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Introduction générale

Les entérobactéeries forment une vaste famille de bactéries a Gram négatif retrouvées
partout dans le sol, dans I’eau et surtout dans 1’intestin de I’homme et des animaux. Elles
comprennent un nombre trés élevé de genres et d’especes qui sont les causes les plus
fréquentes de plusieurs maladies épidémiques et pandémiques (Chanoine, 2012). Elles
sont souvent responsables d’infections urinaires, pulmonaires, de septicémies mais

¢galement d’autres infections intra-abdominales (Paterson, 2006).

Depuis leur découverte en 1928, les antibiotiques ont permis de faire considérablement
reculer la mortalité associée aux maladies infectieuses au cours du 20e siécle.

Cependant, le monde microbien a rapidement fait la preuve de son immense aptitude a
évoluer, et les bactéries ont acquis de nombreux types de mécanismes de résistance. En
effet, ’émergence de la résistance bactérienne a débuté deés les premicres années
d'utilisation de la pénicilline G (Staphylococcus aureus producteur de pénicillinases)
(Lagha, 2015).

Dans le cas des bacilles a Gram négatif, la résistance bactérienne aux béta-lactamines est
due principalement a la production d’enzymes (béta-lactamases) capables d’hydrolyser
I’anneau  béta-lactame commun a cette classe d’antibiotiques (pénicillines,
céphalosporines, monobactams, carbapénémes)La répartition de ces enzymes est
aujourd’hui mondiale (Giani et al., 2017 ; Ruppé, 2010).

Depuis plus de 20 ans, la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de 3éme
génération (C3G) ne cesse de se renforcer notamment par 1’acquisition de béta-lactamases
a spectre élargi (BLSE) qui dérivent des pénicillinases déja connues (TEM-1 TEM-2,
SHV-1) par substitution d’un ou de plusieurs acides aminés qui leur permet d’hydrolyser
les oxyimino-béta- lactamines et les monobactames(Bush, 2013 ; Bonomo, 2016).

Les infections causées par les souches productrices de BLSE sont associées a une
morbidité et une mortalité élevée, a une prolongation de la durée de I’hospitalisation et &
une augmentation des cotts d’hospitalisation (Doit et al.,2010 ; Chanoine, 2012 ). Les
souches resistantes aux béta-lactamines sont souvent résistantes aux autres familles
d'antibiotiques laissant le champ thérapeutique trés réduit (Sekhri-Arafa, 2011).

Jusque dans les années 2000, la diffusion des entérobactéries productrices de BLSE

concernait essentiellement le milieu hospitalier, de nombreuses épidémies hospitalieres en
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Introduction générale

réanimation ou en hospitalisation de longs séjours ayant été décrites (Arletet al., 1990 ;
Lucetet al., 1999). Mais aujourd’hui, la diffusion a grande échelle dans le domaine
communautaire de ce type de résistance laisse augurer un probléme majeur de santé
publique (Pitoutetal., 2005).

Actuellement, la prévalence de BLSE varie selon les pays et les hdpitaux, mais dans
tous les cas, les CTX-M (céfotaximase) sont considérées comme le type de BLSE le plus
fréquent au monde (Perez et al., 2007).

Les genes CTX-M, naturellement & médiation chromosomique chez les espéces
d’entérobactéries du genre Kluyvera(K. ascorbata, K. cryocrescens, K. georgiana),
transmis aux entérobactéries par un plasmide, s’expriment alors fortement chez ces
derniéres. Le plasmide, facilement transmissible par conjugaison in vitro entre
entérobactéries, est I’élément incontournable a 1I’émergence de BLSE de type CTX-M
(Bonnet, 2004). Cette propriété explique la dissémination facile des enzymes de type
CTX-M dont ’importance augmente par rapport aux autres types de BLSE, notamment
TEM et SHV (Arpinetal., 2007).

Par ailleurs, La résistance aux céphalosporines de troisieme génération n’est plus
uniquement liée aux B-lactamases de classe A chez Klebsiella pneumoniae, il s’agit aussi
de phénotype céphalosporinase de haut niveau qui est associ¢ a I’acquisition d’un géne
plasmidique (AmpC) (Hanson, 2003), cette résistance a été décrite pour la premiere fois
avec MIR-1 en 1988 (Papanicolaou etal., 1990).

Généralement, ces enzymes sont des céphalosporinases plasmidiques de type AmpC,
classé dans le groupe 1 de Bush (classe C de Ambler), sont en général fortement
exprimees et conferent des résistances a la majorité des P-lactamines a 1’exception des

carbapénemes(Philippon etal., 2002).

En Algérie, la fréquence de la résistance des souches d’Entérobactéries productrices de
B-lactamases a spectre étendu isolées du poulet de chair a fait I’objet de plusieurs études.
On cite a titre d’exemple : Messai et al., 2015 ;Belmahdi et al., 2016 ; Chenouf et al.,
2020.

Compte tenu de la situation actuelle liée a I’émergence du covid-19 qui nous a interdit de
mener la partie pratique de ce mémoire de fin d’études, 1’objectif de ce manuscritse limite

a générer un apercu bibliographiques sur les entérobactéries et les mecanismes de
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Introduction générale

résistances bactériennes aux antibiotiques, tout en mettant le point sur les BLSE. Une
analyse d’un article de recherche publi¢é récemment sur la prévalence des souches

entérobactéries productrices de BLSE dans la région de Djelfa a été réalisée.
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Chapitre | : Généralités sur les entérobactéries

Chapitre |

Généralités sur les entérobactéries

1.1.Définition

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries & Gram-négatif (figure 1) , qui
sont & l’origine de maladies de gravité trés variable, en raison de mécanismes
pathogéniques distincts. Il s’agit d’une famille hétérogene qui se compose d’environ 30
genres de bactéries et de plus de 100 espéces. Cependant, tous ces germes ont en commun
leur localisation préférentielle au niveau du systéme digestif, certains faisant d’ailleurs
partie de la flore normale, bien qu’ils soient également présents dans 1’environnement

(Ndiaye, 2005; Khayar, 2011).

(x\xxxxnw ] Ix> ]‘xxxx

/\C

\QCD D < <> <> <O <O <> <O C) C)

"

DOOQOOC}OOOO

<
Porioiaary e g J
e FFL e

Figurel :Structure de I'enveloppe des entérobactéries (Ruiz et al., 2009).

IM : membrane cellulaire (inner membrane), OM : membrane externe (outer membrane), PL :

phospholipides, OPG : glucanespéri plasmiques osmorégulés, LPS : lipopolysccharides, OMP : protéine de

la membrane externe (outer membrane protein).

Plusieurs processus métaboliques caractérisent cette famille bactérienne. II s’agit
notamment de la capacité de réduire les nitrates en nitrites (en vue de générer de
I’énergie), de fermenter le glucose, de ne pas avoir de cytochrome-oxydase, d’étre

aerobies ou anaérobies, mobiles ou immobiles (Madigan et Martinko, 2007).
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Chapitre | : Généralités sur les entérobacteries

Les espéces d’entérobactéries les plus incriminées dans les infections sont : Escherichia
coli, Klebsiellapneumoniae, Enterobactercloacae, Citrobacterfreundii. Pour cela, il
semble nécessaire de rappeler briévement quelques caractéristiques genérales de ces
bactéries et les types d’infections qu’elles générent. (Madigan et Martinko, 2007).

|1.2. Taxonomie

Les entérobactéries appartiennent au régne des bactéries, a I'embranchement des
Protéobacteria, a la classe des Gamma-protéobacteria, a I'ordre des Enterobacteriales et a
la famille des Enterobacteriaceae. Leur classification est basée sur I'étude de leurs
caractéres phénotypiques (fermentation de différents sucres, production ou non de
sulfures, présence ou absence de certains enzymes du métabolisme) et/ou génotypiques
(ribotypage, hybridationADN/ADN). Les entérobactéries qui intéressent la bactériologie
médicale peuvent étre regroupées en 4 tribus Escherichia, Klebsiellag, Proteae et Yersinia
(Denis, 2007).

1.3.Habitat

E. coli est une bactérie commune de la microflore commensale intestinale de I’homme et
de la plupart des animaux a sang chaud (mammiféres et oiseaux) (Gordon DM, Cowling
A., 2003 ; Kaper JB et al ., 2004 ). Elle colonise de maniere asymptomatique le tractus
digestif de ’Homme dans les premiéres heures qui suivent la naissance et constitue des
lors 1’espece bactérienne dominante de la flore anaérobie facultative du colon humain
(Freter R et al ., 1983 ; Berg RD., 1996). Sa niche écologique se trouve dans la couche
de mucus secrétée par 1’épithélium du cdlon ou elle assure, avec les autres composants de
la microflore, une barriére de protection de la muqueuse (Poulsen LK et al., 1994). La
concentration en E. coli par grammes de selles varie d’un individu a un autre de 107 a 109
unités formant des colonies (UFC). Elle est plus faible chez les autres mammiferes
(Tenaillon O et al ., 2010). E. coli peut transiter dans 1’eau et les sédiments. Il est utilisé
comme un indicateur de la contamination fécale de I’eau. On estime que la moitié de la
population totale des E. coli réside au niveau de ces habitats secondaires
environnementaux (Savageau M., 1983), au sein desquels certaines souches peuvent étre
sélectionnées et disséminer naturellement (Power ML et al ., 2005). E. coli, et plus
largement les coliformes thermo-tolérants, sont également recherchés dans les aliments

comme indicateurs de contamination fécale.
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1.4. Classification

La famille des entérobactéries comprend 100 especes répertoriées. Les especes les plus
communément isolées en bactériologie clinique appartiennent a 12 genres Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus,Providencia,

Salmonella, Serretia, Shigella, Yersinia(Perriere, 1992).
Cette classification est résumée dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Principaux groupes des entérobactéries.

Groupes Familles Genres Espéces
Groupe | Edwardsielleae Edwardsiella
S.typhi
Salmonnelleae Salmonella S. paratyphi
S. enteritidis
Groupell Escherichia E. coli
Shigella S.dysenteriae
Escherichiae S flexneri
S.boydii
S.sonnei
Levineae Levinea
Groupe 111 Klebsiella K.pneumoniae
K. oxymore
Enterobacter E.aerogen
Klebsielleae E.cloaceae
Serratia S.marcescens
Erwinia
GroupelV Proteae Proteus P. mirabilis
P. vulgaris
P.rettgerii
Providencia
Groupe V Yersinieae Yersinia Y.enterolitica
Y.pseudotuberculosis

Source : Perriere, 1992.

1.5. Caractéres culturaux

A I’exception de certaines bactéries exigeantes qui nécessitent pour leur croissance un

ou plusieurs facteurs de croissance, les entérobactéries sont des aérobies-anaérobies

facultatives qui se développent facilement sur des milieux de cultures ordinaires.
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La température optimale de croissance est habituellement entre 35° a 37°C et le temps
de division moyen varie de 20 a 40 min avec donc un maximum de culture atteint
habituellement en moins de 24h d’incubation.

Sur milieux gélosés, les colonies d’entérobactéries peuvent prendre différents aspects
(Exemple : L’espéce Klebsiella pneumoniae forme, sur gélose, de grandes colonies
mugqueuses et luisantes avec une tendance a la confluence). (Ferron A ,1984 et Pilet C
etal .,1997)

Les colonies naines s’observent avec des souches déficientes dans certaines de leur
chaine métabolique. Elles ne sont pas exceptionnelles chez Escherichia coli isolé

d’infections urinaires (Avril et al., 2000).
I.6.Caractéres morphologiques

Les entérobactéries sont polymorphes avec des tailles variant de 2 a 3 um de long sur 0,4
40,6 pm de large. Les espéces mobiles, les plus nombreuses, le sont grace a une ciliature
péritriche tandis que certaines sont immobiles (Abbott, 2007). Quelques-une possédent
une capsule visible au microscope et la plupart des especes pathogenes pour 1’homme
possedent des fimbriae ou pili qui sont considérés comme des facteurs d’adhésion
(Drame, 2001 ; Bakhoum, 2004).

1.7. Caractéres biochimiques

La distinction entre les genres et les espéces se fait par I'étude d’un ensemble de
caractéres biochimiques qui sont : I’utilisation du citrate de Simmons comme seule source
de carbone, la production d'uréase, la capacité a fermenter le glucose, la capacité a réduire
les nitrates en nitrite, la fermentation du lactose, la production d'indole, la production

d'acétoine et la désamination du tryptophane (Avril et al.,2000).
1.7.1.Réaction d’oxydase

La mise en évidence de la production du cytochrome C oxydase & partir du test d’oxydase
est essentielle pour orienter l'identification des bacilles a Gram-négatif. Il permet de
différencier dans le grand groupe des bacilles a Gram-négatif, la famille des
Entérobacteries de celles des Pseudomonaceae et des Vibrionaceae(Niang, 2003). Le test

d’oxydase est souvent réalise a I’aide des disques d’oxydase imprégnés du réactif
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chlorhydrate ou d'oxalate de N-dimethylparaphenylene diamine ou PDA. Si une bactérie
possede 1’enzyme respiratoire cytochrome C oxydase, la forme oxydée rose violacée du

PDA est produite a partir de la forme réduite incolore(Niang, 2003).
1.7.2. Utilisation du Citrate de Simmons

L’utilisation du Citrate de Simmons (CS) comme seule source de carbone par les bactéries
se traduit par une alcalinisation du milieu qui correspond au virage de I’indicateur coloré
du vert au bleu (Avril et al.,2000).

1.7.3. Recherche de I’uréase

Les bactéries possédant une uréase active scindent 1'urée en dioxyde de carbone
et en ammoniaque. Ceux-ci en se combinant donnent du carbonate d’ammonium.
Le carbonate d’ammonium formé alcalinise le milieu, ce qui se traduit par le

virage de I’indicateur coloré de 1’orange au rose (Avril et al.,2000).
1.7.4. Recherche de la production d’indole

Certaines bactéries dégradent le tryptophane grace a une tryptophanase. Il se forme de
I’indole, de I’acide pyruvique et de I’ammoniac. L’indole est apolaire et réagit fortement
avec le para-dimethylamino- benzaldéhyde (réactif de Kovacs) en milieu acide pour

donner un anneau rouge qui remonte en surface (Drame, 2001).
1.7.5. Recherche de la lysine decarboxylase et de la lysine désaminase

Le milieu lysine de fer est un milieu qui contient la lysine, du glucose, du fer. Les
réactions se déroulent en anaérobiose (dans le culot) et en aérobiose (au niveau de la
pente) avec production de désaminases. Ces désaminases sont des enzymes induites qui
agissent sur les acides aminés en entrainant la formation des acides cétoniques
correspondants. Les acides cétoniques ont la proprieté de donner des complexes colorés
avec les ions ferriques (Fe®"). Le virage de la pente du violet au jaune traduit la
production d’une lysine désaminase par la bactérie. Par contre, I’absence de virage du

culot traduit la production d’une lysine décarboxylase par la bactérie(Bakhoum,2004).
1.7.6. Fermentation des sucres, production du sulfure d’hydrogéne et de gaz

Le milieu Kligler-Hajna est un milieu de culture permettant la recherche simultanée de la
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fermentation du glucose, du lactose; la production du sulfure d’hydrogéne (H2S) et la
production de gaz. La fermentation du glucose par la bactérie est mise en évidence par le
virage du culot du rouge au jaune tandis que le virage de la pente au jaune indique la
fermentation du lactose. Par ailleurs, la production de sulfure d’hydrogeéne est mise en
évidence par une coloration noire dans le culot et la présence de bulles d’air ou le

décollement du culot indique la production de gaz (Avril et al.,2000).
1.7.7. Utilisation du malonate

Le malonate inhibe le cycle de Krebs (inhibition de la succinate déshydrogénase).
Seules les bactéries qui peuvent utiliser le cycle glyoxalique sont capables de se
développer sur un milieu au malonate. L’utilisation du malonate s’accompagne d’une
libération d’ions hydroxyl (OH-) alcalinisant (Avril et al.,2000).

1.7.8. Test sur milieu au citrate de Christensen

A la différence du citrate de Simmons, le milieu citrate de Christensen (CC) contient une
faible quantité de glucose, d’extrait de levure et une source d’azote organique. Dans ces
conditions, certaines bactéries qui n’utilisent pas le citrate de Simmons sont capables
d’utiliser le citrate de Christensen. La formation d’ions hydroxyle (OH-) alcalinise le

milieu (virage du jaune au rose) (Joly et Reynaud, 2007).
1.7.9. Recherche de I’acetoine ou Réaction de VVoges-Proskauer

La formation de 1’acétyl-méthylecarbinol (AMC) ou acetoine se fait soit a partir de deux
molécules d’acide pyruvique, soit a partir du glucose. En présence d’une base forte,
I’acetoine donne une coloration rouge en milieu trés oxygéne (oxydation en diacétal)
(Avril et al.,2000).

1.7.10. Recherche de la galactosidase

Le test a 1’Ortho-NitroPhenyl B-D-Galactopyranoside (ONPG) permet la recherche de la
B-galactosidase qui est une enzyme qui intervient dans le métabolisme du lactose.
L’utilisation du lactose par la bactérie requiert deux enzymes a savoir le lactose perméase
qui permet au lactose de pénétrer dans la bactérie et la P-galactosidase qui catalyse
I’hydrolyse du lactose en glucose et galactose. La [-galactosidase est une enzyme

inductible, c’est-a-dire qu’elle n’est synthétisée par la bactérie que lorsque celle-ci est en
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présence de son substrat. L’ONPG est un substrat synthétique, de structure proche du

lactose, capable de pénétrer dans la bactérie sans perméase(Avril et al.,2000).

Les caracteres biochimiques différentiels de certaines entérobactéries sont illustrés dans le
tableau 2.

Tableau 2: Principaux caractéres biochimiques de certaines entérobactéries.

Esch | Citro | Entero | Kleb | Serr | Salm | Shig | Prot | Prov | Yers | Morg
Glucose | + + + + + + + + + + +
Lactose | + + + + - - - - - - -
ONPG |+ + + + + - +- |- - + -
Indole |+ - - +- |- - +- | +- |+ +- |+
VP - - + + + - - - - + -
Citr - + + + + +/- - +- |+ - -
Mob. + + + - + + - + + + +
Urée - - - + - - - + - + +
TDA - - - - - - - + + - +
H2S - +/- - - - + - +/- |- - +

Source :Decoster et Lahieu, 2006.

ONPG = Ortho NitroPhenyl Galactoside ; VP = Voges Proskauer ; Citr = citrate ; Mob = mobilite ; TDA =
Tryptophane desaminase ; H2S = Hydrogene sulfureux ; Esch= Escherichia ; Citro= Citrobacter; Entero=
Enterobacter; Kleb= Klebsiella; Serr= Serratia; Salm = Salmonella ; Shig = Shigella; Prot= Proteus; Prov=

Providencia; Yers= Yersinia ; Morg= Morganella; (+) = positif ; (+/-) = variable ; (-) = négatif .
1.8.Caractérisation antigénique des espéces

L’identification des entérobactéries se fait par 1’é¢tude des caractéres biochimiques. La

détermination du sérotype ne peut étre entreprise que pour des souches dont

~11~




Chapitre | : Généralités sur les entérobacteries

I’identification est certaine. Toute autre facon de faire ne peut qu’entrainer des erreurs du

fait d’agglutinations croisées non spécifiques (Avril et al.,2000).
= Antigénes O

Ce sont des antigénes de paroi constitués de lipopolysaccharides (LPS) qui sont
thermostables et résistent a I’alcool ou ’acide. Les réactions d’agglutination se produisent
lentement et sont constituées d’agglutinats granulaires, difficilement dissociables par
agitation. La spécificité O est perdue par les souches R qui sont auto-agglutinables en eau
distillée(Avril et al.,2000).

= Antigénes H

Ce sont des antigenes flagellaires qui ne sont donc présents que chez les souches mobiles.
Constitués d’une protéine nommée la flagelline, ils sont thermolabiles et inactivés par
I’alcool. Les réactions d’agglutination se produisent et sont constituées d’agglutinats

floconneux,facilement dissociables par agitation (Avril et al.,2000).
= Les Antigenes K

Ces antigénes capsulaires sont généralement constitués d’une couche externe
polysaccharide. Parmi les antigénes K, se trouvent les antigénes L, A, B d’E.
colietl’antigene Vi de certains Salmonella ou Citrobacter. Ces antigenes peuvent rendre la
souchequi les possede inagglutinable par les antiserums O ; ils sont détruits par une
ébullition de 2heures. Les antigénes d’adhérence ou adhésines, de nature protéique, en
relation avec la présence de pili sont classés parmi les antigenes K (K88, K99) (Avril et
al.,2000).

* L’antigéne Kunin

Cet antigéne commun des entérobactéries n’est pratiquement retrouvé que dans cette

famille et a un intérét taxonomique (Avril etal,2000) .
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1.9.Etude des principaux genres
1.9.1. Escherichia coli

= Définition

Isolee pour la premiere fois par Escherich en 1885, Escherichia coli est l'espece
bacterienne qui a ete la plus etudiee pour des travaux de physiologie et de genetique.
Elle represente 1’espece type du genre Escherichia. Appelee communement <«
colibacille >, cette espece possede certains caracteres bacteriologiques (Avril et al.,
2000).

= Habitat

E. coli est un commensal du tube digestif de 'nomme et de nombreux animaux (Sutra et

al.,1998). Il représente a lui seul la plus grande partie de la flore bactérienne aérobie
del'intestin (espéce aérobie dominante) & raison de 10® par gramme de fécés (flore totale
10! 310'? bactéries par gramme) (Paul, 2005).

* Pouvoir pathogéne

Escherichia coli est I'une des especes bacteriennes le plus souvent rencontree en
pathologie humaine. Elle regroupe des souches commensales de l'intestin de I'homme et
des animaux de méme que des souches responsables de pathologies intestinales comme
les diarrhee aigues (Freney et al.,2000). Certaines souches de E. coli sont impliquees
dans plusieurs infections extra-intestinales importantes de I'homme telles que les
infections urinaires, abdominales et meningees (Fauchere et Avril, 2002). E. coli est le
micro-organisme le plus frequemment implique dans plusieurs infections urinaires
acquises en ville. 1l est egalement responsable d'infections nosocomiales, notamment des
infections des plaies chirurgicales et des bacteriemies (Alain et Bernard, 2002). Les
souches de E. coli pathogenes peuvent etre separes en deux grands groupes en fonction du
type d’infection dont elles sont a I’origine. Le premier groupe nomme E. coli pathogenes
intestinaux (IntEC) est a I’origine de syndromes diarrheiques et comprend six groupes
pathogenes ou pathovars. Il s’agit des E. coli enterotoxinogenes (ETEC), des E. coli
enterohemorragiques (EHEC), des E. coli enteroagregatifs (EAEC), des E. coli a adhesion
diffuse (DAEC), des E. coli enteropathogenes (EPEC) et des E. coli enteroinvasifs
(EIEC). Le deuxieme groupe, nomme EXPEC pour E. coli pathogenes extra-intestinaux,
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comprend les souches a ’origine d’infections du tractus urinaire (Uropathogenic E. coli
ou UPEC), les souches a I’origine de meningites et de septicemies (neonatal meningitis E.

coli ou NMEC) et le pathovar animal aviaire (APEC) (Nataro et Kaper, 1998).
= Facteurs de pathogénicité d’E. coli
1-Fimbriae

Les fimbriae aussi connu sur le nom de pili sont des hétéro polyméres d’environ 1pum de
longueur et de diamétre allant de 5 a 10 nm (Kaper et al.,2004). Les UPEC expriment
plusieurs fimbriae, tels que des fimbriae de type 1, des fimbriae de type P, des fimbriae
F1C et des fimbriae S. Ils sont nécessaires a la bactérie pour promouvoir la colonisation
des surfaces. Chaque souche peut exprimer différents types de fimbriae selon leur contenu

génétique et les phases ou la bactéries trouve (High, 1988).
2-Auto-transporteurs

Les auto-transporteurs sont une famille de protéines capables de s’auto sécréter a travers
la membrane d’une bactérie a Gram-négatif grace a un mécanisme appelé sécrétion de
type V. Il existe différents auto-transporteurs dont des toxines, des hémagglutinines, des
cytotoxines et les SPATEs(Serine Protéase AutoTransporters of Enterobacteriaceae)
(Restierietal.,2007).

3-Hémolysine

L’hémolysine est une toxine ‘Repeats-In-ToXin’ (RTX). Les toxines RTX sont produites
pardes bactéries a Gram-négatif et sont caractérisées par des répétitions dans la séquence
protéique ainsi que par un systeme de sécrétion de type 1 (T1SS). Les fragments des
séquences répétées sont riches en aspartate et glycine. lls se situent en C-terminal, ce qui
facilite le transport par le systéme de sécrétion. Les toxines RTX sont composées d’un
regroupement de génes comprenant la toxineRTX, une acyltransférase permettant
I’activation de la toxine et les protéines du systéme de sécrétion de type 1. Ces génes sont

typiquement localises sur des ilots de pathogenicites(Smith et al., 2015).
4-Sidérophores

Les sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire (500 a 1500 Daltons)
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ayant une forte affinité pour le fer ferrique (fer oxyde). Ce sont des chélateurs de fer qui
permettent 1’obtention de fer par la bactéric pour ses besoins physiologiques. Les
sidérophores sont des facteurs de virulence essentiels dans la plupart des bactéries
pathogenes & Gram-négatif. Le fer est nécessaire a la bactérie ; cependant, il est difficile
d’acces. Le fer ferreux (Fe2+) étant toxique et le fer ferrique (Fe3+) insoluble, il n’y a que
trés peu de fer libre disponible chez I’héte infecte. Les bactéries sont donc en compétition
entre elles pour le capturer, mais aussi en compétition avec les systemes de défense de

I’hote tels que la transferrine et la lactoferrine (Holden et Bachman, 2015).
1.9.2. Klebsiella pneumoniae
= Definition

Connue autrefois sous le nom de pneumobacille de Friedlander, Klebsiella pneumoniae
est une bactériec commensale de I’intestin, des voies respiratoires et des
animaux(Drancourt,2007). Chez I’homme, elle est 1’agent responsable des
pneumopathies aigués, d’angines, d’otites, de cystites et d’affections rénales(Avril et
al.,2000).

Ce sont des bactéries immobiles capsulées et tres polymorphes. Sur gélose, les colonies de
type mucoide ont un aspect caractéristique ; elles sont volumineuses, bombées, brillantes,
opaques et souvent confluentes. En bouillon, on note la formation d’un trouble dense avec

collerette visqueuse(Avril et al.,2000).
= Taxonomie

Le genre Klebsiella a été nommeé par Trévisan en 1887 pour honorer Klebs Edwin, un
microbiologiste Allemand du 19¢me siécle. L’espéce type est K. pneumoniae, connue
autre fois sous le nom de pneumo bacille de Friedlander. Ce dernier avait décrit cette

bactérie dans les poumons d’un patient décédé d’une pneumonie(Belbel, 2013).

Le genre Klebsiella comporte actuellement cing espéces et K. pneumoniae comportent
3 sous espéces: K. pneumoniae subspPneumoniae, K. pneumoniae subspozanae et
K.pneumoniae subspRhinoscleromatis; Klebsiellaoxytoca; Klebsiella ornithinolytica;
Klebsiella terrigena et Klebsiella planticola. (Abid et al., 2007). K. pneumoniae est une

espece ubiquitaire, et fréquemment isolée de I’environnement(eaux usées, sol,....etc.) et
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de la flore commensale du tube digestif et des voies respiratoire ssupérieures (Bagley et
al., 1978 ; Avril et al.,2000).

= Habitat

Elles sont retrouvées fréquemment dans le sol, les eaux de surface ou eaux usees et les
vegétaux. Elles se fixent sur les plantes, notamment au niveau des racines ; et fixent a leur
niveau 1’azote atmosphérique. K. pneumoniae et K. oxytoca sont réguliérement présentes
dans le tube digestif de I’homme et des animaux. Elles sont isolables en quantité
significative (>10* bactéries par gramme) dans 30% des selles d’individus n’ayant aucune

pathologie digestive(Joly et Reynaud, 2003).
= Pouvoir pathogene de K. pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est un germe opportuniste, responsable d'infections diverses
infections suppuratives, urinaires, respiratoires, biliaires qui peuvent étre a 1’origine de
bactériémie et surtout de septicémie de pronostic sévere, principalement chez les malades
immunodéprimés, cancéreux, brdlés, cirrhotiques, diabétiques, chez les vieillards,
nourrissons, nouveau nés et prématurés (Stone et al., 2003 ; Sahly et al.,2004). Il est
responsable de plus de 10% des infections nosocomiales (Chung et al.,1992 ; Podschun
et Ullmann, 1998).

= Facteurs de pathogénicité de K.pneumoniae
Cing types de facteurs sont retrouvés chez K. pneumoniae (Podschun et Ulimann, 1998).
1 - Antigenes de surface

Deux types d'antigénes sont exprimés a la surface de K. pneumoniae. Ces deux antigénes
contribuent a la pathogénie de cette bactérie. Le premier est I'antigéne "O" qui est le
composant du liposaccharide (LPS) et dont 8 types ont été identifies. Le second est
I'antigene capsulaire (K), un polysaccharide capsulaire dont 82 ont été decrits et 77

caractérises (Dabernat et al.,1997).
2- Adhésines

Différentes adhesines ont été mises en évidence chez K. pneumoniae.Les adhésines sont

des molécules qui jouent un rdle essentiel dans la premiere étape du processus infectieux
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(Dabernatet al.,1997).

Les propriéteés d'adhésion de ces bactéries sont généralement médiées par différents types
de pili ou fimbriae. Les pili ou fimbriae sont des structures protéiques non flagellaires et
filamenteuses formant des appendices a la surface des bactéries qui ont la capacité
d'agglutiner le sérythrocytes (Gassama, 2004).

IIs sont formés de différentes sous-unités. Les deux types de fimbriae les plus rencontrés

chez K.pneumoniae sont le type 1 et le type 3 (Gassama, 2004).

e Les fimbriae de type 1 sont les mieux connus et sont présents chez la majorité des
entérobactéries. Ils ont la plus grande capacité d'adhésion et sont impliqués dans la

colonisation des tractus respiratoire et urinaire (Struve, 2008).

e Les propriétés des fimbriae de type 3 sont moins connues. lls sont impliqués dans
I'adhésion de K. pneumoniae a différents types cellulaires, par exemple aux
épithéliums urinaires et respiratoires. Leur réle comme facteur de virulence reste
hypothétique dans plusieurs modeles d'infections (urinaire, pulmonaire).
Néanmoins, du fait que ces structures semblent faciliter I'adhésion a des supports
inertes et avoir un réle dans la formation de biofilm, elles pourraient participer a la

physiopathologie des infections urinaires sur sonde (Sebghati, 1998).
3- Sidérophores

Comme il a été déja évoqué précédemment, les sidérophores sont des structures
particuliéres qui permettent aux bactéries de capter le fer environnant qui est associé a des
glycoprotéines telles que la transferrine et la lactoferrine. En effet, le fer est essentiel a la
croissance et a la réplication in vivo des bactéries et joue un réle dans l'installation et la

progression de l'infection (Dabernat et al.,1997).
4 - llot de pathogénicité

C’est un grand fragment chromosomique d’ADN de 35 a 45 kb qui porte les génes de
virulence, en particulier le locus de la yersinia actine indispensable a I'expression du
phénotype hyper-virulent de Yersinia sp. Il s'insére au niveau de la terminaison 3' du géne
de I'ARN detransfert. Cet ilot contient de nombreux génes dont le locus de la yersinia

bactine qui a pour fonction essentielle de capter les molécules de fer nécessaires a la
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croissance et a la dissémination de labactérie(Carniel, 1999).
1.9.3. Salmonella
= Définition et habitat

Les Salmonella sont des entérobactéries dont les caractéres essentiels sont de ne pas
fermenter le lactose et de ne pas produire duréase(Leyral et Vierling, 2001). Les
Salmonella sont des parasites de I'homme, des mammiferes (rongeurs), des oiseaux
(volailles) et des animaux a sang froid (reptiles). Elles sont responsables, apres
pénétration par voie orale, de nombreuses infections (salmonelloses), notamment des
fievres typhoides et paratyphoides(maladies a déclaration obligatoire n° 1), des gastro-
entérites et des toxi-infections alimentaires collectives (maladies a déclaration obligatoire
n° 12). Le principal mode de contamination chez I'homme est I'ingestion & partir de l'eau
(S.typhisurtout), des aliments (ex. produits laitiers, ceufs, viandes) ou d'animaux familiers
porteurs (tortues) (Paul, 2005).

» Classification
Les travaux récents de taxonomie, en particulier par hybridation de I'ADN, ont permisde
conclure que le genre Salmonella se divise en deux espéces bien distinctes. La premiére
est Salmonella enterica, espece majoritaire, qui se divise en Six Sous-especes: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae et indica. La sous-espece S. enterica
subspenterica est elle-méme divisée en plusieurs sérovars: Dublin, Enteritidis, Infantis,
Paratyphi, Typhi, Typhimurium, Virchow, ...etc. La deuxiéme espece est Salmonella
bongori qui correspond a I’ancienne sous-espece V de S. enterica et ne représente qu’ 1%
du genre, rarement isolée(Le Minor, 1989 ; Paul, 2005).Lessérovars étaient auparavant

considérés comme des espéces distinctes(Grimont et Grimond,1986).
= Pouvoir pathogene naturel

1- Fiévres typhoides et paratyphoides
e Etiologie

Les fievres typhoides et paratyphoides sont provoquées par quatre sérovars de Salmonella,
strictement humains, antigéniquement distincts mais de pouvoir pathogene similaire

S.Typhi, S.Paratyphi A, S. Paratyphi B et S. Paratyphi C. Ces salmonella sont dites
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majeures en raison de la gravité de la pathologie qu'elles provoquent (Le Minor, 1989).
e Physiopathologie

Les salmonelles sont ingérées avec une boisson ou un aliment contaminé. La dose
infectante serait de I'ordre de 10° bactéries (Frenot et Vierling, 2001). Elles traversent
sans léser la paroi intestinale et gagnent les ganglions mésentériques satellites ou elles
vont se multiplier. Une partie des Salmonella se lyse et libére leur endotoxine. Celle-ci
provoque des signes cliniques (fievre, tuphos, bradycardie) et biologiques (leucopénie) et
une irritation des plaques de PEYER qui peut entrainer des hémorragies intestinales et des
perforations. A partir des ganglions mésentériques, par le canal thoracique, des
Salmonella gagnent le courant sanguin (hémoculture positive), et disséminent dans tous
les organes (reins, foie, vésicule biliaire) et sont excrétées en faible nombre et de maniére
intermittente dans les selles (coproculture positive). Finalement, I'organisme infecté
produit des anticorps contre les antigenes bactériens (sérodiagnostic positif), qui
contribuent & la guérison spontanée de la maladie. Sans traitement, la mortalité est
d'environ 20 % (Le Minor, 1989).

e Gastro-entérites a Salmonella

Les Salmonella dites « mineures » (Salmonella typhimurium, enteritidis, dublinetc...),
ubiquitaires, sont ingérées avec une boisson ou un aliment contaminé (cas sporadiques) ou
apres contamination féco-orale, souvent par les mains sales (épidémies de collectivités
d'enfants). Il peut s'ensuivre des infections purement digestives, les gastro-entérites.
Celles-cise traduisent par de la diarrhée, des vomissements et de la fiévre. Leur évolution
est en général bénigne. Certains sujets restent porteurs sains de Salmonella dans leur tube
digestif et peuvent dans certaines circonstances (profession de I'alimentation) disséminer
leur souche. Le diagnostic biologique des gastro-entérites repose sur l'isolement de la

Salmonella par coproculture (Le Minor, 1989).
1.9.4.Serratia
= Definition

Toutes les Serratia possédent une gélatinase et une DNAse sauf (S. fonticola) (Denis et

Ploy, 2007). D’une maniére générale, les espéces de ce genre sont isolées des
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plantes(légumes, champignons, mousses), du tube digestif des rongeurs (40% des petits
mammiferes sauvages sont porteurs de Serratia spp.), des insectes, de 1’eau et du sol
(Euzéby, 2003).

* Pouvoir pathogéne

Le genre Serratia comprend maintenant dix espéces S. marcescens, S. liquefaciens, S.
proteomaculans, S.grimesii, S.polmuthica, S.rubidaea, S. odorifera, S.ficaria, S.fonticola,
et S.entomophila(Sekhsokh et al.,2007). La principale espéce pathogene du genre est
Serratia marcescens qui provoque habituellement des infections nosocomiales. Toutefois,
des souches de S. plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaea et S. odorifera ont causé des

maladies a travers des infections (Basilio, 2009).
1.9.5.Enterobacter
= Définition
Les Enterobacter sont des bacilles a Gram-négatif généralement mobiles, fermentent ou
non le lactose et ils ont une B-galactosidase (Fauchere et Avril, 2002).

= Caracteres bactériologiques

E. cloacaeest anaérobie facultatif mesurant 0,6 a 1 um de diameétre et 1,2 2 3 um de
longueur. 1l se déplace grace a des flagelles péritriches et est doté de pilus de classe 1
(Hart,2006). Sur gélose nutritive, E. cloacae forme des colonies rondes avec un diametre

de 2 mm et légerement plates avec des bords irréguliers (Grimont et Grimont, 2006).
= Caractéres biochimiques

E. cloacae produit un acide a partir de la fermentation du glucose, donne une réaction
négative a l'épreuve au rouge de méthyle et une réaction positive au test de Voges

Proskauer. La température optimale de sa croissance est de 30 °C (Hart, 2006).
= Pouvoir pathogene

Différentes especes constituent ce genre. Certains n’ont jamais été associés a des
infections humaines. Les espéces les plus souvent isolées incluent E.cloacae et

E.aerogenes, suivie par Enterobacter sakazakii. Les espéces du genre Enterobacter, en
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particulier E.cloacae et E.aerogenes, sont des pathogenes responsables d'infections
nosocomiales diverses, y compris la bactériémie, les infections des voies respiratoires et
urinaires, I'endocardite, les infections intra-abdominales et ophtalmiques, l'arthrite
septique et les ostéomyélites (Fraser et al.,2010). E.sakazakii est 1’agent d’infections
rares mais séveres touchant particulierement les tres jeunes enfants, les personnes agées et
les sujets immunodéprimes. Cette espece se différencie des autres Enterobacter par son

pigment jaune (Leclercq, 2006).
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Chapitre 11

Généralités sur les antibiotiques

11.1.Définition

Un antibiotiqgue peut é&tredéfinit comme étant tout composé chimique d’origine
naturelle,semi synthétique ou synthétique qui, en solution trés diluée, est capable de
détruire les microorganismes ou d’inhiber leur croissance (Van Bambeke et Tulkens,
2008). Il doit avoir une toxicité sélective envers 1’agent infectieux sans toutefois affecter
1I’organisme héte infecté par les germes pathogenes(Gautier, 2007). La spécificité d’action
des antibiotiques s’appuie sur les différences métaboliques et structurales existantes entre
les cellules procaryotes et eucaryotes.L.’ensemble des bactéries affecté par un antibiotique
donné est appelé le spectre d’activité de cet antibiotique. Les antibiotiques efficaces contre
de nombreuses bactéries a Gram positif et a Gram négatif sont dits a "large spectre”, tandis
que ceux actifs uniquement contre certaines bactéries a Gram positif ou négatif sont dits a
"spectre étroit" (Walsh, 2003).

11.2. Historique

Tout semble avoir commencé en 1889 ou I’ Allemand Rudolf Emmerich a été le premier
a effectuer des essais cliniques sur une substance antibiotique, la pyocyanase. Découverte
par hasard un an auparavant, cette substance avait la capacité de détruire de nombreuses
bactéries pathogenes, dont celles de la fievre typhoide, du charbon, de la diphtérie, de la
peste, ...etc. Cependant, I’intérét soulevé par cette découverte est retombé rapidement car
le médicament étant instable et toxique. Il a été cantonné a des utilisations externes sous
forme de pommade pour les dermatoses. Quelques années plus tard, Paul Ehrlich a obtenu
de bons résultats sur la syphilis avec un colorant associ¢ a de ’arsenic, le salvarsan. Mais la
toxicité de la substance et ses effets secondaires importants ont relativisé cette efficacité. Le
milieu médical fourmillait alors de découvertes ponctuelles, d’essais cliniques, de pistes
explorées puis abandonnées. La chimiothérapie semblait de voir eémerger comme une
révolution dans I’art de traiter les maladies, mais il restait encore aux médecins a trouver le
médicament «miracle», a la fois efficace et sans effets négatifs, car 1’enthousiasme du

public risquait de disparaitre(Broun, 2004).

~)3~



Chapitre Il: Généralites sur les antibiotiques

En 1887, le Francais Ernest Duchesne a été le premier a remarquer le pouvoir
antibactérien des moisissures du genre Penicillium et a envisager des possibilités
thérapeutiques. Mais son travail, encore trop précurseur, n’a pas eu de suite. En 1928, a
I’hopital Sainte-Marie de Londres, le docteur Alexander Fleming a redécouvert ce
phénomene (figure 2). Alors qu’il effectuait des recherches sur les staphylocoques, il a
remarqué dans 1’une de ses boites de Pétri, que les colonies de staphylocoques proches de
la moisissure Penicillium étaient mortes. Il a été le premier a publier un article sur les effets

antibactériens de la pénicilline (Broun, 2004).

Figure 2 : Alexander Fleming(Brown, 2020)

Quelques années plus tard, Howard Florey, Ernst Chain et Norman Heatley ont étendu les
travaux de Fleming et ils ont réussi a faire produire et & purifier la pénicilline, prouvant
ainsi son intérét en tant que médicament(Evans, 2004). Alors que leurs recherches
commencaient a étre couronnées de succes, la Seconde Guerre mondiale a été déclarée. Le
projet a été déplacé aux Etats-Unis pour le préserver des bombardements allemands, et les
travaux ont été orientés vers la fabrication en grandes quantités de la moisissure produisant
la pénicilline. L’objectif était de pouvoir fournir un médicament pouvant traiter les
nombreux blessés dus a la guerre. Le monde entier parlait alors de la pénicilline et de ses
effets miraculeux. Dans 1I’inconscient collectif, les antibiotiques ont commencé a devenir le
reméde aux maladies infectieuses. La fin de la Seconde Guerre mondiale a vecu
I’apparition d’un autre antibiotique célébre, la streptomycine. Produite par un micro-
organisme vivant dans le sol, Streptomyces griseus, cette substance a été découverte par
Waksman en 1943. Elle s’est révélée efficace contre les bactéries de certaines infections
courantes, de la méningite et, surtout, de la tuberculose. La streptomycine a été le premier
véritable médicament capable de lutter efficacement contre cette maladie chronique
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(Benteley et Bennetl ,2003).
11.3. Criteres de classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques peut se faire selon quatre criteres :

- L’origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthese (synthétique

ou semi synthétique) ;

- Le mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines,

synthése des acides nucléiques ;

- Le spectre d’activité : liste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs

(spectre étroit ou large) ;

- La nature chimique : tres variables, elle est basée souvent sur une structure de
base(Benabbou, 2012).

11.4. Mode d’action des antibiotiques

On considere les antibiotiques comme le groupe le plus important de médicaments pour
la médecine. A coté de leurs propriétés de lutter contre les infections humaines dues aux
bactéries pathogeénes, ils sont également utilisés en médecine vétérinaire (Emmanuel,
2003).Les antibiotiques agissent a un niveau précis dans les structures bactériennes et

chaque famille posséde son propre site d’action (figure 3).

11.4.1. Action sur la paroi bactérienne : la bacitracine, la pénicilline et les
céphalosporines agissent sur les germes en croissance et inhibent la derniére étape de la
biosynthése du peptidoglycane (muréine composant essentiel de la paroi bactérienne, qui
confére a la bactérie sa forme et sa rigidité, se qui lui permet de résister a la forte pression
osmotique intra cytoplasmique) (Zeba, 2005).0r, la pénicilline est un antibiotique qui
empéche la synthése de peptidoglycane ; par conséquent, la paroi cellulaire est grandement
affaiblie, et la cellule finit par se lyser.(Gerard et al., 2003).

11.4.2. Action sur la structure de la membrane : en désorganisant sa structure et son
fonctionnement, ce qui produit des graves troubles d’échange électrolytique avec le milieu

extérieur (Flandrois et al., 1997).
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11.4.3. Action sur la synthese protéique : sur les ribosomes, ce qui entraine 1’arrét de la
biosynthése des protéines ou la formation de protéine anormale. Les aminoglycosides ou
aminosides (streptomycine, gentamycine, amykacine) empéchent la traduction de I’ARNm
en se fixant sur la petite sous-unité des ribosomes (Hermann, 2005). Les phénicols
(chloramphénicol, thiamphénicol) bloquent la formation de la liaison peptidique sur la
grosse sous-unité du ribosome bactérien. Les cyclines (tétracycline, doxycycline) bloquent
I’élongation de la chaine peptidique en se fixant sur la petite sous-unité (Flandrois et al.,
1997).Les macrolides et les kétolides (érythromycine, azithromycine) bloquent 1’élongation

de la chaine peptidique (Nilius et Ma, 2002).

11.4.4. Action sur la synthése de ’ADN : certaines familles d’antibiotiques empéchent la
réplication d’ADN en bloquant la progression de I’ADN polymérase. L’actinomycine
bloque la progression de I’ARN polymérase. Les sulfamides provoquent une inhibition de
la synthése des bases nucléiques et la cellule meurt par carence en bases nucléiques
(Flandrois et al., 1997).Les quinolones et les fluoroquinolones inhibent I’ADN gyrase
(Chopra, 1998).

11.4.5. Autres: en agissant entant qu’anti métabolites bactériens (c'est-a-dire au niveau des
étapes du métabolisme intermeédiaire des bactéries), comme le métabolisme de 1’acide
folique (Gerard et al., 2003).
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Figure 3 : Cibles des principaux antibiotiques (Benlmouden et Hakkou, 2007).

a .Paroi bactérienne ; b. Espace périplasmique ; 1. B-lactamine (PLP) ; 2. Glycopeptides ; 3. Dihydroptéorate
synthétase (sulfamides) ; 4. Fixation a la sous-unité 50 S du ribosome (macrolides, synergistines,

lincosamides, phénicolés) ; 5. Fixation a la sous-unité 30 S du ribosome (aminosides, tétracyclines) ; 6.
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Acides nucléiques (quinolones, rifamycines, nitroimidazolés) ; 7. Membranes cytoplasmiques (polymyxines).

I1.5. Classification des antibiotiques

Selon la structure chimique, on peut compter sept classes majeures d’antibiotiques
bactériens utilisés en milieu clinique : les P-lactamines, les glycopeptides, les
aminoglycosides, les tétracyclines, les macrolides, les quinolones et les sulfonamides
(Nukaga et al., 2003).

11.5.1. Béta-lactamines
11.5.1.1. Définition

Les béta-lactamines sont les antibiotiques de premiére ligne dans le traitement des
infections bactériennes en raison de leur large spectre d’activité bactéricide, leur faible

toxicité ainsi que les vastes molécules disponibles(Robin et al., 2012).

Elles sont actives sur des bactéries en phase de croissance et agissent en inhibant la
synthése de la paroi bactérienne (synthese du peptidoglycane) par inactivation des
principales enzymes impliquées dans cette construction : Les PLP (protéines liant les
pénicillines) (Ndir, 2015).

1.5.1.2.Mode d’action des p-lactamines

Les B-lactamines, analogues structuraux de la terminaison peptidyl-D-alanyl-D-alanine
du peptidoglycane, ont pour fonction d'interagir avec un groupe de protéines, les PLPs,
également appelées protéines de fixation de la pénicilline (PBP, pour Penicillin Binding
Protein), des enzymes responsables de la synthése et du remodelage du peptidoglycane
(Ghuysen, 1991 ; Nanninga, 1991). L'inhibition de ces transpeptidases, impliquees dans
I'étape finale de la biosynthése de la paroi cellulaire, se fait quand le cycle B-lactame se lie
de maniere covalente et irréversible au site actif de I’enzyme provoquant son inactivation.
Il entraine une interruption de la synthése du peptidoglycane et une production subséquente

d'enzymes autolytiques entrainant la mort cellulaire (Stratton, 2000).

Le peptidoglycane est le constituant majeur de la paroi cellulaire présent chez toutes
lesbactéries. 1l forme un réseau tridimensionnel autour de la cellule et la protége de sa
propre pression osmotique, et est essentiel a la croissance et a la division cellulaire

(Matagne et al.,1998). 1l s’agit d’un polymére formé de chaines linéaires composées de
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répétitions alternatives d’un disaccharide contenant le N-acétylglucosamine (NAG) et
I’acide N-acétylmuramique (NAM). Le dernier sucre de ce disaccharide se termine toujours
par deux résidus D-alanine. L’assemblage final des ces unités, la transpeptidation, est un
processus catalysé par les PBP se terminant par le clivage du résidu D-alanine terminal
(Wilke et al., 2005).

11.5.1.3. Structure

Les B-lactamines ont en commun une structure appelée 1’anneau B-lactame, qui est
formée de quatre membres : trois atomes de carbone et un atome d’azote. Cet anneau

constitue la portion responsable de ’activité de ces molécules (Fisher et al., 2005).

Il existe de nombreuses variétés de béta-lactamines ayant toutes en commun le noyau
béta-lactame (qui est la partie efficace de la molécule) (Vasseur, 2014). Cette famille
comprend cing principaux groupes : les penicillines, les céphalosporines, les

monobactames, les carbapénemes et les inhibiteurs de béta-lactamases (figure 4).

CH,

HO“N . R
/[ W
/ o
—OH 0
1"—1“0 et COOH
0/)-— N S R
COOH Carbapénémes (1976) R-CONH_" 8
Acide clavulanique (1976) A—N
0 R"
Monobactames (1981)
R-CONH
\r—.“‘ S,
| ‘
RS R.CONH S
0/_ 3 N—
COOH N R
0 '
Pénicillines (1940) COOH
BETA-LACTAMES Céphalosporines (1948)

Figure 4: Structure chimique des principales béta-lactamines (Comte et al., 2012).
11.5.1.3.1.Les pénicillines

Le noyau fonctionnel de ce groupe est appelé noyau péname. Les principales molécules

sont la penicilline G, la méticilline et les isoxazolylpénicillines (oxacilline et cloxacilline),
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les amino-benzylpénicillines (ampicilline et amoxicilline), les uréido-pénicillines
(pipéracilline), les carboxy-pénicillines (ticarcilline) et les amidino-pénicillines

(mécillinam).
11.5.1.3.2.Les céphalosporines

Le noyau fonctionnel de ce groupe est appelé noyau cépheme. La mise en évidence de cette
sous-famille a été initiée en 1945 par le professeur Brotzu en Sardaigne (Gootz, 1990). Il a
mis en évidence [’activité antibactérienne du filtrat d’un champignon dénommé
Cephalosporium acremonium, isolé a partir d’eau de mer prélevée a proximité d’une
décharge publique.Ces [-lactamines sont toutes a large spectre et leur intérét réside surtout

dans leur activité sur les bacilles a Gram négatif(Gootz, 1990 ;Limbert et al., 1991).

Il existe quatre générations de céphalosporines classées selon leur date de mise sur le

marché et leur spectre d’activité :

v" Premiére génération (C1G): Comme la céfalotine et la céfaloridine qui sont
essentiellement efficaces contre les bactéries pathogénes a Gram positif comme
Staphylococcus aureus et Streptococcus pneumoniae et a quelques entérobactéries
ne produisant pas de céphalosporinases inductibles comme E. coli et Salmonella
spp. Ce sont les moins stables vis-a-vis de I’hydrolyse par les béta-lactamases
(Limbert et al., 1991) ;

v Deuxieme génération (C2G): Comme le céfamandole et la céfoxitine qui sont
caractérisées par une meilleure résistance aux B-lactamases a large spectre et un
spectre d'action plus étendu au sein des entérobactéries, avec des variations selon

les molécules (Limbert et al., 1991) ;

v Troisieme génération (C3G): Telles que la céfotaxime et la ceftazidime qui se
distinguent par un accroissement important de leur spectre antibactérien et par leur
stabilit¢ a la plupart des [-lactamases comme les pénicillinases et les
céphalosporinases chromosomiques des entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa

et Acineto bacter baumannii(Cavallo et al., 2004).

v' Quatrieme génération (C4G): Telles que le céfépime et le cefpirome qui sont des

antibiotiques a large spectre et présentent un gain d’activité sur les cocci a Gram
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positif, une activité sur P. aeruginosa et une meilleure résistance a 1’hydrolyse par
les céphalosporinases hyperproduites. Elles sont une substitution possible aux
cephalosporines de troisieme génération pour le traitement de germes résistants.
(Hardman et Limbird, 1998)

11.5.1.3.3.Les carbapénemes

Le noyau fonctionnel de ce groupe est appelé noyau péneme. Ce sont les plus efficaces
actuellement comme I’imipenéme et la méropénéme. lls sont trés actifs sur un grand

nombre d’espéces bactériennes a Gram positif et a Gram négatif. (Cavallo et al., 2004)

L’imipenéme est résistant a la plus part des P-lactamases, y compris les -lactamases a
spectre élargi. De trés rares souches d’entérobactéries sont apparues capables de dégrader

I’imipenéme ont été décrites(Cavallo et al., 2004). .
11.5.1.3.4. Les monobactames

Le noyau fonctionnel de ce groupe est appelénoyau azétidine. La molécule la plus connue
de ce groupe est 1’aztréonam, qui a une activité sur les bacilles a Gram négatif comparable
a celle des céphalosporines de 3éme génération, mais elle est inactive sur les bactéries a

Gram positif et les anaérobies(Le Noc, 1999).
11.5.1.3.5. Les inhibiteurs des p-lactamases

Ils possedent une faible activité antibactérienne intrinseque. En se liant a la bétalactamase,
ils permettent I’activité de la béta-lactamine a laquelle ils sont associés. Il en résulte une
action synergique et une augmentation de I’activité de la bétalactamine. , ils sont utilisés en
association avec d’autres [- lactamines (amoxicilline, ticarcilline et pipéracilline).
L’association amoxicilline-acide clavulanique (Augmentin) semble étre la plus
utilisée(Andre et al., 1998).

11.5.2. Aminosides
11.5.2.1. Définition

Les antibiotiques aminosidiques ou aminoglycosides sont des molécules de petite taille,
présentant une action bactericide. 1ls sont constitués de plusieurs cycles substitués par des

fonctions amines et hydrolyse et dont certains sont des cycles sucrés (figure 5) (Poole,
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2005). Ces composés sont largement employés en thérapeutique dans le traitement des

infections bactériennes séveres, principalement en milieu hospitalier (Courvalin et al.,
1991).
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Figure5: Structure de quelques aminosides: le cycle central DOS est indiqué en
bleu(Poole, 2005)

A : Desoxystreptamine (DOS) ; B : Paromamine (R = OH) ; Neamine (R = NH2) ;
C : Paromomycine (R = OH) ; Neomycine (R = NH2) ;

D : Kanamycine (R1 = OH, R2 = OH) ; Tobramycine (R1 = H, R2 = NH2)

11.5.2.2.Classification des aminosides

Les aminosides sont classés selon la position des sucres fixés sur le cycle

désoxystreptamine. Plusieurs substitutions sont distinguées : (Le Minor et VVéron, 1989).

» Substitution en 4-5: neomycine, paromomycine, lividomycine, ribostamycine et
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butyrosine ;

 Substitution en 4-6: ici situent touts les aminosides essentiels, parmi lesquels on peut
rapprocher, en fonction des analogies de formules, kanamycine, tobramycine, dibékacine et
amikacine, gentamicine, sisomicine et nétilmicine ; (Le Minor et VVéron, 1989).

« Autres aminosides : spectinomycine, apramycine, fortimicine, kasugamycine ces trois

derniers ne sont pas utilisés en thérapeutique humaine (Le Minor et VVéron, 1989).
11.5.2.3. Mode d'action des aminosides

Les aminosides ont pour principale cible le ribosome. Ils doivent tout d’abord pénétrer dans
le cytoplasme bactérien (Magnet et Blanchard, 2005). Chez les bactéries a Gram négatif,
les aminosides diffusent a travers la membrane externe par un systéme de porines. Une fois
dans I’espace périplasmique, le franchissement de la membrane cytoplasmique nécessite un
transport actif, oxygéne dépendant. Cette étape limitante, explique la résistance naturelle
aux aminosides des germes anaérobies stricts (Bryan et Kwan, 1983). Les quelques
molécules ayant atteint le cytoplasme se fixent au site aminoacyl de I'ARN ribosomal 16S
(Le site A), dans la sous-unité 30S du ribosome (Durante-Mangoni et al., 2009). Cette
liaison inhibe I'appariement de 'ARNm au ribosome et empéche l'initiation de la traduction
et peut aussi causer une mauvaise interprétation du code génétique, conduisant a la
synthese de protéines "nonsens” (Kotra et al., 2000). Les protéines aberrantes
nouvellement synthétisées sont incorporées a la membrane cytoplasmique. Elles
endommagent son intégrité et facilitent ainsi I’entrée dans le cytoplasme de nouvelles
molécules aminosides, qui vont accroitre les dommages cellulaires et entrainer la mort de la
cellule (Taber et al., 1987). Les aminosides peuvent en outre, s'accumuler de facon
irréversible dans la cellule bactérienne, altérer la synthése de I'ADN ou dégrader I'ARN ou
encore provoquer des désordres ioniques importants dans la cellule bactérienne (Lambert,
1997). Cette pléiotropie suggere que I’action des aminosides pourrait ne pas étre limitée a
la synthese protéique, ce qui explique leur effet bactéricide rapide (Forge et Schacht,
2000).

11.5.3. Quinolones

11.5.3.1. Définition
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Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides tres largement utilisés en médecine
humaine et vétérinaire. Ces molécules sont généralement classées en générations en
fonction de leur spectre d'activité (Cattoir, 2012). Parmi eux, les fluoroquinolones qui sont
actifs notamment sur les bacilles & Gram négatif (entérobactéries, Haemophilus
influenzae,Pseudomonas aeruginosa). Elles sont largement prescrites dans les infections
urinaires, respiratoires, génitales, osseuses, meningiteses, abdominales... etc., en particulier
au cours d'infections a bacilles & Gram négatif aérobies (Ansart et al., 2005).Leur structure
de base est présentée dans la figure ci-apres :

Figure 6 :Structure de base des quinolones (Faure, 2008).

11.5.3.2. Classification des quinolones

* Les premiéres quinolones, dites de premiere génération: acide nalidixique, acide
oxolinique, acide pipémidique, comprennent des molécules a spectre étroit, utilisées dans le

traitement des infections urinaires dues aux entérobactéries ;

sLes quinolones de deuxieme génération: norfioxacine, ofloxacine, péfloxacine,

ciprofloxacine, présentent un spectre élargi a d'autres bacilles a Gram négatif ;

*Les molécules de troisieme génération ou dites fluoroquinolones: sparfloxacine,

lévofloxacine, moxifloxacine ;

 Les fluoroquinolones de quatrieme genération: trovafloxacine, gatifloxacine présentant

une activité accrue sur les bactéries anaérobies strictes (Cattoir, 2012).
11.5.3.3. Mode d'action des quinolones

Le mécanisme d'action de cette classe pharmacologique consiste en une inhibition de
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I'ADN gyrase, topoisomérase Il bactérienne composee de deux sous-unités A et deux sous
unités B et de la topoisomérase 1V. Ces enzymes sont essentielles a la réplication et a la
transcription de I'ADN bactérien. L”inhibition par les quinolones du complexe ADN
bactérien-enzymes empéche le «surenroulement» de I'ADN, le relachement de I'ADN
«surenroulé» et entraine la séparation de la double chaine hélicoidale de I'ADN. Les
quinolones sont spécifiques a I'ADN bactérien et exercent une activité bactéricide pendant

la phase de multiplication et de repos des bactéries (Larouche, 2001).
11.5.4.Rifampicine
11.5.4.1.Classification

La classe des rifamycines a été découverte en Italie en 1957. Le chef de file de la famille,
larifamycine B, est une molécule naturelle isolée de Nocardia mediterranei. La rifamycine
B a été transformée a partir de la solution aqueuse en une molécule plus active, la
rifamycine S, elle-méme transformée en rifamycine SV. Cette derniere est un antibiotique
treés actif et plus soluble, mais non absorbable par voie orale. En 1965, il a été synthétisé un
dérivé le 3-4-methyl-piperaziny limino methyle administrable par voie orale, appelé
rifampicine, qui est devenu le principal composant de la famille (figure7)(Taha et al.,
2006).

Figure 7 : Structure de la rifampicine(Taha et al., 2006)

11.5.4.2. Mode d’action de la rifampicine

L’action bactéricide de la rifampicine se situe au niveau du génome bactérien et se traduit

par un blocage transcriptionnel. En effet, la rifampicine se lie de fagcon covalente a la sous-
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unitébéta de I’ARN polymé rasecodee par le gene rpoB. Cette liaison inhibe I’initiation de
la transcription de I’ADN bactérien et la formation de 1’ensemble des ARN messagers, des
ARN de transferts et des ARN ribosomiaux (Xu et al., 2005).

11.5.5. Tétracyclines
11.5.5.1.Définition

Ce sont des antibiotiques de type bactériostatique de la classe des cyclines, produits par une
bactérie du genre Streptomyces. Elles sont indiquées contre nombre d'infections
bactériennes a Gram positif, Gram négatif et anaérobies, mais aussi contre d’autres micro

organismes de type parasites(Boukaa, 2013).
11.5.5.2.Mode d’action des tétracyclines

Les tétracyclines traversent la paroi bactérienne soit en empruntant la voie des porines
(pour les molécules hydrophiles) ou par diffusion a travers la couche de phospholipides
(pour les molécules lipophiles). Le passage de la membrane cytoplasmique nécessite un
transport actif. Les tétracyclines sont des inhibiteurs de la traduction. Elles se fixent sur la
sous-unité 30S des ribosomes, s’opposant a la fixation de 1’amino-acyl-ARNt sur le site
constitué par le complexe ARNm-ribosome, ce qui stoppe la phase d’élongation de la

synthese protéique(Boukaa, 2013).
11.6. Sensibilité des entérobactéries aux antibiotiques

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux peénicillines G et M,
macrolides,lincosamides, synergistines et glycopeptides. Elles sont habituellement
sensibles aux [B-lactamines, phénicoles, tétracyclines, sulfamides, triméthoprime,
nitrofuranes,fosfomysine, colistine et aminoside (kanamycine, gentamicine, tobramycine,

amikaci neel et nétilmicine (Bonnet,2006).
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Chapitre 111

Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques

I11.1.Définition de la résistance aux antibiotiques

De nombreuses molécules d’antibiotiques d’origine naturelle ou synthétique ont été
découvertes de la fin des années 1940 jusqu’aux années 1970. Le succes des premiers
traitements anti infectieux a fait considérer un peu hativement le probleme des maladies
infectieuses comme définitivement réglé. Cependant, 1’enthousiasme a décliné avec
I’apparition des premiéres résistances des bactéries aux antibiotiques. Les bactéries ont su
s’adapter et résister plus ou moins vite a chaque nouvel antibiotique introduit en
thérapeutique (Ploy et al., 2005). Ces résistances peuvent avoir un spectre étroit, limité a
un ou quelques antibiotiques de structure voisine, mais on observe depuis plusieurs
années 1’émergence de mécanismes de résistances croisées a des molécules de structures
et de modes d’actions différents (Walsh, 2000). Aujourd’hui, de véritables« monstres »
bactériens résistants a tous les antibiotiques sont devenus de plus en plus émergeants(Ploy
et al., 2000).

111.2. Origine génétique de la résistance et modalités de transfert genétique

La résistance bactérienne a un antibiotique est d’origine génétique. Les génes de la
résistance se trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans des
éléments mobiles, comme les plasmides, les éléments transposables ou les intégrons
(résistance extra chromosomique). La résistance peut étre soit naturelle, soit acquise
(Mandell et al., 2009).

111.2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinseque est un caractére d’espéce qui touche toutes les
cellules de toutes les souches alors que la résistance acquise est un caractére qui ne
concerne que quelques (ou parfois de nombreuses) souches d’une espece

donnée(Fauchere et Avril, 2002).

La résistance naturelle est stable et transmise a la descendance mais pas ou peu
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transmissible sur un mode horizontal. Inversement, la résistance acquise est moins stable,
mais elle se propage souvent de fagon importante dans le monde bactérien. La résistance
naturelle a pour support génétique le chromosome bactérien et elle permet de définir le
spectre d’activité des antibiotiques (Fauchére et Awvril, 2002). Ses mécanismes

biochimiques sont nombreux dont quelques-uns d'entre eux sont cités ci-dessous :

= Les bacilles a Gram négatif (et notamment les entérobactéries dont K.pneumoniae
et P. aeruginosa) sont naturellement résistants, le plus souvent a bas niveau, aux
antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevee (pénicilline G,
pénicilline M,  macrolides,rifampicine, acide fusidique, novobiocine,
vancomycine) puisque ces antibiotiques ne peuvent traverser la membrane externe
de la paroi. K. pneumoniae est naturellement résistante a I'amoxicilline,
ampicilline et a la ticarcilline grace a une f-lactamase chromosomique naturelle
(Pina et al., 2000) ;

= Les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes aux aminosides car le
passage de ces derniers a travers la membrane cytoplasmique nécessite un systeme
de transport actif absent chez les anaérobies. Pour les mémes raisons, les bactéries
aéro-anaérobies facultatives sont moins sensibles aux aminosides lorsqu’elles sont

placées dans un environnement pauvre en oxygene (Paul, 2005) ;

= Certaines espéces (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter
spp., Morganella spp., Providencia spp., Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides
fragilis, Bacillus cereus, Nocardia spp., ...) produisent naturellement des p-
lactamases (Paul,2005).

111.2.2. Résistance acquise

Elle existe grace a l'acquisition d'un ou de plusieurs mécanismes de résistance qui
déterminent un phénotype bien précis de résistance, différent du phénotype sauvage,
caractérisant les souches n'ayant pas acquis ce mécanisme. Elle ne concerne gu'une

population plus ou moins importante de souches d'une espece (Meyer et al., 2004).

Dés le début de I’antibiothérapie, la résistance acquise a €té observée mais sa
fréquence était faible. Ultérieurement, la généralisation de 1’utilisation des antibiotiques a

conduit a une sélection des souches résistantes et on constate, quotidiennement, que de

~38~



Chapitre I11: Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques

trés nombreuses souches ne se comportent pas a 1’égard des antibiotiques conformément a
ce que les spectres d’activité permettraient de le supposer. Ce phénomene a atteint une
telle ampleur que la seule identification bactérienne ne permet plus de prédire le
comportement d’une souche isolée vis a-vis des antibiotiques (Ros, 1999; Meyer et al.,
2004).

111.2.2.1. Mutation chromosomique (évolution verticale)

La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de résistance aux
antibiotiques chez environ 10 a 20% des bactéries. Elle produit environ une fois pour

chaque milliard de divisions cellulaires (Pallasch, 2003).
111.2.2.2. Acquisition de génes de résistance (évolution horizontale)

La résistance bactérienne par acquisition d’information génétique exogéne représente
la majorité des cas isolé en clinque qui s’observe aussi bien chez les bactéries a Gram
positif qu’a celles a Gram négatif. L’acquisition de nouveau matériel génétique peut se
faire soit par échange direct de matériel chromosomique, soit par échange d’élément
mobile. Dans ce dernier cas, les génes de résistance se trouvent dans un fragment d’ADN
bactérien qui situe a I’extérieur et sur certain ¢léments mobiles du chromosome, tels les
transposons. Cette forme de résistance est transférable d’une bactérie a I’autre et méme a
des bactéries d’espéces différentes. Le risque d’une résistance a plusieurs antibiotiques
augmente aussi avec le transfert d’un seul plasmide. Par exemple, Enterococus faecalis
peut transférer un plasmide responsable de résistance a quatre ou cing antibiotiques
différents(Carattoli, 2001).

Les genes ou les groupes de génes de résistance peuvent s’acquérir par transformation,

transduction ou conjugaison (Carattoli, 2001).

=  Transformation

Il s’agit d’un mecanisme d’acquisition d’ADN libre par certaines especes bacteriennes
capables au cours de leur cycle cellulaire de presenter un etat physiologique (état de
competence) necessaire a la fixation et 1’absorption d’ADN par ces bacteries. La
transformation necessite la présence dans le milieu environnant d’ADN libre provenant

d’une cellule lysee, cet ADN libere est ensuite fixe et absorbe par une bacterie receptrice
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en phase de competence. Dans cette bacterie, I’ADN exogene subit une recombinaison
genetique afin de s’integrer de facon stable au genome et d’etre transmis aux cellules
filles (Schwarz et Chaslus-Dancla, 2001). La transformation joue un role limite dans le
transfert de genes de resistance car I’ADN libre doit d’une part presenter une importante
similarite avec ’ADN de la cellule receptrice et d’autre part I’ADN libre dans
I’environnement est rapidement degrade. De plus, les especes bacteriennes naturellement

competentes sont peu nombreuses (Schwarz et Chaslus-Dancla, 2001).

=  Transduction

La transduction est un processus qui consiste en un transfert de matériel génétique
(ADN bacterien) d'une bactérie donneuse a une bactérie receptrice par I'intermédiaire d'un
bactériophage. Le bactériophage infecté une premiére bacterie (bacterie donneuse) et y
injecte son ADN viral a travers la paroi de la cellule. De nouveaux phages s'y
developpent, et certains integrent une partie du génome bactérien dans leur capside de
phage (la taille du fragment d'ADN bacterien doit etre proche de celle de I'ADN
phagique). Lors de la liberation des phages, ceux-ci vont infecter d'autres bacteries. Les
phages comportant une partie d'ADN bacterien vont l'injecter dans une nouvelle bacterie

(bacterie receptrice (Davison, 1999).

= Conjugaison

La conjugaison est une technique utilisee par les bacteries pour echanger des informations
genetiques. Elle consiste en une transmission d’elements genetiques d'une bacterie
donatrice a une bacterie receptrice. La conjugaison necessite un contact etroit entre la
bacterie donatrice et la bacterie receptrice par I’intermediaire d’un pont cytoplasmique
permettant un transfert unidirectionnel. La bacterie réceptrice ayant récu le plasmide est
appelée transconjugant. La sélection des transconjugants s’effectue en presence de deux
antibiotiques: un correspond a ’une des resistances transferees de la souche donatrice et
I’autre a la resistance non transférable de la souche receptrice. De nombreux elements
génetiques, comme les plasmides et les transposons qui représentent les différents
supports mobiles des génes de résistance aux antibiotiques sont transférables par

conjugaison (Davison, 1999).
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Les trois mécanismes de transfert génétique sont illustrés dans la figure 8 :
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Figure 8 : Trois mécanismes de transfert génétique(Badri N et Necib T, 2006)
111.2.3.Résistance croisée et co-résistance

La résistance croisée résulte d'un seul mécanisme biochimique et concerne des
antibiotiques appartenant & la méme famille. La co-résistance est liée a plusieurs
mécanismes (plusieurs genes de résistance impliqués) et concerne des antibiotiques
appartenant a différentes familles.(Badri N et Necib T, 2006)

111.3. Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques

L’utilisation souvent abusive des antibiotiques favorise 1’évolution des bactéries vers la
résistance entrainant fréquemment des échecs thérapeutiques. Plusieurs mécanismes sont

décrits :
IT1.3.1. Inactivation enzymatique de ’antibiotique

Il existe de nombreuses enzymes bactériennes qui détruisent ’antibiotique par divers
réactions : des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des nucléotidylations,
des estérifications, des réductions et des réactions d’addition d’un glutathion. En
modifiant le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou par addition d’un groupement

chimique, I’enzyme empéche la fixation de I’antimicrobien sur sa cible et provoque une
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perte d’activité (figure 9)(Muylaert et Mainil,2012).Ce type de résistance est représenté
principalement par les béta-lactamases codées par des plasmides ou des éléments

génétiques transposables.(Muylaert et Mainil,2012)
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Figure 9: Inactivation enzymatique de 1’antibiotique(Archambaud, 2009)
I11.3.2.Modification ou remplacement de la cible de ’antibiotique

La cible de I’antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle sorte
que le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la

bactérie.

La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presque tous les
antibiotiques, est particulierement importante pour les résistances aux pénicillines, aux
glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les bactéries & Gram positif, et pour
les résistances aux quinolones chez les bactéries a Gram positif et négatif. Ce type de
résistance peut étre la conséquence de 1’acquisition de matériel génétique mobile codant
pour une enzyme modifiant la cible de I’antibiotique, ou peut résulter d’une mutation au
niveau de la séquence nucléotidique de la cible. Le remplacement de la cible de
I’antibiotique est, quant a lui, un mécanisme décrit pour les sulfamides, les
diaminopyrimidines (triméthoprime) et les béta-lactames dont les Staphylococcus aureus
résistants a la méthicilline (SARM) ainsi qu’a toutes les bétalactames d’usage vétérinaire
sont un exemple remarquable par la synthése d’une nouvelle PBP (Penicillin Binding
Protein) possédant une affinité moindre pour la méthicilline (Muylaert et Mainil,2012).

Trois mécanismes peuvent intervenir(Lozniewski et Rabaud, 2010) :

~A )~



Chapitre 111: Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques

a/ Diminution de D’affinit¢é des PLP pour les béta-lactamines ;(ex. : Streptococcus
pneumoniae ; les bétalactamines ont du mal a se fixer aux PLP qui restent disponibles

pour la synthése du peptidoglycane) ; (Lozniewski et Rabaud, 2010)

b/ Augmentation de la synthése des PLP existantes avec hyperexpression de PLP
possédant naturellement une faible affinité pour les béta-lactamines (ex. : Enterococcus
spp ; cas précédant avec en plus une augmentation du nombre de PLP disponibles pour la
synthese du peptidoglycane ce qui conduit & une impossibilité pour une méme dose de
béta-lactamines de toutes les bloquer) ; (Lozniewski et Rabaud, 2010)

¢/ Synthése d’une ou de plusieurs nouvelles PLP insensibles aux béta-lactamines;(ex. :
Staphylococcus aureus : I’acquisition et ’intégration dans le chromosome d’un géne
(mecA), d’origine mal connue, induit la synthése d’une nouvelle PLP, la PLP 2a qui est
capable d’assurer a elle seule 1’assemblage du peptidoglycane et elle confére une

résistance a toutes les béta-lactamines (Lozniewski et Rabaud, 2010).
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Figure 10 : Modification de la cible de I’antibiotique(Archambaud, 2009)

I11.3.3.Pompes a efflux (I’efflux actif)

Ce mécanisme est médié par des protéines transmembranaires connues sous le terme de
pompes a efflux ou transporteurs actifs. Il nécessite de I’énergie et est utilisé par les
bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires, pour expulser a
I’extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que des antibiotiques
et d’autres médicaments. Ces pompes a efflux ont généralement une spécificité de
substrats assez large, et seulement certaines d’entre elles conférent une résistance aux

antibiotiques. La résistance provient de la réduction de concentration en antimicrobien
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dans le cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient et limite 1’acceés de 1’antibiotique a sa

cible(Poole, 2001).

On classe ces pompes a efflux sur la base de leur spécificité de substrats et de la source
d’énergie employée. Certains de ces transporteurs sont trés spécifiques et on les appelle
pompes SDR (pour specific-drug-résistance), alors que d’autres agissent sur une multitude
de molécules et on les nomme pompes MDR (pour multiple-drug-résistance). (Poole,
2001).

Les pompes SDR, généralement responsables de hauts niveaux de résistance et dont les
génes sont portés par des éléments génétiques mobiles, représentent un important
mécanisme de résistance aux tétracyclines essentiellement parmi les bactéries gram

négatives, aux composés du groupe MLS et aux phénicolés(Poole, 2001).

Les pompes MDR notamment chez P. aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae, Listeria monocytogenes et Streptococcus agalactiae sont généralement
responsables de bas niveaux de résistance et dont les génes sont fréquemment
chromosomiques, sont classées en deux groupes sur base de la source d’énergie utilisée :
les transporteurs ABC (pour ATP-binding cassette) utilisant I’hydrolyse de I’ATP et
plutdt spécifiques de certains composés comme le groupe MLS, et les transporteurs
secondaires exploitant le gradient électrochimique transmembranaire de protons et d’ions
sodium pour expulser la molécule a I’extérieur de la cellule et responsables de résistances

multiples aux antibiotiques(Poole, 2001).

Antibiotique

Pompe & efMux

Figure 11 :lllustration des pompes a efflux(Archambaud, 2009)
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111.3.4.Perméabilité réduite

Au sein des bactéries a Gram négatif, les antibiotiques hydrophiles pénétrent dans la
bactérie via des protéines transmembranaires nommeées porines, alors que les molécules
hydrophobes diffusent simplement & travers la couche phospholipidique. La membrane
externe de certaines bactéries telles que P. aeruginosa est moins perméable que celle
d’autres especes, ce qui lui confere un niveau moins ¢élevé de sensibilité aux

antimicrobiens.(Zaini S et Moumen S, 2019)

En outre, des mutations au niveau des genes qui codent pour les porines et qui conduisent
a leur perte, ou a la réduction de leur taille ou encore a une diminution de leur expression,
se traduiront par 1’acquisition de bas niveaux de résistance vis-a-vis de nombreux
antibiotiques. Citons comme exemple, la réduction de 1’expression de la porine OmpF
chez E. coli qui entraine une réduction de sensibilité aux quinolones, aux béta-lactamines,
aux tétracyclines et au chloramphénicol. La diminution de la perméabilité est donc un
mécanisme de résistance cliniqguement tres important chez les bactéries a Gram negatif et
plus précisément chez P. aeruginosa et les entérobactéries, étant donné le large spectre
d’antibiotiques qu’elle cible.(Zaini S et Moumen S, 2019)

En outre, on décrit également ce type de phénoméne pour expliquer la résistance aux
aminoglycosides parmi les germes anaérobies ainsi que le faible niveau de sensibilité
clinique (résistance intrinseque a bas niveau) observé vis-a-vis de cette famille de
composes parmi les bactéries anaérobies facultatives telles que les entérocoques et les
streptocoques. En effet, cette famille d’antibiotiques pénétre a I’intérieur des cellules
bactériennes via un mécanisme de transport dépendant d’un métabolisme aérobie.(Zaini S

et Moumen S, 2019)
II1.3.5.Protection de la cible de I’antibiotique

La protection de la cible de I’antibiotique est un mode de résistance bien connu pour la
famille des tétracyclines et plus récemment décrit pour les quinolones et les
fluoroquinolones. Ainsi, on ne dénombre pas moins de huit protéines de protection
ribosomiale qui conférent une resistance aux tétracyclines en les déplacant de leur site de
fixation par la création d’un encombrement stérique au niveau du ribosome.(Zaini S et

Moumen S, 2019)
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Depuis quelques années, des souches présentant des résistances a bas niveau aux
fluoroquinolones ont été observées. Ces résistances sont notamment dues a la présence de
génes plasmidiques gnr (pour quinolone résistance) dont 5 groupes existent. Ce
mécanisme a été rapporté parmi différentes bactéries a Gram negatif dans plusieurs
régions du monde, et des analogues de ces genes ont également été décrits chez des
bactéries a Gram positif (Lesseur,2014). Les proteéines gnr en se fixant sur les
topoisomérases, cibles des fluoroquinolones, réduisent D’affinit¢ de la famille

d’antibiotiques pour leurs cibles. (Lesseur,2014)
I11.3.6.Piégeage de ’antibiotique

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production de sa
cible ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier. Il en
résulte une diminution de I’antibiotique a 1’état libre au niveau de la cible. Ainsi, des
mutations chromosomiques responsables d’une surproduction des cibles des sulfamidés et
du triméthoprime ont été décrites chez de nombreuses espéces bactériennes(Muylaert et
Mainil, 2012).

Ce mécanisme est également impliqué dans des bas niveaux de résistance aux
glycopeptides chez certaines souches de Staphylococcus aureus, et a la tobramycine chez
E. coli (Muylaertet Mainil, 2012).

Les principaux mécanismes de résistance son illustrés dans la figure suivante.
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(1) Diminution de la pénétration de I"antibiotique dans la bactérie.
(2) antibiotique peut étre inactivé par l'action d’une enzyme.
(3) La modification de la cible empéche la fixation de I’antibiotique.

(4) La protection de la cible empéche la fixation de I’antibiotique.
(5) Les systéemes d’efflux provoquent une élimination de |’antibiotique hors de la cellule.

Figure 12 :Principaux mécanismes de la résistance aux antibiotiques(Lesseur,2014).
111.4. Béta-lactamases
111.4.1. Définition

Les béta-lactamases sont des enzymes hydrolysant les béta-lactamines en ouvrant le cycle
béta-lactame et menant a la perte d’un groupement carboxyle, provoquant I’inactivation
de I’antibiotique en question (figure 13). Chez les entérobactéries, les béta-lactamases
sont exportés dans 1’espace périplasmique (Gangoue, 2007). A I’heure actuelle, plus de

500 béta-lactamases différentes sont répertoriées (Babic et al., 2006).

S
| ::} Eni Ser-OH | | >
/_N_“"‘*-{.'; E“-'td—|-!l't-!”l-! 1z \/

\

COOH Ser COOH COOH
| Antibiatigue inactif
Enzyme + Enz-OH

Figure 13 : Schéma réactionnel de 1’ouverture du cycle béta-lactame (Barrial et Scotet,
2006)
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111.4.2. Classification

Deux types de classification ont été proposées pour les béta-lactamases : une
classification fonctionnelle (phénotypique) (Bush et al., 1995) et une classification
moléculaire (Ambler, 1980) :

¢ La classification d’Ambler : s’appuie sur ’homologie de séquence des acides

aminés. Elle divise les béta-lactamases en quatre groupes (de A a D) ;

% La classification de Bush : fondée sur les caractéristiques en relation avec
I’activité des enzymes (substrat, profil d’inhibition). Elle divise également ces

enzymes en quatre groupes.

Ces enzymes peuvent aussi étre classées selon leurs vitesses d’hydrolyse, leurs constantes
d’affinité pour les béta-lactamines, leur faculté a étre inhibées par les inhibiteurs tels que
I’acide clavulanique. Sur un plan pratique, les béta-lactamases peuvent étre regroupées en

4 catégories (Lozniewski et Rabaud, 2010):

% Les peénicillinases sensu stricto : chez Staphylococcus aureus, elles inactivent la
pénicilline G et les pénicillines A. Elles sont par contre sans action sur la
pénicilline M  (oxacilline ou  méticilline) ainsi que sur les

céphalosporines(Lozniewski A et Rabaud C, 2010) ;

e

% Les béta-lactamases a spectre élargi: ces béta-lactamases, codées par des
plasmides, entrainent une résistance (ou une diminution d’activité) vis-a-vis des
pénicillines G, des pénicillines M, des carboxypénicillines, des uréidopénicillines,
des céphalosporines de lére et de 2éme génération (sauf les céphamycines). Les
bétalactamases a spectre élargi sont bien inhibées par 1’acide clavulanique, le

sulbactam ou le tazobactam(Lozniewski A et Rabaud C, 2010) ;

% Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) ; ces béta-lactamases dérivent des
enzymes précédentes par mutation des genes codant pour les bétalactamases a
spectre élargi. Le profil de résistance conféré est identique a celui conféré par les
béta-lactamases a spectre élargi mais, il s’étend aux céphalosporines de 3éme
génération et a ’aztréonam. Les béta-lactamases a spectre étendu restent sensibles
aux inhibiteurs(Lozniewski A et Rabaud C, 2010) ;.
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K/

% Les carbapénemases :Les carbapénémes sont des B-lactamines a large spectre qui
constituent la derniére ligne du traitement efficace des infections a EBLSE
(Vardakas KZ et al., 2012).Les enzymes qui possédent une activité hydrolytique
vis-a-vis des carbapénémes, les carbapénémases, appartiennent a trois des quatre
classes d’Ambler (A, B et D) (Queenan AM et Bush K, 2007). Comme les
souches qui produisent ces enzymes sont fréquemment résistantes a d’autre classes
d’antibiotiques, elles constituent une menace sanitaire par risque d’impasse
thérapeutique. L’émergence des carbapénémases chez les entérobactéries au cours
de ces derniéres années a conduit les autorités sanitaires de certains pays a mettre
en place des programmes visant a maitriser leur diffusion (Carmeli Y et al.,
2010).

Le mécanisme d’inactivation enzymatique estégalement décrit pour le groupe MLS
(macrolides, lincosamides, streptogramines), pour des aminoglycosides, les phénicolés,
les tétracyclines, la fosfomycine et plus récemment pour les fluoroquinolones, bien que
cette inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui prévaut pour ces
molécules. Ces enzymes sont généralement associées a des €léments génétiques mobiles
(Muylaert et Mainil, 2012).

111.5.Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)
111.5.1. Définition

Les BLSE sont définies comme des béta-lactamases, appartenant a la classe A ou D de
la classification d'’Ambler (Rodriguez et Struelens, 2006), capables d’hydrolyser les
pénicillines, les céphalosporines (lére, 2éme, 3eme et 4eme génération) et les

monobactames (Boujemaa, 2015).

Au sein des entérobactéries, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli sont les deux
especes les plus fréquemment porteuses de ces mécanismes de résistance. Toutefois, ces
enzymes ont été retrouvées au sein de nombreuses autres especes bactériennes,
entérobactéries et bacilles non fermentants (tels que Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii) (Jacoby et Munoz-Price, 2005).11 s’agit d’un mécanisme de
résistance de type plasmidique, et donc transmissible a d’autres bactéries. La présence de
ce -type de mécanisme de résistance au sein de souches pathogénes fait peser un risque

majeur d’inadéquation thérapeutique et donc d’échec thérapeutique (Schwaber et
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Carmeli, 2007), et est egalement un facteur de diffusion.

Les BLSE conférent donc une résistance a I’ensemble des béta-lactamines a I’exception
des céphamycines (céfoxitine et céfotétan) et des carbapénémes (imipénéme,
ertapénéme, ... etc.). Cependant, Elles peuvent étre inhibées in vitro par 1’acide
clavulanique, le tazobactam ou le sulbactam (Vodovar et al., 2013). Par contre, ils sont
sensibles aux céphamycines (céfotétan et cefoxitine) ainsi qu’aux carbapénémes. Une co-
résistance avec les aminosides, les tétracyclines et les fluoroquinolones est fréquente. Les
bactéries possédant des BLSE sont dites multi résistantes(Paterson et Bonom, 2005).

Au sein des entérobactéries, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli sont les deux
especes les plus freqguemment porteuses de ces mécanismes de résistance. Toutefois, ces
enzymes ont été retrouvées au sein de nombreuses autres espéces bactériennes,
entérobactéries et bacilles non fermentants (tels que Pseudomonas aeruginosa et

Acinetobacter baumannii) (Jacoby et Munoz-Price, 2005).
111.5.2. Différents types de BLSE

Elles sont classées selon leurs types moléculaires, les plus fréquents étant les types TEM
(Temoneira- nom du patient), SHV (Sulfhydryl variable) et CTX-M (Céfotaximase-
Munich) (Jacoby et Munoz-Price, 2005).

111.5.2.1.Les BLSE de type TEM

La premiére béta-lactamase plasmidique de type TEM a été isolée a partir d’une
souche d’E. coli isolée chez une patient nommée Temoneira, d’ou la nomination
(Paterson et Bonomo, 2005). La majorité de BLSE de ce type dérivent de quatre a sept
mutations ponctuelles de 1’enzyme originale TEM-1, TEM-2 (figure 14)(Shaikh et al.,
2015).

La substitution les plus courantes sont le glutamate en lysine en position 104, I’arginine
en sérine en position 164, la glycine en sérine en position 238 et le glutamate en lysine en

position 140.(Paterson et Bonomo, 2005)

Les BLSE de ce type sont le plus souvent produites par E. coli et K. pneumoniae.
(Bradford, 2001).

~50~



Chapitre I11: Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques

Lys
TEM-5

TEM-10

TEM-24

TEM-27

TEM-28

TEM-432 Mat
TEM-28 TEM-4
TEM-47 TEM-2

TEEuE TEM-210 TEM-13
TEM-2 Thr T JEM-£D TEM-25
TEM-25 TEMS0 TEMs  JEM-G1 TEM-ZT
TEM-48 TEM-43 TEmag TEMSE  TEM-2
TEM-5 Asn Arg TEM-S2 TEM-T2 TEM-4T
Tem-sd an TEM-ET TEM-21 TEM.E2 Cly Ber TEH-:E
TEMER TE"i""z TER-88 TEM-56 TEM-TZ TEMEZ gEMs0 TEMESS
I ! ! } | |
| TEM-1 Low G Ala Lew G Gl His g e By Aln Gly 08 Arg Tt |
| 21 0 42 g5y a2 404 455 184 182 218 237 230 240 244 2068 268
F Y - e
Ll ! L A
o £ i _E-'ﬁ Slu Sar Lau
EM-E* TEE TEM-3 T . Sar Gl
;Er.'l-:.\, TEM-E0 TEM- TEM-7 TEMEE gy TEM-Ss TERnas
TEM-7 TEM-E TLEMH TEM-2 Bt
TEM-E TEM.& TEM.E TE_M-BE =,
TEM-11 TEM-5 TEM-10 TEM-1
TEM-12 TEM. 14 TEM-12 TEM-15
TEM-1E TEM-15 TEM-22 TEM.18
TEM-18 TEAL16 TER. 25 TEM-12
TEM-21 TEM-IT TEM-25 TEM-20
TEM-22 TEM-18 TEM-26 TEM-21
TEM-52 TEM-21 TEM-53 TEMZZ
TEM-55 TERS:-22 TEM-&1 TEM-Z5
TEM-55 TEM-24 TEM-83 ?[IE::-:_IZ;
M- TEM- 2 ) TEM-
IE::E? TEM-43 Hix i;:—:;
TEM-55 TEM-25 TEM.& TERA
TEM-TZ TEM-51** TEMW-11 TERLE2
A TEM-52 TEM-E TEM-86
TEM-56 TEM-27 TERA-SA"
TEM-50 TEM-ZE TEM.T2
TEM-53 TEM-22
TEM-55 TEM-43
TEM-81

Figure 14 : Les BLSE dérivées de TEM (Ambler et al, 1991).
111.5.2.2.Les BLSE de type SHV

La majorité des BLSE de type SHV (trés fréquentes chez K. pneumoniae) est
caractérisée par la substitution d’acides aminés de la glycine en sérine ne position 238 qui
transforme le phénotype non-BLSE en phénotype BLSE (figure 15). La substitution du
glutamate en lysine en position 240 ne fait qu’augmenter ’activit¢é de I’enzyme

(Gangoue, 2007 ; Lagha, 2015).
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Figure 15 : Les BLSE dérivées de SHV (Bradford, 1999).
111.5.2.3. Les BLSE de type CTX-M

Les CTX, d’ou leur nom, se caractérise par leur activité hydrolytique potentielle sur le
cefotaxime (Paterson et Bonomo, 2005).Les BLSE de ce type ont été décrites
initialement au milieu des années 1986, et ont depuis lors disséminé largement dans le
monde (Naseer et Sundsfjord, 2011).

Depuis les années 90, leur diffusion rapide a fait que les enzymes de ce type

représentent aujourd’hui les BLSE les plus fréquentes au niveau mondial (Livermore et

al., 2007).

Il existe plus de 150 variants des enzymes de ce type qui ont été récemment décrits, elles
different des autres types par le fait qu’elles sont plus fortement inhibées par le

tazobactam que 1’acide clavulanique(Livermore et al., 2007).
111.5.2.4. Autres types de BLSE

D’autres BLSE ont une distribution moins large, caractérisées par un haut niveau de
résistance a la ceftazidime et parfois a I’aztréonam plutét qu’au céfotaxime (Arlet et
Philippon, 2003 ; Bradford, 2001), qui sont individualisées en BES-1 (brazilian
extendedspectrum), GES-1 (Guyana extended spectrum), PER-1 (Pseudomonas extended
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resistance), SFO-1 (Serratia fonticola), TLA-1 (Tlahuicas, tribu mexicaine), et VEB-1
(Vietnam extended spectrum). Des enzymes proches de GES-1 ont été découvertes en
Gréce, malheureusement dénommées a tort IBC (integron borne cephalosporinase) (IBC-
1, IBC-2) (Philippon et Arlet, 2006). En fin, ’OXA-1 qui a une grande activité

catalytique pour la cloxacilline, I’oxacilline et la méticilline.
111.5.3. Facteurs de risque

Différents facteurs de risque ont été fréquemment associ¢s avec 1’apparition d’une
souche productrice de BLSE. Le premier facteur concerne [I’utilisation accrue des
antibiotiques de type céphalosporines de 3eme génération quelques années avant
I’apparition des premicres BLSE, et par conséquent, la mise en évidence d’un lien de

causalité entre cette utilisation et I’émergence des BLSE (Sirot, 1989).

En d’autres termes, les antibiotiques exercent une pression de sélection non-négligeable
(Jacobson et al., 1995), et cette pression de sélection est d’autant plus marquée que le
nombre de patients traités est important et que la durée de I’antibiothérapie est longue
(Asensio et al., 2000). De plus, on peut constater que la restriction de 1’utilisation des
antibiotiques a permis la diminution du nombre de BLSE (Follath et al., 1987 ; Chow et
al., 1991).

Le deuxiéme facteur de risque concerne la dissémination des souches résistantes et
englobe d’une part le probléme des « réservoirs » et d’autre part le probléme de la
transmission des germes. De plus, différents facteurs en relation avec 1’acquisition de
bactéries productrices de BLSE concerne des patients gravement malades, suite a une
hospitalisation prolongeée et apres exposition a des dispositifs invasifs (cathéters veineux,
sonde urinaire ou tube endotrachéal). Un séjour de longue durée implique une plus longue
exposition au risque d’acquérir une bactérie multi-résistante comme E. coli et Klebsiella
(Wiener et al., 1999 ; Kassis-Chikhani et al., 2004), ce qui signifie une augmentation du
risque pour le patient d’étre colonisé (Goldstein et al., 1995). D’autres facteurs de risque
sont la malnutrition, I’hémodialyse, la nutrition parentérale totale, I’admission en

réanimation ou 1’hospitalisation préalable.(Pena et al., 1997 ; Lautenbach et al., 2001)

Enfin, une étude canadienne retrouvait chez les patients ayant une infection
communautaire par E. coli BLSE 8 facteurs de risque : I’hémodialyse, 1’incontinence

urinaire, un cancer, une insuffisance rénale, un diabéte et un voyage récent en Inde, en
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Afrique ou au Moyen- Orient (Laupland et al., 2008).
111.5.4.Détection des BLSE

Depuis leur apparition en 1983, les BLSE constituent un probléme majeur de santé
publique, il est donc nécessaire d’avoir des méthodes adéquates qui permettent de détecter
les BLSE. Ces techniques sont classees en deux catégories : les techniques

microbiologiques er les techniques moléculaires.(Nordmann et al., 2012).
111.5.4.1. Techniques microbiologiques

Les méthodes microbiologiques utilisent les inhibiteurs des béta-lactamases tels que
I’acide clavulanique en combinaison avec la céftazidime ou le céfotaxime. Le principe de
ces méthodes est que 1’acide clavulanique inhibe les BLSE et ainsi réduit le niveau de la

résistance aux céphalosporines. (Nordmann et al., 2012).

La plupart des tests de détection des BLSE sont basés sur la méthode de diffusion.
Ainsi plusieurs méthodes ont été décrites parmi lesquelles le test de double synergie et la
méthode de confirmation du CLSI (Clinical Laboratory Standards Institue (Nordmann et
al., 2012).

- Le test de double synergie : C’est le test le plus utilisé et le plus recommandé car il ne
nécessite pas de matériel et est de réalisation facile. La synergie s’effectue entre un disque
de céphalosporine de 3eme génération et un inhibiteur de béta-lactamase tel que 1’acide
clavulanique. Ce test possede plusieurs variantes et est basé sur la mise en évidence d’une
restauration de D’activité des céphalosporines de 3éme génération en présence d’un

inhibiteur enzymatique (Drieux et al., 2008).

- La méthode proposée par le CLSI : Le CLSI propose I’utilisation de la méthode de
disque pour la recherche de la production de BLSE chez les entérobactéries. L’obtention
d’un diameétre d’inhibition spécifique a chaque antibiotique permet de suspecter la
production de BLSE. Cet institue propose, également, de réaliser les tests de dilution en
mettant dans le milieu de culture Ipg/ml d’une de ces 5 béta-lactamines (Aztréonme,
Céfotaxime, Céftriaxone, céftazidime et Céfpodoxine) a spectre élargi. Les souches
présentent une CMI (Concentration Minimale d'Inhibition) supérieur ou égale a 2 pg/ml
seront suspectées comme productrice de BLSE (NCCLS, 2005).
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- Test du double disque : Ce test est fait pour les souches qui ne présentent pas une
image de synergie, avec diminution des diameétres des céphalosporines de 3éme
génération et pour déterminer s’il y a production d’une BLSE. Il consiste a déposer un
disque d’AMC et un disque de céphalosporine de 3éme génération a une distance de
30mm (centre a centre), de laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, a la
température ambiante. Apres diffusion, on enléve le disque d’AMC et le remplacer par un
disque de CTX. Le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition du
disque de céphalosporine de 3eme génération applique apres diffusion du disque AMC ou
TCC est supérieur ou égal a Smm par rapport au diamétre d’inhibition du disque de
céphalosporine de 3eme génération seul, ce qui indique une production d’une
BLSE(Nordmann et al., 2012). .

111.5.4.2. Techniques moléculaires

Comme nous venons de le développer, la détection des souches productrices de BLSE par
des techniques uniquement phénotypiques peut se heurter a des difficultés, ce qui a
conduit au cours des dernieres années au développement de différentes techniques de
biologie moléculaire visant a rechercher directement la présence du support génétique au
sein des souches isolées. Alors que certaines techniques comme le séquencage permettent
la mise en évidence de nouvelles enzymes, d’autres s’appliquent plus volontiers a
I’identification d’un clone caractérisé dans un contexte épidémique (PCR, SSCP, PCR en
temps réel...). Ce caractére est donc particuliecrement important dans le choix de la
technique a mettre en oeuvre, tout comme la durée nécessaire qui varie selon la méthode
utilisée.(A. Dubouix N et Marty, 2004)

- Sondes d’ADN :

Une des premiéres techniques de détection des BLSE a été basée sur la recherche de
séquences complémentaires en utilisant des sondes d’ADN spécifiques des génes TEM et
SHYV. Ce genre de technique a, une valeur historique mais semble relativement limitée en
termes d’utilisation au laboratoire. En effet, de nombreux variants de TEM et SHV ont été
cités depuis la description de cette technique, ce qui multiplie le nombre de sondes a
mettre en ceuvre. De plus, il semblerait que la méthode ne permette pas toujours de faire
la différence entre les BLSE et les entérobactéries non productrices de BLSE et qu’il

existe des difficultés a distinguer les variants de TEM et SHV.(Huovinen S et al .,1988 et
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Arlet G et Philippon A, 1991).
- Oligotyping :

La premiére méthode de détection des béta-lactamases par oligotyping a été décrite a la
fin des années 1980 par Ouellette et al. et permettait de détecter TEM-1 et SHV-2. Cette
technique mettait en oeuvre des sondes oligonucléotidiques choisies de fagon a déetecter
les zones de mutations par hybridation. (Ouelette Met al.,1988)

Quelques années plus tard, Mabilat et Courvalin ont développé d’autres sondes
oligonucléotidiques pouvant étre marquées soit avec un radioisotope, soit avec des
nucléotides biotinylés. (Mabilat C et Courvalin, 1990 ; Tham TN, 1990)Les auteurs
ont ainsi pu étendre la méthode a la detection de 6 autres variants du gene blaTEM. De
maniere intéressante, de nouveaux variants de TEM ont été mis en évidence grace a cette
technique. Cependant, étant donné le nombre de variants de TEM existant a I’heure
actuelle, cette technique semble relativement lourde a mettre en ceuvre du fait de la
nécessité d’une sonde spécifique de chaque type d’enzyme. Cette technique comme la

précédente permet d’obtenir un résultat en 48 h alors que la PCR permet un gain de temps

avec des résultats en 24 h. (Mabilat C et Courvalin, 1990 ; Tham TN, 1990)

-PCR:

Une des méthodes moléculaires les plus sensibles et faciles repose sur I’amplification de
chaque famille d’enzymes par des couples d’amorces spécifiques. Ces amorces peuvent
étre choisies aprés analyse du génome. Les oligonucléotides sont généralement choisis de
fagon a s’hybrider avec des régions relativement conservées. Cependant ce type de
méthode pose un probléme si elle n’est pas associée a une analyse complémentaire car
elle ne permet pas de faire la distinction entre les différents variants de TEM et SHV et de
par la méme, ne permet pas la distinction entre les enzymes responsable d’un phénotype
BLSE ou non-BLSEII est donc intéressant de couplerl’amplification génique a certaines
techniques (séquengage, RFLP et SSCP).(Courvalin P,1991 ; Nuesch-Inderbinen MT
et Hachler Hkh 1996)

-PCR-SSCP :

La SSCP ou Single Strand Conformational Polymorphism est une méthode permettant
la détection de polymorphismes génétiques par différence des profils de migration de
fragments préalablement amplifies. Comme le montre la Figurel6, cette méthode est

particulierement intéressante pour effectuer un screening relativement rapide (24 h de plus
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par rapport a une PCR), en particulier d’éventuels mutants de SHV, mais ne peut en aucun
cas apporter des informations sur le type de BLSE. De plus, le choix du fragment amplifié
peut étre un facteur limitant car, comme le montrent Chanawong et al., cette technique ne
permet pas de distinguer SHV-1, -3, -2a et -11 dans les conditions choisies par les auteurs.
(Chanawong A et al.,2000).En effet, les 4 profils de migration obtenus sont totalement
identiques car ces variants sont caractérisés par la présence d’une glutamine a la place
d’une leucine en position 35 qui ne se trouve pas incluse dans le fragment choisi pour étre
analysé. De plus, les bactéries exprimant SHV- 5 et -12 ne peuvent pas étre distinguées
pour des raisons analogues. Dans le but d’affiner cette technique, il est donc conseillé de
la coupler a d’autres techniques comme la PCR-RFLP (Figure 17). En revanche, elle
permet de détecter de nouveaux variants de SHV ou de mettre en évidence la présence
concomitante de plusieurs types de SHV dans une méme souche bactérienne.( M’zali
FHet al.,1996)

Figure 16: analyse des enzymes de la famille SHV par PCR-SSCP(A. Dubouix N et
Marty, 2004)

_ 500 pb

A B CDEUVFGHII
Figure 17: analyse des enzymes de la famille SHV par PCR-FRLP (A. Dubouix N et
Marty, 2004)
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- PCR-RFLP:

Une autre approche réside dans I’utilisation d’enzymes de restriction aprés amplification
génique des sequences. Cette technique a essentiellement été appliquée a la détection des
BLSE de la famille TEM au début des années 1990. (Arlet G et al.,1995) Dans ce type de
test, les amplifiats sont digerés par plusieurs enzymes de restriction (Sau3al, Hhal, Msel)
avant d’étre soumis a une électrophorese. De cette maniére, Arlet et al. ont été a méme de
détecter la présence de plus de 20 enzymes de la famille TEM et ont notamment permis
de mettre en évidence TEM-29.(Arlet Get al.,1995) Quelques années plus tard, la
méthode a ensuite été appliquée a la détection des mutants de la famille SHV.

Nuesch-Inderbinen et al. ont ainsi couplé ’amplification de séquences du géne blaSHV
a la digestion par Nhel permettant la détection de la mutation en position 238 la plus
fréquente chez les BLSE et responsable de la substitution d’une glycine en sérine au
niveau du site actif de I’enzyme.(Chanawong A et al.,2000)Bien que cette technique ne
puisse déterminer avec précision le type de variant de SHV impliqué, elle présente
cependant I’avantage majeur de permettre un screening relativement rapide d’éventuelles
BLSE, on peut ainsi obtenir un résultat en environ 48 h apres ’isolement. Différents
auteurs ont par la suite évalué cette technique par rapport a la détection par E-test (C3G
additionnée ou non d’acide clavulanique) et ont pu montrer que seulement 52 % des
souches BLSE étaient détectées par ce dernier alors que la PCR-RFLP permettait une
détection systématique.(Bedenic Bet al., 2001)Cependant, la méthode peut étre limitée
pour détecter certaines mutations. Ainsi SHV-3, -4, -7 et -13 sont difficilement
identifiables par PCR-RFLP.(M’zali FH et Gascoyne-Binzi DMet al.,1996)

Une modification de cette technique peut consister en I’insertion d’un site de restriction
(RSI-PCR). Comme I’on récemment montré Chanawong et al., cette méthode s’applique
a la détection des mutants SHV de maniere rapide et simple.(Chanawong A et M’zali
Fhet al., 2001)Elle est basée sur I’utilisation d’amorces a I’intérieur desquelles il existe 1
a 3 bases non complémentaires au niveau de 1’extrémité 3’ de facon a modifier le site de
restriction de différentes enzymes (Sspl, Hinfl, Pstl, Bsrl et Nrul). Il est ainsi possible de
détecter certains mutants dont la détection n’estpas toujours évidente comme SHV-6, -8, -
14, -18 & -23 ainsi que SHV-25 a -27.Ainsi la RSI-PCR permet d’étendre la détection a 27
variants grace a latechnique de RFLP. .(Chanawong A et M’zali Fhet al., 2001)

Une derniere possibilite consiste a coupler la PCR-RFLP a un screen ingpréalable par
la technique de SSCP. (M’zali FH et Heritage Jet al., 1998)
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Cette méthode, développée au début des années 2000, permet de détecter des mutations
ponctuelles portant sur des sites bien définis du gene blaSHV. (M’zali FH et Heritage
Jet al., 1998)

Dans ce test, des fragments de 475 pb sont générés par une amplificationfaisant
intervenir des amorces internes a la sequence codant pour le gene blaSHV.

Les fragments sont ensuite soumis a une digestion par Pstl, puis dénaturés.Une
électrophorese sur gel de polyacrylamide a 20 % compléte ’analyse. De cette fagon, les
génes codant pour SHV-1, -2, -3, -4, -5 et -7 peuvent étre détectés. (Chanawong A et al.,
2000)

De plus, Chanawong et al. ont montré que si ’on combine les techniques de PCR-
SSCP et PCR-RFLP, on peut détecter jusqu’a 17 variants de SHV.

Cependant, SHV-2a ne peut pas étre distingué de SHV-2, tout comme SHV-15 de

SHV-5.(Chanawong A et al., 2000)

- Ligase Chain Reaction :

Cette méthode est essentiellement appliquée a la détection des génes SHV.(Kim J et Lee
HJ, 2000)La Ligase Chain Reaction ou LCR permet la discrimination de séquences
d’ADN différant par une seule paire de bases grace a I’utilisation d’une ligase
thermostable et d’amorces composées de 4 oligonucléotides complémentaires de la
séquence cible et s’hybridant les unes a coté des autres. Une seule différence de base au
niveau de la jonction entre les nucléotides entrainera un défaut de ligation se traduisant
par une absence d’amplification. Dans ce type de test, ’ADN cible contenant le géne
blaSHV est dénaturé dans un thermocycleur et hybridé avec des oligonucléotides
biotinylés pouvant détecter des mutations présentes en 4 positions. La production de la
LCR est détectée par une réaction enzymatique faisant intervenir la NADPH-phosphatase
alcaline. Cette méthode permet de détecter jusqu’a 7 variants en 24 h. (A. Dubouix et
Marty, 2004)

- PCR en temps réel :

Cette technique en plein essor au niveau du diagnostic bactériologique a été appliquee a
la détection des mutants de SHV au début des années 2000 par Randbegger et
al.(Randegger CC et Hachler H, 2001)(Figure 18). Elle fait intervenir des sondes
oligonucléotidiques marquées par un fluorophore permettant 1’analyse des courbes de

fusion des amplifiats en temps réel sur un Light Cycler . Les auteurs ont ainsi appliqué
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cette technique a la detection de mutations présentes au niveau de 3 codons majeurs (en
position 179, 238 et 240) du géne blaSHV au cours d’une seule et méme réaction.
L’avantage majeur de cette technique réside dans sa simplicité et sa rapidité. En effet, il
est ainsi possible d’obtenir des résultats en moins d’une heure. Pour le moment, elle ne
s’adresse qu’a la détection des mutants SHV mais pourra étre adaptée d’une part a la
recherche de mutants nouvellement décrits dans cette famille ainsi qu’a la détection des
variant TEM nécessitant le design des amorces spécifiques de mutations recherchées.
Cependant, elle ne s’adresse a I’heure actuelle qu’aux laboratoires possédant un

appareillage spécifique. (A. Dubouix et Marty, 2004)
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Figure 18 : PCR en temps réel(A. Dubouix et Marty, 2004)

-Séquencage :

Le séquencage reste la technique de choix pour la détection des BLSE. Bien que
réservée a des laboratoires équipés d’un appareillage adéquat, cette méthode permet par
comparaison avec les séquences obtenues des bases de données (GENBANK, CLUSTAL
W) de détecter simultanément toutes les BLSE en environ 24 h sans disposer de sondes
spécifiques de chaque mutation. Dans le passé, certains résultats plus ou moins variables
pouvaient étre attribués a la technique de detection mise en oeuvre. (Bradford PA, 1999)
En effet, il est possible que la variabilité de séquence observée pour certains variants SHV
soit reliée a la difficulté d’interprétation des autoradiogrammes plutot qu’a de véritables
variations de séquences, phénoméne duquel on s’affranchit avec les nouveaux

analyseurs.(A. Dubouix et Marty, 2004)
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-Mini séquencage :

Une variante tres simplifiée de la technique précédente a été developpée en b 2001 par
Howard et al. Elle consiste a réaliser un mini-séquencage baseé sur le changement du
premier nucléotide. (Howard Cet al., 2002) Cette méthode a été décrite pour la mise en
évidence de mutations de 1’angiotensinogéne(Jalanko A et al ., 1992), du CFTR, ou
encore de I’ADN mitochondrial. Elle se base sur 1’hybridation d’une amorce
immédiatement apres le site susceptible d’étre muté et 1’identification du nucléotide de la
base incorporeée.

L’avantage de cette technique est qu’elle peut étre réalisée en microplaques et peut étre
facilement automatisée. Cependant, a I’heure actuelle, elle n’a été développée que pour la
détection des variants SHV.(A. Dubouix et Marty, 2004)
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Chapitre 1V :Analyse d’un article de recherche sur des entérobactéries productrices du BLSE dans la

région de Djelfa

Chapitre IV :
Analyse d’un article de recherche sur les entérobactéries productrices du BLSE dans la

région de Djelfa

IV.1. Objectif

Le présent chapitre a pour objectif d’analyser un article scientifique intitulé : “Extended
Spectrum B-Lactamase (ESBL)-producing Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae from chicken markets in the Center of Algeria, with detection of CTX-
M-55 and B2/ST131-CTX-M-15 in E. coli”, dont la premiére partic de 1’étude
expérimentale (isolement des souches bactériennes) a été réalisé par des étudiants de la
faculté SNV de I’université de Djelfa lors de la réalisation de leurs mémoires de fin
d’étude « Master », au cours de la période 2016-2018. L’article est présenté en annexe.

1V.2. Présentation de article

Il s’agit d’un article de recherche de type « a full lengthre search article » publié le 29 juin
2020 dans la revue scientifique américaine « Microbial Drug Resistance » de facteur
d’impact évalué a 2.296. Le plan de cet article est de type IMRED pour « Introduction,
Matériel et méthodes, Résultats Et Discussion ». Il contient également un résume, 7 mots
clés et 58 références bibliographiques.

IV.3. Objectif et originalité de I’étude

L’objectif de I’article consiste a évaluer la prévalence des entérobactéries productrices de
BLSE (E. coli et Klebsiella pneumoniae) isolées a partir de foie de poulets de chair
destiné a la consommation humaine et commercialisé dans les marchés de poulets de la
région de Djelfa et analyser leurs caractéristiques phénotypiques et génotypiques. Pour ce
qui est de I’originalité de cet article, elle réside dans le fait de détecter, pour la premiére
fois en Algérie et la deuxieme fois en Afrique, le gene ctx-M-55 codant pour une béta-
lactamase a spectre étendu chez une souche d’E. coli. Il décrit également la détection d’un

clone pandémique B2/ST131-CTX-M-15E. coli.
IV.4. Analyse du titre

Le titre qui a été choisi pour cet article est plus au moins court. Il refléte et annonce le
contenu du texte avec un maximum de précision et de concision. Il contient un ensemble
de mots informatifs comme : ESBL, détection, Algeria et CTX-M-55.
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IV.5. Analyse du résumé

Le résumé de cet article est constitué de 278 mots ; il peut étre lu indépendamment du
reste de I’article et est compréhensible en soi. Il est rédigé minutieusement en trois parties
distinctes :
e Objectif de I’¢tude et contexte global (environ 25% du résume) ;
e Partie expérimentale (environ 25% du résumé, trois phrases sont redigées et la
forme passive est utilisée) ;

e Principaux résultats : Résultats majeurs et nouveautés (environ 50% du résumé).
IV.6. Analyse de I’introduction

L’introduction du présent article comporte trois parties principales :

Domaine de recherche : les auteurs de cet article ont parlé du sujet de I’émergence et de
I’explosion a I’échelle mondiale de bactéries résistantes aux antibiotiques. Ils ont précisé
que la production de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) continuait a étre 1’un des
mécanismes de résistances les plus importants, notamment chez les entérobactéries. Une
importance particuliere a été accordée aux principaux génes codant pour les BLSE a
savoir : CTX-M, SHV et TEM ;

Frontiere et problématique de recherche : Dans cette partie, il a été signalé que trés peu
d’études ont été réalisées sur la survenue de bactéries productrices de BLSE dans les
aliments d'origine animale commercialisés dans les marchés algériens. Dans la société
algérienne, le foie du poulet est devenu largement consommeé par les adultes et est utilisé
dans la préparation de sandwichs dans les fast-foods et les restaurants. Une fois mal cuit,
ce foie peut étre a lI'origine d'un risque d'intoxication alimentaire.

Objectif de I’étude : A la fin de I’introduction, 1’objectif a ét¢ mentionné. Il consiste a
évaluer la prévalence des entérobactéries (E. coli et K. pneumoniae) productrices de
BLSE isolées de foie de poulet commercialisé dans les marchés de la région de Djelfa.
IV.7. Analyse de Matériel et méthodes

Les expériences de cette étude se sont déroulées en plusieurs étapes comme suit :

Un total de 136 échantillons de foie de poulets de chair a été prelevé au hasard durant la
période allant du 2016 42018, a partir des marchés de détail situés dans six provinces de
la région de Dijelfa, a raison del échantillon par vendeur: 85 échantillons de Djelfa, 14
d'Ain Ouessara, 12de Hassi Bahbah, 11 de Messaad, 8 de Znina, et 6 d'Ain Maabad. Les

échantillons ont été transportés avec précision au laboratoire dans sous un régime de froid
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et ont été analysés le méme jour.

A larrivée, la surface de chaque échantillon de foie était flambée en utilisant un bec
Bunsen pour éliminer toute contamination superficielle. Ensuite, les foies ont été coupés
de maniere aseptique en petits morceaux, et deux a trois d'entre eux ont été enrichis dans
un bouillon BHI. L’incubation a été faite a 37 C pendant 24 h. Ensuite, la culture enrichie
a été inoculée sur des boites d'agar Hektoen et incubée a 37 C pendant 24 h. Les colonies
présomptives d’étre E. coli ou K. pneumoniae (lactose positif et H2S négatif)ont été
purifiées et identifiees, en utilisant la coloration de Gram, test oxydase, TSI et les galeries
API 20E systeme (BioMérieux, France). L’identification a été vérifiée par le Maldi-TOF-
MS.

Le reste du protocole est illustré dans le schéma suivant :

Echantillonnage (136 foie de poulet)

¥

Isolement des entérobactéries (E. coli’ K. preumoniae)

¥

Tests de sensibilité aux antibiotiques et détection
pheénoiypigue des BLSE

¥

Caractérisation d es génes codant pour les béta-lactamases,
d’autres genes de résistance et intégrons

4

Groupes phylogénéiique et typage moléculaire

¥

Caractérisation des plasmid es et expériences d e conjugaison

Figure 19 : Protocole expérimental de 1’étude.
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IVV.8.Analyse des Résultats

Les résultats de cet article ont été présentés dans trois titres indépendants (figure20) et
dans 2 présentations graphiques (tableaux). Ils ont été synthétisés d’une fagon cohérente
et avec une clarté absolue. Les principaux résultats de cette étude sont :

e Parmi les 136 echantillons de foie testés, 78 contenaient E. coli ou K. pneumoniae
(57,5%) et 73 E. coli et 5 K. pneumoniaeont été récupérés (1 isolat par échantillon
positif) ;

o Des taux de résistance élevés ont été détectés chez les isolats d'E. coli a I’encontre
de la tétracycline (98,6%), l'acide nalidixique (86,3%), le triméthoprime
/sulfaméthoxazole (72,6%), 1’ampicilline (71,2%), 1’enrofloxacine (60,2%) et
1I’amoxicilline / acide clavulanique (57,5%) ;

e 8 souches d’E. coli et les 5 isolats de K. pneumoniae ont été producteurs de BLSE
(taux de 5,9% et 3,7% respectivement). Les cing K. pneumoniae producteurs de
BLSE portaient le géne bla CTX-M-15. Les génes détectés chez E. coli étaient les
suivants: blaCTX-M-1 (trois isolats), bla CTX-M-15 (trois isolats), bla CTX-M-
55 (un isolat),et bla SHV-12 (un isolat). Autres génes de la béta-lactamase a
spectre étroit(blaSHV-1 et / ou bla TEM-1) étaient présents dans six isolats BLSE,
en association soit avec le bla CTX-M-15 gene (un E. coli et quatre isolats de K.
pneumoniae) ou le géne blaSHV-12 (un isolat d'E. coli) ;

e Les isolats d'E. coli producteurs de BLSE ont été attribués aux lignées suivantes
[phylogroupe / séquence type / type BLSE(nombre d'isolats)]: A/ ST48 / SHV-12
(1), B1/ST6448 / CTXM-55 (1), B1/ST5087 / CTX-M-1 (3), B1/ST23/ CTX-
M-15 (1),et B2 / ST131 / CTX-M-15 (2). De plus, les isolats de K. pneumoniae
ont été attribués aux séquences types ST2010 (trois isolats)et ST3483 (deux
isolats) ;

e Les quatre variantes BLSE ont eté transférées avec succes dans sept des neuf
souches productrices de BLSE testées par conjugaison. Les transconjugants
portant les genes bla CTX-M ont également acquis les plasmides IncK et Incll
dans trois E. coli et un isolat de K. pneumoniae, respectivement. Cependant, le
transfert du géne blaSHV-12 est survenu en association avec l'acquisition des
plasmides IncFIB et Incll, et de la tétracyclineet la résistance aux sulfamides.

Dans les deux autres transconjugants, toutes les PCR avec les réplicons testés
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étaient négatives.

Phénotype de résistance aux antibiotiques chez E. coli / K. preumoniae

\ 2

Prévalence et caractéristiques génétigues d'isolats d'E. coli et de K.

preumoniae producteurs de BLSE

\ 2

Génotypedela résistance aux antimicrobiens dans les isolats d'E. coli non
producteurs de BLSE

Figure 20 : Titres abordés présentés dans les résultats.

IV.9. Analyse de la conclusion

Elle a éte formulée trés clairement en rappelant le principal résultat de 1’étude. Les
perspectives de cette etude ont egalement été fusionnées dans cette partie.

IVV.10. Références bibliographiques.

Elles ont été citées selon leur ordre d’apparition dans le texte (systtme numérique). La
majorite de ces références étaient des articles de recherche et de synthése.

Le tableau ci-aprés résume 1’analysedes différente parties de cet article.
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Tableau 03 : Grille d’analyse de la rigueur du contenu de I’article étudié

Qualité Oui Non
Titre Court +/-
Clair +
Résumé Court +
Clair +
Explicatif +
Introduction Informative +
Descriptif du contexte +
Obijectif énonceé +
Matériel et méthodes | Précis dans la démarche +
Type d’étude menée décrit | +
Résultats Reésultats précis +
Résultats objectifs +
Reésultats cohérents +
Obijectif atteint +
Discussion Résultats synthétisés +
Résultats comparés +
Ouverture du travail +
Bibliographie Respectueuse des normes +
Etayée +
Exacte +
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Conclusion

Les entérobactéries occupent une place importante en bactériologie meédicale et
alimentaire et le role du laboratoire reste prépondérant dans 1’identification de ces
germes et dans 1’évaluation de leur niveau de résistance aux antibiotiques. Trois
décennies apres leur découverte, les souches productrices de BLSE étaient isolées
principalement dans les unités de soins intensifs. Elles constituent, aujourd’hui, un
probleme majeur de santé publique et plus que jamais avec la diffusion massive des
BLSE de type CTX-M aussi bien dans le milieu hospitalier que dans le milieu

communautaire.

Nous avons essayé de donner dans ce manuscrit un apercu général sur les
mécanismes de résistance des entérobactéries aux antibiotiques, notamment a la
famille des béta-lactamines ; et ceci, par production d’enzymes de type BLSE qui
continue a constituer a I’heure actuelle I’un des mécanismes les plus pertinents. Dans
le dernier chapitre, nous avons également essayé d’analyser un article portant sur le
sujet des BLSE et dont 1’isolement des bactéries a été réalisé par des étudiants de la

faculté¢ de SNV de I’université de Djelfa.

Finalement, nous soulignons la nécessité d'une protection adéquate des animaux
et des consommateurs contre les bactéries résistantes.A cet effet, il faut mettre en
ceuvre la surveillance bactériologique des différents produits alimentaires et des
troupeaux de poulet, ’optimisation de [I’antibiothérapie tout en restreignant
I’utilisation anarchique des antibiotiques ainsi que l'introduction de bonnes pratiques

de contr6le de I'hygiéne.
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This study aimed to determine the prevalence and diversity of extended-spectrum f-lactamase (ESBL)-
producing and multidrug-resistant (MDR) Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolates from 136 broiler
livers randomly purchased in 136 retail markets in Djelfa (Algeria). Isolation was performed on Hektoen agar
and bacterial identification was carried out by API20E system and Maldi-TOF-MS (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry). Antimicrobial susceptibility was tested by the disk
diffusion and agar dilution methods, Detection of ESBLs and other resistance and integron genes, phylogenetic
grouping, and molecular typing was performed by PCR and sequencing. Seventy-eight isolates (one per positive
sample) were recovered: 73 E. coli and 5 K. pneumoniae. Among E. coli, 86.3% of isolates were MDR. ESBL
activity was revealed in eight E. coli and five K. pneumoniae isolates (rates of 5.9% and 3.7% in analyzed
samples, respectively). ESBL genes detected among E. coli were as follows (number of isolates): blacrx.a.is
(3)- b[um,M,l (3). b[amﬂM.ss (1), and b’as“v,u (1) all Esalfpfwlrms K P“'m“" isolates carried the
blacyx.m. s gene. ESBL-producing E. coli isolates were assigned to lineages (phylogroup/sequence type and
number of isolates in parenthesis): A/ST48 (1), BI/ST6448 (1), BI/ST5087 (3), BI/ST23 (1), and B2/ST131
(two blacrx.m.1s E. coli isolates). K. pneumoniae isolates were ascribed to sequence types ST2010 and ST3483,
Regarding the 65 non-ESBL E. coli isolates, the most observed resistance genes were as follows: ref(A) (75%),
blaygyy (57.1%), and sul2 (43.5%). Class| integrons were revealed in seven non-ESBL E. coli isolates (10.7%)
and two gene-cassette arrays were identified: dfrAl and aadA 1+dfrA1. Our study provides evidence that broiler-
derived food from Center of Algeria constitutes a source of ESBL and/or MDR-producing Enterobacteriaceae,
with detection of relevant ESBL genes and epidemic clones.

Keywords: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, ESBL, blacrx s, B2STI131, poultry, Algeria

Introduction In this context, extended-spectrum f-lactamase (ESBL)-
producing bacteria constitute a mechanism of resistance of

Dum«zm:um DECADES, the emergence of antimicrobial-  great clinical relevance that is spreading not only in humans
resistant bacteria has been enormously announced but also among domestic animals’ ESBL-producing En-
worldwide. In relation to an extensive use of f-lactam terobacteriaceae have been recognized as highly prevalent in
antibiotics in both clinical and nonclinical settings, a  food-producing animals and derived food, in the Mediterra-
great diversity of P-lactamase types have disseminated.’ nean Basin countries.™” In the African continent, despite the
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different surveillances published, mainly in northem countries,
regarding antimicrobial resi_qmnce,nmmg food-producing an-
imals, information is still scarce.” In some previous studies,
pouliry and derivative products have been shown with the
highest contamination level of ESBL-producing bacteria
compared with other food sources. ™

Regarding ESBL-encoding genes, the blacryy is sup-
posed to be the most often disseminated in poultry sector in
North Africa™ The blagyy and the blaggy ESBL-
encoding genes have also been reported, with remarkable
variation between countries.™!"' On the other hand, it has
been mentioned that ESBL gene transmission is supporied
by epidemic plasmids (such as IncIl, IncK, and BAOD plas-
mids, among others), some of which are similar in isolates
from human and animal environments *"*

Clinical multidrug-resistant (MDR) Escherichia  coli
isolates belonging to pathogenic clones have also been
found to carry relevant ESBL genes.' Accordingly, not only
antibiotic resistance genes encountered in clinical isolates
are pertinent, but rather, all commensal strains from humans
and animals, and their mobile genetic elements, constitute a
probable reservoir from which, pathogenic bacteria can ac-
quire resistance by horizontal gene transfer."*!®

To our knowledge, a very few number of studies have
been performed in Algeria on the occurrence of ESBL-
producing Emterobacteriaceae in food of animal origin
commercialized in retails. In the Algerian society, broiler
liver has become largely consumed by adult people and
widely used in preparation of sandwiches in fast foods and
restaurants. Once undercooked, this liver can be the origin
of a risk of food poisoning. Therefore, this study was
launched to investigate the prevalence of ESBL-producing
Enterobacteriaceae (E. coli and Klebsiella preumoniae) re-
covered from broiler liver in chicken markets of Djelfa area
and analyze their phenotypic and genotypic characteristics.

Materials and Methods
Sampling and bactarial isolation

A tofal of 136 samples of broiler livers destined for hu-
man consumption, were randomly purchased during 2016—
2018 from retail markets situated in six districts of Djelfa
area, collecting one sample per market. The number of
markets sampled from each district was as follows: 85 from
Dijelfa, 14 from Ain Ouessara (100km north of Djelfa), 12
from Hassi Bahbah (30 km north of Dijelfa), 11 from Mes-
said (75km south of Djelfa), ¥ from Znina (110km south-
west of Djelfa), and 6 from Afn Madbad (20km north of
Dijelfa). Samples were accurately transported to the labora-
tory in sterile jars under cold storage and were processed for
analysis on the same day.

At arrival, the surface of each liver sample was flamed
using a Bunsen burner to eliminate amy superficial con-
tamination. Then, livers were cut aseptically into small
pieces, and two to three of them were enriched on BHI broth
{Pasteur Institute of Algeria), and incubated aerobically at
37°C for 24 h; after that, the enriched culture was inoculated
on Hektoen agar plates (Pasteur Institute of Algeria) being
incubated at 37°C for 24h. Presumptive £ coli and
K. pneumeoniae colonies (lactose positive and HaS negative)
were purified and identified, using Gram staining, oxidase
test, TSI media {Pasteur Institute of Algeria), and API 20E
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system (BioMérieux, France). Furthermore, E. coli and K.
prewmoniae identification was double checked by the
Maldi-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time-of-flight mass spectrometry) technigue.

Antimicrobial susceptibility and ESBL phenotypic tests

Antimicrobial susceptibility was tested by disk-diffusion
methed on Mueller—Hinton medium ( MH) (Pasteur Institute
of Algeria) as previously recommended by CLSI (2018).'®
The antibiotics tested were as follows: B-lactams (ampicillin,
amoxicillin/clavalanic acid, cefotaxime, ceftazidime, and
imipenem), quinolones (nalidixic acid and enrofloxacin,
aminoglycosides (neomycin and gentamicin), trimethoprim—
sulfamethoxazole, chloramphenicol, and tetracycline. In
parallel, synergy and complementary double-disk tests, using
third-generation cephalosporins (cefotaxime and ceftazi-
dime) and a f-lactamase inhibitor (amoxicillin-clavulanic
acid), were applied for the detection of ESBL activity. E. coli
ATCC 25922 and K. pneumonice ATCC 700603 (ESBL-
producing strain) were adopted as control strains. All the
strains were conserved for subsequent genotypic character-
ization. The minimum inhibitory concentration (MIC) for
colistin was tested in ESBL-positive isolates by the agar
dilution method, and the European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing (EUCAST) breakpoints
were used in this study.” Isolates that showed resistance to
at least three families of antimicrobial agents were classified
as MDR.

Charactarization of fi-lactamase genes

Bacterial DNA extraction was carried out by boiling three
to five colonies in 1 mL of sterile Milli-Q water for 8 min.
The isolates that have shown an ESBL-producing activity
were analyzed by simplex PCR using universal (blacyy s
blapsy, and blagyyh and specific primers (blacpy . and
blacrygagg groups, and blagy, )" Positive amplicons
were sequenced to identify the corresponding subtypes of
[-lactamases.

Characterization of other resistance encoding genes
and integrons

Based on the obtained antimicrobial resistance pheno-
types, isolates were checked for genes encoding resistance
to tetracycline (rer{A) and rer(B)), sulfonamides (sull, sui2,
and sui3), chloramphenicol (emiA and catd), colistin (mer-T,
or gentamicin (aac(3)-1 and ac(3)-10). Ulimately, the pres-
ence of integrons was carried out by amplification of the class
| integrase (intlf), and the amplified variable regions were
characterized by sequencing."

Phyloganetic grouping and molecular fyping

The phylogenetic group (A, Bl, B2, or D) of ESBL-
producing E. coli isolates was determined by a specific tn-
plex PCR (chud, yjaA, and TspE4.C2). Multilocus sequence
typing (MLST) of seven housekeeping loci was performed
for ESBL-producing E. coli isolates (adk, fumC, gvrB, icd,
mdh, purd, and recA) and K preumoniae isolates (rpoB,
gapA, mdh, pgi, phoE, infB, and 1onB), to determine the
sequence type (ST) and clonal complex (CC), as previously
recommended.
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Plasmid characterization and conjugal transfer

Transferability of the ESBL-encoding genes was checked
through conjugation experiments. A plasmid-free, rifampicin-
resistant, and lactose-negative E. coli CSH26 strain, show-
ing sensitivity to all antimicrobial agents under study, was
used as a recipient bacterium. MacConkey agar plates
(Difco, Le Pont de Claix, France) supplemented with ri-
fampicin (50 pg/mL) and cefotaxime (4 pg/mL) were used
for transconjugant selection. Moreover, donors and trans-
conjugants were subjected to PCR-based replicon-typing
method to analyze the presence of Incll, IncN, IncFIA,
IncFIB, IncFIC, IncK, and IncL/M replicons.”

Results
Antimicrobial resistance phenotype in E. coliK.
pneumoniae isolates

Among the 136 liver samples tested, 78 contained E. coli or
K. pnewnoniae (57.5%), and 73 E. coli and 5 K. pneumoniae
isolates were recovered (1 isolate per positive sample).

High resistance rates were detected in E. coli isolates
against tetracycline (98.6%), nalidixic acid (86.3%), tri-
methoprim/sulfamethoxazole (72.6%), ampicillin (71.2%),
entofloxacin (60.2%), and amoxicillin/clavulanic acid (57.5%).
Resistance levels for other antimicrobial agents in E. coli
isolates were as follows: cefotaxime (10.9%), ceftazidime
(2.7%), imipenem (0%), neomycin (26%), gentamicin (6.8%).
and chloramphenicol (16.4%). A multidrug resistance phe-
notype was detected in 86.3% of E. coli isolates and in all
of the K. preumoniae isolates (Table I).

Prevalence and genetic characteristics
of ESBL-producing E. coli and K. pneumoniae isolates

Eight E. coli and the five K. pneumoniae isolates were
ESBL producers (rates of 59% and 3.7% in analyzed
samples, respectively). All five ESBL-producing K. pneu-
moniae cartied the blacyy y.1s gene. Genes-encoding ESBL
detected in eight E. coli were as follows: blacry.am.; (three
isolates), blacry. .15 (three isolates), blacyy.p.ss (one iso-
late), and blagyy.i» (one isolate). Other B-lactamase genes
(blagyy., and/or blarpy.,) were present in six ESBL-
positive isolates, in association either with the blacry.y.is
gene (one E. coli and four K. pneumoniae isolates) or the
blagyy. ;» gene (one E. coli isolate) (Table 1).

ESBL-producing E. coli isolates were ascribed to the
following lineages [phylogroup/sequence type/ESBL type
(number of isolates)]: A/ST48/SHV-12 (1), BI/ST6448/CTX-
M-55 (1), BI/STS087/CTX-M-1 (3), BI/ST23/CTX-M-15 (1).
and BYSTI3I/CTX-M-15 (2). In addition, K. pneumoniae
isolates were ascribed to sequence types ST2010 (three isolates)
and ST3483 (two isolates) (Table 1).

Regarding other resistance genes, most of ESBL-producing
isolates (seven E. coli and all five K. pneumoniae) harbored the
tet(A) gene, and the remaining E. coli isolate contained the
ret(B) gene. Resistance to sulfonamides was caused by the sul2
gene in K. pneumoniae isolates, whereas E. coli isolates carried
the sull, sul2, or sul3 genes. In one BI/ST5087 E. coli isolate,
resistance to sulfonamides occurred by both sull and sul2
genes. All ESBL-producing isolates showed a colistin MIC of
<2 ng/mL (in the susceptibility category) and were negative for
mer-1 gene (Table 1).

Moreover, 9 of the 13 ESBL-producing Enterobacteri-
aceae contained class 1 integrons, and the aadAl gene
cassette was found in the variable region of 3 E. coli isolates
(Table 1).

The four ESBL variants were successfully transferred in
seven of the nine ESBL producer strains tested by conju-
gation. Transconjugants carrying the blacry.y genes also
acquired the IncK and IncIl plasmids in three E. coli and
one K. pneumoniae isolates, respectively. However, transfer
of blagyy.y» gene occurred in association with the acquisi-
tion of both IncFIB and IncIl plasmids. and of tetracycline
and sulfonamide resistance. In the remaining two trans-
conjugants, all PCRs with tested replicons were negative
(Table 1).

Genotype of antimicrobial resistance
in non-ESBL-producing E. coli isolates

Focusing on the 65 non-ESBL-producing E. coli isolates
from liver samples, a variety of resistance genes was de-
tected (Table 2). The most frequent genes associated with
tetracycline resistance were fef(A) (75%) and re(B)
(10.9%). Resistance to ampicillin was mainly mediated by
the b’u'rm gene (57.1%), whereas the b’asuv and Maox/\
genes were absent. The sul2, sull, and sul3 genes were
detected in 43.5%, 21.7%. and 8.7% of sulfonamide-
resistant isolates, respectively. The cml/A gene, which en-
codes a putative chloramphenicol efflux pump, was revealed
in seven isolates, whereas the catA gene, which encodes a
chloramphenicol acetyltransferase, was spotted in the re-
maining three chloramphenicol-resistant isolates. Interest-
ingly, resistance to gentamicin was associated with the
presence of the aac-(3)-1I gene in all cases. Class 1 integrons
were revealed in seven isolates (10.7%) and two gene cas-
settes were identified in the variable region of four of them:
dfrAl (three isolates) and dfrAl+aadAl (one isolate).

Discussion

More than half of liver samples destined for human
consumption tested in this study were contaminated with
E. coli or K. pneumoniae isolates and most of them showed
a multidrug resistance phenotype. Moreover, ~ 10% of
the liver samples contained ESBL-producing E. coli or K.
pneumoniae isolates, with diversity of bacterial genetic
lineages and of ESBL genes. This situation is worrying, given
that, these bacteria could be transmitted to humans through
the food chain.

Enterobacteriaceae, notably E. coli strains, are known to
be primary indicators of fecal contamination in food prod-
ucts. The heavy contamination recorded in this study could
be mostly explained by the lack of hygiene that could occur
during one of the stages of liver production: rearing, pro-
cessing, transport, or distribution. Of all these stages.
slaughter and evisceration remain the most critical points in
contaminating livers. In our case, no information is available
about the rearing system in the farms. Then, livers were
either processed in the slaughterhouses of Djelfa region
(sellers receive eviscerated carcasses) or in the markets
(sellers receive partially eviscerated carcasses). Concerning
distribution, we have noticed that the transport trucks were
deprived of any refrigeration system in several cases (data
not shown).
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TasLE 2. GENETIC CHARACTERISTICS IN THE 65
NON-EXTENDED-SPECTRUM [-LACTAMASE-PRODUCING
EsCHERICHIA cOLE ISOLATES OF Foon LIVER SAMPLES

Number of Detected  Positive
resistant  resistance isolates,

Resistance trait isolates  genes n (%)

Tetracycline 64 1er(A) 48 (75)
1el(B) 7 (10.9)
Ampicillin and/or 49 blaypy 28 (57.1)
amoxicillin-clavulanic
acid
Sulfonamides 46 sul2 20 (43.5)
sull 10 (21.7)
suld 4(8.7)
Chloramphenicol 10 emlA 7(70)
catA 3 (30)
Gentamicin 4 aac-(3)-11 4 (100)

Moreover, there are several bacterial avian diseases
(caused by Enterobacteriaceae) where the liver is affected,
and so, the isolation of Enterobacteriaceae from the inside of
liver samples might also be related to the occurrence of
eventual bacterial diseases, mainly the avian colibacillosis
caused by avian pathogenic E. coli strains.*

The poultry farming system in Algeria ranges from small
family farms to intensive industrial large-scale capacities.
Small poultry units are made of plastic houses where the
ambient conditions are difficult to manage (humidity, ven-
tilation, and temperature),* which lead to the occurrence of
diseases in livestock. Broilers are then distributed to either
legal slaughterhouses where sanitary poultry inspection is
carried out and distribution to butchers is performed in re-
frigerated trucks, or to clandestine slaughterhouses where
chickens are slaughtered and sold illegally in bad hygienic
conditions, and the risk of the nonseizure of carcasses af-
fected could be high.

Among the 136 samples, 8 E. coli and 5 K. pneumoniae
were carriers of ESBL-encoding genes (5.9% and 3.7%,
respectively). The occurrence of ESBL-producing En-
terobacteriaceae in animal and food settings vary within
continents and countries, depending on many variables, in-
cluding sampling conditions and isolation methods, which
makes comparisons difficult to perform. Carriage rates of
ESBL producers in food and healthy food?mducing ani-
mals, ranged from 13% to 35% in Tunisia.*'"'* In Algeria,
frequencies of 1.6% and 26.2% of ESBL-producing
E. coli recovered from broiler with colibacillosis and
healthy broilers, respectively, were reponed.“" Like-
wise, a rate of 12% was communicated from ready-to-eat
sandwiches containing meat from different regions of
Béjaia city, and 27.5% of ground beef samples were found
to contain ESBL-producing E. coli in Algiers.”‘“ Our
study provides an additional evidence that broiler-derived
food in Algeria continues to constitute a worrying source
of ESBL and/or MDR-producing Gram-negative bacilli,
with E. coli and K. pneumoniae being the most common
hosts.

One of the major reasons for the appearance of ESBL
strains in Algerian poultry production is the high rate of

resistance levels recorded against the majority of autho-
rized antibiotics, and therapeutic failures. Accordingly,
many poultry farmers use third-generation cephalosporins
(ceftiofur), which is indicated for cattle and is not allowed
1o be marketed in Algeria as an injectable agent, to com-
pensate for the lack of effectiveness of the other failed
antibiotics. In fact, the range of cephalosporins available
for use in veterinary medicine is supposed to be limited
compared with humans. Ceftiofur has been developed
strictly for veterinary use, for the treatment of respiratory
infections.” However, it has been demonstrated that third-
generation cephalosporins, such as ceftiofur, in food ani-
mals is leading to resistance to other extended-spectrum
cephalosporins, and could be hugely associated with the
short-term increase of ESBL-producing E. coli in the gut of
chicks.*

As expected, the blacyy .y varants were the most prev-
alent ESBL genes reported in this study. These results re-
inforce the previous background about the global expansion
of the blacry.y in poultry and other food-producing animals
worldwide, " The blacyy.s. 15, Which remains the most
worldwide disseminated genotype, was detected in three
E. coli and in all the K. pneumoniae isolates. This finding
matches perfectly other studies showing that the contribu-
tion of this enzyme has awfully emerged in clinical and
nonclinical settings, both in the developing and developed
worlds. The horizontal transfer of blacyryx.y genes on con-
jugative plasmids and their location on mobile genetic ele-
ments are the major causes to their evolution and global
spread.”'** In Algeria, the first report of the blacrx.y.is
goes back to 2006."" Furthermore, high frequencies were
described from distinct environments: in hospitals,'** live-
stock animals,*** companion animals,” wild animals,*
seawater,"” and wild fish."® Recently, a 2019 study an-
nounced the occurrence of this genotype in K. pneumoniae
isolates from Algerian fresh fruits and vegetables. E. coli
with blacrxam. and blagyy.)» genes have been identified
among our isolates with lower frequencies. On the other
hand, the blacyy .y, was known to be the most prevailing
ESBL in livestock animals, mainly in Mediterranean coun-
tries.™* This verdict suggests the possibility of interspecies
dissemination of ESBL genes, mainly the blacry sy js.

In Algeria, the b’ﬂﬂay.u has been already reported from
humans and animals.*" The low rate of blagyy mentioned
in this study joins other data, in which these genes have been
described to not undergo the explosive spread that blacyy v
variants have expressed.'™** This result supports the hy-
pothesis that blagyy genes are particularly associated to
health care infections. Moreover, our results indicate, in-
terestingly, the isolation of a blacyy.a.ss-harboring E. coli
isolate. Very recently, Hassen et al. (2019)" have com-
municated the first detection of blacyx.a.ss from chicken
feces and raw meat in Tunisia. To the best of our knowl-
edge, this would be the first report of this genotype from
Algeria. These two new reports, both from poultry, could
be regarded as an alarming sign of the eventual dissemi-
nation of an unusual group 1 blacyx.y variant in North
Africa,

The detection of blacyy yss could be explained by the
evolutionary potential of the CTX-M enzymes by a mutation
in the blacy a5 gene by a single amino acid substitution
(valine for alanine at position 80).*" This mutation was first
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encountered in clinical £ coli and K. pneumoniae isolates
from hospitalized patients in Thailand.*' Thereafter, the
large dissemination of this variant throughout Asian
countries has been demonstrated.***!

Phylogenetic grouping and MLST have shown a great
genetic diversity among ESBL-producing E. coli isolates in
this study (five different sequence types). Most of our
ESBL-producing E. coli isolates belonged to phylogroups
Bl and A (four and two isolates, respectively), which
demonstrates the dominance of commensal strains among
our isolates.”* Among the phylogenetic group A, ST23 and
ST48 were identified in two E. colf isolates, carrying, re-
spectively, the blacrx.is and the blagyy.y genes. Pre-
vious reports have indicated the dissemination of these
clones in chicken retail meat and poultry farms, but with
different ESBL types.™*" This concept suggests that hori-
zontal gene transfer of various ESBL types can occur among
the same lineage of E. coli isolates, Concerning those as-
signed to B1 phylogroup, STS087 and ST6448 were de-
tected in blacyxa. and blacpy y.ss-containing  strains,
respectively. No data are currently available in the literature
on the epidemiology of these two clonal lineages, which
requires further complementary studies.

Worryingly, the presence of the epidemic B2/STI131
E. coli clone, which is classified as one of the most relevant
extra-intestinal pathogenic linenges.’“ was also highlighted
in our study among two ESBL-producing E. coli isolates.
The fact that both ST131 strains were CTX-M-15 producers,
demonstrates that pathogenic E. coli have developed resis-
tance to extended-spectrum beta-lactams relevant to thera-
peutic in humans and animals. Indeed, many authors have
clarified a lot about the epidemiology of this lineage and
have hypothesized that STI31 may now be contributing
importantly to antimicrobial-resistant E. coli infections
worldwide,*" However, African investigations remain
scarce. In Algeria, the blacyx.w.s-harboring B2/ST131
clone was reported in uropathogenic E. coli from nonhos-
pitalized patients,* and from wild fish in Mediterranean
Sea.™ This study could be the first report of blacry.m.s-
containing clone B2/ST131 from food in Algeria.

In ESBL-producing K. pneumoniae isolates, the lineage
ST2010 was identified in three isolates. This ST2010 clone
seems to play an epidemiological role, given that it was
revealed in a carbapenem-resistant K. pneumoniae isolate
from children's hospital in China** Furthermore, two
CTX-M-15-producing K. pneumoniae isolates from two
different zones were clustered into the same sequence type
(ST3483).

Transferability of the blacyy.y genes from our ESBL-
producing isolates was associated with the acquisition of
IncK and Incll plasmids, whereas the blagyy. (2 transcon-
jugant acquired the IncFIB and the Incll replicon plasmids.
These findings illustrate the diversity of plasmid incom-
patibility groups that potentially might harbor ESBL genes
in Enterobacteriaceae from chicken in Algeria, and dem-
onstrate the role of the foodborne pathway in ESBL-gene
transmission by horizontal gene transfer, mediating the
mobilization of genetic material from one bacterium to an-
other.* Furthermore, in agreement with other studies on
food and food-producing animals,"*** class 1 integrons
were present among ESBL and non-ESBL isolates, with the
presence of streptomycin (aadA 1) and trimethoprim (dfrAl)
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resistance genes inside their variable regions. These mobi-
lizable genetic elements are known to be major contributors
of the emergence, recombination, and expansion of multi-
drug resistance among bacteria,**

Finally, our study reports an extremely high rate of MDR
among E. colt/K. pnewmoniae isolates from broiler liver
commercialized in Djelfa arca (86.3% in E. coli and all K.
preumoniae isolates), Similarly, in poultry, elevated phe-
notypic resistance levels were communicated in Eastern and
Western Alg:rin.““” This is not surprising, given that, most
of isolates exhibited a co-resistance to old drug agents used
in poultry house, such as tetracycling, sulfonamides, and
ampicilling with tet(A), sul2, and blaygy being the most
common corresponding genotypes, respectively. In general,
in Algerian poultry houses, we notice the high use of one or
more antibiotics, sold at very affordable prices: fluor-
oquinolones (enrofloxacin), beta-lactam agents (ampicillin
and amoxicillin), and tetracycline. This use is excessive
because of the frequent presence, in the Algerian poultry
farms, of many viral health problems that lead to inevi-
table bacterial secondary infections, mainly colibacillosis
caused by E. coli. In addition, several authors have men-
tioned that antimicrobials are excessively administered by
breeders from day | to slaughter, in Algerian chicken
farms, for therapeutic purpose (e.g., f-lactams and fluor-
oquinolones for respiratory infections), preventive pur-
pose (e.g., sulfonamides against salmonellosis and
coccidiosis), or both, therapeutically and prophylactical-
1y.*"%¢ All these practices may lead to the emergence of
resistance in commensal bacteria, which represents an
impressive sign of selection pressure.“ Co-selection could
be another way of selection of MDR bacteria, including
ESBL-producers.

Conclusion

Relevant ESBL genes (blacrx.m v blacrx.s. 15 Dlacrx.a.ss
and blagyy.12) in E. coli or K. pneumoniae, and blacyx a. 15+
containing clone B2/STI31 in E. coli isolates were detected
in Algerian retail chicken liver, These findings reveal a se-
rious public health concern, given that, such strains could be
transmitted to human consumers through the food chain,
generating an eventual public health risk. Complementary
studies about the impact on human health should be further
designed.
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Résumé :

Les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) engendrent une résistance a la majorité des
bétalactamines. Leur apparition dans les bactéries Gram négatif et leur dissémination
coincident avec I’utilisation d’antibiotiques a large spectre tels que les céphalosporines et
les quinolones. Les bactéries productrices de BLSE peuvent occasionner des infections
hospitaliéres et communautaires. Les carbapénemes restent les molécules de premier
choix pour le traitement des infections par les bactéries productrices de BLSE.
L’utilisation rationnelle des antibiotiques pourrait contribuer a ralentir la dissémination
des bactéries productrices de BLSE.

Compte tenu de la situation actuelle liée a I’émergence du covid-19 qui nous a interdit de
mener la partie pratique de ce mémoire de fin d’études, 1’objectif de ce manuscritse limite
a générer un apercu bibliographiques sur le entérobactéries et les mécanismes de
résistances bactériennes aux antibiotiques, tout en mettant le point sur les BLSE. Une
analyse d’un article de recherche publi¢ récemment sur la prévalence des souches
entérobactéries productrices de BLSE dans la région de Djelfa a été réalisée.

Les mots clé :béta- lactamase , BLSE , Entérobactéries , Résistance.

Abstract :

Extended-spectrum beta-lactamases (ESBLS) cause resistance to most beta-lactams. Their
appearance in Gram negative bacteria and their spread coincide with the use of broad-
spectrum antibiotics such as cephalosporins and quinolones. ESBL-producing bacteria
can cause hospital and community infections. Carbapenems remain the molecules of first
choice for the treatment of infections by ESBL-producing bacteria. Rational use of
antibiotics could help slow the spread of ESBL-producing bacteria.

Given the current situation linked to the emergence of covid-19 which has prohibited us
from carrying out the practical part of this end of studies thesis, the objective of this
manuscript is limited to generating a bibliographic overview on Enterobacteriaceae and
mechanisms of bacterial resistance to antibiotics, while focusing on ESBLs. An analysis
of a recently published research article on the prevalence of ESBL-producing
enterobacteriaceae strains in the Djelfa region was performed.

The key words: beta-lactamase, ESBL, Enterobacteriaceae, Resistance.
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