 

  Technique 

Les flux de travail Next-Generation sequencing (NGS) d'Illumina comprennent quatre étapes 

de base illustrées dans la figure 07 ci-dessous, et qui sont : 

III.2.1 Préparation de la librairie  

- La librairie de séquençage est préparée par fragmentation aléatoire de l'échantillon d'ADN 

ou d'ADNc, suivie de l'adaptation 5′ et 3′.  

- Une autre solution consiste à combiner les réactions de fragmentation et de ligature en une 

seule étape qui augmente considérablement l'efficacité du processus de préparation de la 

librairie (Illumina, 2014).  

III.2.2. Génération de clusters  

- Cette étape consiste à amplifier l’ADN préparé.  

- Le brin d’ADN préparé va s’hybrider avec une séquence oligonucléotidique fixée et le 

brin complémentaire va alors être synthétisé par une polymérase.  

- Le brin est libéré, 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 prêtes pour le séquençage. 

III.2.3. Séquençage  

- Dans un second temps, le brin d’ADN complémentaire des séquences fixées sur le support 

est synthétisé à l’aide de nucléotides marqués par des fluorochromes, qui au moment de 

leur intégration émettent à une longueur d’onde spécifique du nucléotide marqué un signal 

lumineux (ce type de séquençage est appelé «séquençage par synthèse»).  

- Le résultat est un séquençage base par base extrêmement précis qui élimine pratiquement 

les erreurs spécifiques au contexte de la séquence, même dans les régions de séquences 

répétitives et les homopolymères. 

III.2.4. Analyse des données  
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- Au cours de l'analyse et de l'alignement des données, les lectures de la séquence 

nouvellement identifiée sont alignées sur un génome de référence. Après 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'Illumina sont résumées dans la 

figure 7 ci-dessous. 
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Figure 07 : illustre les principales étapes de Next-Generation sequencing (NGS) d'Illumina 

(Illumina, 2014). 

IV.3 Technique centrifuge 

 Principe  

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

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

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

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

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

correspondent à d'autres génomes (Kim et al., 2016). 

 Technique (Kim et al., 2016) 

IV.3.1 Compression de séquences de bases de données 

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

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

opérations de recherche très rapides.  

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

version modifiée de l'index FM pour ces génomes compressés, comme suit : 

 Premièrement : pour certaines espèces bactériennes un grand nombre de souches et 

d'isolats étroitement apparentés ont été séquencés, généralement parce qu'ils 

représentent des pathogènes humains, les séquences génomiques des souches d'une 

même espèce sont susceptibles d'être très similaires les unes aux autres. Ainsi, 

l’élimination des séquences génomiques redondantes a été effectuée, de sorte que 

la taille de stockage de l’index reste compacte même si le nombre d'isolats 

séquencés pour ces espèces 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-mères (en utilisant k = 53 pour cette étude) 

après que les k-mères aient été échantillonnés au hasard à un taux de 1% des 

génomes de la même espèce. 
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 L'utilisation des deux génomes les plus similaires permet une meilleure 

compression, car ils ont tendance à 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 écartées 

avec ≥99% d'identité à G1 et les séquences restantes ont été conservées pour les 

utiliser dans l’index.  

 Le génome qui est le plus similaire aux séquences combinées de G1 et G2 a été 

trouvé et sont combinées de la même manière que celle décrite ci-dessus. Ce 

processus est répété pour le reste des génomes. 

Grâce à cette procédure le nombre de paires de bases provenant de ∼4300 génomes bactériens 

et archéales a été réduit de 15 à 9,1 milliards de paires de bases (Gbp).  

IV.3.2 Classification basée sur l'index FM 

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

 La technique centrifuge peut tout aussi bien traiter des lectures très longues, des 

contigs assemblés à partir d'une ébauche de génome, ou même des séquences entières. 

 La technique centrifuge commence par une courte correspondance (16-pb^ minimum) 

et étend la correspondance aussi loin que possible. 

 Il 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 trouvées dans la lecture et son complément 

inverse, la centrifuge classe ensuite les données et note ensuite chaque espèce. 

IV.3.3 Analyse d'abondance 

En plus de la classification par lecture, la centrifuge effectue une analyse d'abondance à tout 

niveau taxonomique (par exemple, souche, espèce, genre).  

 Étant donné que de nombreux génomes partagent des segments d'ADN presque 

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

analysées et classées comme des espèces multiples.  

V. Annotation des gènes  

Pour définir la présence de gènes spécifiques et de leurs allèles, 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 gènes/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 gènes de ménage (house keeping genes) codant pour des protéines essentielles, qui 

présentent des polymorphismes stables dans le temps. Les séquences des gènes étudiés 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, après séquençage, les polymorphismes de chacun des gènes sont répertoriés 

pour chaque souche, décrivant ainsi le génotype. 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 à 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 l’analyse de 7 housekeeping genes 

suivants (Diancourt et al., 2005) : gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB et tonB, il s'agit de gènes 

de ménage qui devraient être présents dans tous les isolats des souches d’entérobactéries, 

ayant un rôle important dans le métabolisme bactérien comme l’indique le Tableau 05 illustré 

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

2005) 

Locus Fonction de gène 

rpoB Sous-unité bêta de l'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 séquençage de l’ADN seront ensuite interprétés en 

soumettant les 7 séquences obtenues au serveur MLST pour obtenir le type de séquence 

correspondant (type ST). 
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Partie I: caractérisation phénotypique du profil d’antibiorésistance des souches 

Escherichia coli isolées à partir de différentes origines 

I. Fréquence d’isolement des souches 

Un total de 159 souches d’E. coli ont été isolées à partir d'un total de 100 échantillons 

de viande de bœuf crue et de 595 échantillons d'urine provenant de patients souffrant 

d'infections communautaires et testés pour leur profil de résistance à 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 bœuf crue par 

Escherichia coli était élevé (100 %), ce taux est supérieur à celui rapporté par Kassem et al. 

(2020) au Liban (76 %), également Gregova et Kmet. (2020) indiquent qu’E. coli contamine 

fréquemment la viande de bœuf. Ainsi, lors de l'abattage, il existe un risque de transmission 

d'E. coli à l'homme à partir de l'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) à Guelma (60%). E. coli est le germe fécal 

le plus isolé qui provient de l'anus et qui peut pénétrer dans l'ouverture urétrale et contaminer 

le système urinaire surtout chez les femmes (Derakhshan et al., 2018), il est fréquemment à 

l'origine d'infection urinaire communautaire (IUC) chez l'homme (Chervet et al., 2018 ; 

Mueller et al., 2019 ; Otter et al., 2019) comme le constate l'étude établie au Maroc par El 

Hamzaoui et al. (2020) parmi 787 entérobactéries uro-pathogènes isolées d'un milieu 

communautaire, 77,38% sont des isolats d'E. coli. 

II. Test de sensibilité aux antibiotiques 

L'étude de la résistance des souches d’E. coli aux antibiotiques à partir de viande de 

bœuf crue a été développée pour la première 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 être liée à l'utilisation excessive d'antibiotiques 

pour traiter les infections chez les bovins, en particulier contre E. coli. En Égypte, E. coli 

résistant s'est avéré être l'un des principaux agents responsables de la mammite chez les 
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bovins après 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 

(µg) 

Phenotype de resistance N (%)  

E. coli alimentaire 

n=100 

E. coli clinique 

n=59 

Ampicilline 10 95 (95%) 47 (79,7%) 

Amoxicilline-acide 

clavulanique 

30 90 (90%) 31 (52,5%) 

Céfotaxime 30 0 (0%) 11 (18,6%) 

Imipénèm 10 0 (0%) 0 (0%) 

Gentamycine 10 25 (25%) 8 (13,6%) 

Triméthoprime-

sulfaméthoxazole 

25 100 (100%) 32 (54,2%) 

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, μg : 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 à divers agents antimicrobiens dans les deux origines : 

Origine alimentaire : le type dominant de résistance chez E. coli provenant d'échantillons de 

viande de bœuf crue était le triméthoprime-sulfaméthoxazole et la rifampicine, détectés de 

manière identique dans 100 (100%) isolats, suivis par l'ampicilline et l'acide nalidixique dans 

95 (95%), l'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 carbapénème (imipénème).  

Origine clinique : pour les E. coli provenant d'échantillons d'infections urinaires, la plus 

grande résistance a été révélée pour l'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 à l'imipénème, 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 à la rifampicine (100%) et au triméthoprime-

sulfaméthoxazole (100%) et les E. coli cliniques étaient significativement plus résistantes à 

l'ampicilline (79,7%), à 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 bœuf 

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'imipénème, 

résultats similaires à l'étude menée par Rebbah et al. (2018) à Alger car en Algérie, il est 

interdit dans le domaine vétérinaire.  

De même pour la céfotaxime 0% de résistance, surprenant, malgré qu'en Algérie les 

céphalosporines de 3ème génération sont prescrites en première intention chez le bétail. En 

revanche, la résistance aux céphalosporines est très fréquente chez les souches d'E. coli 

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

Nous notons une résistance totale pour la rifampicine et le triméthoprime-

sulfaméthoxazole, le résultat du triméthoprime-sulfaméthoxazole est peut-être dû à la 

présence de dihydroptéroate synthase (DHPS) et de dihydrofolatereductase (DHFR). Le 

résultat de la résistance à la rifampicine pourrait être lié à la présence de gènes 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 β-lactamines est observée pour l'ampicilline avec 95% 

et l'amoxicilline-acide clavulanique avec 90%, d'autres études montrent que la résistance aux 

β-lactamines est supérieure à 50% à partir de viande bovine crue (Altalhi et al., 2010 ; 

Trongjit et al., 2016).  

Les profils de résistance des souches aux quinolones et fluoroquinolones sont de 95% 

pour l'acide nalidixique et de 90% pour la ciprofloxacine. Cette résistance aux quinolones et 

aux β-lactamines est probablement due à la surutilisation de ces antibiotiques en première 

intention. Selon les vétérinaires algériens, cette résistance est peut-être aussi due au non-

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

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

celui montré au Ghana (18-44%) (Adzitey, 2015). L'utilisation de la tétracycline comme 
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traitement ou additif alimentaire est interdite en Algérie. Cependant, elle est encore utilisée 

illégalement pour le traitement et l'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 à bas prix.  

Dans notre étude, le niveau de résistance à la gentamicine (25%) est inférieur à celui 

décrit par Rahman et al. (2017) au Bangladesh (100%) car en Algérie elle est interdite en 

médecine vétérinaire. De même, d'autres chercheurs ont rapporté que les souches E. coli 

isolées à partir de viandes dérivées étaient plus fréquemment résistantes à la tétracycline, à 

l'ampicilline et à la gentamycine (19% à 50%) par rapport à la résistance aux autres agents 

testés (1% à 8,4%) (Sáenz et al., 2001 ; Schroeder et al., 2003 ; Johnson et al., 2005).  

Les données du tableau 06 indiquent que toutes les souches cliniques sont sensibles à 

l'imipénème comme l’indique l'étude de Yahiaoui et al. (2015) à Alger car ils ne sont utilisés 

que pour traiter les infections graves causées par les entérobactéries productrices de BLSE 

(Rattanaumpawan et al., 2017 ; Ramasubramanian et al., 2018). Cependant, certains pays 

comme l'Australie commencent à trouver une résistance aux carbapénèmes chez E. coli 

(Totsika et al., 2012).  

Le phénotype de résistance des souches d'E. coli à d'autres antibiotiques a été observé 

avec des taux différents, le taux le plus élevé est observé pour les β-lactamines qui est de 

79,7% pour l'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 à l'amoxicilline-acide clavulanique, ce taux est plus élevé que celui 

rapporté par Bentroki et al. (2012) à Bejaia (45%), et 18,6% des souches E. coli étaient 

résistantes au céfotaxime. Cette résistance pourrait s'expliquer par l'utilisation des β-

lactamines comme antibiotique de première intention pour traiter les infections bactériennes 

chez l'homme (Lei et al., 2010).  

La résistance aux quinolones et fluoroquinolones est de 57,6% pour l'acide 

nalidixique, un pourcentage inférieur à celui obtenu par Betitra et al. (2014) à Béjaia (80%), et 

nos données ont montré une résistance de 20,3% pour la ciprofloxacine ; en Algérie comme 

en Europe, le taux de résistance à 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 à l'âge 
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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) à 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, menaçant la 

santé humaine (Schroeder et al., 2004). 

III. 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 bœuf crue mais 

10 (17%) souches ont montré une sensibilité accrue à la ceftazidime et/ou à 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 

bœuf 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 bœuf cru par rapport à l'étude d'Alger qui a 
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rapporté la présence de 27,5% de BLSE dans les échantillons de viande de bœuf hachée et 

crue (Rebbah et al., 2018), même en l'absence de pression de sélection antimicrobienne, la 

transmission des gènes de résistance des BLSE à 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 à Bejaia avec un taux de 13,33%, probablement les 

phénotypes BLSE ont été associés à 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 β-lactamases dans les échantillons d'urine est de 17%, ce résultat est inférieur 

à 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'accès aux antibiotiques ont été un facteur contribuant à la 

forte pression de sélection des bactéries résistantes et à l'apparition de souches productrices de 

β-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 bœuf crue) est 

opposée aux résultats de l'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 être expliquées par la variation dans la sélection de l'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 à < 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 où la valeur p est supérieure 

à > 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 

(µg) 

p-value par le test 

du Chi-carré  

Ampicilline 10 p> 0,002 

Amoxicilline- acide clavulanique 30 p> 0,000 

Céfotaxime 30 p> 0,000 

Imipénèm 10 .a 

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 très significative dans les taux de 

résistance à 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 dû à la faible 

utilisation de cet antibiotique en médecine humaine et animale, sauf dans les cas d'infections 

sévères causées par des BMR (Goodlet et al., 2018). La résistance à la gentamycine chez E. 

coli a été associée à des souches ayant la capacité de produire des BLSE (Oteo et al., 2002 ; 

Kose et al., 2007).  

On s'attendait à ce que la résistance soit plus importante dans les isolats cliniques que 

dans les isolats alimentaires, étant donné l'ampleur des traitements et des maladies multiples 

chez l'homme, 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, où des E. 

coli multirésistantes isolées de la viande de poulet révèlent la présence de gènes de virulence 

(stx et ehxA) qui ont la plus forte incidence du syndrome hémolytique et urémique et de la 

colite hémorragique chez l'homme dans le monde (Laarem et al., 2017). 
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Partie II : caractérisation phénotypique de la résistance aux antibiotiques des souches de 

Staphylococcus spp d’origine clinique 

I. 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 l’indique le tableau 09 ci-dessous. 

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

d'échantillons. 

              

Echantillons 

Prévalence des souches de 

Staphylococcus selon 

l’origine n (%) 

Prévalence de S. 

aureus    

n (%) 

 Prévalence de S 

epidermidis  

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 fréquemment isolé 

des infections que S. aureus, comme l'ont démontré d'autres études (Oliveira et al., 2017), 

cette forte occurrence de S. epidermidis peut être due à la présence de divers facteurs de 

virulence qui peuvent être 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 à 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 l'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, brûlures, incisions chirurgicales, coupures et provoquer des infections pyogènes 

(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 l'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 prélèvements 

d'urines avec un taux de 91,4 %, ce qui est probablement lié à la contamination de l'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). 

I.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 à 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%). 

I.2 Selon l’âge des patients 

Les données du tableau 11 ci-dessous montrent la variation de la prévalence de S. 

epidermidis et S. aureus en fonction de l’âge des patients. 

Tableau 11 : distribution de Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis selon les 

groupes d'âge 

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 à chaque 

groupe d'âge (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'âge 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 à la colonisation par S. aureus étaient le groupe d'âge (Archana et al., 

2014). 

II. Test de sensibilité aux antibiotiques 

La surutilisation et la mauvaise utilisation des antibiotiques dans les installations 

cliniques ont conduit à l'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 à la 

méthicilline) (Becker et al., 2014).  

La résistance à la méthicilline chez les staphylocoques est peut-être due à l'expression du 

gène mecA (Zong et al., 2011). Cette étude fournit des données importantes sur la résistance à 

la méthicilline, nous avons trouvé un taux de résistance à la méthicilline (oxacilline) égale à 

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 à 

celui observé dans une autre étude en Algérie 40,5% (Antri et al., 2011), et comme l'a 

rapporté l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) que dans certaines régions africaines, 

80% des infections à S. aureus et S. spp sont résistantes à la méthicilline (Kaasch et al., 2014). 

Dans les pays développés, la prévalence du SARM a atteint un niveau inquiétant au cours des 

dernières années (Altaf et al., 2019).  

D'après 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 à 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 β-

lactamines est supérieure à 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 à une sensibilité aux macrolides (phénotype ERYS_LINR), ce qui est plus fréquent 

parmi les isolats de SARM d'origine animale mais très 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 à l'imipénème et 11,6% étaient résistants aux fluoroquinolones et aux lincosamides ; 

cette résistance est probablement due à 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 l'étude menée par 

Ceballos et al. (2019) dans les hôpitaux espagnols qui indiquent que la résistance aux 

fluoroquinolones est de 67% et de 50% pour les lincosamides. Le profil de résistance aux 

antibiotiques du SARM a montré des taux de résistance plus faibles à 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 à chaque antibiotique. 

Tableau 12 : Comparaison des profils de sensibilité aux antibiotiques de Staphylococcus 

aureus et de Staphylococcus epidermidis à l'aide du test du Chi-carré. 

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

aureus résistant à la Méthicilline, p-value< 0.05 = valeur signifiante 

Antibiotics Staphylococcus aureus (N=43) Staphylococcus epidermidis 

(N=59) 

p-value 

MSSA (n=32) MRSA (n=11) 

Cefoxitine 32 (74,4%) 11 (25,6%) 25 (42,4%) 0,080 

Oxacilline 32 (74,4%) 11 (25,6%) 25 (42,4%) 0,080 

Imipénèm 42 (97,7%) 1 (2,3%) 0 (0%) 0,000 

Vancomycine 43 (100%) 0 (0%) 0 (0%) .a 

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 
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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 à 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 

espèces de staphylocoques (Nemeghaire et al., 2014), ces espèces peuvent héberger une 

résistance aux aminoglycosides codée par le gène 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 à la gentamycine, comme la gentamycine 

phosphotransférase et l'aminoglycoside 60-N-acétyl-transférase (Eladli et al., 2019).  

Les souches de S. epidermidis ont acquis une résistance à d'autres antibiotiques tels 

que la rifampycine, les fluoroquinolones, la gentamycine, la tétracycline, le chloramphénicole, 

l'érythromycine, la clindamycine, les sulfamides et les streptogramines, car la surutilisation 

des antibiotiques a conduit à l'émergence de bactéries infectieuses résistantes à un large 

éventail d'agents antimicrobiens (Otto, 2009 ; Rogers et al., 2009). Aucune des souches n'a 

présenté de résistance à la vancomycine, qui est largement acceptée comme l’antibiotique le 

plus efficace pour traiter les infections staphylococciques (Holmes et Jorgensen, 2008). La 

gentamycine, l'imipénème et le cotrimoxazole ont conservé leur activité ; cela est 

probablement dû 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 à tous les antibiotiques utilisés (valeur p>0,05) entre S. aureus et S. epidermidis, 

à l'exception de l’imipénème, gentamycine, et cotrimoxazole (p-value< 0.05), ces résultats 

suggèrent que les deux souches peuvent héberger des gènes de résistance aux antibiotiques 

mais sans exprimer ces gènes (Martineau et al., 2000 ; Duran et al., 2012). Globalement, nous 

avons constaté dans cette étude que 22% des S. epidermidis étaient résistants à 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 espèces 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 à 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 

souches 

n(%) Phénotype des bactéries multirésistantes aux 

antibiotiques 

 

 

 

 

 

 

Staphylococcus 

epidermidis 

(n=22) 

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 

1 (4,5%) FOX, OXA, ERY, LIN 

1 (4,5%) FOX, OXA, CIP, GEN, SXT, ERY 

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 ,OXA,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 

 

 

Staphylococcus 

aureus (n=6) 

1 (16,7%) FOX, OXA, IMP, CIP, SXT, ERY, LIN, SPI, PRI, FOS 

1 (16,7%) FOX, OXA, SXT, ERY, LIN, SPI, PRI, FOS 

1 (16,7%) FOX, OXA, CIP, GEN, SXT, LIN 

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 à plusieurs familles d'antibiotiques. 

 

Tableau 14 : souches multirésistantes à plusieurs familles d'antibiotiques 

 

Souches 

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

familles 

Trois Quatre Cinq Six Sept Huit 

n % n % n % n % n % n % 

S. aureus (n=43) 2 33,3 0 0 1 16,7 1 16,7 2 33,3 0 0 

S. epidermidis (n=59) 6 27,3 0 0 9 40,9 0 0 5 22,7 2 9,1 

Il est alarmant d'avoir un taux élevé de Staphylococcus multirésistantes dans la 

communauté, en particulier chez S. epidermidis, qui est l'un des CoNs reconnus comme cause 

d'infections nosocomiales (Becker et al., 2014). Les deux souches présentent une résistance 

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

Cependant, les mécanismes de résistance chez les CoNs sont moins bien définis 

(Srinivasan et al., 2002), mais S. epidermidis multirésistant est une source potentielle de 

transfert du gène mec et de plusieurs gènes codant pour la résistance aux antibiotiques entre 

les espèces de staphylocoques pathogènes (Shittu et al., 2012).  

Ainsi, cette multirésistance dans les pays en voie de développement est peut-être due à 

l'utilisation non contrôlée des antibiotiques car plusieurs antibiotiques sont disponibles sans 

prescription médicale (Kakai et Wamola, 2002). 

L'augmentation du phénotype de résistance peut être associée à l'automédication sans 

ordonnance, au manque de sensibilisation de la plupart des personnes qui arrêtent les 

antibiotiques à mi-chemin de la fièvre, et à une diminution des symptômes apparents (Saeed 

et al., 2020). 

Les données du tableau 15 indiquent le profil de résistance à 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 à 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 à 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 à 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 liées aux CoPs. 

Ainsi, le traitement des infections liées aux CoNs résistants à la méthicilline est difficile à 

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

A partir du pus, la prévalence de la MR et de la résistance à la méthicilline (MR) chez 

S. aureus est de (66,7% ; 63,6%) respectivement, ces taux sont plus élevés que ceux observés 

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 % à 6 % de toutes les cultures urinaires positives. 
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Partie III : 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/gekjDYwFLTkanVvTGBzwoi-confile ) a montré que les 

isolats les plus similaires 03 et 13 (ST307) diffèrent par 39 SNP. Ces isolats ne sont donc pas 

issus d'une propagation clonale récente mais correspondent probablement à une propagation 

endémique de ST307. La figure 09 ci-dessous illustre un arbre phylogénétique des souches 

cliniques de K. pneumonie multirésistantes. 

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

cliniques de K. pneumoniae multirésistantes. 

https://microreact.org/project/gekjDYwFLTkanVvTGBzwoi-confile


Résultats et discussion 

82 

Les infections induites par les entérobactéries deviennent un problème majeur de santé 

publique dans le monde entier, et la propagation de la résistance aux antibiotiques (RA) chez 

les agents pathogènes humains est certainement devenue un phénomène mondial qui a 

aggravé le problème (Beghain et al., 2018). La présente étude rapporte la première analyse et 

identification de tout le résistome bactérien des souches cliniques multirésistantes (MDR) 

appartenant à Klebsiella pneumoniae dans la ville d'Oum Bouaghi, en Algérie. 

II. Gènes codants pour la résistance aux antibiotiques 

K. pneumoniae est une bactérie notoire, et en acquérant une résistance antimicrobienne 

supplémentaire, elle pourrait être à l'origine d'un plus grand nombre d'infections nosocomiales 

que d'habitude. Cette espèce est connue pour avoir un lien avec l'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 : gènes codant à la résistance aux antibiotiques identifiés chez les souches cliniques 

de K. pneumoniae. 

Souches β-

lactam 

resistan

ce 

β-lactam 

gene(s) 

Aminoglycosi

de gene(s) 

Quinolone 

gene(s) 

Sulfona

mide 

gene(s) 

Trimet

hoprim

e 

gene(s) 

Cycline  

gene(s) 

Phenicol

e gene(s)  

 

Fosfomy

cin 

gene(s) 

Klebsiell

a 

pneumon

iae (S1) 

ESBL 

NB-L 

IRP 

blaCTX-M-15 

blaSHV-11 

blaOXA-1 

aac(3)-IIe 

aac(6')-Ib-cr 

aadA11 

qnrB1 

gyrA(S83I) 

 

sul1 

sul2 

dfrA1 

dfrB1 

tet(G) floR 

catB3 

fosA 

 

Klebsiell

a 

pneumon

iae (S3) 

P 

ESBL 

IRP 

NB-L 

blaTEM-1 

blaCTX-M-15 

blaOXA-1 

blaSHV-28      

blaTEM(PaPb) 

aph(3')-Ia 

aph(6)-Id 

aph(3'')-Ib 

qnrB1 

gyrA(S83I) 

sul2 dfrA14 tetA 

TetR 

- fosA 

Klebsiell
a 

pneumon

iae (S9) 

ESBL 

NB-L 

Cr 

blaCTX-M-15 

blaSHV-11 

blaNDM-5 

aph(3'')-Ib 

aph(3')-Ia 

aph(6)-Id 

qnrS1 sul2 - - - fosA 

Klebsiell

a 

pneumon

iae (S13) 

BLSE 

IRP 

NB-L 

P 

blaCTX-M-15 

blaOXA-1 

blaSHV-28 

blaTEM-1 

blaTEM(PaPb) 

aac(3)-IIe 

aac(6')-Ib-cr 

aph(6)-Id 

aph(3'')-Ib 

qnrB1 

gyrA(S83I) 

sul2 dfrA14 tet(A) 

TetR 

- fosA 

 

IRP : pénicillinase résistante aux inhibiteurs, NB-L : β-lactamase Naturelle, P : 

penicillinases, C : céphalosporinases, Cr : carbapénèmases, NC : cephalosporinase Naturelle, 

BLSE : β-Lactamases à Spectre Etendu 

Notre analyse des données génomiques a confirmé que toutes les souches de K. 

pneumoniae (n=4) sont productrices de β-lactamases à spectre étendu (BLSE).  

Dans deux souches (S03 et S13), une coexistence de trois gènes BLSE (CTX-M, TEM 

et SHV) a été trouvée, ce qui a déjà été rapporté en Algérie (Merino et al., 1992), et dans 

d'autres pays (Belbel et al., 2014). L'association des gènes BLSE conduit à une sélection de 

gènes de résistance dans les hôpitaux ainsi que dans d'autres secteurs, de plus, la présence de 

multiples gènes de β-lactamases avec plusieurs variantes dans les souches de K. pneumoniae 
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serait également la cause de l'émergence de souches multirésistantes et d'autres souches 

extrêmement résistantes aux médicaments (XDR) (Rodríguez-Martínez et al., 2011), en 

conséquence, tout ce qui a été décrit pourrait être 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 gènes blaSHV et blaCTX-M sont tous les deux présents dans les deux souches 

(S01 et S09) de K. pneumoniae examinées. La coexistence des gènes blaSHV et blaCTX-M a 

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

Grâce à cette enquête, les gènes CTX-M ont été identifiés dans tous les K. pneumoniae 

(S01, S03, S09 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 S01 et S09, on a trouvé un gène blaSHV-11 qui confère à la souche 

de K. pneumoniae une résistance à large spectre aux antibiotiques. Deux souches (S03 et S13) 

possédant le gène blaSHV28 ont été identifiées, et ont déjà fait l'objet d'une étude en Algérie 

(Merah-Fergani et al., 2022).  

Deux autres souches (S03 et S13) possédant le gène 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 gènes variants blaTEM-1. 

L'hyperproduction de la β-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 à la 

pipéracilline-tazobactam (TZP) (Babafela et al., 2022).   

Le gène OXA a été trouvé présent dans trois souches de K. pneumoniae. La détection 

du gène OXA-1 a également été obtenue en Algérie (Zemmour et al., 2021). Le gène variant 

OXA-1 a été découvert en coexistence avec les gènes BLSE, ce résultat est cohérent avec les 

études précédentes qui ont montré que ces gènes sont couramment présents en combinaison 

avec les β-lactamases : CTX-M-15, SHV-1, TEM-1, les déterminants de la résistance aux 

quinolones à médiation plasmidique (PMQR : plasmid mediated quinolones resistance), et 

aac(6')-Ib-cr dans une communauté de souches de K. pneumoniae (Zahid, 2015). 

D'après ce que nous avons trouvé, celui-ci est considéré comme une première 

détection en Algérie du gène New Delhi Métallo-β-lactamases de type NDM-5 dans une 
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souche clinique de K. pneumoniae (S09), et cela parce qu'en Algérie, le gène 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 à d'autres pays où le gène blaNDM-5 a été identifié principalement dans 

des entérobactéries cliniques. Les carbapénèmases représentent la dernière des menaces pour 

la santé publique, d'autant plus que la transmission nosocomiale du gène blaNDM s'est 

produite dans de nombreux pays (Dagher et al., 2019). Cependant, en Algérie, le gène 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 gènes NDM-5 

offrent une plus grande résistance que les gènes NDM-1 (Hornsey et al., 2011). 

L'un des résultats de la présente étude est l'existence d'une souche de K. pneumoniae 

résistante aux fluoroquinolones, portant deux mécanismes plasmidiques de résistance aux 

quinolones : le gène variant aac(6')-Ib-cr hébergé par deux souches (S01 et S13) et le gène 

qnrB1 présent dans trois souches (S01, S03 et S13), ces deux gènes ayant également été 

identifiés en Algérie (Meradi et al., 2011). Une souche (S09) a acquis le qnrS1. D'après ce 

que nous avons trouvé, il s'agit du deuxième rapport sur la présence de qnrS1 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 qnrS. Un lien 

a été trouvé entre la production de blaCTX-M-15 et le gène qnrB1 et/ou le gène qnrS1 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')-Ib-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 gène gyrA, 

ce qui est cohérent avec les études précédentes de plusieurs pays (Yakout et Ghada, 2022). Le 

gène gyrA (S83I) a été identifié dans des souches de K. pneumoniae portant des mécanismes 

plasmidiques notamment le gène qnrB1, ainsi l'apparition de mutations chromosomiques dans 

les gènes codant l'ADN gyrase peut augmenter le niveau de résistance de la bactérie aux 

quinolones (Gu et al., 2004). 
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Nos souches qnr positives présentent une résistance aux aminoglycosides et à 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 gènes 

PMQR comme blaCTXM-15, le gène qnrB et des gènes de multirésistance à 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 gène 

aph(6)-Id, aac(3)-IIe, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-Ia, et aph(3'')-Ib. Alors qu'une (S01) des souches 

de K. pneumoniae héberge des gènes de type aadA11, il a été détecté pour la première fois en 

Algérie à partir de souches cliniques de K. pneumoniae. Parmi ces gènes identifiés, le plus 

préoccupant est le gène variant aac(6')-Ib-cr (Yanat et al., 2017b). Tous les gènes de 

résistance aux aminoglycosides découverts dans cette étude n'ont pas fait l'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) (Ioannis et al., 2021). 

En Algérie, cette étude est considérée comme la première investigation traitant le 

niveau de la résistance aux sulfamides et à 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 gènes sul1 et sul2, ainsi qu'à la résistance au triméthoprime par les gènes : dfrA1, A7, 

dfrA14 et dfrB1.  

Toutes les souches présentent une résistance à la fosfomycine et portent un gène fosA. 

De plus, il y a trois souches qui portent les gènes tetA, tetG, et tetR qui ont donné une 

résistance aux cyclines. L'acquisition de la résistance à la fosfomycine et à 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 très sérieux d'échec thérapeutique (Aggoune et al., 2014). 

Les souches les plus similaires S03 et S13 (ST307) ne diffèrent que par 39 SNP et sont 

toutes les deux porteuses de trois gènes BLSE : blaTEM-1, blaCTX-M-15, blaOXA-1, 

blaSHV-28 et blaTEM(PaPb). Ils appartiennent au même 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 à trois BLSE (blaCTX-M-15), qnrB et 

à d'autres gènes. K. pneumoniae ST307 est apparu en 2008 aux Pays-Bas, les premiers 

rapports publiés provenaient du Pakistan (Habeeb et al., 2013) et des États-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 l'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 l'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 déclaré 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 

gènes transférables conférant une résistance aux carbapénèmes 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 à l'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 à 

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 l'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 

cliniques multirésistantes a été effectué afin de déterminer tous les gènes de résistance, on 

s'est intéressé également au typage de séquence multilocus (MLST) et à l’analyse de clonalité 

de ces souches de K. pneumoniae. 

Les résultats d'identification ont indiqué qu’à partir de plusieurs échantillons d’origine 

clinique et alimentaire, plusieurs souches d’E. coli ont été obtenu et présentant un phénotype 

de résistance vis-à-vis des antibiotiques les plus utilisés en médecine humaine et animale 

dont : les β-lactamines, les fluoroquinolones et des aminoglycosides. On s'attendait à 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 l'homme, 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 chaîne alimentaire 

peuvent présenter un risque indirect pour la santé publique car lors de la consommation 

d’aliments contaminés, un transfert des gènes de résistance aux antibiotiques au microbiote de 

la flore du tractus gastro-intestinal et fécale 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 l'un des staphylocoques à coagulase 

négative appartenant à la flore bactérienne commensale cutanée normale de l’homme, et qui 

avant 1970 était considéré comme bacteries inoffensives (Contreras et al., 2003), mais ces 

dernières années, ce germe a été reconnu comme un pathogène opportuniste important, 

(Becker et al., 2014). Parmi les SARM obtenus, une souche présente une résistance aux 

lincosamides associée à une sensibilité aux macrolides (phénotype ERYS_LINR), ce qui est 

plus fréquent parmi les isolats de SARM d'origine animale mais très inhabituel parmi les 

SARM d'origine humaine. 

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

d’identifier plusieurs gènes de résistance à plusieurs familles d’antibiotiques comme pour les 
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β-lactamines : blaCTX, blaSHV, blaTEM, blaNDM, blaOXA, pour les quinolones : qnrB1, 

gyrA(S83I), qnrS1, pour les aminoglycosides : aac(3)-IIe, aac(6')-Ib-cr, aadA11, aph(3')-Ia, 

aph(6)-Id, aph(3'')-Ib et aac(3)-IIe, pour les sulfonamide : sul1 et sul2, pour les 

trimethoprime : dfrA1, dfrB1 et dfrA14, pour les cyclines : tet(G), tetA, tetR et enfin pour les 

phénicols : floR et catB3. 

L’exclusivité des résultats du séquençage par illumina se résume par la détection pour 

la première fois en Algérie du gène blaNDM-5 chez des souches cliniques multirésistantes de 

K. pneumoniae. En outre, nos données révèlent que les souches S03 et S13 appartiennent au 

clone ST307 et sont porteurs de trois gènes 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 gènes 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 à l'antibiorésistance, l'OMS a recommandé aux pays 

de mettre en place des programmes de surveillance de la résistance aux antimicrobiens car le 

contrôle de la résistance aux antimicrobiens nécessite le suivi et la surveillance du niveau 

d'émergence des bactéries résistantes, ainsi que des gènes de résistance et de leur localisation, 

ce sont des mesures qui peuvent limiter l’apparition de nouveaux gènes codant pour d’autres 

profils de résistance aux antibiotiques et qui pourraient être une source d'émergence de 

nouveaux pathogènes humains dans le futur. 

Comme perspectives, en Algérie surtout, une surveillance régulière des prescriptions 

d'antibiotiques pour soigner les infections humaines et animales est essentielle afin de 

préserver l'efficacité de ces molécules et de réduire l'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 à l’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 

négatives est un signal d'alarme, afin d'adopter de nouvelles politiques de contrôle pour 

prévenir la propagation de cette résistance aux antimicrobiens. 
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Résumé 

La résistance aux antimicrobiens (RAM) représente l'un des plus importants problèmes 

de santé humaine et animale dans le monde et particulièrement 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 Française 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 séquencées. 

La caractérisation phénotypique a révélé des taux de multirésistance (MR) aux 

antibiotiques élevés et très inquiétants chez les souches d’E. coli, S. epidermidis et S. aureus. 

L'analyse moléculaire a permi de détecter pour la première fois en Algérie le gène blaNDM-5 

chez K. pneumoniae. D’autres gènes de résistance ont été aussi détectés : blaTEM, blaSHV, 

blaCTX-M, aac(6')-Ib-cr, qnrB1, qnrB4, qnrB19, qnrS1, gyrA et parC. En outre, nos données 

révèlent aussi l’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 contrôle doivent être adoptées  

Mots clés : bactéries, blaNDM-5, MR, MLST, résistance antimicrobienne, ST307 
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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')-Ib-cr, qnrB1, qnrB4, qnrB19, 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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 ملخص

تمثللمقاومةاللاقاتللمميكقيبمت وةحللمكقةيهللمشقاللصقة للنقانللملمقولل اقيالعللم قةيب تلل ي ق لل قيب للمبنق

ةخموللاق لل قيبر.ياللوفقيب للم قاللصق للو قيبمءيتللاق لل قي للويئقت وللت قاج للو قة .  لل قبعلل  كقا   للاق

 ).يبرويمقةتمب اقيبرويمقا .ةباقاصقةو لقاختلفاق)غوياتاقةتو و ا

تللنقت م للمقاللل قيب عمتللتاقبلمتللمميكقيب ت  للاقب للمقتلل باقح تتو للاقحمتللتخميمق و وللاقلنللوق للو ق

تلنقي للويئق (SFM, 2019) ة ولًلمقبت ولتمكقيبرم تلاقيبفولعللتاقب للنقيلهتلمئقيبم توللاقيب ت  لا يبمتلمميكق

 حألملل يبمومةااقبلأمة اقيبمت لممشقالصقة لمقتعلعلمقيبرت ل مق K. pneumoniae يبت وت قيبر.   قبع  ك

(WGS) حمتلتخميمقتو تلا Illumina. تمل قا مبرلاقيبولويئيكقيلةبتلاقيبمتعلعللاقحمتلتخميمقةمةيكقيبم ل امتتلاق

 (MLST) تلنقيتلتخميمقيب تمحلاقيبتعلعللتاقات لممشقيب ل ءش .Shovill-Spades ة FastQC Ariba :يب ت  لا

 .بتوم وقيب   اقيبتط ء اقحتصقيبع  كقيبمتعلعلا

 (MR) يبمج و قعصقاعلت  مكقعمبتلاقةاولولاقبلةم لاقالصقاومةالاقيلمة لاقيبمت لممشلن قيبت وت ق

ةتلم قيبت لتلمقيبر.  ل ق .S. aureus ة S. epidermidis ة E. coli بلمتمميكقيب ت  اق ل قتل  كقح تتو لم

فقتلنقيب نل قة تًلمقعلصق ت لمكقK. pneumoniae  ق ل  لةلقاوشق  قيبر.ياو blaNDM-5 يلتنم قيبرتص

 ة qnrB19 ة qnrB4 ة qnrB1 ة aac(6 ')- Ib-cr ة blaCTX-M ة blaSHV ة blaTEM :اومةااقةخوى

qnrS1 ة gyrA ة parC. ع ةشقعلىقذبكق قت ن قحتملمت مقة تًمقعصقظ  ءقيتت عمخ ST307 قتل بتتصق  

 رل قت  ل ققيبختلمم  قةيبتل قتع لو قي  قحأل لمقت م لمقعلمبم قل تلوفق ل ق K. pneumoniae (S03, 13) الص

 تتمتمكقء محاق م مشق  قيبر.ياو

  قاومةااقاتمميكقيبمت وةحمكق MLST ق MR ققblaNDM-5:قيب  تتو مق ق المفتاحيةقالكلمات
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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………………….....................10 g  

- Mélange de sels biliaires …………..01,5 g  

- Rouge neutre……………………….0,03 g  

- Chlorure de sodium…………………..05 g  

- Cristal violet………………………0,001 g  

- Agar………………………………….10 g  

- Ajuster le pH à 7,4 avant l’autoclavage 

Gélose Hektoen 

- Protéose peptone……………………..12g  

- Extrait de levure………………………..3g 

- Chlorure de sodium…………………….5g  

- Sels biliaires…………………………….9g 

- Citrate de fer ammoniacal…………….1,5g  

- Salicine………………………………….2g 

- Lactose………………………………...12g  

- Saccharose……………………………..12g 

- Fuchsine acide………………………...0,1g  

- Bleu de bromothymol……………….0,065g 

- Gélose…………………………………..14g 

- Ajuster le pH à 7,5 ± 0,2 avant l’autoclavage 

Mueller Hinton 

- Infusion de viande de bœuf …………300 g  

- Hydrolysât de caséine……………….17,5 g 

- Amidon……………………………….1,5 g 

- Agar……………………………………17 g 

- Ajuster le pH à 7,4avant l’autoclavage 
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Bouillon nutritif 

- Macération de viande………………….10 g 

- Peptone trypsique……………………...05 g 

- NaCl ou KCl…………………………...05 g 

- Ajuster le pH à 7,3 avant l’autoclavage 

Eau physiologique 

- NaCl................................................... 9g 

- Eau distillé....................................1000ml 

Gélose nutritive 

- Extrait de viande………………………3 g 

- Peptone………………………………...5 g 

- Agar…………………………………..15 g 

- Eau distillée………………………1000 ml 

- pH = 8 

MacFarland turbidity standard No 0.5 

Réactif 

- Formule approximative par 100ml d’eau purifiée 

- Acide sulfurique 0,18M…………99.5 ml 

- Chlorure de baryum 0,048 M……..0.5 ml 

Gélose Chapman 

- Peptone………………………………...10 g 

- Extrait de bœuf………………………….1 g 

- Chlorure de sodium…………………….75 g 

- D-mannitol……………………………..10 g 

- Rouge de phénol……………………...25 mg 

- Agar………………………………….....15 g 

- Ajuster le pH à 7,4 ± 0,2 à 25°C (après autoclavage). 
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Annexe 02 : Mode opératoire des tests biochimiques 

 Test d'oxydase 

- A l’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 à tester. 

- Prélever la colonie choisie à l’aide d’une öse. 

- Ne pas utiliser d’öse de métal (à l’exception du platine) cela peut provoquer des 

réactions faussement positives. 

- Frotter doucement la colonie sur le disque et observer l’apparition d’une coloration 

violette dans un délai de 30 secondes. 

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

secondes. 

 Réaction négative : absence de coloration ou coloration au-delà de 30 secondes. 

 

 Test catalase 

- À l'aide d'une anse d'inoculation stérile prélevez une colonie bien isolée d’une culture 

pure (18 à 24 heures d’incubation) et placez-la sur la lame de microscope. 

- Veillez à ne pas prendre d'agar. Ceci est particulièrement important si la culture a été 

réalisée sur une gélose au sang. Les globules rouges peuvent entraîner une réaction 

faussement positive. 

- Déposez 1 goutte de H2O + O2 à 3% sur la colonie. Ne pas mélanger. 

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

 

 Test coagulase 

- Étiquetez le tube à essai avec le numéro de la souche à tester. 

- À l'aide de la pipette, transférez de manière aseptique 0,5 ml du plasma reconstitué 

dans le tube à essai. 

- Sélectionnez deux ou trois colonies isolées de bactéries à tester et collectez-les à l'aide 

de la boucle stérile. 

- Émulsionnez les bactéries dans les 0,5 ml de plasma et les placer dans l'incubateur 

- Observez la culture à intervalles réguliers, au cours des quatre heures qui suivent, à 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, l’essai peut être poursuivi avec une 

incubation pendant une nuit à la température ambiante et une observation finale à 24 

heures. 

- L'organisme de contrôle positif devrait présenter une coagulation au bout de 24 heures, 

contrairement à l'organisme de contrôle négatif. 

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

 

 Test ADNase 

- Vous ferez une seule ligne au centre de la boite. 

- Incuber à 30ºC ou 37ºC. 

 Après incubation: Si le milieu de DNase ne contient pas d’indicateur coloré : Inonder 

la boite avec de l'acide chlorhydrique à 1N et Laisser reposer la boite pendant quelques 

minutes pour permettre au réactif de s'adsorber. Décanter l’excès de l'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 deuxième 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 H2S. 

- 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 mobilité  

- A l’aide de lance de platine au fil droit on a fait une piqûre 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 à partir d'une culture pure fraîche (18 à 24 heures) 

(par exemple, cultivée sur gélose trypticase soja) de la culture à tester. Transférer un 

inoculum léger d’une colonie isolée et le remettre en suspension dans le tube à bouillon 

MR-VP de 5 ml.  

- Pour la comparaison, il est suggéré d'utiliser Escherichia coli (MR+, VP-) et 

Enterobacter aerogenes (MR-, VP +) comme cultures témoins. 

 Incubation 

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

 Interprétation des résultats RM 

-Transférer 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 à 1 minute pour exposer le milieu à 

l'oxygène de l'air (nécessaire à l'oxydation de l'acétoïne pour obtenir une réaction de 

couleur). 

-Laisser le tube reposer pendant au moins 30 minutes. 

 

 Test uréase 

- Inoculer fortement la pente de la gélose à l'urée inclinée (à partir d'une culture pure de 

18 à 24 heures) en striant la surface de la gélose en zigzag. 

- Incuber les tubes inoculés avec les bouchons desserrés à 35-37°C pendant 24-48 

heures. 

- Examiner les pentes pour le changement de couleur après 6 heures et après une nuit 

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

 

 Test de production d’indole 

- Inoculer le bouillon tryptophane (ou peptone) avec l'organisme à tester et incuber à 

37°C pendant 24 à 48h. 

- Ajouter 0,5 ml (5 gouttes) de réactif de Kovác et agiter doucement. 

- Examiner la couche supérieure de liquide après environ 1 min 
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 Résultat positif est indiqué par la présence d'une couleur rouge ou rouge-violet 

dans la couche d'alcool de surface du bouillon.  

 Résultat négatif apparaît 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 à l’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 l’alcool sur notre lame et laisser 30 sec. 

- Rinçage après l’alcool puis le rajout du rose fuchsine laisser 1min. 

- Rincer légèrement puis la sécher à l’aide d’un papier buvard sans pour autant écraser 

notre frottis. 

- Entamer notre observation microscopique grossissement 40, après 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 

 

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

I. Caractères culturaux des souches E. coli 

Il y’a eu un virage de couleur du milieu Hektoen : du bleu vert vers l’oranger, avec un aspect 

de colonies roses saumon, la figure 11 (a) et la figure 12 (b) illustrent les caractères 

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

 

 

II. Caractères biochimiques d’E. coli 

Les souches d’E. coli qui ont poussées sur milieu Mac conkey ont été soumises à des tests 

biochimiques dont la galerie API 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 API 20E 

 

 

 

Figure 11 : culture d’E. coli sur milieu 

Hektoen (a) 

Figure 12 : Observation microscopique d’E. 

coli lors de la détermination du Gram (X100). 

a b 



Annexes 

152 

III. Caractères culturaux des Staphylococcus spp 

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

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

trouble homogène abondant avec dépôt et voile en surface. 

  

Figure 14: culture de  Staphylococcus à 

coagulase négative sur milieu Chapman (A) 

Figure 15: culture de  Staphylococcus à 

coagulase positive sur milieu Chapman (B) 
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