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Résumé :

Les entérobactéries représentent une des principales familles de bacilles a Gram négatif
responsables d’infections humaines graves. La surveillance de la sensibilité aux antibiotiques a
I’hopital est une étape essentielle ; elle oriente le choix des traitements empiriques et permet de
réduire la pression de sélection exercée par les antibiotiques. Dans cette étude 7 articles ont été
analyses. Ces articles reportent des données phénotypiques et moléculaires sur des souches
d’entérobactéries multirésistantes aux antibiotiques, isolées de trois grands CHU de I’ouest algérien
(CHU de Sidi Bel Abbes, CHU de Tlemcen et CHU d’Oran). L’étude de la sensibilité aux différents
antibiotiques, dont les B-lactamines, aminosides, quinolones, le triméthoprime/sulfaméthoxazole et
la colistine par différentes méthodes, a révélé des taux de resistance éleves pour la plupart des
antibiotiques testés. Différents genes de résistance aux [-lactamines ont été détectés avec
dominance du géne codant la B-lactamase a spectre élargi (BLSE) CTX-M (CTX-M-15 et CTX-M-3),
et émergence de nouveaux genes ; (blaSHV-12), blaTEM (blaTEM-167), blaCMY (blaCMY-186,
blaCMY-2), d’autres génes de résistance aux aminosides (armA et rmtB pour la premiere fois en
Algérie, aac (3°)-Il, aac(6’)-1b, aadA et aadB), aux quinolones (gepAl, gepA3 et oqxAB pour la
premiere fois en Algérie, aac(6’)-1b-cr, qnr(A, B, S, C, D) au triméthoprime/Sulfamethoxazole (dfr
et sul) et a la colistine (mcr-1 pour la premiere fois en Algérie) ont été également détectés. Ces
résultats montrent que la fréquence de ces bactéries multirésistantes augmente de fagon inquiétante
dans nos établissements de soin et leur émergence représente un sérieux probléme thérapeutique et
épidémiologique, d’ou la nécessité de la mise en place d’un systéme de surveillance de

I’environnement microbien de 1’hopital et I’application stricte des mesures d’hygiene.

Mots-clés : Entérobactéries, antibiotiques, resistance aux antibiotiques, Ouest algérien.



Abstract

Enterobacteriaceae are one of the main families of Gram-negative bacilli responsible for
serious human infections. Monitoring antibiotic sensitivity in the hospital is an essential step;
it guides the choice of empirical treatments and makes it possible to reduce the selection
pressure exerted by antibiotics. In this study 7 articles were analyzed. These articles report
phenotypic and molecular data on enterobacteriaceae strains multiresistant to antibiotics,
isolated from three large university hospitals in western Algeria (Sidi Bel Abbes university
hospital, Tlemcen university hospital and Oran university hospital. The study of sensitivity) to
different antibiotics, including B- lactams, aminoglycosides, quinolones, trimethoprim /
sulfamethoxazole and colistin by different methods, revealed high resistance rates for most of
the antibiotics tested. Different genes for resistance to PB-lactams were detected with
dominance of the gene encoding the extended spectrum B-lactamase (ESBL) CTX-M (CTX-
M-15 and CTX-M-3), and emergence of new genes; (blaSHV-12), blaTEM (blaTEM-167),
blaCMY (blaCMY-16, blaCMY-2), other aminoglycoside resistance genes (armA and rmtB
for the first time in Algeria, aac (3 ') - I, aac (6 ) - Ib, aadA and aadB), quinolones (qepAl,
gepA3 and ogxAB for the first time in Algeria, aac (6') - Ib-cr, gnr (A, B, S, C, D) at tr
imethoprim / Sulfamethoxazole (dfr and sul) and colistin (mcr-1 for the first time in Algeria)
were also detected. These results show that the frequency of these multidrug-resistant bacteria
is worryingly increasing in our healthcare establishments and their emergence represents a
serious therapeutic and epidemiological problem, hence the need for the establishment of an
environmental monitoring system.Hospital microbial and strict application of hygiene

measures.

Keywords: Enterobacteriaceae, antibiotics, antibiotic resistance, Western Algeria.
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INTRODUCTION

Le phénomene de la résistance bactérienne aux antibiotiques concerne toutes les especes
bactériennes. L’émergence et la diffusion des bactéries multirésistantes est un phénoméne
complexe, évolutif et inquiétant. La situation pour les entérobactéries dont la prolifération de leur
résistance pose un grave probléme de santé publique a I'échelle mondiale ; un probléme dont les
conséquences pourraient bien s'avérer irréversibles (Grimont F et Grimont P.A.D. 2006).

Les entérobactéries représentent une des principales familles de bacilles & Gram négatif, qui sont a
I’origine de maladies de gravité trés variable, en raison de mécanismes pathogéniques distincts
(Mirabaud, 2003). Les especes de cette famille ont été depuis une vingtaine d’années largement

exposeées a une utilisation extensive des antibiotiques. (Péan et al., 2001).

La résistance chez les Enterobacteriaceae aux B-lactamines est de plus en plus fréquente et est
habituellement médiée par la production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), qui est un
probléme particulier dans le traitement des infections a entérobactéries, mais d’autres mécanismes
ont également émergé, conduisant a la multirésistance et menacant de créer des espéces pan-

résistants (Paterson, 2006).

Dans cet axe, dans notre étude, nous nous sommes fixés comme objectif une synthése de sept (7)
articles scientifiques concernant la résistance des entérobactéries aux antibiotiques au niveau de
trois des plus importants centres hospitalo-universitaires (CHU) de ’ouest algérien, le CHU de
Tlemcen, le CHU de Sidi Bel Abbes ainsi que le CHU d’Oran.

Ce mémoire est structuré en plusieurs parties : commencant par une synthese bibliographique
présantant les caractéristiques des entérobactéries ainsi que leurs principaux mécanismes de
résistances aux antibiotiques. Ensuite, seront présentés le matériel et les méthodes utilisés dans les
articles analysés. Enfin, une synthése des résultats et une discussion générales sur 1’ensemble des
articles, qui portent principalement sur la résistance d’entérobactéries aux antibiotiques dans 1’ouest
Algérien, des geénes de résistance aux B-lactamines, aminosides et quinolones et la colistine ainsi

que leur support plasmidiques et la détermination du lien de clonalité entre les souches étudiées.
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Synthese bibliographique

1. Les entérobactéries
1.1. Définition

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude. La création
de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il dénomma Enterobacteriaceae. Si le nom de
famille est toujours maintenu, en revanche le classement des bactéries dans la famille a beaucoup

évolué (Joly et Reynaud, 2007).

Les espéces constituant la famille des Enterobacteriaceae sont rassemblées en raison de caractéres

bactériologiques communs :

- Bacilles a Gram négatif ;

- mobiles par ciliatures péritriches (rarement immobile Exemple : Klebsiella) ;
- Se développent aisément sur milieux nutritifs en aéro-anaérobiose ;

- Acidifient le glucose par voie fermentative avec souvent production de gaz ;
- Ne possedent pas d’oxydase ;

- Réduisent les nitrates en nitrites ;

- Catalase positifs (sauf Shigella dysenteriae de type 1) (Denis et Ploy, 2007).

1.2 Habitat

Les Enterobacteriacea sont nommées ainsi parce que la plupart des espéces qui composent cette
famille sont des hétes normaux ou pathogénes du tube digestif de I'homme et des animaux. On les
trouve aussi dans la cavité buccale au niveau des vois aériennes supérieures et sur les organes

génitaux (Fauchere et Avril, 2002).

Ils peuvent persister en dehors d'organismes vivants dans la nature, on les retrouve également dans
le sol et les eaux en raison de la contamination de 1’environnement par 1’intermédiaire des maticres
fécales animales et humaines et des eaux d’égout (Avril et al., 2000), aussi dans les produits
alimentaires (produit laitiers, ceufs, poissons,...) (Lehner et al., 2011). Elles sont : soit des bactéries

pathogénes opportunistes, soit des bactéries pathogenes strictes (Avril et al., 2000).

.



Synthese bibliographique

1.3 Pouvoir pathogéne
1.3.1 Pathogénes opportunistes

Ce sont des entérobactéries d’origine intestinale qui peuvent a des degrés divers devenir agressives
pour 'Homme. La fréquence de leurs manifestations pathologiques est en augmentation, car
souvent due a l'existence chez ces espéces de plasmides de résistance aux antibiotiques permettant
leur sélection. Les pathogénes opportunistes les plus souvent rencontrés sont les bactéries des

genres Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Proteus et Serratia (Freney et al., 2006).

1.3.2 Pathogenes strictes

Les pathogénes strictes sont représentés, par Salmonella Typhi responsable de la typhoide, Shigella
dysenteriae responsable de la dysenterie et Yersinia pestis agent de la peste. Leur mise en évidence
dans un préléevement clinique devra toujours étre prise en considération. Ces microorganismes
produisent des facteurs de virulence qui peuvent générer des infections trés graves (Tidrarine,
2019)

1.4 Caractéres bactériologiques

1.4.1 Caractéres morphologiques

La taille des entérobactéries varie de 2 a 3 um de long sur 0,4 a 0,6 um de large. Les espéces
mobiles, les plus nombreuses, le sont grace a une ciliature péritriche tandis que certaines sont
immobiles (Abbott, 2007). Quelques-unes possédent une capsule visible au microscope et la
plupart des especes pathogenes pour I’homme possedent des fimbriae ou pili qui sont des facteurs

d’adhésion (Bakhoum, 2004 ; Drame, 2001).
1.4.2 Caractéres culturaux

L’ensemble de ces bactéries pousse habituellement trés aisément sur milieux ordinaires. La

température optimale de croissance est généralement de 35 a 37°C (Denis et al., 2007).

Sur les milieux gélosés, les colonies d’entérobactéries sont habituellement lisses, brillantes, de
structure homogene (type « smooth » ou S). Cet aspect peut évoluer aprés des cultures successives

pour donner des colonies a surface seche rugueuse (type « rough » ou R) (Avril et al., 2000).
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1.4.3 Caractéres biochimiques

Comme les entérobactéries ont une morphologie trés semblable, on utilise des tests biochimiques
pour les identifier aprés un examen préliminaire de leur morphologie, de leur mobilité et de leur
croissance. Parmi les tests les plus communément utilisés sont : le type de fermentation, 1’utilisation
du lactose et du citrate, la production d’indole a partir du tryptophane, I’hydrolyse de I’urée et la

production de sulfure d’hydrogéne (Dedet, 2007).

Le tableau ci-dessous résume les caractéeres d'identification des genres le plus fréquemment

rencontrés :

_Tableau 1 : Principaux caractéres biochimiques de certaines entérobactéries. (Decoster et Lahieu,
2006)

Glu Lac ONPG Ind VP Cit Mob Urée PDA H2S

Escherichia + + + + - - + - - -
Citrobacter + + + - - + + - - +/-
Enterobacter + + + - + + + - - -
Klebsiella + + + +- o+ + - + - -
Serratia + - + - + + + - - -
Salmonella + - - - - +- o+ - - +
Shigella + - +/- +- - - - - - -
Proteus + - - +- - -  + + + +/-
Providencia 0 - - + . + + + + _
Yersinia + - + +- o+ - + + . )

Glu : Glucose, Lac : Lactose, Ind : Indol, VP : Voges Proskauer, Cit : Citrate, Mob : Mobilité, PDA
: Phenylalanine deaminase, ONPG : Ortho-Nitro-Phényl-Galactopyranoside, H2S : Thiosulfate.

1.4.4 Caracteres antigéniques

Les entérobactéries se caractérisent toutes par des antigenes (Ag) de paroi (somatiques) ou
antigenes O. Les entérobactéries mobiles possédent en plus des antigenes de flagelle («
flagellaires») ou antigenes H. Enfin, certains possedent un antigéne de capsule ou antigéne K
(Prescott et al., 2003).
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1.5 Classification

Les entérobactéries sont classées sur la base du séquencage des ARN 5S et 16S dans :
Regne : Eubacteria

Embranchement : Proteobacteria

Classe : Camma-proteobacteria

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae (Meyer et al., 2004).

La famille des entérobactéries se compose d’environ 40 genres et plus de 100 especes dont les plus
isolées en bactériologie clinique appartiennent aux genres : Escherichia, Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter, Morganella, Hafnia, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia
(Awvril et al., 2000).

1.5.1 Escherichia coli

Isolée pour la premiere fois par Escherich en 1885, Escherichia coli représente 1’espéce type de
genre Escherichia. Appelée communément « colibacille » cette espece posséde des caracteres
biochimiques particuliers permettant de la différencier des espéces voisines. La production d’indole
a partir de tryptophane, 1’absence d’utilisation du citrate comme source de carbone et I’absence de

production d’acétoine (réaction de Voges-Proskauer négative) (Joly et Reynaud, 2007).

E. coli se trouve en abondance dans la flore commensale humaine, en particulier dans le tube
digestif de I’homme qu’elle colonise dés les premicres heures de la naissance. Elle constitue
I’espéce dominante de la flore aérobie anaéro-tolérante (Ahoyo et al., 2007 ; Bonacorsi et al.,
2001).

Les colibacilles, hdtes normaux de lintestin, ne provoquent normalement pas de maladie.
Cependant ils possédent un potentiel pathogéne qu'ils expriment dans certaines circonstances
(pathogénes opportunistes) (CHU-PS, 2003).

-
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E. coli est une cause majeure de diarrhée aigue dans le monde (Berche, 2003). A c6té des infections
intestinales, elle est responsable d’infections extra-intestinales diverses : urinaires, abdominale,

méningées et les bactériémies (Fauchére et Avril, 2002).
1.5.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae un est bacille immobile, aéro-anaérobie, a Gram negatif, se présentant de
maniere isolée, ou groupés par deux ou en courtes chaines. Ce sont des bactéries non sporulées,
d’aspect muqueux des colonies, ayant une oxydase négative, nitrate réductase positive, uréase
positive, Réaction de Voges-Proskauer positive (\VP+) et qui fermente le glucose avec production de
gaz (Janda et Abbott, 2006).

K. pneumoniae est un pathogene opportuniste responsable d'infections communautaires et
d'infections nosocomiales. Parmi les infections communautaires, K. pneumoniae est responsable
d'infections broncho-pulmonaires incluant les pneumonies lobaires nécrosantes, les abces
pulmonaires, les pleurésies purulentes (Carpenter, 1990). Cette espece est également responsable
d'infections intra-abdominales et est isolée du mal perforant plantaire.

K. pneumoniae est surtout un agent d'infections nosocomiales (Podschun et Ullmann, 1998),
responsable d'infections urinaires sur sonde, de bactériémies, de pneumonies, d'infections de sites

opératoires et d'infections néonatales (Stone et al., 2003).
1.5.3 Citrobacter freundii

Citrobacter freundii est un bacille a Gram négatif, anaérobie facultatif dont la mobilité est assurée par des
flagelles péritriches (Abbott, 2007 ; Knirel et al., 2002).

Ces bactéries fermentent le mannitol et produisent du H,S gazeux ; elles sont aussi capables
d’utiliser le citrate de sodium comme unique source de carbone (Chen et al., 2002 ; Knirel et al.,
2002). Le réservoir de ces bactéries est ’intestin de I’humain et des animaux, sol, eau, eaux usees et

aliments (Doran, 1999).

Les Citrobacter freundii sont des agents pathogenes nosocomiaux opportunistes rares (Ryan,
2004), qui entrainent des infections des voies urinaires, des bactériémies, des sepsis abdominaux et
des abces cérébraux ainsi que des pneumonies et d’autres infections néonatales (Pepperell et al.,
2002), comme la méningite, le sepsis néonatal, 1’infection articulaire et la bactériémie (Doran,
1999).
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1.5.4 Enterobacter cloacae

Ce sont des bacilles @ Gram négatif, anaérobies facultatifs qui se déplacent grace a des flagelles
péritriches et sont dotés de pilus de classe 1 (Hart, 2006 ; Paterson et al., 2005). Ils produisent un
acide a partir de la fermentation du glucose, leur température optimale de croissance est de 30 °C.

Quatre-vingts pour cent des Enterobacter sont encapsulés (Hart, 2006).

E. cloacae est fréquemment impliquée dans les infections nosocomiales et colonise généralement la
flore intestinale endogene des patients hospitalisés, mais peut également se trouver comme source

d’épidémie ou de diffusion de patient a patient (Qureshi et al., 2011).

E. cloacae est une bactérie pathogene opportuniste responsable en milieu hospitalier d’infections
urinaires, de bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses (labadene et al., 2010). Elle
peut causer également de nombreux types d'infections telles que les abces cérébraux, les
septicémies, des infections de plaies, des infections de la cavité abdominale ou des intestins
(Farmer et al., 2007).

1.5.5 Serratia marcescens

S. marcescens est un bacille & Gram négatif aéro-anaérobie facultatif, mobile par ciliature péritriche,
asporulée (Jean-Jacques Lefrere, 2000) et acapsulée mais certaines études ont montré que la
capsule peut étre formée quand les souches sont cultivées en aérobiose sur un milieu de culture qui

contient de faible quantité de nitrogéne et de phosphate (Embrey, 2004).

Cette bactérie est considérée comme pathogene opportuniste, elle touche le personnel hospitalier ou
les patients au niveau de certaines muqueuses telles que le nez, la gorge et le tube digestif (Byrne et
al., 2001 ; Christensen et al., 1982). Cette espéce fait partie des entérobactéries qui présente une
résistance aux agents physicochimiques, elle peut survivre des mois dans l'eau distillée et se
multiplier dans des solutions antiseptiques : ammoniums quaternaires et chlorhexidine. Elle se
multiplie bien a +4°C, elle est inactivée par la chaleur humide a 121 °C pendant au moins 20 min et
la chaleur séche a 165-170 °C pendant 2 heures (Mahlen, 2011 ; Avril et al., 1992).

1.5.6 Proteus

Les Proteus sont largement répandues dans la nature et elles sont isolées du sol, de 1’eau, de
I’intestin de ’homme et de nombreuses espeéces animales. Le genre Proteus rassemble cinq especes
(Lamnaouer, 2002) dont 3 espéces importantes pour I’homme, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris

et Proteus penneri (Goubau et Pellegrims, 2000). Certaines espéces comme Proteus mirabilis et
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Proteus vulgaris ont une propriété trés connue de s’étaler trés rapidement sur boite de gélose : c’est

le phénomeéne de swarming (Pelmont, 2005).

Proteus mirabilis est I’espéce la plus fréquemment isolée de prélévements cliniques. (Lamnaouer,
2002). Apres Escherichia coli, elle est la bactérie la plus souvent isolée des urines et elle est a

I’origine aussi d’infections nosocomiales (Mahrouki et al., 2009).
1.5.7 Salmonella

Kauffmann, le pionnier de I’analyse du genre Salmonella, avait individualisé sur la base de tests
phenotypiques et de tests sérotypiques plusieurs sous-genres et de tres nombreuses especes de
Salmonella (par exemple, Salmonella typhi, espéce responsable de la fiévre typhoide) (Weill, 2009).
Depuis 2005, une nouvelle nomenclature est en vigueur sur le plan international (Tindall et al.,
2005). Elle fait suite aux études moléculaires (hybridations ADN-ADN) qui ont révélé la présence
de seulement deux espéces dans le genre Salmonella (S. enterica, espece majoritaire et S. bongori,
espéce rare). S. enterica est elle-méme subdivisée en six sous-espéces. L’espéce bongori et les
différentes sous espéces d’enterica sont ensuite subdivisées sur la base du sérotypage en de trés
nombreux sérotypes. A ce jour, plus de 2500 sérotypes (ou sérovars) sont décrits (Popoff, 2001). Le
réservoir des bactéries du genre Salmonella est principalement le tube digestif des vertébrés. De tres
nombreuses espéces animales hébergent ces agents pathogénes (volailles, bovins, porcs, poissons,
reptiles,....). La sous-espece enterica est plutdt adaptée aux animaux a sang chaud et a ’homme
(Weill, 2009). Les salmonelles sont responsables de fievres typhoides et de salmonelloses non
typhiques qui représentent une cause majeure de diarrhées dans le monde avec un taux important de

mortalité infantile (Dagnra et al., 2007).
1.5.8 Yersinia

Ces bactéries ont une croissance plus lente que celle des autres entérobactéries. Elles ont toutes un
tropisme pour les tissus lymphoides. On les rencontre dans diverses especes animales et plus
particulierement chez les rongeurs (Nauciel, 2000). Ce genre bactérien comprend 3 espéces
pathogeénes pour ’homme : Yersinia pestis, Y. enterocolitica et Y. pseudotuberculosis. Yersinia
pestis est I’agent causatif de la peste. Y. enterocolitica et Y. pseudotuberculosis sont des agents
pathogénes d’origine alimentaire, répandus dans I’environnement et fréquemment isolés a partir

d’animaux infectés (Branger et al., 2009).
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1.5.9 Shigella

Ce sont des pathogenes strictes des humains et sont sous forme de courts batonnets de 2 a 3 um de
long, immobiles, aflagellés, non encapsulés. Leur température optimale de croissance est de 37°C
en milieu aéro ou anaérobie. Elles sont peu résistantes en milieu extérieur, ne produisent pas de gaz

lors de la fermentation du glucose et ne dégradent pas le glucose (Xavier et al., 2007).

La propagation de Shigella s’effectue par voie féco-orale directe interhumaine du malade a son
entourage par les mains sales. L’eau de boisson contaminée et les aliments souillés (lait, crémes
glacées, salades, produits carnés, etc.) par des déjections contenant Shigella représentent 1’autre

source traditionnelle de contamination, dite indirecte (Aumaitre et al., 2004).

La propriété essentielle de Shigella est sa capacité complexe a envahir 1’épithélium rectocolique. Ce
processus déterminant résulte de caractéristiques bactériennes, le pouvoir de pénétrer dans les
entérocytes, de s’y multiplier, de se répandre aux autres cellules, puis d’induire une intense réaction
inflammatoire de la muqueuse et la destruction tissulaire. De plus les shigelles résistent aux effets
destructeurs des acides in vitro et in vivo. Cette résistance facilite la propagation digestive

intraluminale de la bactérie et contribue a sa pathogeénicité (Xavier et al., 2007).
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1. Antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules a faible concentration produites par des champignons, des
bactéries, ou par synthése capables d’inhiber la réplication d’une bactérie (antibiotique

bactériostatique) ou de la tuer (antibiotique bactéricide). (Courvalin et al., 2001).

La classification des antibiotiques est basée sur 2 parametres : leurs structures chimiques qui
conditionne leurs principales propriétés bactériologiques, pharmacologiques et toxicologiques

(Bosgiraud, 2003) et leurs sites d’action (Tableau 2)

Tableau 2. Classification des antibiotiques selon leurs sites d’action. Adapté de Prescott et al.,
2010)

Mode d’action Antibiotique

inhibition de la synthése de la paroi cellulaire B-lactamines, Glycopeptides

Modification de la perméabilité de la membrane
cytoplasmique Polymyxines

inhibition de la synthése protéique Macrolides
Tétracycline
Chloramphénicol

Aminoside
inhibition de la synthése des acides nucléiques. Rifampicine, Quinolones
inhibitions des voies métaboliques d’acide Sulfamides Triméthoprime

folique.
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Les majeures classes d’antibiotiques utilisées pour la thérapie des infections a entérobactéries sont
: les PB-lactamines, les quinolones, les aminosides et la colistine. Lors du traitement, ces
antibiotiques peuvent étre utilisés seuls ou en association selon le degré de résistance présenté par la
bactérie (Bert et Lambert-Zechovsky, 2000)

2.1. Les B-lactamines
2.1.1Généralités

Les B -lactamines ont un effet bactéricide sur les bactéries en voie de croissance. Il existe de
nombreuses varié¢tés de f-lactamines, constituent la famille la plus fréeqguemment utilisée dans le
monde, pour leur large spectre antibactérien, leur activité bactéricide, leur faible toxicité et le vaste
choix de molécules disponibles (Ferech et Coenen, 2006 ; Vander-Stichele et al,. 2006 ;
Livermore, 1995).

2.1.2 Structure

La base commune a toutes les B-lactamines (Figure 1) est le noyau azétidinone, qui contient la

structure carbonyle lactame indispensable pour ’activité de ces molécules (Bryskier, 1999).

NH

Figure 1. Cycle lactame (Cavallo et al., 2004)
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2.1.3 Classification

Les antibiotiques de la famille des B-lactamines sont classés en quatre sous-classes (figure2):
pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et monobactames auxquelles il faut ajouter les
inhibiteurs de béta-lactamases, qui ne sont pas des antibiotiques sensus stricto mais des molécules
permettant 1’inhibition de certains mécanismes de résistance aux bétalactamines utilisés par les
bactéries (Bryskier, 1999).

-Péname (pénicillines)

Il s’agit d'un groupe de molécules, ayant en commun le noyau péname, qui est caractérisé¢ par un
pentacycle saturé (cycle thiazolidine) associé au noyau B-lactame. Selon la nature de la chaine
latérale, on définit plusieurs sous-classes, dont les plus utilisées sont les aminopénicillines
(ampicilline, amoxicilline), les carboxypénicillines (ticarcilline) les uréidopénicillines

(pipéracilline) et les amidinopénicillines (pivmecillinam).
- Céphéme (Céphalosporines)

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle dihydrothiazine (Calderon et
Sabundayo, 2007) pour former le noyau cépheme. Les nombreux radicaux de substitution proposés
expliquent les propriétés antibactériennes différentes des céphalosporines, justifiant leur distinction
fonctionnelle en plusieurs générations, de spectre et d’intérét clinique variables (cavallo et al.,

2004)
-Pénéme (carbapénemes)

Se caractérisent par la présence d’un cycle penta-atomique insaturé collé au cycle p-lactame. En
fonction de 1’hétéroatome fixé en position 1, on distingue trois groupes : les sulfopénémes, les

carbapénemes et oxapénemes (Bryskier, 1999).

-Monobactames

Représentés par 1’aztréonam (Le Noc, 1999), qui a une activité sur les bacilles & Gram négatif
comparable a celles des céphalosporines de 3éme génération, mais elle est inactive sur les bactéries

a Gram positif et les anaérobies.
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-Des inhibiteurs de p-lactamases

Le clavame (acide clavulanique) et les pénicillines-sulfones (tazobactam et sulbactam). Ces
molécules sont des inhibiteur compétitifs des B-lactamases actives sur les pénicillines. Ce sont des
B-lactamines a faible activité antibactérienne intrinséque. Associés a une B-lactamine, ils en
restaurent l'activité antibactérienne qu'elle n'avait plus du fait de son hydrolyse par les B-lactamases
(Cavallo et al., 2004). En effet, ’acide clavulanique est utilis¢ avec I’amoxicilline dans
I’Augmentin et la ticarcilline dans le Claventin, alors que le tazobactam est utilis¢ avec la
pipéracilline dans la Tazocilline. Le spectre d’inhibition de ces molécules est limit¢ aux

pénicillinases (Ruppé, 2010).
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Figure 2. Principales structures des p-lactamines (Bonomo, 2006 ; Cavallo et al., 2004)

2.1.4 Mécanisme d’action

Les pB-lactamines, analogues structuraux de la terminaison peptidyl-D-alanyl-D-alanine du
peptidoglycane (figure3), ont pour fonction d'interagir avec un groupe de protéines : Les PLPs,
également appelées protéines de fixation de la pénicilline. Les PLP sont des transpeptidases qui

interviennent dans la stabilisation du peptidoglycane en formant les liaisons inter-peptidoglycanes.
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Le peptidoglycane est le constituant principal de la paroi de toutes les especes bactériennes, et une
inhibition de sa synthese entraine la mort de la bactéric par choc osmotique. De ce fait, les B-

lactamines possédent une activité bactéricide (Kohanski et al., 2007).
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(X)) B-lactamine = analogue structural

m du dipeptide D-Ala-D-Ala

PLPs = protéines liant les pénicillines = PBP

Figure 3. Mode d’action des B-lactamines (Verdet, 2011)
2.2 Les quinolones
2.2.1 Généralité

Les quinolones sont une des trois principales familles d'antibiotiques utilisés en thérapeutique
humaine. Ce sont des antibactériens de synthése dérivés de I'acide nalidixique, chef de file des
quinolones classiques, longtemps indiquées dans le traitement des infections urinaires (Honoré et
al., 2006).

2.2.2 Structure :

La structure chimique des quinolones (Figure 4) est un acide pyridine-p-carboxylique avec un azote

en position 1, un carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4 (Soussy, 2006). Dans les

&
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années 80, sont apparues les fluoroquinolones ou quinolones de 2éme génération par 1’addition
d’une molécule de fluor en position 6 et d’un cycle azoté en position 7, qui a augmenté 1’activité de

ces composés ainsi que leur absorption orale et leur distribution dans les tissus (Ball, 2000)

Figure 4. Structure chimique commune aux quinolones (Tulkens et spinewine, 2002)

2.2.3 Classification

Les quinolones sont classées en générations en fonction de leur spectre d’activité et de leur date de

mise sur le marché (Figure 5) (Cattoir, 2012). On distingue :

e Les quinolones de premiére génération : Comprennent des molécules a spectre étroit, utilisées
dans le traitement des infections urinaires dues aux entérobactéries (Andriole, 2005). Exemples :

acide nalidixique, acide oxolinique, acide pipémidique

e Les quinolones de deuxiéme génération ou fluoroquinolones: Les quinolones de deuxiéme
génération ou fluoroquinolones: présentent un spectre élargi a d’autres bacilles a Gram négatif
(Pseudomonas aeruginosa), a certains coccis a Gram positif (Staphylococcus aureus) et aux

bactéries intracellulaires. Exemples : norfloxacine, ofloxacine, péfloxacine, ciprofloxacine ;

e Les quinolones de troisieme génération ou fluoroquinolones anti-pneumococciques : ont été
développées pour étendre le spectre a Streptococcus pneumoniae. Exemples : sparfloxacine,

lévofloxacine, moxifloxacine.

-
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e Les quinolones de quatrieme génération : présentent un spectre d’activité étendu aux bactéries

anaérobies strictes. Exemples : trovafloxacine, gatifloxacine (Cattoir, 2012).
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Figure 5. Principales structures des q

2.2.4 Mécanisme d’action :

uinolones (Andriole, 2000)

Les quinolones inhibent les topoisomérase de type Il (gyrase) et IV empéchant leur action dans le

déroulement harmonieux de I’ADN (figure 6) qui est nécessaire & sa réplication (Hooper, 2001).

L’ADN gyrase introduit un super-enroulement négatif dans la double hélice d’ADN bactérien. Cette

activité est essentielle pour I’initiation de la réplication de I’ADN ainsi que pour sa transcription

(Levine et al., 1998). La topoisomérase IV a une activité de décaténation, qui permet la séparation

des chromosomes répliqués a la fin d’une séquence de réplication (Zechiedrich et al., 1997). Les

quinolones interagissent avec le complexe enzyme-ADN (la Ogyrase ou la topoisomérase 1V) et
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provoquent des changements conformationnels entrainant une désactivation de 1’enzyme (Drlica et

Zhao, 1997). Le complexe quinolone-enzyme-ADN ainsi formé, bloque la progression de la

fourche de réplication ce qui inhibe la synthése de I’ADN et conduit a ’arrét de la croissance

bactérienne (Soussy, 2006). De plus, les coupures d’ADN double brin stabilisées par les quinolones

constitueraient des Iésions non réparables de I’ADN, capables de déclencher I’inactivation de

certaines synthéses protéiques responsable de I’effet bactéricide de ces antibiotiques (Drlica et al.,

2008).

Complexe ADN
polymérase

Protéine indépendant

| 000C
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X
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Figure 6. Mécanisme d'action des quinolones (adapté de Kohanski et al,.2010)

2.3 Aminosides ou aminoglycosides

2.3.1 Généralité

Les aminosides, egalement appelés aminoglycosides sont des molécules naturelles produites par des

actinomycetes ou en sont dérivés par hémisynthese. Ils forment une classe d’antibiotiques qui

conserve une place incontournable au sein de 1’arsenal antibactérien hospitalier. Leur large spectre

d’activité et leur effet bactéricide rapide constituent des atouts majeurs (Nguyen et Lambert,

2012).
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2.3.2 Structure

Structure de base comporte un cycle central aminocyclitol saturé, relié par des liaisons
glycosidiques a deux ou trois hexoses (figure7) (Vakulenko et Mobashery, 2003).

Figure 7. Structure de base des aminoglycosides les plus utilisés en clinique (Magnet et
Blanchard, 2005).

2.3.3 Classification

Le cycle central peut étre la streptidine, I’actinamine ou la fortamine mais le plus souvent il s’agit
de la 2-désoxystreptamine (DOS) (Figure 8). Les 2-DOS regroupent la plupart des composés
utilisés en thérapeutique humaine comme : la gentamicine, la tobramycine, I’amikacine et la

nétilmicine (Nguyen et Lambert, 2012).
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Figure 8. Structures des aminocyclitol, noyaux de base des aminoglycosides (Vakulenko et
Mobashery, 2003)

2.3.4 Mode d’action :

Les aminosides sont des inhibiteurs de la synthése des protéines. Apres fixation a des sites chargés
négativement sur la paroi bactérienne, a cause de leur caractére polycationique, ils diffusent dans les
bactéries a travers les porines jusqu'a l'espace périplasmique (Faure, 2009). Leur pénétration a
travers la membrane cytoplasmique est active et nécessite un apport d'énergie et la présence
d'oxygéne. Les aminosides perturbent la synthese protéique bactérienne en se liant au site
aminoacyl de I'ARN ribosomal 16S (ARNr), dans la sous-unit¢ 30S du ribosome

(DuranteMangoni et al., 2009). Cette liaison de I’antibiotique permet :

v" P’inhibition de 1’étape d’élongation (en empéchant le transfert du peptidyl-ARNt depuis le site A
vers le site P) conduisant a un arrét de la synthéese proteique

v' introduction d’erreurs dans la lecture des codons de I’ARNm, engendrant la production de
protéines aberrantes. C’est ’accumulation des protéines erronées synthétisées qui est responsable de

la létalité induite par les aminosides.
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4. Colistine
2.4.1 Généralité

La colistine est un polypeptide de la famille des polymyxines du groupe E, produit par Bacillus
polymyxa subsp colistinus. II s’agit d’un mélange complexe d’au moins 30 composés, dont les deux
majeurs sont la colistine A (polymyxine E1) et la colistine B (polymyxine E2) (Frasca et al., 2008).
Cette famille d’antibiotiques fut découverte vers la fin des années 1940 plus précisément en 1947

avec (Benedict and Langlykke 1947, Falagas and Kasiakou 2005, Kwa et al. 2008).
2.4.2 Structure

Elle est constituée d’un décapeptide (10 acides aminés). Ce décapeptide contient trois acides
aminés soit la D-leucine, la L-thréonine et ’acide L-a, y-diaminobutyrique (DAB). Sur le dernier
DAB, on retrouve un lien amine qui le relie a un acide gras (Katz et Demain 1977, Storm et al.,
1977 ; Falagas et Kasiakou, 2005). Cet acide gras varie en fonction du type de 45 colistine : un 6-
méthyloctanoyl dans le cas de la colistine A ou un 6-méthylheptanoyl dans le cas de la colistine B
(figure 9).
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Figure 9. Structure de la colistine A et B (polymyxine E1 et E2) (Frasca et al., 2008)
2.4.3 Mode d’action

La membrane externe differe de la membrane interne par la présence de lipopolysaccharides (LPS)
contrairement a la membrane interne qui se constitue de phospholipides. La colistine, de par ses
charges positives (groupement NH2), possede une affinité pour la membrane externe des bactéries a
Gram négatif et plus précisément pour les lipopolysaccharides (LPS) (Clausell et al., 2007 ; Wang

a
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et Quinn, 2010). L’interaction entre la colistine et le LPS provoque la liaison de ces deux
structures. La colistine vient se lier au lipide A des LPS, puisque la colistine posséde une affinité
pour le LPS trois fois supérieure a celle des cations divalents magnésium (Mg2+) et calcium (Ca2+)
qui sont normalement présents dans la membrane externe et qui assurent ainsi la stabilité de celle-ci.
Cette interaction provoquera le déplacement des cations Mg2+ et Ca2+ engendrant ainsi une
perturbation dans la fonction de barriére de la membrane externe (Hancock, 1997). 1l y’aura par la
suite, formation de pores qui permettront aux contenus intracellulaires de s’échapper dans ’espace
extracellulaire provoquant ainsi la mort de la bactérie (Falagas et Kasiakou, 2005 ; Yahav et al.,
2012).

3. Mécanisme de résistance des Entérobactéries aux Antibiotiques
3.1 Résistance aux B-lactamines

Les mécanismes de résistance des entérobactéries, aux P-lactamines sont distinguer en quatre
mécanisme parfois plus ou moins associés : défaut de pénétration par imperméabilité de la paroi
bactérienne, excrétion de la molécule antibiotique, défaut d'affinité pour la cible (PLP), mais le
principal mécanisme de résistance c’est la production d’enzymes inactivatrices, les B-lactamases,

(Bonnet, 2006).
3.1.1 Diminution de la perméabilité membranaire

La premiére ligne de protection de la cellule bactérienne contre tous les produits chimiques est la
paroi cellulaire. La cellule des bactéries a Gram négatif, avec sa double couche de lipide
asymeétrique composée de lipopolysaccharides (LPS) et de phospholipides, forme une barriere
presque imperméable pour les éléments hydrophiles et ralentit le transport de substances lipophiles
(Molitor A,2010). Pour assurer que les substances nutritives nécessaires peuvent passer, la cellule
posseéde des canaux de transport de nature protéique fortement sélectives appelées porines
(Nikaido, 2003). Ces porines permettent I'échange du matériel nécessaire pour la survie des cellules
mais ils permettent aussi aux antibiotiques comme les céphalosporines de traverser I'enveloppe
bactérienne. Ainsi la perte ou la diminution de I’expression des porines limite I’entrée de certaines
béta-lactamines dans 1’espace périplasmique et donc ’acceés a la membrane interne ou sont situées
les PLP. Cette diminution de la perméabilité contribue a une résistance plus importante aux béta-

lactamines, si elle est associée a d’autres mécanismes (Thiolas et al., 2005 ; De et al., 2001).
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3.1.2 Systémes d’efflux (Pompes d’efflux) :

Les pompes d’efflux contribuent a la diminution de la concentration intracellulaire des composés
toxiques comme les médicaments ou les détergents et sont par conséquent impliquées dans le
contréle de la sensibilité¢ aux antibiotiques. Les systémes d’efflux sont des complexes protéiques
tripartites (figurel0O) constituées d’une pompe transmembranaire, d’une protéine périplasmique de
jonction (MFP : Membrane Fusion Protein) et d’une porine enchassée dans la membrane externe

(OMP : Outer Membrane Protéine) (Blair et Piddock, 2009).

Chez les bactéries a Gram-négatif, I’imperméabilité de la membrane externe et les pompes a efflux
jouent en synergie un rdle important dans la résistance intrinséque de ces bactéries. Les mutations
ou/et les modifications inductibles de ces mécanisme peut conduire a une diminution de I’afflux et
I’augmentation de I’efflux des antibiotiques, ainsi d’empécher I’accés des antibiotiques a leur
cibles. Toutefois, les niveaux de résistance conférés par ces mécanismes devraient étre faibles, mais
ils sont renforcés par I’interaction entre les mécanismes non enzymatiques et enzymatiques (par

production de B-lactamases) (L.i et al., 2007).

MILIEU EXTRACELLULAIRE

CYTOPLASME

Figure 10. Enveloppe d’une bactérie a Grame négatif Escherichia coli (page et Carntol, 2003)
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3.1.3 Modification de la protéine liant la pénicilline

La résistance aux B lactamines par altération de PLP a été décrit mais ne semble pas étre un
mécanisme prédominant chez les entérobactéries. Ainsi des souches de Proteus mirabilis résistantes
a imipénéme et aux mécilliname ont été observés suit a une perte d’affinité de la PLP2 et a une
diminution de la quantité PLP1A (Neurwirth et al,.1995)

3.1.4 Résistance enzymatique par production f-lactamases

Les B-lactamases sont des enzymes capables d’ouvrir le cycle B-lactame (figurell) en créant un
intermédiaire acylenzyme instable, menant au final a la perte d’un groupement carboxyle (Ruppé,

2010).
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Figure 11. Mécanisme d’hydrolyse d’une B-lactamine par une B-lactamase (Ruppé, 2010)

Une classification moléculaire des B-lactamases, impliquant la connaissance de la structure primaire
des béta-lactamines a été proposée par Ambler (Ambler, 1980) qui divise les béta- lactamases en
quatre groupes (A, B, C et D), qui présentent des différences sur le plan phylogénétique. Lesp-
lactamases des classes A, C et D font partie des enzymes & sérine active, c'est-a-dire qui possedent
dans leur site actif une sérine qui intervient dans le mécanisme d’acétylation au cours de 1’hydrolyse
des B-lactamines. Par contre la classe B inclut les métallo-béta-lactamases dont I’activité nécessite
la présence d’ions métalliques. Une classification fonctionnelle a été proposée par Bush et al. (Bush
et al., 1995), dans laquelle les auteurs tiennent compte de la fonctionnalité des béta-lactamases
(substrat, profil d’inhibition) et divisent ces enzymes en quatre groupes (de 1 a 4) avec plusieurs

sous groupes. (figurel?2)
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Fiigurel2. Action des p-lactamases (Livermore, 1995)

3.1.4.1 Résistance enzymatique naturelle des entérobactéries aux p-lactamines

Les entérobacteries produisent naturellement diverses B-lactamases chromosomique (Livermore,

1995) se que permet a classer en sept groupes phénotypiques de résistances (bonnet, 2006).

Groupe 0 : Salmonella et Proteus mirabilis

Les souches sauvages d’entérobactéries appartenant a ce groupe sont sensibles a I’ensemble des [3-

lactamines et ne possédent aucun géne de résistance aux B-lactamines.
Groupe 1 : Escherichia coli et Shigella

Les entérobactéries de ce groupe possédent un gene chromosomique codant pour une
céphalosporinases (AmpC) mais I’expression de ce gene est réprimée a [’état sauvage
(céphalosporinases inductible muette). Les souches sauvages de ce groupe sont donc sensibles a
toutes les B-lactamines mais une mutation sur le promoteur du gene ampC peut provoquer

I’expression phénotypique de cette céphalosporinases chromosomique.

Groupe 2 : Klebsiella, Citrobacter diversus, Citrobacter koseri.

Espéces naturellement résistance aux aminopenecillines et carboxypenecillines du fait de la

production a bas niveau de B lactamases chromosomique de classe A comme K.pneumoniae (SHV-
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1 ,LEN-1).K.oxytoca (OXY) citrobacter koseri (COK). Le phénotypique commun a ce groupe est

souvent appelé (pénicillinase a bas niveau) (Jarlier et Nordmann, 2000).
Groupe 3 : Enterobacter, Citrobacter freundii, Serratia, Morganel la, Providencia.

Les entérobactéries de ce groupe productrices de céphalosporinase expriment une résistance
naturelle de bas niveau vis-a-vis des aminopeénicillines et des céphalosporines de premiere et de
deuxiéme g@énération alors quiil y a sensibilité vis-a-vis des carboxypénicillines. La
cephalosporinase naturelle produite par les bactéries de ce groupe n'est pas inhibée par l'acide
clavulanique. (Ayad,2010)

Groupe 4 : Yersinia.

Dans ce groupe, on retrouve une expression naturelle d’une céphalosporinase et d’une pénicillinase
naturelles de bas niveau : ce phénotype est caractérisé par résistance de bas niveau vis-a-vis des
aminopenicillines, des carboxypénicillines, et des céphalosporines (C1G et C2G). Seule la
pénicillinase est inhibée par I'acide clavulanique, donc la synergie est observée avec les

carboxypénicillines (carbénicilline, ticarcilline) et I'acide clavulanique (Ayad,2010)
Groupe 5 : Proteus vulgaris, Proteus penneri.

Ces bactéries expriment une résistance chromosomique naturelle Due a une céfuroximase

(céphalosporinases inhibée par I’acide clavulanique) (Ayad, 2010).

Groupe 6 : Kluyvera ascorbata, Kluyvera cryocrescens, Serratia fonticola

Une BLSE souvent exprimer a bas niveau conferent une diminution de sensibilité ou une résistance
aux aminopinicillines ou carboxypénicillines aux C1G C2G. Pour les especes appartement a ce
groupes une synergies est observe entre le C1G, et les inhibiteurs de B-lactamases (philippon et
Arlet, 2006)

3.1.4.2 Résistance enzymatique acquise des entérobactéries aux f-lactamines

Les entérobactéries présentent fréquemment des résistances acquises aux antibiotiques a large
spectre. Ces résistances sont souvent conditionnées par la présence de plasmides porteurs de

déterminants de résistance multiples et transférables a d’autres bactéries a Gram négatif.

=



Synthese bibliographique

La réalisation de 1’antibiogramme reste donc indispensable a la détermination des antibiotiques qui
ont gardé leur efficacité sur le germe étudié et pouvant étre utilisés dans le traitement de ’infection

bactérienne.
+« Pénicillinase de haut niveau ou acquise

Les pénicillinases des bacilles a Gram négatif sont nombreuses (TEM-1, TEM-2, SHV-1...) et non
inductibles. Environ 75% de -lactamases isolées des entérobactéries sont des TEM1. Ces enzymes
sont codées par des plasmides et donc facilement transférables. Elles conférent aux bactéries, qui les
produisent a haut niveau, une résistance aux aminopénicillines, carboxy-pénicillines, uréido-
pénicillines, amidino-pénicillines, C1G et de C2G. Cependant elles conservent leur sensibilité aux
C3G, céfamycines, monobactames et carbapénémes. Elles sont inhibées par les inhibiteurs

enzymatiques (Collignon et al., 2007).

+ B-lactamase a spectre étendu : BLSE

Les BLSE sont définies comme des enzymes, appartenant a la classe A ou D de la classification
d'’Ambler (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006), capables d’hydrolyser et causer une
résistance aux pénicillines, céphalosporines de premiere, deuxieme, troisiéme et quatrieme
génération (céfépime ou cefpirome) et les monobactames (aztréonam), Par contre, elle n’ont aucun
effet sur les céphamycines (céfoxitine et céfotetan) et les carbapénemes (imipénéme, méropénéme,
doripéneme et ertapéneéme). Ces enzymes sont inhibées par les inhibiteurs de B-lactamases telle que
I’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam (Peirano et Pitout, 2010). Une co-résistance
avec les aminosides, les tétracyclines et les fluorogquinolones est fréquente. Les bactéries possédant

des BLSE sont dites multirésistantes.

La majorité des BLSE sont dérivées de mutations ponctuelles dans la séquence génétique codant
pour le site actif des premieres B-lactamases connues (TEM-1, TEM-2 et SHV-1) (Paterson et
Bonomo, 2005). Plus de 200 BLSE ont été décrites; elles ont été classées en 11 familles différentes
sur la base de leur séquence d’acides aminés: TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES,
SFO, FEC et OXA (Vidon et Bourdin,. 2005). Les 4 familles majeures sont représentées par les
enzymes de type TEM, SHV, OXA et CTX-M (Gniadkowski, 2001). Récemment, les BLSE de
type CTX-M ont émergé comme le type le plus courant de BLSE, avec une répartition mondiale
(Seonghan et al., 2007). Découvertes pour la premiére fois au milieu des années 1980, elles

montrent un niveau de dissemination dans les bactéries et partout dans le monde qui augmente
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dramatiquement depuis 1995 (Bonnet, 2004). Les enzymes de la famille CTX-M comprennent
aujourd’hui plus de 90 enzymes isolées de nombreuses especes d’entérobactéries (Ruppe,
2010 ;Bonnet, 2004). Elles sont similaires aux autres B-lactamases a spectre étendu dans la mesure
ou elles hydrolysent a large spectre les céphalosporines et I’aztréonam mais agissant comme des

cefotaximase.

+» Les céphalosporinases chromosomiques de haut niveau

L’hyperproduction d’enzyme AmpC provoque une résistance a diverses B-lactamines dont la
ticarcilline, la pipéracilline, les céphamycines, les céphalosporines de troisieme génération,
I’aztréonam et aux combinaisons des pénicillines avec les inhibiteurs de [B-lactamases. Le
mécillinam, les céphalosporines de quatrieme génération (céfépime, cefpirome) et les carbapenémes
gardent leur activité sur les souches produisant ces enzymes (Philippon et Arlet, 2006). Cette
hyperproduction peut se traduire par amplification du géne ampC (Edlund et al., 1979) ou des
mutations dans le promoteur et / ou l'atténuateur, ce qui augmente le taux de transcription du gene
(Jaurinetal., 1982 ; Low et al., 2001).

¢ Les céphalosporinases plasmidiques :

La premiére céphalosporinase plasmidique découverte aux états- unis chez klebsiella pneumonie en
1987 (papanicolau et al., 1990). Apres, plusieurs céphalosporinase ont été mis en évidence chez
les entérobactéries, ces céphalosporinases plasmidique sont proches génétiquement a des
céphalosporinases chromosomique ( Rhimi-mahdjoubi et al.,2002 ; Miro et al.,2005; Ben
Achour et al., 2007 ; Ding et al.,2008 ; labaden et al.,2009) Des différences dans leurs séquences
en acides aminés ont permis de les classer en plusieurs familles : CMY, ACT, ACC, DHA, FOX,
MOX, LAT, MIR et CFE. Leur Le phénotype de résistance observé est similaire a celui d’une
céphalosporinase chromosomique hyperproduite (Philippon et Arlet, 2006).

% Résistance aux carbapénemes

Les carbapénemes sont aujourd’hui parmi les traitements de choix des infections séveres dues aux
entérobactéries productrices de p-lactamases a spectre étendu (BLSE). Mais leur utilisation pourrait
étre compromise par 1’émergence de souches de bactéries résistantes egalement aux carbapénemes
(Cuzon et al., 2010). Chez les entérobactéries, cette résistance est principalement due a trois

mécanismes (Livermore Woodford, 2006) :
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- P’association entre la diminution de la perméabilit¢ membranaire avec la production d’une
céphalosporinase (chromosomique ou plasmidique) ou d’une BLSE (Patel et al., 2009). Chez les
entérobactéries, une surproduction de céphalosporinase ou d’une BLSE associée a une perte de
porine de la membrane externe et/ou une surexpression de pompes a efflux (Castanheira et al.,

2008) est la cause la plus fréquente de résistance a I’imipénéme (Bonnet, 2006) ;

- L’acquisition des métallo-p-lactamases (VIM, IMP): ces enzymes, appartenant au classe B

d’Ambler, hydrolysent toutes les -lactamases a 1’exception de 1’aztréonam (Trigoso, 2010)

- Acquisition de non métallo-B-lactamases : ces enzymes sont soit les oxacillinases (la classe D
d’Amblert), soit les carbapénémases (classe A), inhibées par 1’acide clavulanique, qui peuvent étre
codeées par des genes chromosomiques, décrits chez des souches de Serratia marcescens (SME1) et
E.cloacae (IMI et NMC-A), ou plasmidiques comme certains variants de GES et carbapénemase
(KPC) (Nordmann et al., 2009; Pourriat et Martin, 2005). Actuellement, les carbapénemases qui
sont les plus répandues chez les entérobactéries sont les enzymes de type KPC. Ces enzymes ont
principalement été décrites chez Klebsiella pneumoniae avec un support plasmidique. Elles
possédent un pouvoir de dissémination important et sont émergentes dans de nombreux pays
(Lautenbach et al., 2010 ; Walsh, 2010).

3.2 Résistance aux quinolones

La résistance acquise a ces antibiotiques est le résultat de la combinaison de plusieurs mécanismes.
Pendant plus de 30 ans, les seuls mécanismes de résistance aux quinolones connus avaient un

support chromosomique (Skurnik et Andremont, 2006)
Les mutations responsables sont localisées dans des genes qui conduisent soit a:

e La perte d’affinité de 1’antibiotique pour sa cible (mutation de la topoisomérase dans la région

quinolone résistance determining région [QRDR]
¢ Une augmentation de son excrétion hors du cytoplasme (par surexpression des systémes d’efflux)

e Une diminution de sa pénétration transmembranaire (par deficit quantitatif ou qualitatif de la

synthese des porines) (Nordmann et Mammeri, 2007)
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Le support de la résistance aux quinolones était supposé étre uniquement chromosomique jusqu’en
1998 ou, Martinez- Martinez et al. ont décrit la premiére souche (K. pneumoniae UAB1) dont le
support de la résistance est un plasmide transférable (pMG252). Trois types de déterminants de la
résistance aux quinolones a médiation plasmidique (plasmidmediated quinolones résistance :
PMQR) ont été identifies a travers le monde dans des isolats cliniques d'entérobactéries(Liu et al.,
2008; Peérichon et al., 2007; Yamane et al., 2007; Robicsek et al., 2006; Robicsek et al., 2006) :
les protéines Qnr qui se fixent sur les topoisomérases II et IV en compétition avec I’ADN et
diminuent la fixation ultérieure des quinolones sur ces topoisomérases ; I’enzyme AAC (6')-Ib-cr
qui confére une résistance de bas niveau a la ciprofloxacine et a la norfloxacine par acétylation
enzymatique (Robicsek et al., 2006b) et les pompes d’efflux QepA (Périchon et al., 2007) et
OgxAB (Norman et al., 2008).

3.3 Résistance aux aminosides

La modification enzymatique de 1’antibiotique est le mécanisme de résistance aux aminosides le
plus fréqguemment observé chez les entérobactéries (Shakil et al., 2008). Trois familles d'enzymes
modifiant les aminosides (AME) ont été décrites et classées en fonction de la réaction qu’elles
catalysent : acétylation d’un groupement aminé (AAC: aminosides Nacétyltransférases),
phosphorylation (APH: aminosides O-phosphotransférases) ou nucléotidylation (ANT: aminosides

O-nucléotidyltransférases) d’un groupement hydroxyle (Lambert, 2006).

Les genes codant les AME sont généralement trouvés en tant que genes cassettes dans des
intégrons, sur des plasmides ou des transposons, souvent associés aux genes de résistance aux -

lactamines et aux quinolones (Ramirez et Tolmasky, 2010).

Un autre mécanisme de résistance aux aminosides a été¢ décrit. Il s’agit de la méthylation des
nucléotides spécifiques, situés au niveau du site A de I’ARNr 168, site de liaison des aminosides sur
le ribosome, ce qui empéche la liaison de ces antibiotiques a la sous-unité 30S ribosomale (Doi et
Arakawa, 2007) le premier géne codant une méthylase de I’ARNr 16S, nomé armA, a été identifié
(Galimand et al., 2003) Depuis, onze déterminants de ces enzymes ont éte detectés (rmtA, rmtB,
rmtC, rmtD, rmtD2, rmtE, rmtE2, rmtF, rmtG, rmtH et npmA). Ces genes sont genéralement portes
par des éléments génétiques mobiles retrouvés intégrés dans des plasmides transferables
appartenant a divers groupes d'incompatibilité, ce qui a favorisé leur propagation mondiale
(Wachino et Arakawa, 2012). Les méthylases ArmA et RmtB sont les plus fréguemment Décrites
(Fritsche et al., 2008 ; Bogaerts et al., 2007; Yamane et al., 2007; Galimand et al., 2003).
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3.4 Résistance a la colistine

Afin de contrer I’action de la colistine, plusieurs bactéries ont développé différents mécanismes de
résistance (Falagas et al. 2010, Olaitan et al. 2014). Chez les entérobactéries des mutations dans le
systtme a deux composantes PmrA/PmrB entrainait I’activation de ce systéme de maniére
constitutive, résultant une modification continuelle des LPS et ainsi une résistance a la colistine
(Olaitan et al., 2014).

Le meécanisme général de résistance le plus décrit chez les entérobactéries est associé a la
modification du lipide A du LPS. Cette modification entraine I’ajout d’un groupement 4-amino-4-
deoxy-L-arabinose (L-Ara4N) sur le lipide A, entrainant ainsi une augmentation de la charge du
LPS et par le fait méme une diminution de I’affinité pour la colistine. Un autre groupement est
également ajouté au lipide A, le phosphoéthanolamine (pEtN). Ce groupement provoque également
une augmentation de la charge, mais sans toutefois modifier la neutralité du LPS (Chen et
Groisman ,2013).

En novembre 2015, un géne plasmidique transférable donne une résistance a la colistine a été décrit
chez E. coli et K. pneumoniae en Chine (Liu Y-Y et al., 2016). Il s’agit du géne mcr-1, codant pour
une phosphoéthanolamine transférase, qui ajoute un groupement pEtN sur le lipide A comme ce qui
a été observé pour les mutations chromosomiques. L’acquisition de ce géne confére un bas niveau
de résistance a la colistine, difficilement détectable par les méthodes de diffusion en milieu gélosé.
Le géne mcr-1 a ensuite été décrit dans des entérobactéries d’espéces variées (Enterobacter spp,
Salmonella spp, Shigella...) isolées chez I’homme, I’animal, dans [’alimentation et dans
I’environnement (Poirel et al., 2017). La découverte d’un autre géne plasmidique de résistance mcr-
2 chez E. coli a été rapportée en juin 2016 en Belgique (Xavie et al.,2016), puis 6 autres géenes
mobilisables entrainant la résistance a la colistine ont été observés entre 2017 et 2018 : mcr-3 chez
un isolat animal d’E. coli en Chine (Yin et al.,2017), mcr-4 chez Salmonella et E. coli chez le porc
en ltalie, en Espagne et en Belgique (Carattoli et al.,2017), mcr-5 chez Salmonella paratyphi B
en Allemagne (Borowiak et al.,2017), mcr-6 chez Moraxella spp au Royaume-Uni (AbuOun et
al.,2017), mcr-7 chez Aeromonas spp en Chine (Yang et al.,2018) et tres récemment mcr-8 chez
K.pneumoniae en Chine (Wang et al.,2018). Ces résistances plasmidiques suggeérent la
possibilité d’acquisition et de diffusion rapide de cette résistance, a 1’instar de ce qui est connu pour

d’autres mécanismes plasmidiques de réesistance.
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Dans cette étude 7 articles ont été analyses (Tableau 3). Ces articles reportent des données phénotypiques et moléculaires sur des souches
d’entérobactéries multirésistantes aux antibiotiques, isolées de trois grands CHU de 1’ouest algérien (CHU de Sidi Bel Abbes, CHU de Tlemcen et
CHU d’Oran).

1. Prélévements

Articles et Lettres a | Auteurs et | Période Lieu d’étude Nombre de | Services Types de prélevement
I’éditeur année d’étude prélévement concernés

(Nombre)
1- Résistance aux | Souna et | Octobre 2009 | CHU de Sidi | 250 (patient et |/ /
antlblothues_ des | a1. 2011 amai 2010 | Bel Abbes | environnement)
entérobactéries au laéri
niveau du CHU de (Algérie)
Sidi Bel  Abbes
(Algeérie)
2- Résistance aux | Ayad et | Octobre 2008 | CHU de | 257 -Service de Patients (194) :
antlbr:othues des | Drigsi, 2012 | aavril 2009 | Tlemcen réanimation -Plaies (97)
souches
& entérobactéries (139) -Prélévements rectaux (38)
isolees au CHU de -Autres services | -Aspirations trachéales (36)
Tlemcen (Algérie) (118) -Sondes vésicales (23)

Environnement (63)
3-  Molecular  and | Baba Ahmed | Avril 2008 a | CHU de |/ -Unité de soins |/
Epldemlo!og{cal etal.,, 2013 | mars 2010 Tlemcen intensifs
Characterization of
Enterobacterial - Service de
32 )
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Multidrug-Resistant
Strains in Tlemcen
Hospital (Algeria)

chirurgie

4- Molecular typing | Souna et al., | (2009 a | Trois CHU de -Unité de soins | Patients :
and  characterization | 5014 2011) I’ouest algérien intensifs -Plaies des postes opératoires
of 1em, sHv, cTx-M, and - Sidi Sond .
cmv-2 P-lactamases in (Tlemcen, Sidi -Sondes urinaires
Enterobacter cloacae Bel Abbes and -Sondes trachéales
strains  isolated in Oran)
patients and their - —

i i Environnement hospitalier
hospital environment
in the west of Algeria
5-  Occurence of | Ayad et | Octobre 2008 | Trois CHU de -Unité de soins Patients :
ArmA - and  RmiB | 5 7016 aJuin 2012 | Iouest algérien intensifs - Aspiration trachéale
Aminoglycoside | idi . q lai
Resistance 16S rRNA (Tlemcen, Sidi -Service e | -Plaie
Methylases in Bel Abbes and chirurgie - Ecouvillonnage rectal
Extended-Spectrum f- Oran) -Service de | - Escarres
Lactamases neurochirurgies Urine
Producing Escherichia g
coli in Algerian - Sondes urinaire
Hospitals - Tube gastrique

- Cathéter

Environnement hospitalier

&
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6-First detected
Human Case in
Algeria of mcr-1
Plasmid-Mediated
Colistin Resistance in
a 2011 Escherichia
coli Isolate™

Berrazeg et
al.,2016

Octobre 2009
a décembre
2011

CHU de Sidi
Bel Abbes

7-Occurrence of the
Plasmid-Mediated
Fluoroquinolone
Resistance gepAl
Gene in Two Clonal
Clinical Isolates of
CTX-m-15-Producing
Escherichia coli

from algeria

Yanat et
al.,2016

2011

CHU d'Oran

- Urine

- Pus

- Hémocultures
-Spermatozoide

- Aspiration trachéale

- Cathéter central

- Liquide pleural et oculaire
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2. Isolement et identification

Les cultures ont été réalisées sur les milieux gélos¢ Mc Conkey et Clark et Lubs. L’identification
des bactéries a éte realiseée par galeries APl 20E et spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-

Assisted Laser Desorption and lonization Time-Of-Flight).
2.1 Galerie APl 20E

Le systtme API (Appareillage et Procédé d’Identification) C’est une technique biochimique
conventionnelle pour 1’identification des bactéries a Gram négatif, dont les Entérobactéries. I’API
20 E comprend 20 microtubes (Figurel3). Ces microtubes ont été inoculés avec une suspension
bactérienne qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation
(18h-24h a 37C°) se traduisaient par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de

réactifs.

La lecture de ces réactions est réalisée a l'aide d’un tableau de lecture et 1'identification des souches

est obtenue a 1'aide d’un tableau d'identification du catalogue analytique.

Figurel3. Photo d’une plaque APl 20E

2.2 MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry method) (Seng et al., 2010)

La spectrométrie de masse est une technique d’identification des bactéries basée sur I’analyse de
leurs protéines totales a partir de colonies isolées. De fagon succincte, le spectrométre est composé
de trois éléments principaux : une chambre d’ionisation produisant des ions en phase gazeuse, un
analyseur séparant les ions selon le rapport masse sur charge (m/z) et un détecteur transformant le
courant ionique en courant électrique et générant un spectre de masse caractérisant 1’échantillon. Le
spectre obtenu est ensuite comparé a une collection de spectres contenus dans des bases de données

de facon & identifier la souche bactérienne.
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3. Etude de la résistance aux ATB

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion des disques sur milieu
solide, (Antibiogramme) et par la méthode de dilution en milieu gélosé Mueller Hinton et
microdilution dans le bouillon Mueller Hinton (CMI), selon les recommandations du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM) pour les articles 1, 2, 3 et 4 ;
et selon les directives de I’Institut des Standard Cliniques et de Laboratoire (CLSI) pour
I’article 6 et 7; et selon les recommandations du Comité européen de I’antibiogramme (EUCAST)

pour I’article 5.
3.1 Antibiogramme

L'antibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classes semi-quantitatives
(sensible, intermédiaire ou résistante) et d'orienter l'antibiothérapie. Il consiste a disposer des
disques de papier buvard imprégnés de concentration déterminée d’antibiotiques a la surface d’un
milieu gélosé. Dés 1’application des disques, 1’antibiotique diffuse a partir du disque de maniére
uniforme dans la gélose. Aprés incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires

correspondant a une absence de culture (Soude, 2005).
Les antibiotiques utilisés sont les suivants :

Pour [P’article 1: DI’imipénéme et I’amikacine. ampicilline ,amoxicilline ,amoxicilline-acide
clavulanique ,ticarcilline, ticarcilline-acide clavulanique ,pipéracilline ,pipéracilline/tazobactam,
cefalotine ,céfuroxime, céfoxitine, ceftriaxone céfotaxime, ceftazidime, aztréonam ,céfépime et

cefpirome ,tobramycine ,gentamicine , kanamycine, fluoroquinolones ,ofloxacine ,ciprofloxacine.

Pour I’article 2 : amoxicilline, amoxicilline + acide clavulanique, ticarcilline, ticarcilline + acide
clavulanique, pipéracilline, pipéracilline + tazobactam, cefalotine , céfoxitine, ceftriaxone,
céfotaxime, ceftazidime, aztréonam, et imipénéme; gentamicine ,tobramycine ,amikacine acide

nalidixique, Ciprofloxacine, colistine et triméthoprime/sulfameéthoxazole.
Pour I’article3:/

Pour D’article 4: ticarcilline, pipéracilline, amoxicilline-clavulanique acid, ticarcilline-acide
clavulanique, pipéracilline -tazobactame, imipénéme, cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone,
aztreoname, gentamicine tobramycin, amikacine, acide nalidixique, ofloxacine, ciprofloxacine,

colistine et triméthoprime-sulfaméthoxazole

-
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Pour I’article 5 : amoxicilline, amoxicilline + acide clavulanique, ticarcilline, ticarcilline + acide
clavulanique, pipéracilline, pipéracilline + tazobactam, céfoxitine , céfotaxime, ceftazidime,
céefépime , aztréonam , ertapénéme , imipéneme, kanamicin, gentamicine, tobramycine , amikacine,
nétilmicine, acide nalidixique, ofloxacine, ciprofloxacine, colistine et

trimethoprime/sulfaméthoxazole

Pour I’article 6 :amoxicilline + acide clavulanique , ticarcilline + acide clavulanique , céfoxitine ,
Ceftriaxone , cefépime, aztréonam, imipéneme, ertapénéme, gentamicine, amikacine, ciprofloxacine

triméthoprime/sulfaméthoxazole, Rifampin, Fosfomycin et la colistine

Pour l’article 7:amoxicilline, aztréoname, ceftazidime, céfotaxime, cefépime, céfoxitin,

cotrimoxazole, tetracycline, amikacine, gentamicine et tobramycine.
3.2 Détermination des CMI (Souna, 2010)

C’est est la méthode de référence pour déterminer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Elle
consiste @ mettre un inoculum bactrien standardisé au contact de concentrations croissantes

d’antibiotiques. Les antibiotiques testés sont :

Pour I’article 1 : I’'imipénéme, la céfoxitine, 1’aztréonam, le céfotaxime, la ceftazidime, le céfépime,

la tobramycine, I’amikacine, la gentamicine, la ciprofloxacine et la rifampicine.
Pour I’article 2:/

Pour l’article 3: ticarcilline, pipéracilline, céfotaxime, ceftazidime, imipénem, gentamicine,

tobramycine et ciprofloxacine.

Pour I’article 4: céfotaxime, ceftazidime céfépime, imipénem, gentamicine, amikacine et

ciprofloxacine
Pour ’article 5 : colistine (microdilution dans le bouillon Muller Hinton)
Pour I’article 6 : Colistine

Pour I’article 7 : Ciprofloxacine et autres fluoroguinolones (microdillution)
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4. Détection phénotypique des mécanismes de résistance aux fp-lactamines

Plusieurs tests ont été réalisés pour détecter les phénotypes de résistances aux f-lactamines chez les

souches étudiées les plus redondent sont :
4.1 Teste de synergie

Cette technique, réalisée dans ’ensemble des articles, est utilisée pour la détection phénotypique de
la production de B-lactamases a spectre étendu. Sur gélose Mueller-Hinton, des disques de
céphalosporines de 3éme génération (C3G) et de 4éme génération (C4G) sont placés a 2 cm d’un
disque d’amoxicilline + acide clavulanique (Jarlier et al., 1988). La présence d’une BLSE est
caractérisée par la description d’une image de synergie en « bouchon de champagne » en raison de

I’effet inhibiteur de I’acide clavulanique (Sirot, 1996).

4.2 Test a la cloxacilline (De Champs, 2002; Naas, 2003) (articles 1, 2, 3 et 4)

Pour certaines souches de bacille a Gram négatif, il est difficile de distinguer sur I’antibiogramme
habituel I’hyperproduction de céphalosporinases des -lactamases a spectre élargi (BLSE). En cas
d’hyperproduction de céphalosporinases, les diamétres autour des disques de C3G tres diminués
peuvent masquer les images de synergies indicatrices de BLSE. Un antibiogramme sur Mueller-
Hinton additionné de la cloxacilline (souvent a 250 pg/ml pour les entérobactéries) qui inhibe in
vitro les céphalosporinases de la classe C d’Ambler chromosomiques et les céphalosporinases
plasmidiques permet de restaurer l'activité des céphalosporines de troisieme génération et de

confirmer le phénotype céphalosporinase.
5. Détection et identification des génes de résistance aux antibiotiques
5.1 Extraction de PADN

L’extraction d’ADN est réalisée par choc thermique. Une suspension bactérienne en eau pure est
préparée a partir de colonies bactériennes jeunes sur milieu Mueller-Hinton puis centrifugée. Le
culot repris dans I’eau pure a été porté a ébullition pendant 10 min, puis refroidi 10 min dans la
glace. Apres une dernicre centrifugation le surnageant, contenant I’ADN bactérien, a été recueilli et

conserve a basse température (Souna, 2010)

-
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5.2 Amplification de ’ADN par PCR simple

La PCR (Polymérase Chain Réaction ou réaction de polymérase en chaine) est une méthode
d’amplification génique in vitro, qui permet de copier en grand nombre une séquence d’ADN connue
présente dans un échantillon méme en trés faible quantité. Afin de déterminer les génes de résistance

aux antibiotiques, cette technique est utilisée pour la recherche des plusieurs genes :
L’article 1 :/
L’article 2 : /

L’article 3 : génes codant les B-lactamines (blactx-m, blarem-1, blaoxa-1, blaoxa4s), les génes de

résistance aux quinolones (aac(3’)-11, aac(6’)- Ib-cr, gnrA, gnrB, gnrS).
L’article 4 : génes codant les B- lactamaines b|aCTx.|\/|, bla TEM, et bla SHV bIaECB, et b|ac|v|y-2.

L’article 5 : génes codant les B-lactamines blactx-m, blatem et blasyy et génes codant la résistance aux

aminosides (armA et rmtB).
L’article 6: gene de résistance a la colistine mcr-1

L’article 7 : genes de résistance aux quinolones gnr(A, B, S, C, D), aac (6¢’) Ib-cr, qepA et 0qxAB ;
génes codant les B-lactamases blactx-m-1, bla ctx-m-9, blatem, blasyy et ampC et gene de résistance aux

aminosides rmtB.
5.3 Electrophorése et révélation

Apres amplification, les produits de PCR obtenus sont mélangés au tampon de charge et soumis a une
migration. Un marqueur de poids moléculaire est déposé dans le gel en méme temps que les
¢chantillons. Le gel d’¢électrophorese est coloré dans un bain de bromure d’éthidium avant révélation

sous ultra-violets.
5.4 Séquencage des produits d’amplification (Sanger et al., 1977)

Le séquencage consiste a déterminer la séquence nucléotidique d’un fragment d’ADN amplifié. Les
produits de PCR purifiés et dilués sont sequencés selon la méthode décrite par Sanger et ses
collaborateurs (Sanger et al., 1977). 1l s’agit d’une méthode de séquengage par synthése. L’¢élongation

des brins d’ADN par la polymérase est stoppée de fagon aléatoire suite a 1’incorporation d’un

£
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didésoxyribonucléotide triphosphate (ddNTP). Chacun des 4 ddNTP, présent en faible proportion par

rapport au dNTP correspondant, est marqué par un fluorochrome spécifique.

Les séquences nucléotidiques obtenues sont présentées sous forme d’un chromatogramme (Figurel4)
et sont analysées grace aux différents logiciels puis comparées aux séquences déposées dans GenBank
a ’aide du logiciel BLAST disponible sur le site web du centre national de l’information en

biotechnologie (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi)

LN

Figurel4. Chromatogramme obtenu par la méthode de séquencage de Sanger
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6. Typage moléculaire des souches multirésistantes

Afin de mettre en évidence une éventuelle clonalité entre les souches multirésistantes, techniques de
typage moléculaire ont été réalisées : 1’¢lectrophorése en champ pulsé pour I’ensemble des articles, le

typage par séquencage multilocus (MLTS) pour les articles 1, 3, 4 et 6, rep-PCR et phylogénie d’E.
coli pour I’article 3.

Les techniques les plus redondantes sont détaillées :



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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6.1 Electrophorése en champ pulsé (ECP)

ECP est une méthode trés performante en épidémiologie. Elle permet de comparer des souches
bactériennes au sein d’une méme espéce. Cette méthode a été développée par Schwartz et Cantor en
1984 (Schwartz et Cantor, 1984) afin de séparer les grandes molécules d'ADN ayant une taille
supérieure a 50 kb. Dans cette technique, I’ADN bactérien est clivé par des endonucléases, enzymes de
restriction a faible nombre de sites de coupures, ce qui permet d’obtenir un nombre réduit de fragments
d’ADN. Au cours de cette ¢lectrophorése, I’ADN bactérien clivé est exposé a des champs électriques
dont la polarité est alternée a intervalles de temps réguliers, permettant ainsi la séparation des
fragments d’ADN de grande taille. La difficulté de cette technique, basée sur 1’analyse du chromosome
bactérien intact, réside précisément au niveau de la manipulation de ces molécules de grande taille
qu’il faut éviter d’endommager lors de la préparation. Pour cela, les cellules bactériennes sont incluses

dans une matrice semi-solide d’agarose appelée plug ou insert (Grattard, 2007).

Les profils de restriction obtenus (figure 15) sont révélés par immersion du gel dans une solution de
bromure d’éthidium, puis photographiés sous lumiere UV. Ils sont interprétés selon les criteres

proposés par Tenover (Tenover et al., 1995) et les isolats sont classés en différents pulsotypes.

Figurel5 .L’analyse de la Xbal-digestion de I’ADN génomique par électrophorése en
champ pulsé.
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6.2 Typage par séquencage multilocus (Multi-locus sequence typing ou MLST

La méthode de MLST est basée sur le séquencage des genes de ménage « house keeping genes »,
caractéristiques de chaque espéce. Le choix de ces génes repose sur leur variabilité allélique, I’absence
de répercussions due a la pression de sélection de milieu extérieur et leur répartition homogene sur le
chromosome. Ce sont pour la plupart, des génes codant des enzymes du métabolisme intermédiaire
(Maiden et al,. 1998).

Au sein d’une méme espece et pour chaque locus étudié, toute mutation relevée dans la séquence,
définit un nouvel allele ou variant allélique, auquel un numéro arbitraire est attribué. La combinaison
des différents alléles fournit un profil allélique qui définit un type particulier pour chaque isolat, ou
Séquence Type (ST). La combinaison des alléles des différents génes analysés est unique pour une
souche donnée (Maiden, 2006).

7. Etude de transfert des génes de résistance aux antibiotiques
7.1 Conjugaison bactérienne

La conjugaison bactérienne est un mécanisme de transfert d’un plasmide conjugatif entre une bactérie
donatrice et une bactérie réceptrice nécessitant un contact physique entre ces deux bactéries par le biais
d’un pili sexuel. La bactérie réceptrice ayant recu le plasmide est appelée transconjugant (Touati et al.,
2006). La sélection des transconjugants s’effectue en présence de deux antibiotiques: un correspond a
I’une des résistances transférées de la souche donatrice et ’autre a la résistance non transférable de la
souche réceptrice. Les transconjugants obtenus fait 1’objet de contrdle de sensibilité par méthode de
diffusion et de réaction de PCR pour détecter les génes de résistance. Cette technique a été réalisée

dans I’ensemble des articles analyses.

7.2 Transformation

La transformation est un mécanisme de transfert du matériel génétique dans le quel 1I’ADN étranger
pénetre dans une bactérie, celle-ci doit étre dans un état physiologique particulier appelé état de
compétence caractériseé par la présence a la surface de la bactérie des récepteurs d’ADN et de diverses
protéines (protéines membranaires fixant I’ADN, nucléases...). Cet état particulier et transitoire de la
paroi permet le passage trans-pariétal de I’ADN. Aprés pénétration, I’ADN étranger s’intégre dans le
chromosome bactérien par recombinaison (Beaune, 2004). Les expériences de transformation sont
réalisées par élctroporation et les souches recombinants sont sélectionnées sur gélose TS additionnée

de ciprofloxacine a une concentration de 0.03 mg/l dans I’article 7, et sur gelose Mueller Hinton

=)
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contenant: la ticarcilline, le céfoxitine, et la ceftazidime a des concentration de 100ug/ml, 10ug/ml

etlpg/ml respectivement dans 1’article 4.

7.3 Analyse des plasmides

L’extraction de I’ADN plasmidique est réalisée par la méthode de la lyse alcaline selon le protocole de
Kado et ses collaborateurs dans les articles 1 et 2 (Kado et Liu, 1981) et selon le protocole de kieser
dans D’article 5 (Kieser, 1984). Les profils plasmidiques sont analysés par électrophorese en gel
d’agarose. La taille des plasmides est estimée par comparaison avec des plasmides de taille connue de

la souche Escherichia coli VV 517 dans les articles let 2.
7.4 Typage des plasmides

Les groupes d’incompatibilité permettent de caractériser les plasmides porteurs de génes de résistance
et de suivre leur diffusion. La détermination des groupes d’incompatibilité est réalisée par la. méthode
de PCR multiplex développée par I’équipe de Caratolli (Carattoli et al., 2005). Cette méthode a été
appliquée aux souches multirésistantes et leurs transconjugants dans I’article 1 et 5.

g
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1. Résultats

Articlel. Reésistance aux antibiotiques des entérobactéries au niveau du CHU de Sidi Bel
Abbes (Algérie)

Auteurs : SOUNA Djahida, SEFRAOUI Imane, DRISSI Mourad

Au CHU de Sidi bel Abbes entre Octobre 2009 et Mai 2010, 140 souches d’entérobactéries sont
collectées, ce qui correspond a une fréquence d’isolement de 56% (140 souches/ 250 prélévements).
L’analyse des especes identifiées par rapport a I’ensemble des souches a montré une prédominance
d’Escherichia coli (37.1%), suivie de Klebsiella pneumoniae (21.4%), de Proteus spp. (19.3%) et
d’Enterobacter cloacae (18.6%). Les autres entérobactéries viennent en derniere position avec 5
isolats soit 3.6%.

Les résultats de I’antibiogramme et des CMI montrent une trés bonne activité de I’imipenéme et
I’amikacine avec +95.7% et 96.4% de souches sensibles respectivement. Pour les autres

antibiotiques les taux de résistances sont les suivants :

= Les B-lactamines : ampicilline (85%), amoxicilline (86.4%), amoxicilline/acide clavulanique
(76.4%), ticarcilline (77.8%), ticarcilline/acide clavulanique (65%), pipéracilline (58.6%),
pipéracilline/tazobactam (20.7%), céfalotine (62.8%), céfuroxime (58.6%), céfoxitine (29.3%),
ceftriaxone (44.3%), céfotaxime (44.3%), ceftazidime (47.1%), aztréonam (39.3%), céfépime
(38.6%) et cefpirome (42%)

= Les Aminosides: tobramycine (42.1%), gentamicine (38.6%) et kanamycine (35%)

= Les quinolones: acide nalidixique (46.4%), ciprofloxacine (33.6%) et ofloxacine (41.4%).

= La colistine (24.3%) et le triméthoprime/sulfaméthoxazole (60%).

L’étude des phénotypes de résistance aux B-lactamines des entérobactéries étudiées montre une
nette dominance des souches productrices de BLSE (37.1%). Parmi ces derniéres 20 souches
(14.3%) produisent également wune céphalosporinase (CASE). L’hyperproduction de
céphalosporinase comme seul mécanisme de résistance est observée chez 6 souches (4.3%), la
production de penicillinases est observée chez 25% des souches et le phénotype sauvage est détecté
chez 33.6% des souches.

Contre les souches produisant une BLSE ou une BLSE +CASE, I’amikacine et la colistine sont les

molécules les plus actives (Tableau4).

.
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Tableau4. Nombre de souches résistantes (%) aux autres classes d’antibiotiques en fonction des

phenotypes de résistanceaux p-lactamines.

PhénotypesAntibiOtiques ™ GM AN K NA OFX CIP CS  SXT ((DL )
SLSE 30 31 2 15 23 21 7 6 30 32
937) | (968) | (6.2 | (652) | (7T1.8) | (656) | (83.1) | (187) | (93,7) | (22.8)
19 18 3 7 13 12 12 2 18 20
BLSE+CASE (95) (90) (15) | (63,6) | (65) (60) (60) (10) (90) (14,3)
CASE 1 1 0 0 3 3 3 3 2 6
(16,7) (16,7) | (0) ) (50) (50) (50) (50) (333) | (43)
PASE 6 @ 0 11 19 17 11 9 29 35
a7y | @14 | 0 (423) | (543) | 486) | (314) | (257) | (828) | (25)
3 0 0 0 7 5 4 14 5 47
Sauvage 64 | (0 0) 0) (149) | (106) | (85) | (29.8) | (106) | (33.6)

BLSE : B-lactamase a spectre élargi ; CASE : céphalosporinase ; PASE : pénicillinase ; TM : tobramycine ;
GM : gentamycine ; AN : amikacine ; K : kanamycine ; NA : acide nalidixique ; OFX : ofloxacine ; CIP :
ciprofloxacine ; CS : colistine ; SXT : triméthoprime/sulfamethoxasole n : nombre total de souches isolées

Sur 29 souches qui ont fait I’objet de la conjugaison bactériennes, 18 ont transféré les genes de
résistances aux antibiotiques. L’analyse du contenu plasmidique des souches testées ainsi que de

leurs transconjugants, montre que la majorité des souches contiennent 1 a 2 plasmides de taille

supeérieure a 55kb (figurel6).

1 2 3 =4 5 6 9 8 92 10 Al 12

Klebsiella pneumoniae Proteus spp.
Escherichia coli Enterobacter cloacae
A A
NT AY4 AV 4

13 14 15 16 17 18

55 kb

7.56 Kb

5.8 Kb
5.35 Kb
4.1 Kb
3.15Kb
2.8Kb
2,.2Kb

Figurel6 .Profils plasmidiques des 4 espéces d’entérobactéries et de leurs transconjugants

(1: V.517); (2: SEE2); (3: Tc.E.2); (4: S.EEAT); (5: Tc.EAT); (6: S.Kp.18); (7: Tc.Kp.18); (8: S.Kp.21); (9: Tec.Kp.21); (10: S.Ec.12); (11:

Tc.Ec.12); (12: S.Ec.14); (13: Tc.Ec.14); (14: S.Pm.2); (15: Tc.Pm.2); (16: S.Pm.3); (17: Tc.Pm.3); (18: V.517)
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Article 2. Résistance aux antibiotiques des souches d’entérobactéries isolées au CHU de
Tlemcen (Algérie)
Auteurs : A. Ayad, M. DRISSI
Au CHU de Tlemcen entre Octobre 2008 et avril 2009, 112 entérobactéries sont collectées, ce qui
correspond a une fréquence d’isolement de 43.6% (112 souches/ 257prélévements). 107 souches sont

isolées a partir de patients et 5 a partir de I’environnement (matelas et respirateurs)

L’identification des espéces montre une prédominance d’Escherichia coli (40.2%) suivie de Klebsiella
pneumoniae (39.3%) et d’Enterobacter cloacae (12.5%). Viennent ensuite les autres entérobactéries
avec 9 isolats (8%), dont 2 Klebsiella oxytoca, 2 Citrobacter koseri,1 Citrobacter freundii, 1

Enterobacter aerogenes,1 Escherichia fergusonii, 1 Pantoae spp etl Serratia marcescens.

Les résultats de 1’antibiogramme révélent une trés bonne activité activité de I’'imipénéme, la colistine et
I’amikacine avec respectivement 100%, 94.6% et 93.7% de bactéries sensibles. Pour les autres antibiotiques,

les taux de résistance sont les suivants :

» Les PB-lactamines : ampicilline (95.5%), ampicilline + sulbactam (80.4%), amoxicilline (98.2%),
amoxicilline + acide clavulanique (83.9%), ticarcilline (89.3%), ticarcilline + acide clavulanique (70.5%),
pipéracilline (79.5%), pipéracilline + tazobactam (28.6%), mezlocilline (82.1%), céfalotine (85.7%),
cefoxitine(25.9%), ceftriaxone et céfotaxime (72.3%), ceftazidime (75%), aztréonam (68.8%).

» Les Aminosides: gentamicine et tobramycine (66.1%),

» Les quinolones: acide nalidixique (75%) ciprofloxacine (59.8%)

= e trimétho-prime/sulfaméthoxazole (67%).

L’analyse des phéynotypes de résistnace aux - lactamines des entérobactéries étudiées montre une
nette dominance des souches productrices de R-lactamases a spectre étendu (BLSE) (66.9%), avec 38
souches de K. pneumoniae, 29 souchesd’E. coli, 5 souches d’E. cloacae, 2 souches deCitrobacter koseri et 1
souche de Citrobacter freundii. Parmi les entérobactéries présentant ce phénotype, 12 souches (10.7%),
dont 6 K. pneumoniae, 4 E. coli et 2 E. cloacae, produisent également une céphalosporinase constitutive.
L'hyperproduction de céphalosporinases comme seul mécanisme de résistance est observée seulement
chez 6 souches (5.4%). La production de pénicillinases est exclusivement observée chez 12 souches
(10.7%) du genre Escherichia (11 Escherichia coli et 1 Escherichia fergusonii). Enfin, un total de 19
souches, soit 17% d'entérobactéries, dont 4 Escherichia cou, 6 Kiebsiella pneumoniae, 2 Kiebsiella
oxytoca, S Enterobacter cloacae, 1 Enterobacter aerogenes et 1 Serratia spp, n'ont présenté aucune

résistance acquise et sont considérées comme des souches sauvages.

)
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Il est a noter que toutes les souches isolées de [I’environnement sont des souches multirésistantes
présentant des phénotypes BLSE ou BLSE+CASE.

Sur quarante trois (43) souches qui ont fait ’objet de la conjugaison bactériennes, 23 ont transféré
leurs génes de résistance aux Antibiotiques. L analyse des profils d’antibiorésistance des transconjugants
obtenus parla méthode de diffusion en milieu solide, montre le transfert de phénotype BLSE associé a la
résistance aux aminosides chez 1’ensemble de souches testées. Par contre, le transfert de la résistance aux
quinolones et au triméthoprime/sulfaméthoxazole n’est observé que chez quelques isolats.

Parmi les souches qui présentent le phénotype BLSE + céphalosporinase, la nature plasmidique de
céphalosporinases n’est détectée que chez trois souches: 1 Kiebsiella pneumoniae et 2 Entérobacter
cloacae.

L’analyse du contenu plasmidique des souches entérobactéries et de leurs transconjugants ayant regu
le phénotype BLSE associé a larésistance aux autres classes d’antibiotiques, montre la présence d’un

plasmide de taille supérieure a 55 Kb chez I’ensemble des souches étudiées (Figure 17).

55 kb

7.56kh
5.8kh

5,35kh
4.1kb

3,15kh
2.8kb
2,2kb

(1:V517) ;(2 :EBL) ; (3 : TcE6L) ; (4:E62) ;(5:TcEB2) ; (6 :E64) ;(7 : TcE64) ; (8 : E69) ; (9 : TcEB9) ; (10 : E74) ; (11 : TcE74) ;

(12: V517).

Figurel?. Profils plasmidiques des souches d’entérobactéries et de leurs transconjugants
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Article 3. Molecular and Epidemiological Characterization of Enterobacterial Multidrug-
Resistant Strains in Tlemcen Hospital (Algeria) (2008-2010)

Auteurs : Zaket Baba Ahmed-Kazi Tani, Dominique Decre, Nathalie Genel, Zahia Boucherit-Otmani, Guillaume Arlet,
and Mourad Drissi

Soixante et onze (71) souches cliniques non redondantes d’entérobactéries (17 Escherichia coli, 50
Klebsiella pneumoniae et 4 Enterobacter cloacae), isolées au niveau de CHU de Tlemcen entre
Avril 2008 et mars 2010 et définies sur la base de leur phénotype de résistance comme productrices
de BLSE, ont fait I’objet de cette é¢tude.

L’ensemble de ces souches présentent de hauts niveaux de résistance a la ticarcilline (CMI>
512ug/ml) et la pipeéracilline (CMI= 512 pg/ml). Les CMI du céfotaxime varient de 64 a > 512
pg/ml, céftazidime de (8 a 128 pg/ml), gentamicine de (32 a > 512 pg/ml) et ceux de la
tobramycine (8 a >512 pg/ml). Toutes les souches sont sensibles a I’imipenéme (CMI 0.125 4 0.25
pg/ml). Pour les autres classes d’antibiotiques, 64 souches sont résistantes a la ciprofloxacine (8 a

64 pg/ml) et 57 au triméthoprime-Sulfamethoxazole (diamétre = 7mm).

L’étude épidémiologique montre 25 profils rep-PCR différent parmi les 71 entérobactéries
étudiées : 11 clones différents parmi les 17 souches d’E.coli, 12 clones parmi les 50 souches de K.

pneumoniae et 2 clones parmi les 4 souches d’E. cloacae étudiees.

Chaque clone d’E.coli contient 1 a 4 souches. L’analyse phylogénétique montre que 4 clones
appartiennent au groupe phylogénétique Al, 3 au groupe phylogénétique B2 (1 B2-2 et 2 B2-3) et 4
au groupe phylogénétique D1. Seul 1 clone d’E.coli B2-3 appartient a la séquence type ST131.

Deux clones majeurs parmi les isolats de K. pneumoniae sont identifiés et désignés CKpl (11
isolats 22%) et CKp5 (25 isolats 50%). Les souches du clone CKpl sont isolées uniquement en
2008 dans le service de réanimation, alors que celles du clone CKp5 étaient prédominantes en 2009

et sont isolées aussi bien dans le service de réanimation que dans les services de chirurgie.

Les clones CKpl et CKp5 sont identifies par MLST. Ils correspondent respectivement aux
sequences types ST931 (clone CKp1l) et ST15 (clone CKpb5).

Les génes codant I’enzyme CTX-M sont détectés chez tous les isolats et leurs transconjugants
(tableaub). Les séquences des acides aminées déduites correspondent au CTX_M-15 chez 69 isolats
(97%) (16 E. coli, 50 K. pneumoniae et 3 E. cloacae) et CTX.M-3 chez 2 (3%) isolats (E. coli et E.

cloacae). Le géne blatgm-1 est identifié chez 7 E.coli, 33 K. pneumonie et 4 E.cloacae. Le géne

.
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blapxa-1 est détecté chez 44 isolats (8 E.coli, 33 K pneumoniae et 3 E.cloacae). Parmi les 69 souches
blactx-m-15 positif, 39 (55%) portent les 2 genes blargm-1 et blapxa-1. Aucune des souches étudiées

n’exprime la carbapénémase de classe D, OXA-48.

Les géenes codant les enzymes modifiant les aminosides (aac(3’)-1l) et (aac(6°)-1b-cr) sont trouve

chez 43(60%) isolats. Leur production simultanée est rapportée chez 41 (58%) souches.

En ce qui concerne la résistance aux quinolones, le gene gnrB2 est trouvé chez 7 (10%) souches qui

expriment également le géne aac(6’)-Ib-cr.

Concernant la résistance aux sulfamides, 50 souches contiennent le géne sul2, 22 le gene sull et 15
contiennent les deux genes sull et sul2. Les combinaisons des génes cassettes, conférant la
résistance au triméthoprime, identifiées chez 22 souches sont les suivantes : dfrAl-aadA2 chez 2

souches, dfrAl12-aadA2 chez 17 souches et aadA2 seul chez 3 souches.

Les expériences de conjugaison réalisées sur 25 souches BLSE montre le transfert des génes
blactx-m chez 18 souches (8 E. coli, 8 K. pneumonie et 2 E. cloacae). Neuf transconjugants sont
résistants également aux aminosides (gentamicine et tobramycine), 5 au ciprofloxacine et 6 au

triméthoprime-sulfaméthoxazole.

Le typage des plasmides montre que dix souches appartiennent au groupe d’incompatibilité IncL/M.

.
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Tableaub. Distribution des génes de résistance aux fB-lactamines et des déterminants de résistance associées chez les entérobactéries isolées au
CHU de Tlemcen (Avril 2008 — Mars 2010)

génes de resistance Associée Genes cassettes des integron classel
Sequence
Clone CTX-M Groupe date
Phylogenique

(n souches) allele type d’isolement services blarem-1  blaoxa-1 aac(3(¢)-1l aac(6 ¢)-lb-cr gnrB2 sull sul2 dfrAl dfrA12 aadA2
CE1 (4) 15 Al 10/08-12/08 Réa-Chirurgie - + + + - + - _ + +
CE2 (1) 15  B2-2 11/08 Réa + - + - - +
CE3 (2) 15 D1 01/09-02/09 Réa + + - - - - +
CE4 (1) 15 D1 02/09 chirurgie - - + - - - -
CE5 (1) 15 D1 03/09 Réa - - - - - + + - + +
CE6 (2) 15 Al 03/09 Réa - - - - - - -
CE7 (2) 15 B2-3 04/09-07/09 Rea-Chirurgie + - - - - + - + - +
CE8 (1) 15  B2-3 ST131 04/09 Chirurgie + + + + - -+
CE9 (1) 3 Al 04/09 Réa - - - - - - -
CE10 (1) 15 Al 07/09 Chirurgie - + + + - - 4
CE11 (1) 15 D1 02/10 Chirurgie + - - - - -
CKp1l (11) 15 ST931 04/08-05/08 Réa - - - - - + + - + +
CKp2 (1) 15 04/08 Réa - - - - - - 4
CKp3 (1) 15 04/08 Réa - - - - - + - - + +
CKp4 (3) 15 10/08-11/08 Réa + + + + - - +
CKp5 (25) 15 ST15 10/08-03/10 Rga-chirurgie + + + + - -+
CKp6 (1) 15 10/08 -Chirurgie - - - - - - -
CKp7 (2) 15 03/09-04/09 chirurgie + + - - + - -
CKp8 (1) 15 03/09 chirurgie - - - - - - -

“CKp9 (1) 15 02/10 Réa + + + + + - -
CKp10 (1) 15 02/10 Réa - - - - - - -
CKp11 (2) 15 02/10-03/10 Réa + + + + - - -
CKp12 (1) 15 03/10 Réa - - + + + - -
CEc1 (1) 3 04/08 Réa + - - - - - +
CEc2 (3) 15 11/08-01/09 Réa + + + + + + o+

E, Escherichia coli; K, Klebsiella pneumoniae; Ec, Enterobacter cloacae.
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Article 4. Typage moléculaire et caractérisation des p-lactamases de types TEM, SHV, CTX-
M et CMY-2 chez des souches d’Enterobacter cloacae isolées chez des patients et leur
environnement hospitalier dans I’ouest algérien

Auteurs : D. Souna, A.S. Amir, S.N. Bekhoucha, M. Berrazeg, M. Drissi

Quarante-deux souches cliniques non redondantes d’Enterobacter cloacae, isolés au niveau de trois
CHU dans ’ouest algérien (Tlemcen, Sidi- Bel- Abbes, Oran) entre 2009 et 2011 et définies sur la

base de leur phénotype de résistance comme productrices de BLSE, ont fait 1’objet de cette ¢tude.

Les souches étudies sont isolées de patient et de leur environnement (12 a Tlemcen, 15 a Sidi-Bel-
Abbes et 15 a Oran). Elles sont trouvées fréquemment dans 1’unité¢ de soins intensifs (66,66%).
Quatorze souches sont isolées a partir des aspirations trachéales (33,33%), 13 a partir des sondes
urinaires (30,95%), 6 a partir des plais (14,28%) et 9 a partir de 1’environnement hospitalier
(21,42%).

Les résultats de I’antibiogramme et de CMI montrent une trés bonne activité de la colistine,
I’amikacin et I’imipéném avec 100% ; 97,6% et 88,1% de souches sensibles respectivement.
Cependant, la majorité des souches étudiées résistent a ’ensemble des autres antibiotiques testés
(>64%).

Le teste a la cloxacilline montre que 15 isolats parmi les 42 souches productrices de BLSE testées
produisent eégalement une céphalosporinase.

Parmi les souches étudiées 32 ont fait 1’objet des expériences de PCR et de séquengage. Vingt-sept
souches portent les genes blactx-m et blargm | 3 souches portent les génes blasyy et blargw et 2
souches portent les genes blacrx-m, blatem et blasyy, Parmi les BLSE identifiées dans cette étude les
CTX-M-15 et les CTX-M-3 sont détectées chez 69% des souches (y compris les 12 souches isolées
au CHU de Tlemcen), et blaspy-12 chez 5 souches isolées au CHU d’Oran et de Sidi-Bel-Abbes. De
plus une céphalosporinase plasmidique blacwy., est deétectée chez une souche d’Enterobacter

cloacae isolées au CHU d’Oran.

Parmi les 42 souches étudiées 21 pulsotypes différents (A-U) sont déterminés selon les criteres de

Tenover (figure 18)

L’analyse des plasmides montre que les souches testées contiennent de 1 a 5 différents plasmides de
poids moléculaire compris entre 140b et 140kb. Les PCR réalisés sur les transconjugants permettent

de mettre en évidence le transfert des géenes blacrx.m, blarem , blasyy et blacuy-2 chez 6, 7 et 1

-
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souche respectivement. Ces transconjugants sont également résistants aux aminosides et aux

triméthoprime/sulfaméthoxazole
Oran hospital Tlemcen hospital Sidi Bel Abbes hospital

e L L Lo L

Figurel8.L’analyse de la Xbal-digestion de I’ADN génomique par électrophoreése en

champ pulsé
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Article 5. Occurence of ArmA and RmtB Aminoglycoside Resistance 16S rRNA
Methylases innExtended-Spectrum p-Lactamases Producing Escherichia coli in

Algerian Hospitals

Auteurs : Amel Ayad, Mourad Drissi, Claire de Curraize , Chloé Dupont, Alain Hartmann ,Sébastien Solanas ,

Eliane Siebor, Lucie Amoureux and Catherine Neuwirth

Deux cent trente neuf souches d’E coli sont isolées entre octobre 2008 et janvier 2012 au niveau des
trois CHU du Nord-Ouest Algérien (Tlemcen, Sidi bel Abbes et Oran). Deux cent trente sept sont
isolées des patients admis dans les unités des soins intensif et les services de chirurgie et

neurochirurgie et 2 souches sont collectées a partir de I’environnement hospitalier.

Soixante sept isolats producteurs de BLSE sont identifiés : 35 au CHU de Tlemcen, 13 au CHU de
sidi bel Abbes et 19 au CHU d’Oran. Ces souches sont fréquemment collectées au niveau des unités
des soins intensif (58.,2%) et des service de chirurgie (26,9%). 18 souches sont trouvées dans les
plais (26,9%), 17 dans les aspiration trachéale (25,4%), 17 dans les urines et les sondes urinaires
(25.4%), 7 dans les prélévements rectaux (10 ,4%), 4 dans les escarres (6%), 1 dans les cathéters
(1.5%), 1 dans un tube gastrique (1.5%) et 2 dans I’environnement hospitalier (3%). Parmi ces
souches soixante quatre isolats portent les genes blacrx-m (52 blactx-m-15, 5 blactx-m-3, 5

blactx-m-1 €t 2 blactx-m-14), tandis que 2 souches portent le géne blasyyv-12 et une souche le gene

blarem-167.

Les résultats de I’antibiogramme des souches BLSE, montrent une trés bonne activité de
I’imipeneme, 1’értapéneme et la colistine avec 100% de souches sensibles et une bonne activité de
pipéracilline-tazobactame, céfoxitine et amikacine avec respectivement 76%, 64.2% et 80.6% de
souches sensibles. Cependant, la majorité de souches étudiées résistent a I’ensemble des autres

antibiotiques testés (>53%) (Tableau6)

Parmi les souches étudiées, 12 sont résistantes a I’ensemble des aminosides testés dont 4 portent le
géne armA et 8 le géne rmtB, genes codants les méthylases de I’ARNr 16S. armA est détecté parmi
les isolats produisant les BLSE de type CTX-M-15, CTX-M-1 et TEM-167, tandis que rmtB est
identifié uniguement chez les souches produisant CTX-M-15 (Tableau 7). Les 8 souches RmtB
positives proviennent tous de CHU de Tlemcen et appartiennent au pulsotype A et a la séquence
type ST 405. Cependant, une large diversité est observée parmi les souches productrices de ArmA
qui appartiennent a trois différents pulsotypes (B, C et D) et a trois sequences types différentes :
ST10 (1 isolat de CHU de Sidi Bel Abbes), ST167 (1 isolat de CHU de Tlemcen) et ST117 (deux
isolats de CHU d’Oran).

-
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Chez les 8 souches rmtB positives, ce géne est localisé sur un plasmide du groupe d'incompatibilité
IncFIA. Le géne blacrx-m-15 est localisé sur le méme plasmide Chez 4 isolats et sur un plasmide du
groupe d'incompatibilité Incll chez les autres isolats. Le plasmide IncFIA est transféré uniqguement
en présence du plasmide Incll. Le géne armA est localisé avec le géne blactx-m-15 sur un plasmide
transférable du groupe d'incompatibilité IncL/M chez deux souches isolées aux CHUs de Tlemcen
et de Sidi Bel Abbe ; et sur un plasmide du groupe d'incompatibilité IncFIA chez les deux autres
souches isolées au CHU d'Oran (pour ces deux isolats les genes codant les BLSE, CTX-M-1 et

TEM-167, sont localisés sur un plasmide IncN).

Tableau 6. Résistance aux Antibiotiques d'Escherichia coli productrices de pB-lactamases a
spectre étendu isolées des trois hopitaux de I’ouest Algérie.

Taux de résistance
Antibiotiquies Tlemcen Sidi bel Oran Totale
Abbes
(n=35) (n=13) (n=19) (n=67)

IAmoxicilline 100 100 100 100
IAmoxicilline-acide clavulanique 82.8 92.3 42.1 73.1
Ticarcilline 100 100 100 100
Ticarcilline-acide clavulanique 97.1 100 89.5 95.5
Pipéracilline 100 100 100 100
Pipéracilline-tazobactame 40 15.4 0 239
Ertapéneme 0 0 0 0

Imipéneme 0 0 0 0

Céfoxitine 40 38.5 26.3 35.8
Céfotaxime 100 100 94.7 98.5
Ceftazidime 91.4 92.3 84.2 89.5
Céfepéme 100 92.3 89.5 95.5
IAztreoname 100 100 100 100
Kanamicine 60 46.1 57.9 56.7
Gentamicine 771 76.9 63.2 73.1
[Tobramycine 77.1 76.9 63.2 73.1
IAmikacine 25.71 7.7 15.8 19.4
Nétilmicin 48.6 61.5 57.9 53.7
IAcide nalidixique 68.6 53.8 89.5 71.6
Ofloxacine 68.6 61.5 89.5 73.1
Ciprofloxacinee 68.6 61.5 84.2 71.6
Colistin 0 0 0 0
[Triméthoprime-Sulfamethoxazole 80 84.6 57.9 74.6

*
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Tableau 7. Caractéristiques des souches d E. coli productrices d'’ARNr méthylase 16S isolées dans les hdpitaux de Tlemcen, Sidi Bel Abbes et
Oran, Algérie.

Souche | Hopital salle Date Gouter BLSE (plasmide) ARNr méthylase 16S Pulsotypes MLST
d'isolement (Plasmide) PFGE
TE62 Tlemcen | Neurochirurgie | 19/10/2008 Escarre armA [méme Inc L/M55 ko (T+)] C
blactx-pm-15[IncL/M 55ko ST 167(CC ST10)
(T+)°]
SE23 Sidi Bel Neurochirurgie [ 18/03/2010 Pus armA [méme Inc L/M55 ko (T+)] ST 10(CC ST10)
Abbés bla crx-m-as[Inc L/M 55 ko (T+)] D
0El1 Oran usI?t 16/12/2010 bla tem-167[Inc N 40 ko(T+)] armA [Inc taille FIA nd(T+)] ° B ST 117
Plaie infectée
0 E13 Oran Neurochirurgie | 16/12/2010 Sonde bla crxm.a[Inc N 40 ko(T+)] armA [Inc taille FIA nd(T-)] B ST 117
Gastrique
TE114 |Tlemcen usl 01/04/2010 Aspiration bla crx.m.15 [Inc FIA Environ 100 ko rmtB [Inc FIA Environ 100 ko (T-)] A ST 405
trachéale  |(T-) *]
TE116 |Tlemcen usl 02/05/2010 bla crx.m1s [Inc 11 Environ 100 ko A ST 405
Ecouvillon (T+)] rmtB [Inc FIA Environ85 ko(T+)]
rectal
TE118 |Tlemcen usl 01/06/2010 Aspiration rmtB [Inc FIA Environ85 ko (T+)] A ST 405
trachéale  la crx.ms[(Inc 11 Environ 100 ko
(T+)]

a
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TE120 | Tlemcen | USI 01/06/2011 Aspiration bla crx.mas[Inc 11 Environ 100 ko | rmtB [Inc FIA Environ85 ko(T+)] ST 405
trachéale  |(T+)]

TE124 |Tlemcen usl 27/02/2011 Ecouvillon bla crx.m-15 [Inc FIA Environ 100 ko | rmtB [méme Inc FIA Environ 100(T-)] ST 405
rectal (T-)]

TE133 |Tlemcen | ORL? 21/04/2011 Cathéter bla crx.m.15 [Inc FIA Environ 100 ko | rmtB [méme Inc FIA Environ 100 ko (T-)] ST 405
(T-)]

T E134 Tlemcen usl 26/04/2011 Urine bla crx-m-15 [INc FIA Environ 100ko ST 405

(T-)]

rmtB [méme Inc FIA Environ 100 ko (T-)]




Résultats

Article 6 (Lettre a I’éditeur). First Detected Human Case in Algeria of mcr-1

Plasmid-Mediated Colistin Resistance in a 2011 Escherichia coli Isolate.

Auteurs : Meryem Berrazeg, Linda Hadjadj, Amel Ayad, Mourad Drissi, Jean-Marc Rolaina

Six souches d’E. coli résistantes a la colistine (CMI > 2 ug/ml), collectées entre Octobre
2009 et Décembre 2011 de CHU de Sidi bel Abbes, ont fait I’objet d’'une PCR pour
rechercher le gene mcr-1, géne conférant la résistance a cet antibiotique. Ce géne est detecté
chez un isolat (SE65) trouvé dans les urines d'un homme polytraumatisé de 18 ans
hospitalisé en Mai 2011 sans antécédents de voyage a I'étranger.

Les caractéristiques de la souches SE65 hébergeant le géne mcr-1 sont présentées dans le
tableau 8. Cette souche appartient a la sequence type ST405.

Le géne mcr-1, détecté pour la premiére fois en Algérie dans cette étude, est transféré avec
succeés a la souche réceptrice E. coli J53 (F " met pro Azi ") par conjugaison, ce qui suggére
qu’il est localisé sur un plasmide transférable.

Tableau8. Caractéristiques des souches d'E.coli mcr-1-positives et dun E. coli
transconjugant par test de sensibilité aux antibiotiques.

Diam de zone d’inhibition (mm) de la souches indiquée (géne[s résistance
MIC [ug/ml] ) de la colistine

E. coli SE65

(mcr-1 blacTX-M15 Transconjugants E. coli J53 (none; 0.125)
Antibiotiques blatem-1; 4) (mcr-1; 4)
Amoxicilline 6 6 27
Amoxicilline- 6 9 20
clavulanique
Ticarcilline- 6 11 25
clavulanique
Céfotaxime 6 28 28
Ceftriaxone 6 27 27
Céfepéme 6 28 28
Aztreoname 9 31 31
Imipénéme 31 27 27
Ertapéneme 22 30 30
Gentamicine 23 25 25
Amikacine 22 28 27
Ciprofloxacine 6 26 32
Trimethoprime- 6 6 20
Sulfamethoxazole
Rifampinel0 9 10
Fosfomycine 31 31 17
Colistine 15 16 19
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Article 7. Occurrence of the Plasmid-Mediated Fluoroquinolone Resistance gepAl
Gene in Two Clonal Clinical Isolates of CTX-M-15-Producing Escherichia coli from
Algeria

Auteurs :Betitera Yanat, Radia Dali Yahia, Leila Yazi, Jesu's Machuca, Paula Di’az-De-Alba Abdelaziz

Touati, A" lvaro Pascual, et Jose”-Manuel Rodri'guez-Marti 'nez

Parmi les 49 isolats cliniques d’E. coli analysés, 20 (41%) sont positifs pour au moins un
géne PMQR (plasmid mediated quinolone resistance) : gnrS1 (n = 1 souche), aac(6’)Ib-cr (n
= 16), aac(6 )Ib-cr + qnrB1 (n = 1), gepAl (n = 1), et gepAl + gnrB1 (n = 1). Cette étude
rapporte pour la premiere fois 1’émergence de geéne gepA en Algérie. Elle se concentre sur
deux isolats d'E. coli gepAl-positifs O59 et 080, collectées des urines de deux femmes agées
de 48 et 60 ans hospitalisées respectivement dans les services de néphrologie et de soins
intensifs chirurgicale. Ces souches multirésistantes hébergent les genes blatem-1, blacTx-m-15
et rmtB (Figure 19). Elles sont résistantes a la céfoxitine méme en présence de cloxacilline
et n’expriment aucune céphalosporinase plasmidique, ce qui suggere la production d’une

céphalosporinase chromosomique.

ne n BN

PMQR GyrA ParC Other antibiotic marker

SE— | || 059 aqepA/QnrB  Ser83Leu/Asp87Asn  Ser8Olle CTX-M-15/TEM-1/Rmtl
e I I || 080 QepA Ser83Leu/Asp87Asn  Ser80lle CTX-M-15/TEM-1/Rmt!

Figure 19 : Dendrogramme des motifs génerés par électrophorése sur gel en
champ pulsé d'isolats d'Escherichia coli gepA-positifs.PMQR, résistance aux

quinolones a médiation plasmidique.

Les séquences QRDR des genes gyrA et parC montrent que les isolats d'E. coli gepA positifs
portent deux mutations dans GyrA (Ser83leu et Asp87Asn) et une mutation dans ParC (Ser
11e80), avec une CMI élevée de ciprofloxacine (> 256 mg/L).

Les résultats de PFGE révelent une forte similitude génotypique (89%) entre les souches
d’E.coli gepA-positifs montrant une parenté clonale.L’étude de I’environnement génétique

de gene gepAl montre qu’il est flanqué des séquences d’insertions 'IS26 et  ISCR3
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2. Discussion

La résistance des entérobactéries aux antibiotiques est devenue un probleme majeur de santé
publique en Algérie et a travers le monde. Ainsi, plusieurs publications ont rapporté I’augmentation
des taux de résistance et la détection de plusieurs genes de résistance aux antibiotiques dans notre
pays. De ce fait, dans cette étude on analysé sept articles (Annexe) portant sur la résistance des

entérobactéries aux antibiotiques dans 1’Ouest Algérien.

Pour les entérobactéries étudiées, les résultats révelent qu'Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae
sont les espéces les plus dominantes, avec des taux d’isolement de 37.1% et 21.4% respectivement
dans I’article 1 (Souna et al., 2011) et 40.2% et 39.3% respectivement dans I’article 2 ( Ayad et al.,
2012), ce qui concorde bien avec ceux obtenus en Tunisie (Messai et al., 2007), au Maroc
(Sekhsokh et al., 2008) et en France (Gardien et al., 1997).

La présente étude souligne le caractére inquiétant de la résistance aux antibiotiques chez les
entérobactéries dans les hopitaux du Nord-Ouest algérien. Des taux de résistance elevés a la plupart
des antibiotiques testés sont rapportés et semblent é&tre plus importants que ceux rapportés par le
réseau algérien de surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Rahal et al., 2012 ;
2015)

Il est a noté que, dans la majorité des articles analysés, le phénoméne marquant chez les souches
étudiées est leur résistance aux céphalosporines de troisieme génération (C3G). Les fréquences des
souches resistance aux C3G sont trés supérieurs a ceux rapportés dans différents pays (Borg, et al.,
2008; Trystram et al., 2013). L’évolution de cette résistance est liée a 1’émergence et la diffusion
de plusieurs mécanismes, dont 1’hyperproduction de céphalosporinase chromosomiques, les
céphalosporinase plasmidiques mais le plus important étant la production de -lactamases a spectre
étendu (BLSE), (37.1%) en Article 1, (67%) en Article 2 et (35%) en Article 4.

Cette étude montre également que ces souches BLSE sont retrouvées dans plusieurs services, mais
avec un tau d’isolement plus important dans les unités de soins intensifs, ce qui est certainement li¢
a D’utilisation massive des C3G dans ces services. En effet, la prévalence des phénotypes de
résistance constitue le plus souvent un reflet fidele des habitudes de prescription des antibiotiques
(Bertrand et al., 2003).

L’¢épidémiologie des genes de résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries, est en
perpétuelle évolution en Algérie. En effet, une grande diversité de génes de résistance aux -

lactamines a été constatée avec émergence de nouveaux genes, blarem-167 €t blacmy-16 chez les

s
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souches d’E.coli dans I’article 5 (Ayad et al., 2016) et blacmy-2 rapporté pour la premiére fois chez
des souches Enterobacter cloacae en Algérie dans ’article 4 (Souna et al., 2014). De plus la
dominance de gene codant la BLSE CTX-M15, est décrite dans 1’ensemble des articles analysés
confirmant la grande diffusion de cette enzyme a 1’échelle mondial (Woodford et al., 2004 ;
Lahlaoui et al., 2014).

plusieurs génes de résistance aux aminosides (armA et rmtB pour la premiere fois en Algérie, aac
(3°)-1, aac(6’)-1b, aadA et aadB), aux quinolones (gepAl, gepA3 et ogxAB pour la premiére fois en
Algérie, aac(6’)-1b-cr, gnr(A, B, S, C, D) au triméthoprime/Sulfamethoxazole (dfr et sul) et a la

colistine (mcr-1 pour la premiere fois en Algérie) ont éte également décrits dans les articles étudiés.

Dans les articles analysés, les génes codant les BLSE sont géenéralement portées par de grands
plasmides avec des geénes de résistance aux autres classes d’antibiotiques. Leur association a
d'autres déterminants de résistance, essentiellement aux aminosides et aux quinolones, concourt a
une co-sélection de la résistance aux B-lactamines par ces derniers antibiotiques largement utilisés
en thérapeutique humaine. Par ailleurs, ces souches ont présenté une sensibilité totale a I'imipéneme
et des faibles taux de résistance vis-a-vis de I'amikacine et de la colistine, Ce qui augmente le choix
des associations d'antibiotiques, associations indispensables pour le traitement des infections
nosocomiales severes (Davis et al., 2010).

La multi résistance des souches, non reliées génétiquement, rapportée dans cette étude, serait due a
la diffusion horizontale du matériel génétique. En effet, les conjugaisons bactériennes ont montré le
transfert de plusieurs genes de résistance : blaCrx.m-15, blactx-m-3, blacrx-m-1, blaspyv-12, blarem-167,
blacmy-16, armA, rmtB et mcr-1. L’analyse des plasmides, des souches et leurs transconjugants, a
révélé I'implication de plusieurs plasmides de différents groupes d’incompatibilités comme support
de ces genes, avec prédominance des plasmides du groupe d’incompatibilité IncF, en particulier le
réplicon IncFIA. IncF représente le groupe de plasmides les plus fréquemment associés a la
dissémination des CTX-M ainsi que d’autres genes de résistance aux quinolones et aux aminosides

(Marcadé et al., 2009 ; Carattoli, 2009 ; Mnif et al., 2013).

.
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Dans cette étude 7 articles ont été analysés. Ces articles reportent des données phénotypiques et

moléculaires sur des souches d’entérobactéries multirésistantes aux antibiotiques, isolées de trois

grands CHU de I’ouest algérien (CHU de Tlemcen, CHU de Sidi Bel Abbes et CHU d’Oran).

La synthése bibliographique, portant sur 1’actualité de la résistance aux antibiotiques a 1’échelle
nationale, un grand nombre de ces souches ont présenté des phénotypes de résistance a une ou
plusieurs familles d’antibiotiques en particulier les B-lactamines, les aminosides, les quinolones, la

colistine et le triméthoprime/sulfamethoxasole.

La majorité des antibiotiques testés B-lactamines, quinolones, aminoglycosides et 1’association
triméthoprime/sulfaméthoxazole ont perdu leur place dans le traitement des infections aux
entérobactéries. Les niveaux de résistance atteints vis-a-vis les B-lactamines sont associés a de
nombreux mécanismes de résistance, avec predominance de la production de - lactamases a
spectre étendu (BLSE), Par ailleurs, les aminosides, les quinolones et la colistine ont gardé
globalement leur activité dans le traitement des infections & entérobactéries. Notons toutefois que

I’imipénéme et I’amikacine restent les antibiotiques les plus actifs.

De plus, I’épidémiologie des génes de résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries, est en
perpétuelle évolution dans en Algérie. Notre etude, nous a permis de montrer que les B-lactamases
du groupe CTX-M en particulier CTX-M-3 et CTX-M-15, sont les principales BLSE décrites en
Algérie, avec une émergence de nouveaux genes de type blasyy (blasmv-12) , blarem (blarem-167) ;
blacmy (blacwy-2 et blacuy-16). On rapporte ainsi pour la premiere fois en Algérie, la détection des
genes de résistance aux aminosides (armA et rmtB) aux quinolones (qepAl, gepA3 et 0gxAB) et a la
colistine (mcr-1) chez des souches cliniques d’E. coli, ainsi que la détection d’autres génes déja
rapportés en Algérie conférant la résistance aux aminosides (aac (3°)-Il, aac(6’)-1b, aadA et aadB),

au quinolones (aac(6’)-lb-cr, gnr(A, B, S, C, D) et au triméthoprime/sulfaméthoxasole (dfr et sul).

La prise en charge du probléme des entérobactéries productrices de BLSE est un véritable défi, du
fait de la diversité et de l'ubiquité des genes codant ces enzymes et de I'endémicité progressive de
ces souches parmi les patients admis en soins intensifs, hépitaux et la population générale
(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006). Ainsi, des analyses moléculaires sont nécessaires et
paraissent indispensables pour une compréhension et une réaction plus adaptée a I'émergence de ces
bactéries multirésistantes, d'autant plus qu'elles permettent de rattacher les évenements locaux a

ceux observés a I'échelle mondiale.

-
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Une meilleure maitrise en termes d’hygiéne hospitali¢re (renforcement de la formation du personnel
aux regles préventives, précocité du depistage. . .) et un meilleur contrdle de la consommation

d’antibiotiques au sein de 1’établissement seraient toutefois des facteurs favorisant une meilleure

maitrise des risques dans les hopitaux algériens (Belmonte, 2010).

&
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Annexel. Résistance aux antibiotiques des entérobactéries au niveau du CHU de Sidi Bel Abbes(Algérie)
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1. Introduction

Les entérobacténies reprasentent une des
principales familles de baciles 3 Gram négatif
responsables dinfections humaines graves. Les
spaces de catte famile ont té depuss une
vingtaine d'années largement exposées & une

utifisation extensive des antibiotiques. Revers de la

hospitalo-universitaire (CHU) Hassani Abdelkader &
Sici Bel Abbes (Algérie).

2. Matériel et méthodes :
2.1. Souches bactériennes :

Durant Ia période d'étude allant doctobre 2009 & mai

14.3%, produisent également une céphalosporinase
assocée. Lo phénotype  céphalosporinase
hyperproduite seul a concerné § souches (4.3%)
25% des souches ont présenté le phénotype
pénicilinase, majoritairement  observée  chez
ia col. Le reste des souches (33.6%) ont
présenté e phénotype sauvage.

Dans cette étude, 6 souches, dont 3 Enterobacter
cloacae ot 3 Proteus spp. ont présenté une
résistance intermédiaire avec des valeurs de CM| de
2 6t 4 jig/ml vis-3-s de limipénéme. Pour cela des
tests de Hodge et de 'EDTA ont été réalisés afin de
détecter  d'éventuele  production  de
carbapénemases. Le test de Hodge, bien que facile
& réaliser et ne préjuge en rien de Midentification de
la Bactamase en cause, est parfois difficile &

interpréter, Pour le test de 'EDTA, aucune image de
synergie n'a été détactée.

3.3. Résistances associées

Pour les souches produisant une BLSE ou une

BLSEACASE, I'amikacine s'avere la molécule la plus

active, les autres aminosides présentant un fort

risque  d'échec thérapeutique.  L'association
/ et e

2.2, Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

Uantiblogramme a été réalisé selon la technique de
iférence d diffusion en mikeu gélosé (Moaliar-
Hinton] vis-dvis de 27 antbiotigues (18 B-
actamines, 4 aminosides, 3 quinolones, colistne et
trméthoprime/suffamethorasole]. La détermination
des concentrations minimales inhibitices (CM) a été
offectube en mileu gilosé ot a concemé les
antibiotiques suivants: I'mipénéme, la céfoxitine,
Faztréonam, le céfotaxime, la cehazidime, le
céfipime, la tobramycine, [amikacine, Ia
gentamicine, |a ciprofioracine et la_rifampiine.
Unterprétation des résultats 'est faite sur la base
des  recommindations du  Comité de
Fantibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (2]

2.3 Recherche de la production de BLSE :

Pour certaines souches, il est parfois diffcle de
distinguer sur  ['antibiogramme habituel les
hyperproductions de céphalosporinases des fi-
lactamases a spectre élarg) (BLSE). La recherche de
synergies témoignant de la présence de BLSE  été
réaiisée sur gélose MH additionnée de cloxaciline
avec une concentration finale de 250 mg/l.

24, Recherche de la  production de
carbapénémases :

Deux techniques phénotypiques ont été réalisées
pour les souches qui présentent des CM de pius de 2
18/l vis-a-is de limipénéme, afin de rechercher la
présence probable des carbapénsmases dans notre
échantillon. Ces techniques ont été réalisées tel que
dicrites pracedemment: e test dv Hodge [3] e DDST

or,

presentent également un taux de resistance
considérable. En revanche, pour les souches qui
produisent une céphalosporinase ou  une
pénicilinase, les aminosides sont modérément
affectés alors que les quinolones présentent une
efficacité limitée avec prés d'une souche résistante
sur 2. L'amikacine reste la molécule de référence
avec une sensibilité totale (Tableau |).

disc test) [4). Un témoin posit correspondant  une
souche d'Escherichia coli productrice du métallo fi-
lactamase VINK-] 2 été utise.

2.5, Conjugaison bactérienne :

Des expériences de conjugaison, réalisées entre Ia
souche de référence Escherichia coli résistants 3 la

détergent (S0S) [6], puis I'électrophorése sur gel
dagarose est la mithode de chox pour la
séparation, la purification et Iidentification des
fragmants d'AON [7]. La taille des plasmides 3 été
estimée par comparaison avec des plasmides de
taille connue de la souche Escherichia coliV 517.

Résultats :
140 entérobactéries ont

total de 240 bacilles 3 Gram négatif, avec une
fréquence disolement de 56%. Lanalyse des

prédominance d Escherichia coli {37.1%), suivie de
Kiebsiella pneumonige (21.4%), de Proteus spp.
(193%) et dEnterobacter cloacoe (186%). Les
autres entérobactéries viennent en  demisre
position avec 5 isolats soit 3.6%.

31 Résistonce des entérobactéries aux
antibiotiques:

Les résultats des antibiogrammes ont fait ressortr
Iémergence des souches résistantes 3 la majorite
des antiblotiques testés sauf pour Fimipénem
Famikacine sot et 96.4% respectivement des
souches sansibles. Les taux de résistances aux -
Iactamines étaient les suivants: ampiciline (85%),
amoxiiline (36.4%), amoiciline/acde  canulanique
(76.4%), icarciline (77.8%),ticarciline/acide canulanique
(65%), pipéracilline (586%), pipéraciline/tazbactam
(207%), cfalotine  (628%), céfuroxime (586%),
céfonitine (293%), ceftriaxone (44.3%), céfotaxime
(443%), cehutidme (47.1%), aztréonam  (393%),
céfépime (38.6%), et cefpirome (425,

Pour les aminosides, le taux le plus important a
été observé pour 3 tobramycine (42.1%) suivi de la
gentamicine (38.6%) et de la kanamycine (35%). En
ce qui conceme les fluoroquinolones, les taux de
résistance étaient de 41.4% pour ['ofloracine et 33.6%
pour la ciprofioxacine. Par contre Facde naidixique
est toutefois moins efficace avec 464% de souches
résistantes. Une activité importante a été remarquée
vis-drvis de la colistine, soit 24.3%, en tenant compte
que cette mokcule est totalement inactive sur les
wspices de Proteus. Enfin; une activité faible a été
observée vis-a+vis du triméthoprime)/sulfaméthorazole

Uanalyse du comportement des entérobactéries
vis-avis des [lactamines a permis de classer les
souches en fonction de leur phénotype de
résistance. Les résultats sont en faveur d'une
production de factamase a spectre étendu (BLSE)
chez 37.15% des souches parmi lesquelles, 20, soit

B
5
3
IS
médaile, elles nont pas été épargnées par la 2010, 250 prélévements (patient et environnement), 3 s nhmm:mn (K12 Rif R) et 29 souches
résistance croissante aux molécules les plus  Visée épidémiologique, ont été effectués  partir de Tableou 1, Nombre de souches résistantes (%) oux autres classes d'antibiotiques en fonction des phénotypes de résistance 5 térobactaries, sont telles que rapportées
fréquemment utilisées. La résistance chez les différents services du CHU Hassani Abdelkader de aux foctamines. § é (5] Les ont été
Enteabocteioceaeest un probléme important qui 48861 Abes dansFouet Agiren). o T | slectionés sur lose Mac Cankey contanant du
S ~ Antiblotiques £ larfampicine 3.2.Ph
nicosite une stention immidiate, pius | s e : o ow: k. ik o: @ o s N g a |
particuliécement avec 'apparition des [-actamases  yustongiue: physicochimie, sythése et actvits bickgique. Phénotypes %) : nales de 16 pg/mi et de 256 pg/ml
& spectre étendu (BLSE) [1]. Le but de notre dtude s Univorsté Abou Bekr Bakaid Thencon. 02 rue Lart 8en Mhic orype 3
Wemays.  Temcen  1N0D  Agie.  Emi o 0 8 A i 2 3
souches  d'entérobactécies Isolées sy centre ‘souna microbiologie @yshoo fr 93.7) 62) (652) (718) (656 (S31) (187} (937 (28 g 2.6, Extraction de 'ADN plasmidique :
§
7 BUSEACASE L] 13 3 7 3 n ] 2 18 3
(95) (%0} (15)  (636) (65} (60) (60} (10) 90) Uestraction de 'ADN plasmidique 3 été réalisée
e % Br 20 & W = 3 par la technique de Iyse alcaline en présence de
187 1670 O O (0 G0 0 (S0 (33 38
PASE 3 4 0 1 9 7 1 9 2 35
) g {0) 423)  (543) (486) (314) (57) (828) 25)
S 0 7 5 4 " 5 a
i 64 0 O (49 (106 BS) 98 (108 (36
BUSE: Plactamese b spectre dang); CASE : céphaksporinase ; PASE : péniilinese ; TM: tobramycine | GM
amlacoe; K: ammycie; N aide miidcue; O oface; OF: cpofoadne; G5 colstie; SN
3.4. Conjugaison bactérienne: 3.5 Extraction et visualisation des plasmides:
R | sur les 29 souches qui ont fait Iobjet du test de  L'analyse du contenu plasmidiue de 8 souches
S| conjugaison, 18 ont transfiéré une partie de leurs  d'entérobactdries ainsi  que  de leurs
2 caracteres de resistance a la souche réceptrice, soit transconjugants respectifs a permis de visualiser la
é 62.1%. L'analyse des profils d'antibiorésistance des taille et le nombre de plasmides hébergés par ces
5 | transconjugants, par a méthods de diffusion en  souches. La plupart des souches contiennent 13 2
:‘ milieu solide, a montré le transfert de la résistance plasmides de taille supérieure a 55 Kb. Les 2
3| v Placmioes, aux aminoides et au  souches de Kebsielo preumenioe comportent 3 et
2 | triméthoprime/sulfaméthoxazole  pour a5 plasmides et les 2 souches d'Enterobacter cloacae
£ | majorité des souches. Par contre pour les  comportent3etd plasmides Figure 1],
'es, le transfert de la résistance est constaté
’ ..
Kicbsictle puewwon [r—— souvent, portent des déterminants de la résistance

Enswrodacter closcss

Escherichin coli

Figure 2. #:

sskb
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<nKh
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4. Discussion:

enfants

concernse: animation et [a chirurg)
27.8% ot 26.4% respectivement.

£2); (3 Tex e (0:
TeEe12) (12 566,10 ) (131 Te Ee.1a); (18:5.Pm.2) (151 Te.Pm.2)s (161 5.Pm.3)1 (17, Te.Pm.3 )y (18 V.517).

d'hospitalisation et 7 services d’exploration. Entre
sstsbre 2000 ot 3030, 240 bacilles & Gram

" tous
Capendant, certaines spécialités sont apparues plus
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Dans fensemble des entérobactiries isolées,
Escherichia coli reste Fespace ls plus fréquente
(87.1%) suive por Kiebsillo preumonice (Z14%),
comme rapporté par plusieurs études (11,
12]

Depuis plus

de 20 ans, la résistance des
aux céphalosporines de 3éme

ne cesse de e renforcer
V'acqus de f-lactamazes 3
e .v-r.. ause) |n| . Ainsh 37.4% dus sovches
Gtudiée: sont productrices de P-iactamases 3
spectre élargi (BLSE). Cette valour se rapproche de

a0

celle abtenue en Tunisie (30.8 %) [11] et en Egypte
BaIK) mais ool

Allemagne
Cependant,

Fespéce Klebsiello pneumonios
correspond aux résultats obtenus par Sekhsokh
(2007) [15] st par Edelstein ot al. (2003) [16). Le
taux d'isolement des souches présentant le

phénotype BLSE est plus important en réanimation

voire massive des antiblotiques en soins intensifs.

Uincidence d'apparition des résistances aux
aminosides a augmenté ces demiers années et
particulisrement chez les souches productrice de
BLSE [17]. Les niv
dans notre étude sont plus
reste la molécule la plus efficace svec 96.4% de
souches sensibles comme cela été rapporté dans
L

sistance acquise est la conséquence
&'une mutation, ce qui limite sa diffusion [20]

Les résultats de la visualisation des plasmides sur
el d'agarose semblent révéler que les genes
codant pour cette résistance solent situss sur des
plasmides de taille supérieure 3 55 Kb chez les
souches ayant transféré e phénotype BLSE et qui
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a dlautres familles d:nnbym-quo:, co qui peut
expliquer que les bactéries qui ébergent

deviennent multi-résistantes.

Les carbapénemes sont les traitements de choix

des infections

mmah.cuuu productri
obac

séveres

phénomeéne marginal [22]. Dans
ude, 4.3% des souches présentent une
é Fimipéname. Cotte

d
externe [23]. Le plus mqumam serait la production
de  carbapénamases Vactivite  des
carbapénemes  peut compromise  par
V'émergence de ces enzymes [24].

Une meilleure mai

ize de 'hygiene hospitaliére et

meilleur contréle de la consommation
dantibiotiques au sein de I'établissement seraient
i R oy oo s o
maitrise des risques [18].
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Annexes

Annexe2.Résistance aux antibiotiques des souches d’entérobactéries isolées au CHU de Tlemcen (Algérie)
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Matériels et
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d'entérobactéries Isolées au CHU de Tlemcen (Algérle)
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Résumé

0 A Yl A § WA e A i e W
arere octobrs 2094 o 08, Excharichia cok st espics majortaire (40.2%), suve do Nebsesa

Preumcniag (30.3%) ot Etercbacter coacas (13.5% ). Les tax de résstance sux arebictigues ces
Soudhes étuées, aitem ads gac ' ndthode e dffusicn des GSques én il QEOKE Seion 95 mor

ts du CASEN, dsert les surts ; smpalire (35.5%) encuolise (36.1%). tearchine (9.3%).
cefilries (85.7%), cifoetiva (15.9%), cifctasine ot
anyone (6619,
enilacns (5.3%), acte ralduique (73%). cproficusone (S1.8%), tindthoprinals ufsmithomzos
(67%) & colitine (5.4%). L'mpénéome 2 markré uné L5 bonne aTEé vec 100% de bactdres
sensbies. La résstance ot

nas (107%) U éan-
phartso i e i & 6 e €on psmse commun e (s dteus § 35 1.

Abstract

Atotalof 112 strans of
Hoaptal of Tleman between October 2008 nd Apr 2009. Excharchis col 13 the

Pecns
(40.%) fohomes by Kebseta prauncais (39.3%) 20 Emerssectr doacae (12.5% ). The ambictic:

s

SR v 8 ok g OS5, nosln (423} Uarchs 103} e (95W)  terbactetacs
(B21%), oefactin [85.7%) cdotia (5.9%] cefctanne sed ceft 23 Antibiotics,

cotazdne (73N, stvcram (WAN), getanicn sed oy (561%) salocen (6%),

nadEx 40 (75 %) OprcAceacn (55.4%). rineshapre suarethanazols (57%) and colsin (54N}

The inipanen shomed a0 axceleat scivty with 160% f ssceptibh bacters. Resistance tod-actans  £SBL, AmpC.

s « )(67%) the produdion of
AmSC cepbacapenases (16%) and the podction of pecinases (10.7%). The study of plesmid
cortart of ESHLproducng straes by sgare ol encighonss. iesed the pesanc of 8 coamos
PhTIS wih 2522 greerthan SSkb.

Introduction Les enérobactéres mutrsstantes coupnt
ine pta e poriante dars fes Irfectons noso-

iaes, rctamment en miliey de rénmo
ton (1). La dsséminaton de ces bactéres
fréserte une menace gve qu met en Cause
13 valdité de asensl antbicique actusie-
ment dsporibe.

Le bk e étuce Qe s de gr
Gt au cetre hosialo-unverstaire
Tiomcen (Agéne) éat donc de détermin
sensbitd 3 archonques s o
s fin Carerter e chaix des taftem

etderédure n pressonde st
o0 exe e par ces anthictgus.
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Cette éude 3 porté s 112 souches non
redondantes dentéobacénes Isaées emve
octobre 2008 et awril 2009, de dfférents
senfces oy CHU de Temcen Les rdivements
soo. éfectols, ot & gt de.

TOUATI € 8 (5)
Les dones ranscorupn's ot été sd ectonnés
sur géiose Mac Carkey addibonné de  nfam-
plane (256 gL e 6 céfotan e (8 gL ).

leniromenent e de dvers prodts pathelo-
aues. Lidertfiana des souches a & réa-

Lieraction de 120N lasmidaue s souches
e phénctype BLSE € de e Tanscnugars

lisée par e systéme AP

oux anibidi
o sensbet s aiosqus 2 6 e
mnée pat la methade de dffusion en mileu
Qlosé Mushe-Hinton, selon s [ ecommanda-
tons du comté Carntiogramee g fa so0ét
francaise de migobicioge (CA-SFM)
(wwstmassafi/). Lantbogamme réisé
pour chaque souche comprenat fes maécues
suvantes : ampciine, ampidline + Suacam,
amascitine, amouicline + aode davuanique,
tardline, tardline » aade dmvilinigue,
wpéraalline, ppéraclline + tazodactam,

de ralidoque, nvlﬂumrn colistne, et tr

méthoprdme/sufaméthorzole.

Lz diteczon aua Foduton d Blacamses
ak

a "
().

Les profils pasmd ques ont &6 aralysés par
earophordse en gel dagarese 4 05% (7) &
12 Gile ces pasmides 3 é esumie par com-
paratson avec des pasmdes de taile onnue
dela souche E. coli V517,

Résultats

Préfevenents
Durant Iz péiode d'kuce, 257 prélbvemenss
ot éai réatsés, dont 63 de lenveornement &t
194 4 partr de 125 paterts. 139 prévements
et é4k effectus au riveny de service de 16
nimaton, akrs que 118 ont été effectués au
Ay o A i [ wéivemerts
ur et niveau de df-

Figure:2: Poue etages de rsigane au asfibidinues des entéebaciries

bactéries. avec 9 sdlats (8%), dont 2 Keb-
siells otocs, 2 Qromcer bosan, 1 e
tader freundi, 1 Entercbader aerogenes,

aavité de Imipéndre, la colstne e Famika
che avec respecivement 0%, M4.6% £
93.7% de badéries sensibies, Pour les autres.

1 Estherichia fergson, 1 Pantmme spp et anbbiotiues, les i de rdsisnce sant les
15eTata merascens. suaits ; angialine (35.5%), srpalioe +

subadam (80.4%), amaxiclline (98.2%),
Résistance aux ant biotiques amanaline + agde davuanique (E39%),

Sur Temerble des entirobactiies éntides,
bes résultats (igure 2) révient une trés bonre

uGraline (89.39%), SGrONne + 300¢ davia-
rigue (P05%) ppéadiine (9.5%), pipk
rachine + mmtacam (66%) mezialline
(82.1%), céfelotine (65.7%), céfenitine
(25.9%), xfnaxone et céfamme (72.3%),
coftandme (75%], tréoram (688%), genta-
miane et WEABYa né (65 19%), acide raldi-
(e (757%) proficea one (59.8%) et 1 mékho-
primelsulfaméthorzde (%)

Fagur 1: Rigarion dis amirobadtines
selon ks aapices.

o
¥a

Pour . col (figue 3], es faux e résistance les
pius deves sot abservés avec les pénillines
[amosaline (85.6%), ampaline (33.3%),
ticardlline (31.1%) metlod/ine (86.7%)
pipéraline (5+.4%]] et la ciphalospanne de

K pnaas
R premidre ginératon, la céfalotne (82.2%).

Iéverssln,mwn portr de plaes, 38 de
prédvements recaw, 36 d¢dspravons ta-

gl chidles et
st e synerge enve e pasilaly
walhre + o fes disques de

cifctanime, afazidme e azréonam dacs &
20 mm cerire A certre (2). La positité de ce
test est matériakisée par un aspeat dit de
"boudhon de chamgagne” (31

Un antbogamme par dffusion sur gdose
Mudle Hirton mnterart de b doxadliine, &
e concentration finale de 250 pg/mi a été
réalisé pour la recherche des Bacamses de
Bpe ATEC (4).

Conpugaismn
L2 corjugpisen 3 éx résisée

112 entérovacines oot ék idertdes, = g
carespond  une fréquenae disdemert. de
436% (112/257). 1l est nécessaire ds préciser

107 souches ok 4 Isciées 3 partr de
PaeIRS (107/194), S0t S5.1% €65 & party de
Vewironnemert immédat du pasert (matelas,
resprateuss), Sat7.9% (5/63).

des espices

La tépartion ces espbas présertde cans

figre 1, mortre la prédomenance dEschen
prev:

me souche récegtrice la souche ¢ Eschenciia
coli Ka2 résistante & s rilampcire seion le

cha ah (40.29%),
marae (3.3%) & dEntrobecte dmae
(12.5%). Viennert ersute les autres entéro

« B s Maghowb 196 INT2002 +
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Frgure 33 Pour tages de résiance aux arbbicbioues 5 e ool o de Malnelh posurcnse

wiien

[

B e

Ih Il

s e a

e on T e son w0 e o

o T e s s

A :anpcive, SN : i dam, M aroc
cawlariqs, PIP: ppirbes, TZP-

T etk oe, GAT.

AHC : amcioe + a0t davh

Four IS auTes B-acmmines, s mux de
SITANGE BppAISSENT VATADIES BeC 156%
pour a fautne qu et une cipralospaTne
de deunsme géndration, 66.7% pour la -
arane e le cfacacme et £8.9% pou  cef-
‘azidme, aggertenant au ciotel ospornes de
troiséme pénération etenfin, 6% pour
Fazbéonam. £n ce qu concerne kes aures
35568 FaNUOBOLES, Tl Faerd pour kS
AMINOSIteS, 5 T de FSSTANCE SO pous 2
@nEmane (50 %) tabranyane (57.8 %) et
ardacee (5:7%). Pour les qunelones, (atde
relidque < 12 dpafiaine présentent res-
pectenent des ta x de - ésstance de 71% et
7,80 un tau de réss

ey TIC & ticanlie, TCE : Hicaroine + e

aciing + B 1Eacan, NZ: m0ains, OF : cifacting, FOX : afcns, CRO : Gl vanmes,
 cobadine, ATM : arivioram, TPH : e, GH © e, TH o, M
WA 2 2 kdép, CIP: dproficacn, SXT  1nébopeae sufaméchosce  CS:

darulznigue (86.4%), ampiciine + suacam
et Tearciine + a0k daiarique (095
pipéraaling ex e oaline (66.69% . céalonne
[90.9%), cefoiaxone et atfomeme (854%)
cefazdme (30.9%), atréonam (B4.1%),
gertamane (86.4%), whramydne (85.6%),
20de ralidmaue (52.7%). omrofloaone
(B18%) et trimethoprime/sulfaméthaxazole
(88,6 %) Les tauc e résianee s phs 13-
s sont obser s e pipractine = aze-
bacam (3.6, cHaune (13.6%), amkad-
ne (4.5%) et cutmne (2.5}

Anabye phénotypiae

e G2 0% pour e TNOpE e Suaé-
ovcaale et seuemen 6.7% pous I olsne.

Pour K. preumaniae (fgure 3), ona ncté des.
taux de sisince s dews avec la plugart
des arsbiotques testés : amowallie + aode

Larelse 065 phénonypes ge résstance s b-
Iacartines des erdéiobacidnes isiées 2y CHU
de Temom figue 4), mome we neme
dominance des souches produdrices de
lactamases 3 specve o (BLSE) (66.5%),
avex 38scuches de K. pneumoniae, 29 souches.

GE. cal, 5 souches OE. doaae, 2scuches de
Qobacter kose| et 1 souche e Civobactes
freundi. Parm les ertérchactiries présentant
@ phénonpe, 12 souches (10.7%), doct 6

K peumonze, 4E. il et 2 €. doae, pro
ﬂusznléwenn( wne céphaos priase aors-

mvpevumnm ¢ cptalospariases amme
sed mérisme de résistance est observie
dhez sedemert 6 souches (54%). L3 produc
501 de pénaBirases est excusvement obser-
vée chez 12 souches (10.79%) ds genre
Eschenchia (11 . col et 1 Escherchia fergu-
so). Exfn, un taai de 19 souches, soit 17%
dentérota aties, nork présené aucune résis-
tance acquise, donc considérées comme
“Scuches suwges”.

Pigure 4: Phinctyos & Bsstane
s entércbagénes aux b-actanees

La répartiton des phénctypes de risi

aux Bactamines est dfférente selonles sits.
de peéivements (abiewu 1), 3 st nécessare
de précser que toutes les souches isolées de.
lenviromenert. sont des souches. multiéss-
tantes, présentart ds phénotypes BLSE et
BLSE+CASE.

Conjugaison bactérienne

Parm 43 souches dentérobactiries, 23 sot
53:5% ot manstéré feurs gines oe résistance
aux arsbiotques. Lamiyse des profis darts
biorésistance Ges T MSCONUGRNTS oBKens par
In méthode de dffusion en mieu soide, 3 pe-
mi e metre en éedence le parsfert de phé-
notype BLSE assodé 3 larésstance aux anv-
nosides. Pa cortre, letransfet dela résstance
aux qunolones et au timéthoprime'sulfamé-
thaxazole n'est cbservé que chez quelques
soudhes.

Parm les souches qui présentent le phénctype
BLSE + ciphalosporiase, |2 rature plasmid-
e de cépnalosorimses et détectde que
pous tris soudhes : k9 80, Ec 18, e¢ E¢ 19, Ce
phénatype résut de facqusiton du géne plas-
midque AmpC. Mobilsé per transposition, oe
Q0 Tigre du chromusorme des e5pices nat-
rebement produdrces de ciphlosporimases
vers des pasmdes sowent conuEtfs g4
peurert ensite 6ffuser au sein des entéo
bactéries (9.

an
el IR: ol T8 gododive + xkutan HZ: redodien -l O e A0 - of e,
1 e, A1

u b gt 15 01

Comrich @ 2057 ARTPA S ke o Trss b

nombreuses études relatent fa progression
continue a I"échele mondale de ce type de
résistznce (16). Les fréquences des souches
résistentes alx C3G dans notre étude parais-
sent trés différentes et méme supérieures 3
celles rapportées par certaines écudes menées
dans différents pays (17, 18, 19, 1). Cette
variation géographique peut étre expliquée par
Ia variabilité des facteurs épidémiologiques, des
politiques duilisation des antibiotiques et des
mesures dygiéne hospitaliére entre les dffé-
rentes institutions (1). L'évolution de la résis-
tance des entérobactéries aux C36 est lide 3
Iémergence et Ja difiusion de certains méca-

au sein d'un service constitue le plus sowent
un reflet fiddle des habitudes de presaiption
(28). T est récessare e préaser que les
surfaces ainsi que les objets se trowant dans
I'environnement du patient pouvaient ére
contaminés par des bactéries productrices de
BLSE (29). Les résultzts de notre étude mon-
trent bien que les quelques souches isolées de
I'environnement immédiat du patient présen-
tent le phénotype BLSE, ced étart le reflet de
Iétatde 'ygéne au CHUde Tlemen.

La plupart des souches productrices de BLSE,
isolées au cours de cette étude, avait exprimé
Une résistance associée aux amincsides (genta-

rismes de résistance, dont Iy de

céphalosporinases, les e

midne et aux quinolones et au
timé é antbiotiques

plasmidiques mais le plus important écart la
production enzymatique de Bacamases 3
specre écendu (BLSE). En effet, les entérobac-
téries productrices de BLSE constituent aujour-
dhui un probléme mondial chez les patients
hospitalisés, leur prévalence varie dun pays &
un autre et dure irstitution a Fautre (20, 21,
22). Ainsi, 67% des souches étudiées sont
productrices de B-lactameses 3 spectre étendy,
cette fréquence observée au CHU de Tlemeen
st trés importarte par rpport a celles obser-
vées en Hollande (2%), Alemagne (2.6%),
France (5.2%), Afrique du sud (15%), Gréce
(27.4%) et Egypte (38.5%) (23). Enoutre, les
proportions de ces souches au sein de lespéce
K. preumoniae et E. i, sont de 86.4% et
65.9% respectivemert, ces taux étant trés de-
vés par rapport & ceux rapportés en Chine
(34.9% et 45.7%) par WANG et CHEN (24), en
Agérie (19.9% et 1.5%) par MESSAI etal.
(25,26) et en France (1.3% et 0.03%) par
BERTRAND et al. (27).

La prédominance des souches présentant le
phénotype BLSE au riveau de Ihdpital de
Tiemcen, en particuier dars le service de soins
intensifs (réani mation) est probablement lide &
I'ilisstion massive des C36. En effet, [a préva-
lence des phénotypes de résistance observés

habituellement acifs sur les ertérobactéries
(1), Ces corésistances rapp ortées par plusiers
auteurs (30, 31, 32, 33), pewent résulter sat
de I3 ccumulation de méeanismes de résistance
indépendants, sait de la diffusion de matériel
génétique (plasmides, trans posons) codant plu
sieurs caractéres de résistance (34). Ainsi, les
génes codant pour la produdion de BLSE sont
généralement portés par des plasmides trars-
férables de grande taille, sur lesquels ils sont
Souvent assodés & des génes codart pour la
résistance aux aminosides, aux sufamides-iri-
méth oprimes et aux quinolones (35). Ced cor-
respond aux résuats obtenus dans notre éur
de, qui révélent la présence dun plasmide de
taille supérieure a 55 Kb chez les souches
ayant transféré le phénotype BLSE assodé 3 fa
résistance awx autres familles

Tableau 1: aux Eactanines sson's
Phénotype de
ristance Paies Rectal Tradal  Sondevésiale _Emvironnement
as B8 2 004 A(80) A(e0)
SE s CASE 608 M 19 1(0) 100
aE 503) 1) o ] )
PASE 2(6) 5(2) 14) ¢ o
Souchesmnages ) 609 508 ¢ o
Total 34(100)  #1(100)  27(100) 5(100) 5(100)

BLSE: sdamass  scnte dendu CASE

Reférences

Lnumess o navsow1 7, mzou & 1mEe
0 ltiocs dos w

AN AN A, 2.

o s e i Y O
adur chxctmres, 200, 38 1 )0,
mcus s rosmazn,
'

2005) Madmcment
2RuER

arne chactivm

ok 2008.26%
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+ cahaopotnases, PASE:
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(18%) par BELMONTE et al. (39). Par alleurs,
auame de nos souches testées re présente
we résistance a carbapénémes, e qui
permet déumer limpasse thésapeutioue. En
efes, l1mpénéme peut &re considéré comme
artiiotigue de choix pour fe Taitement des
etérobacténes mutrésstantes du fait quif
esz pas hydrolyseé par leurs enzymes (39).

Conclusion

La résisance aux Badamines est associée &
duseurs méaarismes, muis le pus important
&art 13 producson de Badameses  specre
endu (BLSE). A, Iz présence des gines
odart Ies BLSE su des plasmides rfuggfs
favorise leur mabiité etleur dssémnation hez
les dffirentes espéces isaées. En phs, lew
5003000 3 d'auTes ditenminants 2 réssan-
0, essermeleent aux aminosides et a qut
nalones, concourt  une cosélecion dela

résistance aux Blacamines par ces demiers
ambionques largement wilsés e thérzpeis-
que humaine. Par ailes, o souches prodic
tnces ce BLSE ont présenté une sersibité
totale & Nmipénéme et des falbes taux de
résstance vis-vis de amikaane et e [a coi-
tne,

Une suvellance réguie dela réssance ax
ambiotques st indspersatie pour permettre.
de sure [éviuton oe §icémaioge tacé
rienne et orienter les raitements de premidre

A - acling, AME : aomdine + a0de cavulngue, TIC : carcine + 3

NTM : ssvéorun, IPM © sk réne, GM : Gentamscie, THE  okears e, A0 s,

o a3 b 61 oo e B+ h¥en

- M e s Mg - 196 il 201

Profils plasmidiques

Uaralyse du corteny plasmdique de 19 sou-
ches présentant les phénotypes BLSE et BLSE
+ CASE, révile trais profis chez K. preumo-
niae ompartant 2, 3 ou 4 plasmides et trals
profs égplemert che: E. ol ompartart 1, 3
a5 lasmces, Les soudhes tramsconjugaries

ottenus en Tuse (9), au Marcc (10) eten
France (1), est néessare de précser que
Tes taux disolement observés pour ces Gex
esphoss sont. priuement idertiques avec
402% et )m. 65 pectvement, cortrairemest.

es i dessus O on ncte e

ayant requ ke phénotype BLSE ass00é 312 ﬂmmn:ed’i col suvie de K. preumoniae en

résigance a autes dasses damtbiongues,  Oeudiéme place. Ces dfférences sontapparem

hébergert chacune un ¢ é de prée é

riewe 355 0 (fgure 5). et léloge baéneane des centres hospia-
Tiess (12).

Discussion

Concemat la résstance aux arabicngues, es
sulats .

et dostaux élevés derésisance pour 2 plo-
part des antibioques testés, cela étant proba-
blement 6 3 [utlisation abusve et incortrBée
de ces arobiotques (13, 14, 15). 1 est 3 noter
que le phénoméne inguiétart chez les entéro-
bacténes dudées, Cest lew rissance aux
céphalesporines de boséme ginéaton. De

Cetraval avait pour but dévaluer | ¢

bactétenre de 23 antbiotues sur des su-
ches dentérobactéries isdiées entre octabre
2008 et awil 2000, Les résutats réwlent
QE. il etK. preumoriae étaent les espéces
les pls isolées, ce qui est enaord avec ceux

S5k

756k
S8k

5.35kh.
A1k

3154
28k
221

(0 2VSI7) £ (2 1E61) ; B £ TCERL) 5 W:E82) 5 (5 : Tel2) ; (6 E84) ;7 - Te i) ; (0 :89) ;.
(10: £4); (112 TeE24) ; (12 : V817)

Teesd) ;
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4. Ananans  atston 1. Cacwn . so e aancs 1.
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42 oo ook 3 Ariond oo

204,331 0304
15 AHOYO A, BABA-HOUSSA L ARAGO A.£, AVOGRE P,
et i

irtenton.
de IT¥éptal dergs dun programme pou e
contrie de la Graulation des bactéries mut-
risistates, Savire arsi e poaité pous ns
hépta. En efft, I sertle pertnert ce met

Vi trchur
18610 1, LE00RE 5. von v

s o, Wit R 36 18145748

plce
bictiques et ces spécalistes en el ades infec
veuses qu Tavalleaient corjortener avec
Ie laboratvire et ITygine hospiaiire afin
daborder le proiéme dans une optique pluri-
disopinare.

s,

Bdege 200,55 201
10, SEXHSOKM

¥, CHADLL M, EL HANZAOUI SA. Fiquwnce &
s s e 9. 0,
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Annexes

Annexe 3. Molecular and Epidemiological Characterization of Enterobacterial Multidrug-Resistant Strains
in Tlemcen Hospital (Algeria) (2008-2010)
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Strains in Tlemeen
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Zaket Baba Ahmed-Kai Tanl’ Dominique Decre’” Nathalie Genel*

Zahia Boucherit-Otmani! Gullaume Arlet*

and Mowad Drissi"
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Annexes

Annexe4. Typage moléculaire et caractérisation des p-lactamases de types TEM, SHV, CTX-M et CMY-2 chez
des souches d’Enterobacter cloacae isolées chez des patients et leur environnement hospitalier dans 1’ouest
algérien
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First Detected Human Case in Algeria of mcr-1 Plasmid-Mediated
Colistin Resistance in a 2011 Escherichia coli Isolate

Marpm Eamareg,” Linda Hadjad)™ Amed Ayad,” Moursd Driss.® Jean-Marc Rotain®

A Marwrille Unisenig, Ui de Fecherche en Balscies Infectire o Tropeake Emegenie: (UANVITE;, LBkey, THBS 20, D e, NEERM 10, THL Mecrmnge
Inkectinn, Fart de Mederine = de Phasmacie, Mo, Fraeee?; Lsborsinine Anibinticue, Aniiegioue, Physicn-chisis, Symthie ot Acsivite Biokeciqes LAPSAR,
Fazulef des Sty dir b Matuee, e la Wi, die b Teree, o e Pliniwes, Univendis bou Betr Belaid — Tiernoes, Themeen, Soeria®, Dépariomeni de Bologie, Faculid de
Sciercede la Maiu, de la Vie, de la Terme, o de Minsen, Uniendis Seou Belr Bekaid — Temoes, Themeen, Soeria”

he mur- 1 gene, a transferable plasmid-mediated colistin resis-

lance gene, was recently detected in Escheridhia ool Isolates
from animalks, food, and patients in Chima (1), This geme spread
rapidly beyond China imo southern Asta, Eurcpe, South America,
and Africa, mirmoring the emesging NDM- 1-like scenanio (2-7).
Im Algerta, (Mattan et al. confirmed the presence of mer- 7 in poal-
try (8}, bt bo the best of our knowledge, no human case has yet
been reporied. In resposse o this potential dinicl problem, we

TABLE | Crarctorstics of mer-1-poskive £, i strains and & E oo
transconjugant by antibiotic ssceptbisty ksthg®

Diem of pone of inkibition () of indicsind snén
(seatstance gercfal; MIC fgived| of caltein)

retrospectively gemotyped six oolistin-resstant (breky forre-
sigtance, =2 pg'mill E ol isolates collected between October
2009 and December 2011 from Sid1 Belabess Untversity Hospital
for the presence of the mo-§ gene using a previously described
PCE method (1), The mir-! gene was detected In one isolale
{3Ee5). This tsolate was cbtained from a urine sample of an 18-
year-cld polytraama man hospiialtred 1= May 2011 with mo his-
tory of traveling abroad. The characteristics of 3655 are shown In
Table 1. Multiloms ssquence typing (MLST) indicated that SE&s.
belonged fo sequence type 405 {3T405), which differs from the
ETs Wemtified In ciinlcal E. coli solates harboring mer- 1 from Des-
mark {3T744) (2}, Egypt (3T1011} (5], and Cambodia (5T354)
15). Colistin resistance was successfally tramsferned o the E ol
153 (F mer pro Ant”) strain via a conugation expertment. The
presence of mer-1 In the trasscoajfagant sugpested that this gene
was located om a tramsferable plasmid. This result confirms the
finding that the mor-7 gese It mobilizsd on plasmids that have
spread to different Enrerobacteriscese (7, 10). We notice abo a
small reduction of dprofloxacis’s diameter of inhibition In the
tramscomfagant strain, but this cocurs withont any change In the
Interpretation of sascepbibility testing resalts.

Here, we report for the first me the presence of the mr-J
colistin resistance gene in adinbcl E coif isolate from Algeria. The
teokale was obtained Im 201 1, Indicating that the existence of trans-
missisle colistin resistance In Algerian hospiiak s not a recent
ocourrence. The mor-1 gene has been present, thoagh not de-
tected, for 2 long time (11). With the extenstve ase of colistin in
hospitak, colistin resktamce has already spread worldwide (Bl
Howeever, there are also reports of colistin resistance In hamans
who have not previousty received the dnig, Colistin use in animals
suggests that amimals may be am Important source of trassmision
of colistin resistance bo hamans {12).

Survelllance of the emergence of this new gene 1s wamanted,
and the situation may be alarming, becanse infections due bo such
mmultidrag-resistant bacterta are associated with increased lengths
of stay In Intensive care units and increased mortality. Unfora-
mately, colistin sasceptibility testing for Emverobacreriacene ks not a
romtine procedure im dagnestic aboratories. Farthermaore, the
dhsc diffusion methad has been reparied o be highly unreliable

S96 axamog
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& ] m
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Iretpenen 31 = E)
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fior colistin. The recommendied method remains the Etest (13,
but MIC values for detecting mer-§ oolistin resistance genes are
wery low (=4 wg'ml). Recently, 2 new SuperPolymyxin scresning.
medium able to detect any palymmyrin- resistant bactertum regard -
liss ofits level was developed. This medum may benssd im buman
and veterinary medicine 1o mositor the dissemination of mer-§
colistin resistance {14).
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Annexe 7. Occurrence of the Plasmid-Mediated Fluoroquinolone Resistance gqepAl Gene in Two Clonal
Clinicallsolatesof CTX-M-15-ProducingEscherichiacolifromAlger

EPIDEMIOLOGY

Occurrence of the Plasmid-Mediated Fluoroquinolone
Resistance gepA7T Gene in Two Clonal Clinical Isolates
of CTX-M-15-Producing Escherichia coli from Algeria
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