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Résumeé

Escherichia coli est un pathogene opportuniste, a fort potentiel épidémique, fréquemment
impliqué dans les infections nosocomiales. L’augmentation et la dissémination de la
résistance aux antibiotiques chez cette espece, représente un probleme majeur de santé
publique a I’échelle mondiale. L’objectif de cette étude multicentrique est de faire le point sur
I’état actuel de la résistance aux antibiotiques chez E. coli dans les hépitaux du Nord-Ouest

algérien.

Un total de 240 souches d’E. coli a été collecté, entre Octobre 2008 et Juin 2012, & partir de
différents services des centres hospitalo-universitaires de Tlemcen, Sidi Bel Abbes et Oran.
L’étude de la sensibilit¢é aux 22 antibiotiques, dont 13 B-lactamines, 4 aminosides, 3
quinolones, le triméthoprime/sulfaméthoxazole et la colistine, a révélé des taux de résistance
¢levés pour la plupart des antibiotiques testés. Différents génes de résistance aux B-lactamines
ont été detectés avec dominance du géne codant la B-lactamase a spectre élargi (BLSE) CTX-
M-15 et émergence de nouveaux genes blargm.167 €t blacmy-16. D’autres génes de résistance
aux aminosides (armA, rmtB, aac(6’)-1b, aadA et aadB), aux quinolones (aac(6’)-1b-cr) au
trimethoprime/sulfaméthoxazole (dfrA) et a la colistine (mcr-1) ont été également détectes. La
dissémination des genes de résistance, au niveau des CHUSs étudiés, est liée principalement a
la circulation du clone épidémique ST405, clone a haut risque international et au transfert de
plasmides de différents groupes d’incompatibilité (IncF, IncFIA, IncL/M, Incll, IncA/C et

IncN) entre souches non reliées génétiquement.

Dans cette étude on rapporte pour la premiére fois en Algérie, la détection des génes de
résistance aux aminosides (armA et rmtB) et a la colistine (mcr-1) chez des souches cliniques
d’E. coli, soulignant ainsi I’augmentation de la fréquence des souches multirésistantes, dans
cette espéce, dans les hopitaux algériens, ce qui nécessite d’établir des mesures de contrdle

pour éviter leur diffusion.

Mots clés : E. coli, résistance aux antibiotiques, épidémiologie, Algérie, BLSE, armA, rmtB,

mcr-1.



Abstract

Escherichia coli is an opportunistic pathogen with a high epidemic potential, frequently
involved in nosocomial infections. The increase and dissemination of antibiotic resistance in
this species is a major public health concern worldwide. The aim of this multicentric study is
to make the point on the current situation of antibiotic resistance in E. coli in hospitals of
North-Western Algeria.

A total of 240 strains of E. Coli was collected, between October 2008 and June 2012, from
various wards of the university hospitals of Tlemcen, Sidi Bel Abbes and Oran. The study of
susceptibility to 22 antibiotics, including 13 B-lactams, 4 aminoglycosides, 3 quinolones,
trimethoprim/sulfamethoxazole and colistin, revealed high levels of resistance rates for most
of the antibiotics tested. Different B-lactam resistance genes were detected with dominance of
gene encoding the extended spectrum B-lactamase (ESBL) CTX-M-15 and the emergence of
new genes blatem-167 and blacmy-16. Other genes of resistances to aminoglycosides (armA,
rmtB, aac(6’)-1b, aadA and aadB), quinolones (aac(6°)-1b-cr), trimethoprim/sulfamethoxazole
(dfrA) and colistin (mcr-1) were also detected. The dissemination of resistance genes, in the
hospitals included in this study, is mainly linked to the circulation of the high-risk
international clone ST405 and the transfer of plasmids belonging to different incompatibility
groups (IncF, IncFIA, IncL/M, Incll, IncA/C and IncN) between strains unrelated genetically.

In this study we report for the first time in Algeria, the detection of aminoglycosides
resistance genes (armA and rmtB) and colistin resistance gene (mcr-1) in clinical strains of E.
coli, pointed out the increase of the frequency of multiresistant strains, in this species, in

algerian hospitals, which requires the establishment of control measures to avoid their spread.

Keywords: E. coli, Resistance to antibiotics, epidemiology, Algeria, ESBL, armA, rmtB, mcr-
1.
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La découverte des antibiotiques au début du XXe siecle a constitué une véritable révolution
dans le domaine médical. Ces molécules ont été considérées comme étant des armes
puissantes qui sauraient éradiquer toute maladie infectieuse d'origine bactérienne. Cette
euphorie, longtemps entretenue par la synthése de nouveaux antibiotiques, a connu un coup
d’arrét vers la fin des années 90 (Monnet, 2000). En effet, devant 1’augmentation des
infections nosocomiales & bactéries a Gram positif (BGP), les années 1990 et le début des
années 2000 ont été marquées par la diffusion des BGP multirésistantes et plus
particulierement des Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM) et des
entérocoques résistants aux glycopeptides (Hiramatsu, 2001). Pour cela, de nouvelles
molécules destinées a traiter ce type de germes ont été développées, mais ceci aux dépens de
bacilles a Gram négatif (BGN), chez lesquels sont apparues de multiples résistances (Bush,
2010). Ainsi, I’isolement dans les hopitaux du monde entier de BGN multirésistants,
appartenant essentiellement aux especes Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Burkholderia cepacia et Stenotrophomonas maltophilia, chez des patients présentant des
pathologies séveéres, est devenu un phénomene préoccupant pour la santé publique. En outre,
avec I’émergence des entérobactéries multirésistantes, responsables de plusieurs pandémies,

une nouvelle étape inquiétante est franchie (Cohen et Rollet, 2013).

Les entérobactéries, en particulier Escherichia coli, sont des résidents habituels du tractus
gastro-intestinal, susceptibles de provoquer de trés nombreuses infections, méme chez des
sujets sans pathologie. E. coli, en dépit de son image de bactérie communautaire représente la
premiére cause d’infection nosocomiale dans plusieurs pays (Soussy et al., 2000 ; Amazian et
al., 2010). Naturellement sensible a de trés nombreux antibiotiques, 1’émergence puis la
diffusion de différents mécanismes de résistance acquise au sein de cette espéce, aussi bien en
ville qu’a I’hdpital, conduit a 1’apparition des souches multirésistantes, confrontant parfois les
cliniciens a des quasi-impasses thérapeutiques (Brigante et al., 2005). La multirésistance des
souches d'E. coli est principalement liée a la production de B-lactamases a spectre élargi
(BLSE), a I’hyperproduction de céphalosporinases ou a la production de carbapénémases, qui
sont souvent associées a la résistance aux aminosides et/ou aux quinolones (Courvalin et
Leclerck, 2012).

La survenue d’infections, a E. coli, intraitables par des antibiotiques n’est plus une simple
menace pour 1’avenir mais une réalité actuelle. Pouvoir endiguer ou du moins maitriser cette

problématique, nécessite une meilleure compréhension des mécanismes d’acquisition de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monnet%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10874442
https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwif8Zqvtv7SAhUGOBQKHXgUArcQFggYMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FBurkholderia_cepacia&usg=AFQjCNFJ0aUOgjy23NLbTdWzN60IBi0LJQ&bvm=bv.151325232,d.d24
https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwjDie_btv7SAhWG8RQKHaYiB9kQFggbMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.chups.jussieu.fr%2Fpolys%2Fbacterio%2Fresistlacta%2FPOLY.Chp.16.html&usg=AFQjCNEQ7C9MA9nx2-dTj6oMn8e4dbYazQ&bvm=bv.151325232,d.d24
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résistance aux antibiotiques afin de mieux contréler sa dissémination et pour une meilleure

prise en charge thérapeutique.

Ces derniéres années, plusieurs études ont rapporté 1’isolement des souches multirésistantes
d’E. coli dans les hopitaux algériens, qui sont a l’origine de petits foyers épidémiques
(Agabou et al., 2014; Yanat et al., 2014 ; Sassi et al., 2014 ; Gharout-Sait et al.,
2015 ; Yahiaoui et al., 2015 ; Yanat et al., 2016a ; Yanat et al., 2016b ; Yanat et al., 2016c ;
Medboua-Benbalagh et al., 2017). Ces études ont été principalement réalisées dans les régions
du Centre et de I’Est de 1’Algérie. Cependant, les données sur la résistance aux antibiotiques,
chez E. coli dans 1’Ouest Algérien, restent rares. Dans ce cadre, ce projet de thése a été
Proposé avec comme principaux objectifs 1’étude de la résistance aux antibiotiques ainsi que
I’épidémiologie moléculaire des souches d’E. coli isolées au niveau des trois centres

hospitalo-universitaires du Nord-Ouest algérien (Tlemcen, Sidi Bel Abbes et Oran).

Cette these est présentée en trois parties. La premiere partie consiste en une synthése
bibliographique présentant 1’agent pathogéne E. coli et rappelant les caractéristiques
structurales et les mécanismes d’action des antibiotiques les plus utilisés dans le traitement
des infections dues a ce germe. A la fin de cette patrie, sont présentés également les
mécanismes de résistance d’E. coli aux antibiotiques ainsi que 1’épidémiologic de ses génes
de résistance, notamment en Algérie et dans les pays voisin (pays de 1’ Afrique du Nord et de
la méditerranée). Ensuite, dans une deuxiéme partie, seront présentés le matériel et les
méthodes utilisés. Enfin, la troisieme partie sera consacrée aux résultats obtenus, qui portent
principalement sur 1’état actuel de la résistance aux antibiotiques d’E. coli dans le Nord-Ouest
algérien, la caractérisation des génes de résistance aux B-lactamines, aminosides et quinolones
ainsi que leur support plasmidique et la détermination du lien de clonalité entre les souches

étudiées.
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1. Escherichia coli

C'est en 1885 que Theodore Escherich, un pédiatre allemand, a identifié pour la premiere fois
la bactérie Escherichia coli dans des selles de nourrissons, qu’il appela Bacterium coli
commune (Kaper et al., 2004). Son nom actuel lui est donné en 1919 par Castellani et
Chaombers (Grimont, 1987). Depuis ce temps, E. coli est devenue la bactérie la mieux connue
et la plus étudiée, sa découverte précoce et sa culture aisée (division cellulaire toutes les 20
minutes a 37°C) en font un outil d'étude pratique. En effet, nous devons beaucoup de nos
connaissances du métabolisme intermédiaire, recombinaison génétique, réplication de I'ADN,
Transcription de I'ARN et la synthese des protéines a des études menées sur E.coli
(Donnenberg, 2002).

E. coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Elle possede les caractéres classiques
de cette famille : c’est un bacille a Gram négatif, non sporulé, généralement mobile gréce a
une ciliature péritriche, aéro-anaérobie facultatif, a métabolisme respiratoire et fermentaire,
oxydase négative, catalase positive et nitrate réductase positive (Bidet et Bingen, 2011). Cette
bactérie posséde également des caractéres biochimiques particuliers permettant de la
différencier des espéces voisines. Il s’agit de la production d’indole a partir de tryptophane,
I’absence d’utilisation du citrate comme source de carbone et I’absence de production

d’acétoine (Joly et Reynaud, 2007).

Le premier systéme permettant une classification des souches de 1’espece E. coli fut Le
systeme de typage sérologique, qui est basé sur les propriétés antigéniques du
lipopolysaccharide (antigéne O), du flagelle (antigéne H) et de surface (antigéne K)
(Kauffmann, 1947). Il a été proposé, en 1976, par Orskov et ses collaborateurs (Orskov et al.,
1976). Quelques années plus tard la classification ECOR (E. coli Collection Reference) est
apparue, Ochman et Sealander ont pu référencer 72 souches d’E. coli qui représentaient
I’espéce totale en utilisant la méthode MLST (multilocus sequence typing) (Ochman et
Sealander, 1984). Cette classification se fondait sur les séquences nucléotidiques de plusieurs
génes de ménage (Herzer et al., 1990). Dés les années 2000, en utilisant la PCR, 1’espéce E.
coli a pu étre classée en six groupes phylogenétiques (A, B1, B2, C, D et E), sur la base de six
genes essentiels (trpA, trpB, pabB, icd et polB) (Clermont et al., 2000).

E. coli est une bactérie ubiquitaire retrouvée dans 1’eau, dans les sédiments et en abondance

dans I’intestin de I’homme et de nombreux animaux & sang chaud, ou elle joue communément
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le role de bactérie commensale (Savageau, 1983 ; Tenaillon et al., 2010). Cependant, suite a
I’acquisition et la combinaison de facteurs de virulence, cette espéce bactérienne peut
également se comporter comme un microbe pathogene a localisation intestinale (Levine,
1987) ou extraintestinale (Pohl, 1993).

Les souches pathogénes d’E. coli sont classées en huit pathovars, en fonction des facteurs de
virulence acquis par transfert horizontal, des environnements colonisés et de la pathologie

induite (Figure 5) (Croxen et Finlay, 2010).

Cerveau : NMEC

Circulation sanguine
UPEC et NMEC

Gros intestin :
FEHEC.EIEC et EAEC

Rein: UPEC

- Intestin gr@le:EPE C.ETEC,
DAEC et EAEC
.Vessie : UPEC

EPEC : E. coli entéropathogéne, ETEC : E. coli entérotoxinogéne, DAEC : E. coli & adhésion diffuse,
EHEC : E. coli entérohémorragique, EIEC : E. coli entéroinvasive, EAEC : E. coli entéroaggrégative.
UPEC : E. coli uropathogéne, NMEC : E. coli a I’origine de méningites néonatales.

Figure 1. Sites de colonisation des Escherichia coli pathogenes (Croxen et Finlay, 2010)

Les E. coli a I’origine de maladies intestinales ont en commun de se multiplier dans 1’intestin
de leurs hotes. Elles sont reconnues comme des agents responsables de syndrome diarrhéique
d'origine alimentaire ou hydrique. Six principaux pathovars classifiés en fonction des signes

cliniques et des facteurs de pathogénicité exprimés, sont inclus dans ce groupe: les E. coli
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enterohémorragiques (EHEC), les E. coli entérotoxinogénes (ETEC), les E. coli
entéropathogenes (EPEC), les E. coli a adhésion diffuse (DAEC), les E. coli
entéroaggrégatives (EAEC) et les E. coli entéroinvasives (EIEC) (Croxen et Finlay, 2010). Le
deuxiéme groupe d’E. coli a I’origine de maladies extrantestinales, a acquis la capacité de
déjouer les défenses immunitaires de 1’hote et de se propager dans 1’organisme (Johnson et
Russo, 2005). 1l représente un risque sanitaire plus élevé que celui des E. coli pathogénes
intestinales. Ce groupe comprend les E. coli uropathogénes (UPEC), principaux responsables
d’infections urinaires et les E. coli associées a des méningites et des septicémies (NMEC)
(Mokady et al., 2005). De plus, il est important de noter 1’existence de groupes distincts
d’E.coli : le groupe des E. coli a adhérence invasive (AIEC) qui est associé a la maladie de
Crohn (Darfeuille-Michaud, 2002 ; Martinez-Medina et al., 2009) et le groupe des E. coli
productrices de Shigatoxines (STEC) dont la souche E. coli O104:H4 responsable de

I’épidémie de syndrome hémolytique et urémique en 2011 en Allemagne (Mora et al., 2011).

Le génome d’E. coli a été entierement sequencé pour la premiére fois en 1997 chez la souche
commensale E. coli K-12 MG1655 avec 4.6 millions de paires de bases (Blattner et al., 1997).
Depuis, plusieurs génomes de différentes souches pathogénes d’E.coli ont été séquencés : E.
coli EHEC 0157:H7 EDL933, E. coli EHEC 0157:H7 Sakai et E. coli EAEC-STEC 0104:H4
(Perna, 2001 ; Hayashi, 2001 ; Rohde et al., 2011). Le répertoire total de génes de 1’espece est
estimé a 17838. La majorité des souches, portent environ 4721 génes et seulement 1976 génes
appartiennent au fond commun. Ainsi, uniquement 11% des genes connus sont communs a
toutes les souches d’E. coli (Touchon et al., 2009). Cette variabilité génétique retrouvée chez
E. coli est due a la grande plasticité de son génome. Cette instabilité génomique, qui est due
principalement aux échanges de genes par transfert horizontal, peut expliquer la diversité de
style de vie et de facteurs de virulences chez les souches d’E. coli (Rasko et al., 2008 ;
Touchon et al., 2009 ; Donnenberg, 2013).

E. coli est par ordre de fréquence la bactérie la plus souvent isolée de prélévements cliniques a
visée diagnostique, aussi bien en milieu hospitalier que dans la communauté (Soussy et al.,
2000; ONERBA, 2005). Une enquéte méditerranéenne de prévalence en 2010, la classe
comme étant le principal agent des infections nosocomiales (Amazian et al., 2010). C’est un
germe naturellement sensible aux antibiotiques (Jarlier et Nordmann, 2000). Cependant, face
a l’utilisation intensive de ces molécules, les E. coli risquent de devenir, sous les effets
conjugués d’antibiotiques et de transfert de génes de résistance, de plus en plus résistantes

(Adjide et al., 2006). En effet, I’émergence des souches d’E. coli productrices de p-lactamases
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a spectre élargi (BLSE), qui présentent souvent des résistances associees aux aminosides et
aux quinolones, est devenue une préoccupation majeure pour la santé publique a 1’échelle
mondiale (Garau et al., 1999; Doit et al., 2010; Smaoui et al., 2015).
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2. Antibiotiques

Le terme « antibiotique » fut proposé en 1941 par Waksman pour designer toute substance
chimique produite par un micro-organisme et capable d’inhiber le développement ou de
détruire d’autres micro-organismes (Courvalin et al., 2001). Par la suite, cette notion s’est
étendue aux substances semi-synthétiques ou méme synthétiques ayant la méme fonction
(Nauciel et Vildé, 2005). L’antibiotique doit répondre aux critéres de la définition de Paul
Ehrlich sur la chimiothérapie. Pour ce dernier, une substance chimio-thérapeutique utilisable
par voie genérale dans le traitement des maladies infectieuses doit étre nuisible pour le
microorganisme pathogéne mais inoffensive pour les cellules de I’hote. De ce fait, un nombre
restreint d’antibiotiques découverts est utilises en médecine thérapeutique (Walsh, 2003).

De 1940 a 2005, on a assisté a la découverte et a la mise sur le marché de nouveaux

antibiotiques dont la chronologie est présentée dans la Figure 1.

1940 1960 1980 2000

Céphalosporines (quatre générations)

Sulfamides 1936
' Oxazolidinones 2000
3-Lactamines 1940 Kétolides 2001

Chloramphénicol
Tétracyclines 1949 Lipopeptides 2003
Glycylcyclines 2005

Aminoglycosides 1950

Macrolides 1952

Glycopeptides 1958

Quinolones
Streptogramines 1962

Figure 2. Ordre chronologique de I’apparition des différentes classes d’antibiotiques en
usage clinique. Adaptée de Walsh (2003)

Les antibiotiques sont classés sur la base de leur structure chimique qui conditionne leurs
principales propriétés bactériologiques (mode d’action, mécanisme de résistance, spectre),
pharmacologiques (mode d’admission, diffusion, élimination) et toxicologiques (effets
indésirables et contre-indications) (Bosgiraud, 2003). Ils sont egalement classés selon leurs
sites d’action (Tableau 1).
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Tableau 1. Classification des antibiotiques selon leurs sites d’action. Adapté de Prescott
et al. (2010)

mode d’action Antibiotiques

Inhibition de la synthese de la paroi cellulaire pB-lactamines
Glycopeptides

Modification de la perméabilité de la membrane Polymyxines
cytoplasmique

Aminosides
Inhibition de la synthése protéique Macrolides

Téetracyclines

chloramphénicol

Inhibition de la synthése des acides nucléiques Rifampicine
Quinolones
Inhibition des voies métaboliques de I'acide folique Sulfamides

Triméthoprime

Les principales familles d’antibiotiques présentant un intérét thérapeutique contre les
entérobactéries, y compris E. coli, sont les B-lactamines, les aminosides et les quinolones
(Bert et Lambert-Zechovsky, 2000).

2.1 B-lactamines

Les PB-lactamines demeurent a I’heure actuelle les molécules les plus utilisées dans le
traitement des infections dues aux entérobactéries. Cette large utilisation est principalement
liée a leur faible toxicité, a leur pouvoir bactéricide et a I’extréme diversité de leurs structures

(Philippon, 2008 ; Robin et al., 2012).

2.1.1 Structure et classification

La base commune a toutes les B-lactamines (Figure 4) est le noyau azétidinone, qui contient la
structure carbonyle lactame indispensable pour I’activité de ces molécules (Bryskier, 1999). A
partir de cette structure, cing groupes ont été développés par adjonction d'un cycle latéral: les
pénames, les céphemes, les pénemes, les monobactames et les inhibiteurs de B-lactamases
(Figure 2) (Cavallo et al., 2004).
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2.1.1.1 Pénames (Pénicillines)

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

uréidopénicillines (pipéracilline) et les amidinopenicillines (pivmecillinam) (Ruppé, 2010).
2.1.1.2 Céphemes (Céphalosporines)

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle dihydrothiazine pour former le
noyau céphéme. La particularité du noyau cépheme et les nombreux radicaux de substitution
proposés expliquent les propriétés antibactériennes différentes des céphalosporines, justifiant
leur distinction fonctionnelle en plusieurs générations, de spectre et d’intérét clinique

variables (Cavallo et al., 2004). On distingue ainsi:

> Les céphalosporines de premiére génération (C1G) : elles sont plut6t actives sur les
bactéries a Gram positif. Exemples : céfalotine, céfazoline et céfalexine ;

> Les céphalosporines de deuxieme génération (C2G) : elles ont un spectre étendu vers les
bactéries a Gram négatif. Exemples : céfamandole, céfuroxime, céfoxitine et céfotétan ;

> Les céphalosporines de troisieme génération (C3G) : elles ont un spectre étendu a la
plupart des entérobactéries. Exemples: céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone et
céfopérazone ;

> Les céphalosporines de quatrieme génération (C4G) : elles sont relativement stables a
I’hydrolyse des céphalosporinases. Elles restent actives sur les entérobactéries ayant acquis
une résistance aux C3G par hyperproduction d'une céphalosporinase. Exemples : céfépime

et cefpirome (Ruppé, 2010).

2.1.1.3 Pénemes

Les pénémes se caractérisent par la présence d’un cycle penta-atomique insaturé collé au
cycle B-lactame. En fonction de 1’hétéroatome fixé en position 1, on distingue trois groupes :
les sulfopénémes, les carbapénémes et oxapénemes (Bryskier, 1999). Les carbapénémes
posseédent un tres large spectre antibactérien associé a une grande stabilité envers la quasi-
totalité des PB-lactamases. Elles sont considérées comme traitement de choix des infections

séveres a bactéries a Gram négatif (Kattan et al., 2008). Quatre molécules sont
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commercialisées : I’imipénéme, le méropénéme, 1’ertapénéme et le doripénéme (Nordmann et

Carrer, 2010).
2.1.1.4 Monobactames

Se caractérisent par la présence du noyau monocyclique, azétidine, limité au cycle B-lactame.
L’aztréonam est le seul monobactame commercialisé (Ruppé, 2010). Il montre une trés bonne
activité contre les bactéries a Gram neégatif aérobies et plus particulierement contre les
entérobactéries, pour lesquelles il possede une activité comparable a celle des céphalosporines
de troisieme génération en raison de sa bonne stabilité vis-a-vis des p-lactamases (Cavallo et
al., 2004).

2.1.1.5 Inhibiteurs de p-lactamases

Il s’agit de I’acide clavulanique (clavame ou oxapéname), sulbactam et tazobactam
(pénicillines sulfones). Ce sont des B-lactamines a faible activité antibactérienne intrinséque.
Associés a une B-lactamine, ils en restaurent I'activité antibactérienne qu'elle n'avait plus du
fait de son hydrolyse par les B-lactamases (Cavallo et al., 2004). En effet, I’acide clavulanique
est utilisé¢ avec I’amoxicilline dans 1’ Augmentin et la ticarcilline dans le Claventin, alors que
le tazobactam est utilisé avec la pipéracilline dans la Tazocilline. Le spectre d’inhibition de

ces molécules est limité aux pénicillinases (Ruppé, 2010).
2.1.2 Mécanisme d’action

Les B-lactamines interférent avec les étapes finales de la synthése du peptidoglycane,
polymere majeur de la paroi bactérienne, par inactivation des enzymes appelées protéines
liant les pénicillines ou PLPs (Cavallo et al., 2004). Il s’agit d’enzymes d’activité variable de
type transpeptidase, transglycosylase ou carboxypeptidase, localisées sur la face interne de la
membrane cytoplasmique (Philippon, 2008).

Les B-lactamines présentent une analogie structurale entre le noyau B-lactame et le dipeptide
terminal D-alanyl-D-alanine, du pentapeptide constitutif du peptidoglycane, qui constitue le
substrat naturel des PLPs. La fixation du cycle B-lactame sur le site actif des PLPs aboultit a la
formation d’un complexe acylenzyme covalent provoquant I’inactivation de ces enzymes
(Livermore, 1995). Cette liaison ainsi formée a deux conséquences : elle empéche la synthése
du peptidoglycane en inhibant la transglycosylation et la transpeptidation (effet
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bactériostatique) (Tankovic, 2000) et elle entraine une activation endogene des autolysines

bactériennes (effet bactéricide) (Bonnet, 2006).
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Figure 3. Principales structures des p-lactamines (Cavallo et al., 2004 ; Bonomo, 2006)
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2.2 Aminosides

Les aminosides forment une classe d’antibiotiques qui conserve une place incontournable au
sein de I’arsenal antibactérien hospitalier. Leur large spectre d’activité et leur effet bactéricide
rapide constituent des atouts majeurs (Nguyen et Lambert, 2012). Ces antibiotiques sont
utilises en thérapeutique depuis la découverte de la streptomycine par Waksman et ses
collaborateurs en 1944 (Bryskier, 1999). Ils sont le plus souvent utilisés en association avec

les B-lactamines ou les fluoroguinolones pour leur effet synergique (Doi et Arakawa, 2007).
2.2.1 Structure et classification

Les aminosides ou aminoglycosides sont des molécules hydrophiles, basiques et
polycationiques. Leur structure de base comporte un cycle central aminocyclitol saturé, relié
par des liaisons glycosidiques a deux ou trois hexoses (Vakulenko et Mobashery, 2003). Ce
cycle central peut étre la streptidine, 1’actinamine ou la fortamine mais le plus souvent il s’agit
de la 2-désoxystreptamine (DOS) (Figure 3). Les 2-DOS regroupent la plupart des composés
utilisés en thérapeutique humaine comme : la gentamicine, la tobramycine, I’amikacine et la

nétilmicine (Nguyen et Lambert, 2012).

Les composés contenant le cycle DOS sont classés en sous-familles en fonction de la

substitution de ce cycle. On distingue ainsi :

> Les 2-désoxystreptamines monosubstituées en position 4 : Néamine

> Les 2-désoxystreptamines monosubstituées en position 5 : Hygromycine B

> Les 2-désoxystreptamines bisubstituées en position 4 et 5 (groupe 4,5-2-DOS):
Néomycine B ou C, Paromomycine, Lividomycine A ou B, Ribostamycine, Framycétine.

> Les 2-désoxystreptamines bisubstituées en position 4 et 6 (groupe 4,6-2-DOS):
Kanamycines A, B, C et dérivés, Amikacine, Tobramycine, Dibékacine, Gentamicine,

Sisomycine, Nétilmicine (Jana et Deb, 2006).

2.2.2 Mécanisme d’action

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 systeme de porines. Une fois dans
I’espace périplasmique, le franchissement de la membrane cytoplasmique nécessite un

transport actif, oxygene dépendant. Cette étape limitante, explique la résistance naturelle aux
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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 I'ARNmM au ribosome et empéche l'initiation de la traduction et peut aussi
causer une mauvaise interprétation du code génétique, conduisant a la synthése 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 fagon 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 1’action des
aminosides pourrait ne pas étre limitée a la synthése protéique, ce qui explique leur effet
bactéricide rapide (Forge et Schacht, 2000).

OH

2-désoxystreptamine Actinamine

HN NH

ZT

e

HaoN NHQ

o,
HO "OH

Streptidine Fortamine

Figure 4. Structures des aminocyclitols, noyaux de base des aminoglycosides
(Vakulenko et Mobashery, 2003)
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2.3 Quinolones

Depuis la découverte de I’acide nalidixique, en 1962 (Lesher et al., 1962), les quinolones,
antibiotiques synthétiques, ont évolué et sont devenues des agents importants et efficaces dans
le traitement des infections bactériennes (Zhanel et al., 2004). Ce sont des antibiotiques
bactéricides trés largement utilisés en médecine humaine et vétérinaire. 1ls sont caractérisés
par un large spectre d’activité, une bonne biodisponibilité orale et une bonne diffusion dans

les tissus (Hooper et Rubinstein, 2003).
2.3.1 Structure et classification

La structure chimique des quinolones est un acide pyridine-p-carboxylique avec un azote en
position 1, un carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4 (Figure 4) (Soussy,
2006). Dans les années 80, sont apparues les fluoroquinolones ou quinolones de peme
génération par I’addition d’une molécule de fluor en position 6 et d’un cycle azoté en position
7 (Figure 4), qui a augmenté I’activité de ces composes ainsi que leur absorption orale et leur
distribution dans les tissus (Ball, 2000).

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

date de mise sur le marché (Figure 4) (Cattoir , 2012). On distingue :

» Les quinolones de premiére géneration : comprennent des molécules a spectre étroit,
utilisées dans le traitement des infections urinaires dues aux entérobactéries (Andriole,
2005). Exemples : acide nalidixique, acide oxolinique, acide pipémidique ;

> Les quinolones de deuxieme génération ou fluoroquinolones: présentent un spectre élargi
a d’autres bacilles a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa), a certains coccis a Gram
positif (Staphylococcus aureus) et aux bactéries intracellulaires. Exemples : norfloxacine,
ofloxacine, péfloxacine, ciprofloxacine ;

> Les quinolones de troisieme génération ou fluoroguinolones anti-pneumococciques : ont
été développées pour étendre le spectre a Streptococcus pneumoniae. Exemples :
sparfloxacine, lévofloxacine, moxifloxacine ;

> Les quinolones de quatrieme génération : présentent un spectre d’activité étendu aux

bactéries anaérobies strictes. Exemples : trovafloxacine, gatifloxacine (Cattoir, 2012).
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2.3.2 Mécanisme d’action

Les quinolones inhibent les topoisomérase de type Il (gyrase) et IV empéchant leur action
dans le déroulement harmonieux de I’ADN qui est nécessaire a sa réplication (Hooper, 2001).
L’ADN gyrase introduit un super-enroulement négatif dans la double hélice d’ADN bactérien.
Cette activité est essentielle pour I’initiation de la réplication de I’ADN ainsi que pour sa
transcription (Levine et al., 1998). La topoisomeérase IV a une activité de décatenation, qui
permet la séparation des chromosomes répliqués a la fin d’une séquence de réplication
(Zechiedrich et al., 1997).

Les quinolones interagissent avec le complexe enzyme-ADN (la gyrase ou la topoisomérase
IV) et provoquent des changements conformationnels entrainant une désactivation de
I’enzyme (Drlica et Zhao, 1997). Le complexe quinolone-enzyme-ADN ainsi formé, bloque la
progression de la fourche de réplication ce qui inhibe la synthése de I’ADN et conduit a I’arrét
de la croissance bactérienne (Soussy, 2006). De plus, les coupures d’ADN double brin
stabilisées par les quinolones constitueraient des 1ésions non réparables de I’ADN, capables
de déclencher I’inactivation de certaines synthéses protéiques responsable de 1’effet

bactéricide de ces antibiotiques (Drlica et al., 2008).
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Figure 5. Principales structures des quinolones (Andriole, 2000)
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3. Résistance aux antibiotiques chez Escherichia coli

3.1 Résistance aux p-lactamines

Les mécanismes de résistance déployés par les entérobactéries, y compris E. coli, a I'encontre
des B-lactamines sont de quatre ordres, parfois plus ou moins associés : défaut de pénétration
par imperméabilité de la paroi bactérienne, excrétion de la molécule antibiotique, défaut
d'affinité pour la cible (PLP), mais la production d’enzymes inactivatrices, les p-lactamases,

est le principal mécanisme (Bonnet, 2006).

Les P-lactamases sont des enzymes capables d’ouvrir le cycle B-lactame en créant un
intermédiaire acylenzyme instable, menant au final a la perte d’un groupement carboxyle
(Figure 6) (Ruppé, 2010).

R R

O)\NH )\NH

R n o
)’ S o S S
0 -||“\ .|\\“ ,.\\\‘
N _— OH HN _— HN
3 / / /

COOH TOOH _ COOH
b-laclamase décarboxylation
spontanée

Figure 6. Mécanisme d’hydrolyse d’une B-lactamine par une -lactamase (Ruppé, 2010)

Plus de 1300 B-lactamases ont été identifiées (Bush, 2013). Ces enzymes sont classées en
fonction de leur spectre d’activité enzymatique (Bush et al., 1995 ; Bush et Jacoby, 2010) ou
de leur séquence en acides aminés (Ambler, 1980) (Tableau 2). La classification structurale
d’Ambler distingue quatre classes. La classe A correspond aux « pénicillinases » inhibées par
I’acide clavulanique, la classe B correspond aux carbapénémases inhibées par I’acide éthyléne
diamine tétra-acétique (EDTA), la classe C regroupe les « céphalosporinases » non inhibées
par I’acide clavulanique et la classe D correspond aux oxacillinases de sensibilité variable a
I’acide clavulanique. Les enzymes des classes A, C et D sont des serine-enzymes. En
revanche, les enzymes de la classe B sont des métallo- -lactamases comportant deux atomes
de zinc dans leur site actif. La classification fonctionnelle de Bush, Jacoby et Medeiros repose
sur I’activité hydrolytique et la sensibilité des f-lactamases aux inhibiteurs. Elle rend compte

de leur diversité fonctionnelle au sein des quatre classes structurales d’ Ambler.
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Tableau 2. Classification de Bush et Jacoby et correspondance avec la classification
structurale d’Ambler (Bush et Jacoby, 2010)

Classe  (aoupe (Bush) Substrats Inhbifion Examples
[Ambler)
ACTIZIE EDTA
A 2a Pamcillimes + - PCl

b Pamicllines, + - TEM-1, TEM-2, SHV-1

céphalosporines de 1™ et
2™ sgnération

2be Pémicillines, + - BLSE de type TEM,

Cephalosponnes de 177, SHV, CTX-M, VEB,

Et:rl:.| Etm: Etil'm:
generation, monobactames

Ybr Penicillines, + ] TEM-30. -76, -103,
Céphalosporines de 15 et SHV.10, 26
29 senération.
Ther Pémicillines, - . TEM-50, -68, -89

Céphalosporines de 1%,

Em:1 Etr.n: Et4tu1:

generation, monobactames

2c Carbenicillines + - PF5E-1.-3.4
2a Cephalosponnes + - Cepl
2F Panicillines, + (faible) - EPC-2, -3, GES-2, INMI-
céphalosponnes, 1, 5ME-1.
carbapensmes
B 3a Toutes les f-lactanunes - + VIM-1, IMP-1, NDM-1,
sauf les monobactames Ll
b Carbapenemes - + Cpha, sfh-1
C 1 Malleure hydrokyse des - - fi-lactamases de type
céphalosporines que de la AmpC CMY-2 FOX-1,
pemcilline & ; Hydrolyse MIE-1
des cephamycines
le Pamicllines, - - =C1, CMY-37
cephamyeimnes,
cephalosporines de 37° et
4™ senération
D d Pamicillines, cloxacillines, + /- - 0XA-1,-10
oxacilline
2de Pamicillines, +i- - O3A-11,-13
cephalosponnes de 3™
{voire 47 ) génération
2df Oracilhine, cloxacilline, +/- - O3[A-23 48
carbapenames

AC: acide clavulanique ; TZB: tazobactam
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E.coli produit a tres bas niveau une céphalosporinase chromosomique naturelle non inductible
de type AmpC, qui peut entrainer chez certaines souches une réduction de la sensibilité aux
aminopénicillines, & leur association au clavulanate et/ou aux céphalosporines de premiere
géneration (Bonnet, 2012). La régulation de I’expression de B-lactamase AmpC chez cette
espece, differe considérablement de celle chez les autres entérobactéries productrices
naturellement d’'une AmpC inductible. Cette différence est due a 1’absence du géne régulateur
ampR et a la présence d’un atténuateur transcriptionnel diminuant ainsi la force du promoteur
(Jaurin et al., 1981). Les souches sauvages restent donc le plus souvent sensibles a
I’ensemble des p-lactamines (Nelson et Elisha, 1999). Cependant, I’hyperproduction
d’enzyme AmpC provoque une résistance a diverses B-lactamines dont la ticarcilline, la
pipéracilline, les céphamycines, les céphalosporines de troisiéme génération, 1’aztréonam et
aux combinaisons des pénicillines avec les inhibiteurs de B-lactamases. Le mécillinam, les
céphalosporines de quatrieme génération (céfépime, cefpirome) et les carbapénémes gardent
leur activité sur les souches produisant ces enzymes (Philippon et Arlet, 2006). Cette
hyperproduction peut se produire par amplification du gene ampC (Edlund et al., 1979) ou
des mutations dans le promoteur et / ou I'atténuateur, ce qui augmente le taux de transcription
du géne (Jaurin et al., 1982 ; Low et al., 2001). Plusieurs mutations dans le géne ampC ont été
décrites chez des souches cliniques d’E. coli isolées dans diverses régions du monde (Caroff
et al., 2000 ; Siu et al., 2003 ; Mulvey et al., 2005 ; Peter-Getzlaff et al., 2011). Depuis 2004,
de nouvelles B-lactamases AmpC a spectre étendu (ESAC) ont été décrites chez des isolats
cliniques d’E.coli (Mammeri et al., 2004 ; Mammeri et al., 2006 ; Mammeri et al., 2007 ;
Crémet et al., 2010). 1l s’agit d’enzymes dérivées de céphalosporinases chromosomiques
capables d’inhiber efficacement les céphalosporines a spectre étendu (céfépime, cefpirome)

(Nordman et Mammeri, 2007).

Les céphalosporinases Correspondaient jusqu’a une période récente a des enzymes
chromosomiques spécifiques d’espéces. Ce n’est que vers 1988, que sont apparues, en Corée
du Sud et aux Etats-Unis, les premieres souches cliniques de Klebsiella pneumoniae
productrices de céphalosporinases plasmidiques (Bauernfeind et al., 1989 ; Papanicolaou et
al., 1990). La découverte de ces enzymes originaires d’entérobactéries naturellement
productrices, a constitué une nouvelle étape de la résistance acquise aux antibiotiques en
particulier les céphalosporines de troisieme génération, par mobilisation de genes
chromosomiques (Philippon et al., 2002). De nombreuses céphalosporinases plasmidiques ont

été décrites dans le monde parmi des souches hospitalieres mais aussi communautaires

19


http://aac.asm.org/search?author1=G+A+Papanicolaou&sortspec=date&submit=Submit

Synthese bibliographique

(Jacoby, 2009). Des differences dans leurs séquences en acides aminés ont permis de les
classer en plusieurs familles : CMY, ACT, ACC, DHA, FOX, MOX, LAT, MIR et CFE. Leur
production est constitutive a 1’exception des enzymes ACT-1, DHA-1 et CFE-1. Pour ces
derniéres, il a été démontré la présence d’un géne régulateur ampR en amont du géne de
structure, ampC, situé sur le plasmide (Philippon et al., 2002 ; Nakano et al., 2004). A I’heure
actuelle, les PB-lactamases de type CMY correspondent au groupe le plus vaste avec 136
alleles répertoriés parmi les 240 AmpC plasmidiques déja connues (www.lahey.org/studies/).

Le phénotype de résistance observé chez les souches produisant ces enzymes est similaire a
celui d’une céphalosporinase chromosomique hyperproduite, a I’exception de celles
productrices de ’enzyme ACC-1 qui restent sensibles a la céfoxitine (Arlet et Philippon,
2003).

La premiére souche d’E.coli productrice d’une céphalosporinase plasmidique a été identifiée
en 1989 au Royaume-Uni chez un patient pakistanais. IL s’agit d’une céphalosporinase de
type BIL-1 (Payne et al., 1992). Par la suite, plusieurs céphalosporinases plasmidiques ont été
rapportées a travers le monde chez cette espéce (Gazouli et al., 1998 ; Alvarez et al., 2004 ;
Mulvey et al., 2005 ; Lee et al., 2006 ; Woodford et al., 2007 ; Ding et al., 2008). En Algérie,
les enzymes de type CMY-2, CMY-4 et DHA-1 ont été identifiees chez des souches cliniques
d’E.coli (labadene et al., 2009a ; Robin et al., 2010 ; Gharout-Sait et al., 2015). Le variant
CMY-2 a été egalement détecté chez des souches d’origine animale a Béjaia (Yousfi et al.,
2016a ; Belmahdi et al., 2016). De plus, un nouveau variant CMY-42 a été identifié chez une
souche isolée d’un chien (Yousfi et al., 2016a) et chez 4 souches isolées du lait cru a Béjaia
(Yaici et al., 2016) (Tableau 4, Figure 8).

Dans les derniéres décennies, de nombreuses études ont montré 1’augmentation, de part le
monde, des infections a E. coli productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE)
(Lahlaoui et al., 2014). Ces enzymes sont définies comme des B-lactamases appartenant a la
classe A ou D de la classification d’Ambler (Philippon, 2013), capables d’hydrolyser les
pénicillines, les céphalosporines de 1ére, 2éme, 3°™ et 4°™ génération et les monobactames.
Par contre, les céphamycines (céfoxitine, céfotétan et latamoxef) et les carbapénémes restent
actifs (Livermore, 2008). Les BLSE sont inhibées par les inhibiteurs de B-lactamases (Peirano
et Pitout, 2010). En effet, Pour les souches productrices de BLSE, il en résulte une synergie
remarquée entre les C3G inactivées et 1’acide clavulanique, ce qui est a la base du test de

synergie utilisé pour leur détection (Philippon et Arlet, 2006).
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Les premiéres BLSE ont émergé suite a 1’utilisation massive des C3G au debut des annees 80
(Philippon et al., 1989). Elles ont d’abord été décrites en Allemagne (Shah et Stille, 1983),
puis en France et en Tunisie chez des souches de K. pneumoniae multirésistantes responsables
d’infections nosocomiales (Sirot et al., 1987; Brun-Buisson et al., 1987 ; Philippon et al.,
1989). Ces enzymes ont rapidement diffusé a travers tous les continents chez d’autres
entérobactéries comme E. coli, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes et Serratia
marcescens. Actuellement, Plus de 600 BLSE ont été décrites a travers le Monde (Geser et
al., 2012) et sont en général portées par des plasmides et des transposons, expliquant la
rapidité de leur diffusion (Tenover, 2006). En fonction de leurs séquences en acides aminés,
ces enzymes ont été classées en 12 familles différentes: TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB,
GES, TLA, BES, SFO, IBC, BEL et OXA (enzyme appartenant a la classe D) (Cantén et al.,
2008) (Tableau 3).
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Tableau 3. Découverte et origine des BLSE (Canton et al., 2008)

BLSE Progéniteur Pays d’émergence Espéce de 1°® détection

De prévalence élevée

SHV SHV-1 (>90%)* Allemagne (1983)° Enterobacteriaceae
TEM TEM-1, -2 (>90%)* France (1985)° Enterobacteriaceae
Le groupe CTX-M-1 KLUC Kluyvera Allemagne (1989)° Escherichia coli
cryocrencens (85%)*
Le groupe CTX-M-2 KLUA K. ascorbata Japon (1986)°/ Argentina E. coli, Salmonella spp.
(80-100%)? (1989)°

Le groupe CTX-M-8 KLUG K. georgiana (95%) Bazille (1996-1997)° Citrobacter amalonaticus,
Enterobacter spp.

Le groupe CTX-M-9  KLUG K. georgiana (80%)* Espagne (1994)° E. coli
Le groupe CTX-M-25 ND Canada (2000)° E. coli
OXA OXA-10 (PSE-2) (>90%)* Turquie (1991)° Pseudomonas aeruginosa

De faible prévalence

PER France (1991)° P. aeruginosa
VEB PER (39%)? France (Vietnam®) E. coli
(1996)°
SFO AmpA Serratia fonticola Japon (1988)° Enterobacter cloacae
(96%)°
TLA CME-1 (50%)* Mexico (1991)° E. coli

Chryseobacterium
meningosepticum

BES YENT (51%)° Yersinia Brazil (1996)° Serratia marcescens
enterocolitica
GES YENT (36%)° Y. France (Guinée Klebsiella pneumoniae
enterocolitica Francaise®)
(1998)°
IBC YENT (40%)° Y. Greéce (1999)° E. cloacae

enterocolitica

BEL GES-1 (50%)* Belgique (2004)° P. aeruginosa

ND : non déterminé; a: homologie de séquence d’acides aminés ; b: date de publication ;c: date
d’isolation ; d : Origine du patient chez lequel I'enzyme a été détectée.
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Jusqu’a la fin des années 90, la majorité des BLSE détectées étaient de type TEM et SHV,
apres évolution des enzymes anciennes par mutation (s) ponctuelle (s) (Gniadkowski, 2008).
A ce jour, de nombreux mutants de TEM-1/2 (plus de 190) ont été identifiés avec un
phénotype BLSE. Les mutations responsables de 1’élargissement du spectre d’activité de ces
enzymes resultent trés souvent de la substitution des acides aminés situés en positions 104,

164, 238 et 240 (www.lahey.org/Studies/). Bien que freqguemment retrouvées chez E. coli et

K. pneumoniae, les BLSE de type TEM ont été aussi rapportées parmi les autres membres de
la famille des entérobactéries ainsi que P. aeruginosa (Bradford, 2001 ; Paterson et Bonomo,
2005). L'émergence de ces enzymes a été montrée en France, en Italie, en Espagne, en
Belgique et en Portugal. les variants les plus fréquents sont TEM-24 chez Enterobacter
aerogenes (Neuwirth et al., 1996 ; Canton et al., 2002 ; Caccamo et al., 2006), TEM-3 et
TEM-4 chez K. pneumoniae (De Champs et al., 2000) et TEM-52 chez Salmonella enterica et
E. coli (Weill et al., 2006 ; Canton et al., 2008). Chez E. coli, ces BLSE ont été rarement
rapportées en Afrique du Nord. Le variant TEM-26 a été détecté en Tunisie chez trois souches
cliniques (Mnif et al., 2013) et les variants TEM-3, TEM-4 et TEM-24 ont éte identifies chez
des souches hospitalieres et communautaires ainsi que des souches d’origine animale isolées
en Algérie (Agabou et al., 2014 ; Brahmi et al., 2014 ; Yahiaoui et al., 2015) (Tableau 4,
Figure 8).

Tout comme les enzymes de type TEM, la majorité des enzymes SHV identifiées
actuellement sont des BLSE (> 160) et dérivent toutes de SHV-1, enzyme chromosomique
chez K. pneumoniae (Philippon, 2013). Les substitutions d’acides aminés dans cette enzyme
ont lieu au niveau de quelques résidus, notamment 238 et 240 (Gniadkowski, 2008). Les
BLSE de ce type ont été détectées parmi de nombreuses entérobactéries a travers le monde
(Paterson et Bonomo, 2005). En Afrique du Nord, quelques études seulement ont rapporté la
présence de ces enzymes chez E. coli. En effet, trois études ont signalé la présence des variant
SHV-12, SHV-2a et SHV-5 chez des souches hospitaliéres au Maroc et en Tunisie (Bourjilat
et al., 2011 ; Mnif et al., 2013 ; Girlich, et al., 2014), une étude a rapporté la présence de
I’enzyme SHV-2a chez une souche uropathogéne communautaire en Algérie (Yahiaoui et al.,
2015) et deux autres ont rapporté la détection de I’enzyme SHV-12 chez des souches
d’origine animale isolées également en Algérie (Yousfi et al., 2016b; Belmahdi et al., 2016)
(Tableau 4, Figure 8).

En 1989, un nouveau type de BLSE non TEM non SHV, a été identifié presque

simultanément chez une souche d’E. coli isolée en Allemagne a Munich et chez une souche
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de Salmonella enterica serovar Typhimurium isolée en Argentine (Bauerfeind et al., 1990 ;
Tzouvelekis et al., 2000). Cette nouvelle enzyme appartenant a la classe A d’Ambler a été
dénommée CTX-M pour « cefotaximase Munich » (Ruppé, 2010). A ce jour, Plus de 150
variants CTX-M ont été décrits (www.lahey.org/Studies/) et répartis en 6 groupes
phylogénétiques, le groupe CTX-M-1, M-2, M-8, M-9, M-25 et M-45, en fonction des
similitudes de leurs séquences en acides aminés (Naas et al., 2007; Rossolini et al., 2008).

Ces enzymes, qui dérivent des geénes ancestraux de [-lactamases chromosomiques de
différentes especes du genre Kluyvera, ont communément une activité préférentielle sur le
céfotaxime et la ceftriaxone par rapport a la ceftazidime (Bonnet, 2004), a I’exception des
enzymes CTX-M-15, M-16, M-19, M-23, M-27 et M-32 qui ont une forte capacité
hydrolytique pour la ceftazidime (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006 ; Livermore et al.,
2007).

Depuis leurs progeéniteurs, les genes Codant les CTX-M ont été capturés grace a des éléments
génétiques mobiles type séquence d’insertion ou grace a des phages, et transférés sur des
plasmides conjugatifs qui ont ensuite diffusé parmi les entérobactéries pathogénes (Canton et
Coque, 2006 ; Rossolini et al., 2008). Les CTX-M sont actuellement les BLSE les plus
fréquentes chez les entérobactéries (Cantdén et Coque, 2006). Quelques CTX-M sont
retrouvées spécifiqguement dans certains pays (comme CTX-M-9 et CTX-M-14 en Espagne,
CTX-M-1 en ltalie ou CTX-M-2 en Amérique du Sud et au Japon), tandis que CTX-M-15 est
mondialement distribuée (Cantén et Coque, 2006). Elle a été détectée pour la premiere fois en
2001 chez E. coli isolée en I'Inde (Karim et al., 2001). Depuis, plusieurs souches d’E. coli
productrices de CTX-M-15 ont émergé a travers le monde (Pitout et Laupland, 2008). Elles
ont été signalées dans la plupart des pays en Europe (Livermore et al., 2007), certains pays en
Asie (Hawkey, 2008), en Afrique (Blomberg et al., 2005 ; Bourjilat et al., 2011 ; Mnif et al.,
2013), en Amérique du Nord (Mulvey et al., 2004 ; Lewis 2" et al., 2007), en Amérique du
Sud (Villegas et al., 2008) et en Australie (Zong et al., 2008). En Algérie, Plusieurs études ont
rapporté la présence de BLSE de type CTX-M-15 chez des souches d’E.coli isolées en milieu
hospitalier, en communauté, chez des animaux ainsi que dans I’environnement (Touati et al.,
2006 ; Ramdani-Bouguessa et al., 2006 ; Touati et al., 2007 ; labaden et al., 2009b ; Alouache
et al., 2012 ; Touati et al., 2012 ; Gharout-Sait et al., 2012 ; Baba Ahmed et al., 2012 ; Baba
Ahmed-Kazi Tani et al., 2013 ; Alouache et al., 2014 ; Anssour et al., 2014 ; Agabou et al.,
2014 ; Yanat et al., 2014 ; Sassi et al., 2014 ; Brahmi et al., 2014 ; Gharout-Sait et al., 2015 ;
Meguenni et al., 2015 ; Mezhoud et al., 2015 ; Yahiaoui et al., 2015 ; Anssour et al., 2016 ;

24


http://www.lahey.org/Studies/

Synthese bibliographique

Yousfi et al., 2016a ; Yousfi et al., 2016b ; Yanat et al., 2016a ; Yaici et al., 2016 ; Yanat et
al., 2016b ; Yanat et al., 2016¢ ; Medboua-Benbalagh et al., 2017) (Tableau 4, Figure 8).
D’autres variants ont été également rapportés, chez E. coli en Algérie, chez des souches
hospitalieéres, communautaires et d’origine animale, mais avec une faible fréquence. Il s’agit
de CTX-M-14 (Medboua-Benbalagh et al., 2017), CTX-M-3 (Ramdani-Bouguessa et al.,
2006 ; Gharout-Sait et al., 2012 ; Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2013 ; Alouache et al., 2014 ;
Medboua-Benbalagh et al., 2017) et CTX-M-1 (Yousfi et al., 2016b; Belmahdi et al., 2016)
(Tableau 4, Figure 8).

D’autres BLSE, caractérisées par un haut niveau de résistance a la ceftazidime et parfois a
I’aztréonam, ont une distribution moins large que celle du groupe CTX-M (Bradford, 2001;
Philippon et Arlet, 2006) (Tableau 3). Dans ce groupe, les variants PER-1, VEB-1, GES-1,
GES-7 et TLA-1 ont été détectés chez E. coli dans différentes régions du monde (Cattoir,
2008 ; Philippon, 2013). En Algérie, aucun type de ces enzymes n’a été détecté chez cette
espéce. Cependant, I’enzyme VEB-1 a été identifiée chez des souches de Providencia stuartii
et d’E. cloacae (Aubert et al., 2005 ; labadene et al., 2008), PER-1 chez des souches de
Proteus vulgaris et Providencia stuartii (labadene et al., 2009b) et PER-2 chez des souches

de Serratia marcescens (Batah et al., 2015).

Ces derniéres années, les carbapénémes sont devenues les traitements de choix des infections
séveres dues aux enterobactéries productrices de BLSE. Cependant, comme pour toutes les B-
lactamines mises sur le marché, des souches résistantes sont apparues (Cuzon et al., 2010b).
Cette résistance est principalement due a deux mécanismes impliquant des P-lactamases
(Nordmann et Carrer, 2010). Le premier associe la production d’une céphalosporinase
(chromosomique ou plasmidique) ou d’une BLSE a une diminution de perméabilité
membranaire par perte ou altération de porines et se traduit par une diminution de I'activité de
nombreuses B-lactamines y compris l'imipénéme (Mainardi et al., 1997). Le second
mécanisme met en jeu des B-lactamases capables d’hydrolyser fortement les carbapénemes,
nommées carbapénémases (Nordmann et al.,, 2011). La premiére description d’une
carbapénémase produite par des entérobactéries (NmcA) a été rapportée en 1993 (Naas et
Nordmann, 1994). Depuis, plusieurs carbapénémases ont été identifiees appartenant a trois
classes moléculaires d’ Ambler : les classes A, B et D (Queenan et Bush, 2007).

Les carbapénémases de classe A conférent une résistance a toutes les B-lactamines. Elles sont

peu inhibées par 1’acide clavulanique, mais sont sensibles a 1’action inhibitrice de I’acide
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boronique qui est parfois utilisé dans leur test de détection (Robin et al., 2012). Les premieres
enzymes de ce groupe ont été découvertes chez des entérobactéries de 1’environnement. Il
s’agit des [-lactamases chromosomiques NMC-A, SME, IMI-1 et SFC-1 (Walther-
Rasmussen et Hoiby, 2007). Ensuite, des enzymes a support plasmidique, KPC et GES, ont
été decouvertes (Poirel et al., 2007). Les KPC (Klebsiella Pneumoniae carbapenemase) sont
les carbapénémases de classe A, les plus fréquentes et les plus menagantes (Nordmann et al.,
2009). Les variants KPC-2 et KPC-3 sont les plus répandus dans le monde (Pfeifer et al.,
2010). Chez E. coli les carbapénémases de classe A restent rares. lIs n’ont pas encore été
rapportées dans les pays d’Afrique du Nord (Mathlouthi et al., 2016) et sont rarement
détectées dans les pays de la Méditerranée. En effet, seuls les variants KPC-2 et GES-5 ont
été rapportés chez des souches cliniques en Gréce (Mavroidi et al., 2012) et en France
(Walsh, 2010) respectivement.

Les carbapénémases de classe B ou métallo-p-lactamases (MBL) sont essentiellement des
enzymes de type IMP (IMiPénemase) ou VIM (Verona Integron-encoded Metallo-f-
lactamase) responsables d’épidémies hospitalieres séveres des souches d’entérobactéries dans
certains pays, particulierement en Asie et en Europe de sud (Walsh, 2005 ; Loli et al., 2006 ;
Queenan et Bush, 2007 ; Vatopoulos, 2008). Ces MBL possédent des ions zinc dans leur site
actif et hydrolysent fortement toutes les B-lactamines a 1’exception de 1’aztreonam. Leur
activité est inhibée par ’EDTA mais non inhibée par 1’acide clavulanique (Walsh, et al.,
2005). Les enzymes IMP ont été initialement décrites a la fin des années 80 au Japon, chez
des souches hospitalieres de S. marcescens (Osano et al., 1994). Depuis, 52 types d’enzymes

IMP ont été identifiées a travers le monde (www.lahey.org/studies/). Chez E. coli, ces

enzymes sont rarement rapportées. En effet, dans le bassin méditerranéen une seule étude
effectuée au Maroc a signalé la présence de variant IMP-1 chez une souche d’E. coli
uropathogéne (Barguigua et al., 2013). Les premiéres MBL de type VIM ont été découvertes
plus tard en Europe (Lauretti et al., 1999). Ces enzymes, qui ont émergé chez P. aeruginosa
puis chez Acinetobacter baumannii, sont maintenant trés répandues chez les entérobactéries
dans le monde entier (Nordmann et al., 2011). On en dénombre actuellement 46 types

distincts (www.lahey.org/studies/). Pour E. coli, quelques études ont rapporté la présence des

enzymes de type VIM chez des souches cliniques isolées dans les pays de la méditerranée.
VIM-1 a été détectée en Espagne (Tortola et al., 2005) et en Egypte (Poirel et al., 2013 ;
Abdelaziz et al., 2013), VIM-19 a eté identifiée en Algérie (Robin et al., 2010) et en France
chez un patient algérien (Rodriguez-Martinez et al., 2010) et VIM 29 a été également signalée
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en Egypte (Abdelaziz et al., 2013).

Plus récemment, une nouvelle carbapénémase, la New Delhi métallo-p-lactamase-1 (NDM-1)
a été identifiee chez K. pneumoniae et E. coli isolées en 2008 chez un patient suédois
précédemment hospitalisé a New-Delhi, en Inde (Yong et al. 2009). Depuis cette découverte,
plus de 268 publications ont signalé la diffusion de cette enzyme chez E. coli dans plusieurs
pays a travers le monde (Berrazeg et al., 2014). NDM-1 représente la MBL la plus identifiée
chez E. coli dans le bassin méditerranéen (Gaibani et al., 2011 ; Birgy et al., 2011 ; Solé et
al., 2011 ; El-Herte et al., 2012). En Algérie, trois études seulement ont rapporté 1’émergence
du NDM-1, mais chez des souches cliniques d’A. baumannii (Boulanger et al., 2012 ; Mesli et
al., 2013 ; Bakour et al., 2014). Cependant, pour E. coli, NDM-5 reste le seul variant qui a été
identifié dans ce pays (Sassi et al., 2014 ; Yousfi et al., 2015 ; Yousfi et al., 2016a ; Yaici et
al., 2016) (Tableau 4, Figure 8). Le variant NDM-7 a été egalement détecté, en France, chez

des souches cliniques d’E. coli (Cuzon et al., 2010a).

Les R-lactamases de Classe D, nommeées également OXA pour oxacillinase, ont plus de 440
variants connus avec 232 présentant une activité carbapénémase (Nordmann et al., 2012).
Initialement, les OXA [-lactamases ont été signalées chez P. aeruginosa. Par la suite, ces
carbapénémases ont été détectées chez de nombreuses autres bactéries a Gram négatif, y
compris les entérobactéries (Pfeifer et al., 2010). Parmi ces enzymes, OXA-48 représente la
carbapénémase la plus fréquemment isolée chez les entérobactéries (Nordmann et al., 2011 ;
Nordmann et al., 2012). Elle a été identifiée pour la premiére fois chez une souche de K.
pneumoniae en Turquie (Poirel et al., 2004). Depuis, les bactéries productrices d’OXA-48,
ont tres largement émergé dans tous les pays du pourtour méditerranéen et en Afrique
(Nordmann et al., 2011 ; Djahmi et al., 2014). Le Moyen-Orient et le Nord d’Afrique sont
considérés comme des réservoirs de souches productrices d’OXA-48 (Poirel et al., 2012).
Cette enzyme hydrolyse plus faiblement les carbapénémes et les céphalosporines de 3éme
génération, ce qui sous-estime probablement sa fréquence de diffusion chez les
entérobactéries (Boutet-Dubois et al., 2012). Toutefois, le niveau de résistance aux
carbapénémes est plus élevé lorsqu’elle est associée & une BLSE et a un defaut de
perméabilité membranaire (Carrér et al., 2010). Contrairement aux MBL et KPC, ’'OXA-48
est résistante a I’action inhibitrice de I’acide clavulanique et de ’EDTA (Cuzon et al., 2011).
Cette enzyme est parmi les carbapénémases les plus répandues chez E. coli dans la
méditerranée (Mathlouthi et al., 2016). Elle a été détectée en France (Poirel et al., 2011), en
Italie (Giani et al., 2012), en Turquie (Gulmez et al., 2008 ; Kilic et al., 2011), au Liban
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(Baroud et al., 2013), au Maroc (Barguigua et al., 2012), en Egypte (Abdelaziz et al., 2013) et
plus récemment en Algérie (Agabou et al., 2014 ; Yousfi et al., 2016a) (Tableau 4, Figure 8).
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Tableau 4. p-lactamases identifiées chez E. coli en Algérie

Référence

Touati et al.

Messai et al.
Ramdani-Bouguessa et al.
Touati et al.

labadene et al.

Robin et al.

Alouache et al.

Baba Ahmed et al.

Touati et al.

Gharout-Sait et al.

Baba Ahmed-Kazi Tani et al.

Alouache et al.
Anssour et al.
Agabou et al.
Yanat et al.
Sassi et al.
Brahmi et al.

Gharout-Sait et al.

Année

2006
2006
2006
2007
2009a
2010
2012
2012
2012
2012
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2015

Lieu
Bejaia
Alger
Alger
Béjaia
Alger
Alger
Alger
Tlemcen
Alger
Béjaia
Tlemcen
Boumerdes
Alger
Constantine
Béjaia
Annaba
Béjaia

Béjaia

Nombre de souches
productrices de p-lactamases(*)
3

3

16

1 (environnement hospitalier)
3

2

1 (eau de mer)

4

3

13

17

6 (station d’épuration)

7 (effluents hospitaliers)
85

4

3

22 (poissons sauvages)
9

Enzymes décrites (**)

CTX-M-15

CTX-M

CTX-M-15 (13) ; CTX-M-3 (3)

CTX-M-15

CMY-2 (2) ; DHA-1 et CTX-M-15 (1)

VIM-19 (2) ;: CMY-4 (2)

CTX-M-15

CTX-M-15

CTX-M-15

CTX-M-15 (9) ; CTX-M-3 (4)

CTX-M-15 (16) ; CTX-M-3 (1)

CTX-M-15 (3) ; CTX-M-3 (3)

CTX-M-15

CTX-M-15 (82) ; TEM-24 (1) ; TEM-3 (1) ; OXA-48 (1)
CTX-M-15

CTX-M-15 (3) ; NDM-5 (3)

CTX-M-15 (15) ; CTX-M de groupe 9 (1) ; TEM-24 (6)
CMY-4 (9) ; CTX-M-15 (2)
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Meguenni et al.

Mezhoud et al.

Yahiaoui et al.

Yousfi et al.
Anssour et al.

Yousfi et al.

Yousfi et al.

Belmahdi et al.

Yanat et al.
Yaici et al.
Yanat et al.

Yanat et al.

Medboua-Benbalagh et al.

2015
2015
2015

2015
2016
2016a

2016b
2016
2016a
2016
2016b
2016¢
2017

centre de I'Algérie
Béjaia
Alger
Béjaia
Alger
Béjaia
Béjaia
Béjaia
Béjaia
Béjaia
Oran
Oran

Alger

11 (oiseaux)

17 (poulets de reproduction)
107

1 (chien)

2 (effluents hospitaliers)

5 (chiens et chats)

20 (chiens et chats)
20 (poulets)

13

4 (lait cru)

1

2

38

CTX-M-15
CTX-M de groupe 1

CTX-M-15 (6) ; SHV-2a (1) : TEM-4 (1) ; TEM-31 (1) ;
TEM-35 (1) ; TEM-1 (95)
NDM-5

CTX-M-15

CTX-M-15 (1) ; CMY-2 (1) ; CMY-42 (1) ; NDM-5 (1) ;
OXA-48 (4)
CTX-M-15 (16) ; CTX-M-1 (2) ; SHV-12 (3)

SHV-12 (14) ; CTX-M-1 (2) ; CMY-2 (4)
CTX-M-15

CTX-M-15 (4) ; CMY-42 (4) ; NDM-5 (4)
CTX-M-15

CTX-M-15

CTX-M-15 (32) ; CTX-M-14 (5) ; CTX-M-3 (1)

* : origine des souches qui ne sont pas isolées des patients ; ** : nombre de souches produisant I’enzyme.
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3.2 Résistance aux aminosides

La modification enzymatique de I’antibiotique est le mécanisme de résistance aux aminosides
le plus fréquemment observé chez les entérobactéries (Shakil et al., 2008). Trois familles
d'enzymes modifiant les aminosides (AME) ont été décrites et classées en fonction de la
réaction qu’elles catalysent : acétylation d’un groupement aminé (AAC: aminosides N-
acetyltransférases), phosphorylation (APH: aminosides O-phosphotransférases) ou
nucléotidylation (ANT: aminosides O-nucléotidyltransférases) d’un groupement hydroxyle
(Lambert, 2006). Ces enzymes ont été par la suite divisées en classes sur la base du site de
modification (indiqué en parenthése) et en sous classes en fonction du phénotype de résistance
aux aminosides (indiqué en chiffre romain) (Figure 7). Les enzymes de méme classe et sous-
classe mais codées par des genes différents sont désignées par une lettre minuscule a la fin
(Ramirez et Tolmasky, 2010). Dans un autre systtme de nomenclature, les genes sont
désignés aac, aad et aph suivis par une lettre majuscule qui identifie le site de modification.
Un chiffre est ajouté a la fin pour identifier les différents génes (Wright, 2008). Les genes
codant les AME sont généralement trouvés en tant que genes cassettes dans des intégrons, sur
des plasmides ou des transposons, souvent associés aux geénes de résistance aux p-lactamines

et aux quinolones (Ramirez et Tolmasky, 2010).

Les AAC constituent le groupe d’AME le plus diversifié¢ tant par le nombre d’enzymes
existantes que par la multiplicité de leurs hotes. Il existe 4 classes d’acétyltransférases, les
AAC(1), AAC(3), AAC(2’) et AAC(6°) (Jana et Deb, 2006). La classe des AAC(6°), la plus
grande avec 26 genes différents, est le mode de résistance le plus fréquemment rencontré
parmi les AAC. Ce sont des enzymes a large spectre capables de modifier la plupart des
aminosides utilisés en thérapeutique (Valulenko et Mobashery, 2003). Chez E. coli, plusieurs
variants d’acétyltransférases ont été identifiés dans différentes régions du monde, il s’agit des
enzymes: AAC(1), AAC(3)-la, AAC(3)-llb, AAC(3)-llc, AAC(3)-IVa, AAC(3)-Vla,
AAC(6°)-Ia, AAC(6’)-Im et AAC(6’)-Ib-cr (Ramirez et Tolmasky, 2010). Cependant,
AAC(3) est la seule enzyme décrite en Algérie en association avec la BLSE CTX-M-15, chez
des souches cliniques isolées a 1’hdpital de Tlemcen (Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2013) et
chez des souches isolées des poissons sauvages capturés dans la mer Méditerranée a Béjaia
(Brahmi et al., 2014) (Tableau 6, Figure 8).

Les APH appartiennent a la famille des kinases. Elles sont trés répandues parmi les bactéries
pathogenes. On dénombre sept classes de phosphotransférases : APH(3”), APH(2"), APH(3”),
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APH(7”), APH(4), APH(6) et APH(9), qui sont déterminées en fonction de leur site de
phosphorylation (Poole, 2005), la plus importante étant la classe des APH(3’) (Nurizzo et al.,
2003). En Algérie, une seule étude a rapporté la détection du géne aph(3’)-la chez quatre
souches d’E. coli isolées des effluents hospitaliers (Anssour et al., 2016) (Tableau 6, Figure
8), tandis que plusicurs variants d’APH (APH(4)-la, APH(6)-Ic, APH(6)-1d, APH(3’)-la,
APH(3’)-Ib, APH(3*)-ITa et APH(2”’)-1la) ont €été signalés chez cette espéce a travers le
monde (Ramirez et Tolmasky, 2010).

Les ANT représentent la plus petite classe d’enzymes modificatrices des aminoglycosides
avec seulement une dizaine de variants identifiés. Elles ont cependant un impact clinique
important. Ces enzymes sont regroupées en cing classes : ANT(2’), ANT(3”’), ANT(4’),
ANT(6) et ANT(9) (Magnet et Blanchard, 2005). Les enzymes ANT(3”) sont les plus
fréquentes. Elles conférent une résistance a la streptomycine et a la spectinomycine. Les génes
codant ces enzymes sont le plus souvent nommeés aad. Chez E. coli, ces génes sont
fréguemment décrits en tant que genes cassettes au sein de différents intégrons (Ramirez et
Tolmasky, 2010). En Algérie, différents alleles du géne aadA ont été detectés, en association
avec différents genes de résistance aux antibiotiques, chez des souches cliniques ainsi que
chez des souches d’origine animale ou isolées des effluents hospitaliers (Baba Ahmed-Kazi
Tani et al., 2013 ; Sassi et al., 2014 ; Anssour et al., 2016 ; Belmahdi et al., 2016). Un autre
variant de nucléotidyltransférases a été également identifié, en Algérie, chez deux souches
d’E. coli isolées des poissons sauvages, il s’agit de I’enzyme ANT(2’”)-1 (Brahmi et al., 2014)
(Tableau 6, Figure 8).
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APH (3)-1 = G, Gmb
-1 = A, Gmb, K
“MI=A,Gmb, LK
IV=A,LK
-VI=A,Gmb, I, K
-VII=A K

AAC (291
Dbk, G,N, T ANT (4')-I=Dbk, G, K, S, T
-II=ALKT

AAC(B)-1 =A, KN, S, T
NH T =G KN,S,T
-II=A,LK,N, T
-IV=AGKN,T
ANT (2")-1 AAC(3)-1=0G,S
Dbk, G, K, S, T -II=Dbk,G,N, S, T
-MM=G,N,S8, T
-IV=Dbk, G, N, S, T
-VI=G.N.S. T
APH 2"+ AAC(6)A, G, LK. N, T
A : Amikacine ; Dbk : Dibekacine ; G : Gentamicine ; Gmb : Gentamicine B ; | : Isépamicine ; K :

Kanamycine A ; N : Nétilmicine ; S : Sisomicine ; T : Tobramycine.

Figure 7. Principales enzymes modificatrices des aminosides et leurs substrats
(Jana et Deb, 2006)

Un autre mécanisme, non enzymatique, conférant la résistance aux aminosides a été décrit
chez E. coli, il s’agit de 1a diminution de la concentration intra-cytoplasmique en aminosides
(Magnet et Blanchard, 2005). Ce mécanisme est du généralement a une exportation active de
I’antibiotique par des pompes d’efflux. Ces systemes expulsent des antibiotiques dans le
milieu extérieur, en utilisant 1’énergie du gradient électrochimique de la membrane
cytoplasmique (Cattoir, 2004). Chez E.coli, il existe 37 pompes d’efflux distinctes (Nishino et
Yamaguchi, 2001). Toutefois, il semble que seulement trois systémes d’efflux sont capables
d’exporter les aminosides vers le milieu extérieur et d’entrainer une résistance a cette famille
d’antibiotiques. Il s’agit des pompes AcrD appartenant a la famille RND (Resistance-
Nodulation cell Division), MdfA de la famille MFS (Major Facilitator Superfamily) et YdhE
appartenant a la famille MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion) (Cattoir, 2004).
Ces pompes, codées par des génes chromosomiques, sont strictement régulées et conferent
des résistances de trés bas niveau aux antibiotiques pris en charge. Cependant, des mutations
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au niveau des genes régulateurs peuvent élever le niveau de résistance (Cattoir, 2004).

Plus récemment, un autre mécanisme de résistance aux aminosides a été décrit. Il s’agit de la
méthylation des nucléotides spécifiques, situés au niveau du site A de I’ARNr 16S, site de
liaison des aminosides sur le ribosome, ce qui empéche la liaison de ces antibiotiques a la
sous-unité 30S ribosomale (Doi et Arakawa, 2007). Ce mécanisme confére une résistance de
haut niveau a tous les aminosides cliniguement importants, a I'exception de la streptomycine
(Krishnappa et al., 2012). En 2003, le premier géne codant une méthylase de I’ARNr 16S,
nomé armA, a été identifié (Galimand et al., 2003). Depuis, onze déterminants de ces
enzymes ont été détectés (rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtD2, rmtE, rmtE2, rmtF, rmtG, rmtH et
npmA). Ces genes sont généralement portés par des éléments génétiques mobiles retrouvés
intégrés dans des plasmides transférables appartenant a divers groupes d'incompatibilité, ce
qui a favorisé leur propagation mondiale (Wachino et Arakawa, 2012). Les méthylases ArmA
et RmtB sont les plus fréquemment Décrites (Galimand et al., 2003; Bogaerts et al., 2007;
Yamane et al., 2007a; Fritsche et al., 2008). Chez E. coli, les genes armA et rmtB ont été
détectés pour la premiére fois en 2004 a Taiwan. Depuis, plusieurs variants de méthylases de
I’ARNr 16S ont été identifiés chez cette espece dans différentes régions du monde (Tableau
5). Cependant, ces enzymes sont rarement détectées chez E. coli en Afrique du Nord. En effet,
le géne armA n’a jamais été détecté et le géne rmtB a été rapporté uniquement en Egypt
(Helaly et al., 2010) et en Algérie (Yanat et al., 2016c) (Tableau 6, Figure 8).
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Tableau 5. Les méthylases de I’ARNr 16S décrites chez E. coli

Référence

Yan et al.

Yamane et al.

Gonzalez-Zorn et al.

Bogaerts et al.
Wachino et al.
Doi et al.

Liu et al.
Bercot et al.
Davis et al.
Helaly et al.
Poirel et al.
Pfeifer et al.
Kiiru et al.
Mushtaq et al.
Williamson et al.
Al Sheikh et al.
Leigue et al.
Xiaet al.

Yanat et al.

Année

2004
2005
2005
2007
2007
2008
2008
2008
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2012
2014
2015
2015
2016¢

Lieu

Taiwan

Japon

Espagne
Belgique

Japon

USA

Chine

France

USA

Egypte

Australie
Allemagne
Kenya

UK, Pakistan, Inde
Nouvelle Zelande
Arabie Saoudite
Brasil

Chine

Algérie

Nombre de souches productrices de
méthylases de ’ARNr 16S (*)
14

3

1 (porcs)
5

1

1

48 (porcs)
3

11 (bovins)
3

1

1

9

19

3

24

1 (cheval)
2 (porcs)
2

Enzymes décrites (**)

ArmA (12) ; RmtB (2)

ArmA (1) ; RmtB (2)

ArmA

ArmA (4) ; RmtB (1)

NpmA

RmtB

RmtB

ArmA (2) ; RmtB (1)

RmtE

RmtB

ArmA et RmtB

RmtC

ArmA (2) ; RmtB (3) ; RmtA (4)
ArmA (7) ; RmtC (12)

RmtC

ArmA (18) ; RmtB (3) ; RmtC (3)
RmtD

RmtE2

RmtB

* : origine des souches qui ne sont pas isolées des patients ; ** : nombre de souches produisant I’enzyme.
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3.3 Résistance aux quinolones

Depuis leur mise sur le marché, 1’incidence de la résistance aux quinolones ne cesse de croitre
chez les entérobactéries. Cette résistance fait intervenir différents mécanismes

chromosomiques et plasmidiques (Cattoir, 2012).

La résistance chromosomique aux quinolones chez les entérobactéries, résulte essentiellement
des mutations ponctuelles au niveau des génes codant les cibles de ces molécules, les sous-
unités A et B de I’ADN gyrase (GyrA et GyrB) et les sous-unités C et E de la topoisomérase
IV (ParC et ParE) (Drlica et Zhao, 1997). Chez E. coli, ces mutations sont principalement
localisées dans de courtes régions conservées, situées entre les acides aminés 67 et 106 du
géne gyrA et les acides aminés 63 et 102 du gene parC, appelées QRDR (Quinolone
Resistance Determining Region) (Yoshida et al.,, 1990 ; Wohlkonig et al., 2010). Une
mutation simple du gyrA confere généralement un faible niveau de résistance aux
fluoroquinolones. Une mutation supplémentaire de gyrA et/ou du parC est nécessaire afin
d’obtenir un haut niveau de résistance (Vila et al., 1994). Les substitutions en positions 83 et
87 du gyrA, notamment celles du types SergsLeu et Aspg7Ash et la substitution en position 80
du parC, notamment celle du type Sergolle, sont les plus fréquemment rencontrées chez E.
coli (Piddock, 1999 ; Saenz et al., 2003 ; Fendukly et al., 2003). En Algérie, plusieurs études
ont rapporté la prédominance de ces types de mutations chez des souches d’E. coli résistantes
aux quinolones (Alouache et al., 2014 ; Yanat et al., 2014 ; Meguenni et al., 2015 ; Yahiaoui
et al., 2015 ; Anssour et al., 2016 ; Yanat et al., 2016a).

La résistance chromosomique aux quinolones peut également étre associée a la diminution de
la perméabilité membranaire et/ou a la surexpression des systemes d’efflux (Mitsuyama et al.,
1992 ; Putman et al., 2000). Chez E. coli, I’altération des protéines de la membrane externe
(porines) comme OmpF et OmpC a déja été observée. Ces porines sont nécessaires a la
diffusion des quinolones dans le cytoplasme (Chapman et Georgopapadokou, 1988). De plus,
des systéemes d’efflux, non spécifiques et constitutifs, sont exprimés par des bacilles & Gram
négatif et prennent en charge les quinolones. En effet, Le systéme AcrAB-TolC, appartenant a
la famille RND (Resistance-Nodulation cell Division), joue un réle important dans 1’efflux
des quinolones chez E. coli (Poole, 2005). AcrB est la pompe, AcrA est la MFP (Membrane
Fusion Protein) et TolC est une porine de la membrane externe. (Borges-Walmsley et al.,
2003). Des mutations survenant au niveau de différents éléments régulateurs modifient

I’activité de cette pompe d’efflux (Jacoby, 2005). Il est a noter que quelque soit le mécanisme
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réduisant la concentration intracellulaire en antibiotique, il ne confére qu’une résistance de
bas niveau aux quinolones mais il peut se cumuler a d’autres mécanismes et conférer une

résistance de haut niveau (Mérens et Servonnet, 2010).

Le support de la résistance aux quinolones était supposé étre uniquement chromosomique,
jusqu’en 1998 ou Martinez-Martinez et ces collaborateurs, ont décrit pour la premiere fois une
souche de Klebsiella pneumoniae dont le support de la résistance aux quinolones est un
plasmide transférable (PMQR, « Plasmid Mediated Quinolone Resistance ») (Martinez-
Martinez et al., 1998). Le déterminant génétique de cette résistance est le géne « gnr ». Les
protéines Qnr s’intercalent entre les topoisomerases et les quinolones, bloguant ainsi leur
activité (Tran et Jacoby, 2002 ; Tran et al., 2005). Depuis la résistance plasmidique aux
quinolones a été rapportée, les genes gnr ont été identifiés chez différentes especes
d’entérobactéries dans le monde entier et sont souvent associés a la production de B-
lactamases a spectre étendu (Guessennd et al., 2008). Six déterminants Qnr (gnrA, gnrB,
gnrS, gnrC, gnrD et gnrVC) ainsi que différents variants des protéines QnrA (n=8), QnrB
(n=88), QnrS (n=9), QnrD (2) et QnrVC (7) ont été identifiés (Yanat et al., 2016d). Chez E.
coli, les variants QnrA, QnrB, QnrS et QnrD ont été décrit a travers le monde (Armas-Freire
et al., 2015 ; Harifi Mood et al., 2015 ; Yanat et al., 2016d ; Liu et al., 2016 ; Moremi et al.,
2016), tandis qu’en Algérie, gnrA, gnrB et gnrS restent les seuls genes qui ont été rapportés
par plusieurs études, en association avec différents geénes de résistance aux B-lactamines et
aux aminosides, chez des souches d’origine humaine, animale ainsi que chez des souches de
I’environnement (Gharout-Sait et al., 2012 ; Alouache et al., 2014 ; Agabou et al., 2014 ;
Yanat et al., 2014 ; Brahmi et al., 2014 ; Yahiaoui et al., 2015 ; Anssour et al., 2016 ; Yousfi
et al., 2016b; Agabou et al., 2016 ; Belmahdi et al., 2016 ; Yanat et al., 2016a ; Yanat et al.,
2016¢) (Tableau 6, Figure 8). Les protéines Qnr conférent une résistance de bas niveau aux
fluoroquinolones, mais elles peuvent faciliter la sélection des souches avec un niveau de
résistance plus élevé, notamment lorsque elles sont associées a des mutations des

topoisomérases (Rodriguez-Martinez et al., 2007).

Un autre mécanisme de résistance plasmidique aux quinolones a été décrit chez des souches
d’E. coli isolées en Chine. Il s’agit d’une inactivation de ces antibiotiques par acétylation. Le
déterminant de cette resistance est le gene aac(6’)-1b-cr (Robicsek et al., 2006), variant du
géne aac(6’)-1lb qui code pour une aminoside N-acétyltransférase, responsable d’une
résistance a la kanamycine, la tobramycine et I’amikacine (Park et al., 2006). Deux

substitutions en positions 102 (Trp — Arg) et 179 (Asp — Tyr) de la protéine AAC(6°)-Ib
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élargissent le spectre d’activité de la nouvelle enzyme, AAC(6”)-1b-cr, qui confere également
une résistance de bas niveau a la ciprofloxacine et la norfloxacine (Robicsek et al., 2006). Le
géne aac(6’)-Ib-cr est généralement identifié comme géne cassette au sein d’intégron de
classe 1 (Mérens et Servonet, 2010). Il est souvent associé¢ a d’autres génes de résistance aux
quinolones tels les différents variants gnr et aux PB-lactamines (Strahilevitz et al., 2009).
aac(6')-1b-cr représente le PMQR le plus frequemment identifié chez E. coli. En effet,
plusieurs études ont rapporté sa présence chez des souches d’E.coli isolées dans différents
pays du monde. Il a été identifié en Europe (Literacka et al., 2009 ; Mavroidi et al., 2012 ;
Musumeci et al., 2012 ; Machuca et al., 2016), En Chine (Liu et al., 2016), a Taiwan (Kao et
al., 2016), en Iran (Heidary et al., 2016), en Tanzanie (Moremi et al., 2016) et en Egypt
(Hassan et al., 2012 ; Abd El-Aziz et Gharib, 2015). Il a éteé également détecté en Algérie, en
association avec d’autres genes de résistances aux antibiotiques, chez des souches cliniques,
souches animales ainsi que chez des souches isolées dans une station d’épuration (Baba
Ahmed-Kazi Tani et al., 2013 ; Alouache et al., 2014 ; Brahmi et al., 2014 ; Yahiaoui et al.,
2015 ; Yousfi et al., 2016a ; Yousfi et al., 2016b; Agabou et al., 2016 ; Yanat et al., 2016a ;
Medboua-Benbalagh et al., 2017) (Tableau 6, Figure 8).

Des nouveaux déterminants plasmidiques de résistance aux quinolones ont été identifiés, il
s’agit des genes gepA et 0gxAB, codant des pompes d’efflux. gepA a été décrit pour la
premicére fois, en 2007, chez deux souches cliniques d’E. coli isolées au Japon et en Belgique
(Yamane et al., 2007b ; Perichon et al., 2007). A ce jour, trois variants ont été identifiés :
gepAl, qepA2 et gepA3 (Cattoir et al., 2008 ; Wang et al., 2015), codant une pompe d’efflux
appartenant a la famille MFS, qui confére une résistance aux quinolones hydrophiles
(norfloxacine et ciprofloxacine) et induit une augmentation de leur CMI d’un facteur de 8 a 32
sans avoir d’effet significatif sur les autres quinolones (Yamane et al., 2007b ; Perichon et al.,
2007). La prévalence des souches cliniques ayant la pompe d'efflux QepA est assez faible
(Yanat et al., 2016d). En effet, dans le bassin méditerranéen, trois études seulement ont
rapporté la présence du gene gepA chez des souches cliniques d'E. coli. Sa premiere détection
était en 2008 en France en association avec le gene blactx-u-15 (Cattoir et al., 2008) ensuite en
Egypte en 2010 (Helaly et al., 2010). Plus récemment, il a éte identifié en Algerie en
association avec les génes blactx-m-15, rmtB et gnrB (Yanat et al., 2016c) (Tableau 6, Figure
8).

La pompe d’efflux OgxAB a été découverte pour la premiére fois en 2004 chez une souche

porcine d’E. coli (Hansen et al., 2004). Ce mecanisme de resistance est déterminé par deux
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genes, ogxA et ogxB, codant un systéme d’efflux de la famille RND (Norman et al., 2008). Ce
dernier confére une résistance a un antibiotique utilisé pour stimuler la croissance dans des
élevages porcins, 1’olaquindox, mais il induit aussi une résistance au chloramphénicol, a
I’acide nalidixique, a la norfloxacine et a la ciprofloxacine (Hansen et al., 2007). Alors que
ces génes étaient toujours identifiés chez des souches d’origine animale, une étude chinoise
parue en 2009 a rapporté, pour la premiere fois, la présence des genes ogxAB chez des
souches humaines de K. pneumoniae et d’E. coli (Kim et al., 2009). Chez E. coli, ces géenes
sont rarement détectés dans le bassin méditerranéen. En effet, deux études seulement ont
rapporté la présence de pompe d'efflux OgxAB, chez cette espéce. Elle a été décrite chez des
souches d'origine animale en Italie (Dotto et al., 2014) et plus récemment, chez des souches
cliniques en Turquie (Buruk et al., 2016). Elle n’a pas encore été rapportée en Algérie.
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Tableau 6. Génes de résistance aux aminosides et aux quinolones décrits chez E. coli en Algérie

Référence

Gharout-Sait et al.

Baba Ahmed-Kazi Tani et al.
Alouache et al.

Agabou et al.

Yanat et al.

Sassi et al.

Brahmi et al.

Yahiaoui et al.
Anssour et al.
Yousfi et al.
Yousfi et al.
Agabou et al.
Belmahdi et al.
Yanat et al.
Yanat et al.

Medboua-Benbalagh et al.

Annee
2012
2013
2014
2014
2014
2014
2014

2015
2016
2016a
2016b
2016
2016
2016a
2016¢
2017

Lieu (*)
Béjaia

Tlemcen

Boumerdes (station d’épuration)

Constantine

Béjaia

Annaba

Béjaia (poissons sauvages)
Alger

Alger (effluents hospitaliers)
Béjaia (chien)

Béjaia (chiens et chats)
Constantine

Béjaia (poulets)

Bejaia

Oran

Alger

Geénes décrits (**)

anrS1 (4)

aac(3’)-11 (8) ; aadA2 (7) ; aac(6’)-1b-cr (6)

qnrB1 (1) ; aac(6’)-1b-cr (1)

gnrB (2) ; gqnrS (7)

gnrB (1) ; gnrS (2)

aadA2 (3)

aac(3’)-IV (6): aac(3’)- (5); aac3’)-l (4); aac(3’)-1 (1);
ant(2”’)-1(2) ; gnrB (2) ; gnrS (6) ; aac(6’)-1b-cr (5)

gnrB5 (3) ; gnrS1 (3) ; aac(6’)-1b-cr (2)

aadAl et aadA2 (4) ; aadA5 (1) ; aph(3’)-la (4); gnrB5 (1);
gnrB19 (1) ; qnrS1 (1)
aac(6’)-1b-cr (1)

gnrB5 (1) ; gnrS1 (10) ; aac(6’)-1b-cr (5)
gnrB (5) ; qnrS (7) ; aac(6’)-1b-cr (51)
aac(6’)-1b-cr (8 souches isolées de poulets)
aadA, gnrA

gnrB (1) ; qnrS (2) ; aac(6°)-1b-cr (11)
rmtB (2) ; gnrB (1), gepA (2)

aac(6’)-1b-cr (11)

* : origine des souches qui ne sont pas isolées des patients ; ** : nombre de souches porteuses du géne de résistance.
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blactx-m-15, blacTx-m-3, qnrB1,

aac(6’)-1b-cr.

blactx-m-15, blactx-m-3, blacTx-m-14,

blashv-2a, blatem-4, blatem-s1,
blaremss,  blatem-1, blacmy-2,
blapha-1, blacmy-a, blayim-1o,

aph(3’)-la, aadAl, aadA2, aadA5,
gnrB5, qnrB19, qnrS1, aac(6’)-1b-
cr.

blacTx-m-15, rmtB, gnrB, gepA.

blactx-m-15

blacTx-m-15, blanpm-s, aadA2.

blactx-m-15,  blaremos,  blarem-s,
blaoxa-4s, qnrB, qnrS, aac(6’)-1b-cr.

blactx-m-15, blacTx-m-3, aac(3’)-11,
aadA2. aac(6’)-1b-cr.

blacTx-m-15

blactx-m-15, blacTx-m-3, blacTx-m-1,
blaCTx-M du groupe 9, b|as|-|v-12,
blatem-24, blacmy-2, blacmy-a,
blacmy-42, blanpom-s, blaoxa-ss,
aac(3’)-1Vv, aac(3’)-111, aac(3’)-1l,
aac(3’)-1, ant(2’’)-1, aadA, gnrA,
qnrB, gnrB5, gnrsS, qnrS1, aac(6’)-
Ib-cr.

: Tlemcen

: Oran

: Alger

: Boumerdes
: Bouira

: Tizi Ouzou
: Béjaia

: Constantine

© 00 N O o A W DN P

: Annaba

Figure 8. Carte de I’Algérie montrant la localisation géographique des genes de résistance aux p-lactamines, aux aminosides et aux

quinolones décrits chez E. coli
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1. Lieu d’étude

Cette étude multicentrique a été réalisée dans trois centres hospitalo-universitaires (CHU)
situés dans le Nord-Ouest algérien. Le CHU d’Oran comprenant 2142 lits répartis sur 54
services, le CHU de Tlemcen contenant 800 lits distribués sur 25 services et le CHU de Sidi

Bel Abbes disposant de 23 services avec 627 lits.

2. Prélévements

Les prélévements ont été effectués, entre Octobre 2008 et Juin 2012, dans différents services
essentiellement les services de réanimation, de chirurgie et de Neurochirurgie. Des
préléevements ont été également réalises dans les services de médecine interne et ORL aux
CHUs de Tlemcen et de Sidi Bel Abbes. Pour ce dernier, d’autres prélévements ont été
effectués au niveau des services d’urgence médicale et chirurgicale (UMC), d’endocrinologie
et d’urologie.

Ces prélevements ont été réalisés a partir de I’environnement par écouvillonnage et a partir de
divers sites sur patients hospitalisés (aspiration trachéale, plaie, écouvillonnage rectal, sonde
urinaire, sonde gastrique et cathéter), puis acheminés au laboratoire dans du bouillon nutritif

(Fluka) pour étre incubés a 37°C pendant 18 a 24 heures.
3. Isolement et identification

Les cultures ont été réalisées sur milieux Mac Conkey (Bio-Rad) et Drigalski (Bio-Rad) a
37°C pendant 24 heures.

L’identification des souches a été réalisée par les galeries APl 20E (BioMerieux) et confirmée
par le spectrométre de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization
Time-Of-Flight) (Ultraflex MALDI-OF, Bruker Daltonik, Allemagne).

3.1 Galerie API 20E

C’est une version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques conventionnelles
pour I’identification des bactéries a Gram négatif, dont les entérobactéries. Elle comporte 20
microtubes contenant des substrats sous forme déshydratée. Ces microtubes ont été inoculés
avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant
la période d’incubation (18h-24h a 37C°) se traduisaient par des virages colorés spontanés ou

révélés par I’addition de réactifs.
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3.2 MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization Time-Of-Flight
Mass Spectrometry method)

La spectrométrie de masse est une technique d’identification des bactéries basée sur 1’analyse
de leurs protéines totales a partir de colonies isolées (Seng et al., 2010). De facon succincte, le
spectrometre est composé de trois éléments principaux : une chambre d’ionisation produisant
des ions en phase gazeuse, un analyseur séparant les ions selon le rapport masse sur charge
(m/z) et un détecteur transformant le courant ionique en courant électrique et générant un
spectre de masse caractérisant 1’échantillon. Le spectre obtenu est ensuite comparé a une
collection de spectres contenus dans des bases de données de facon a identifier la souche
bactérienne.

Les résultats d’identification des bactéries sont donnés, sous Biotyper RTC, par un score entre

0 & 3 (Tableau 7). L’identification d’un germe est validée lorsque le score est supérieur a 1,9.

Tableau 7: Score d’identification des bactéries

Score 0-1.7 1.7-1.9 1.9-3
Couleur Rouge Jaune Vert
Identification bactérienne Aucune Genre bactérien Espéce bactérienne

4. Etude de la résistance aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion des disques en
milieu solide (Antibiogramme) et par la méthode de dilution en milieu gélosé, Mueller-
Hinton, (Bio-Rad) (détermination des concentrations minimales inhibitrices CMI) selon les
recommandations du Comité de 1’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(CA-SFM) (www.sfm.asso.fr).

4.1 Antibiogramme

Les géloses Mueller-Hinton ont été ensemencees, a 1’aide d’un écouvillon, a partir d’une
culture bactérienne jeune (18h & 24h) & 0.5 Mac Farland (=~10® UFC/ml) diluée au 1/100. Les
disques d’antibiotiques ont été déposés a la surface des geloses a 1’aide d’un distributeur
automatique. Les boites ont été ensuite incubées pendant 18 & 24 h & 37°C. A I’aide d’un pied
a coulisse, les différents diametres des zones d’inhibition obtenus autour des disques

d’antibiotiques ont été mesurés et I’interprétation en bactérie Sensible (S) Intermédiaire (1) ou

43




Matériel et Méthodes

Résistante (R) a ete effectuée selon les critéres definis par le CA-SFM (www.sfm.asso.fr).

Vingt et un antibiotiques (Bio-Rad) ont été testes : amoxicilline (AMX), amoxicilline + acide
clavulanique (AMC), ticarcilline (TIC), ticarcilline + acide clavulanique (TCC), pipéracilline
(PIP), pipéracilline + tazobactam (TZP), céfoxitine (FOX), céfotaxime (CTX), ceftazidime
(CAZ), céfépime (FEP), aztréonam (ATM), ertapénéme (ETP) et imipéneme (IPM)
appartenant a la famille des B-lactamines ; gentamicine (GM), tobramycine (TM), amikacine
(AN) et nétilmicine (NET) appartenant a la famille des aminosides ; acide nalidixique (NA),
ofloxacine (OFX) et ciprofloxacine (CIP) appartenant a la famille des quinolones et

triméthoprime/sulfaméthoxazole (SXT).

4.2 Détermination des CMI

Une série de concentrations d’antibiotiques selon une progression géométrique de raison %2 a
été préparée (Annexe 1) pour distribuer 2 ml de chaque dilution dans des boites de 18 ml de
Mueller Hinton. Une suspension bactérienne jeune (18h & 24h) diluée & 10’ UFC/ml a été
ensemencée par spot de 2 pl, soit un inoculum de 10* UFC/spot. Les boites ont été ensuite
incubées pendant 18 a 24 h a 37°C. La concentration minimale inhibitrice, est la plus faible
concentration d'antibiotique ou il n’y a pas de croissance bactérienne visible. La souche de
référence E. coli ATCC 25922 a été utilisee comme souche témoin.

Dix antibiotiques (Bio-Rad) ont été testés : pipéracilline (PIP), pipéracilline + tazobactam
(TZP), céfoxitine (FOX), céfotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ), céfépime (FEP), aztréonam
(ATM), gentamicine (GM), amikacine (AN) et ciprofloxacine (CIP).

Pour la colistine (CS), les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été déterminées
par la méthode de dilution en milieu liquide, Bouillon Mueller-Hinton (Bio-Rad), selon les

recommandations du Comité européen de 1’antibiogramme (EUCAST) (www.eucast.org).

5. Détection phénotypique des mécanismes de résistance aux p-lactamines
5.1 Test de synergie

La production d’une BLSE a été recherchée a 1’aide de test de synergie réalisé sur gélose
Mueller-Hinton. Des disques de céphalosporines de 3™ génération (C3G) (céfotaxime et
ceftazidime) et céphalosporines de 4°™ génération (C4G) (céfépime) ont été placés a 2 cm

d’un disque d’amoxicilline + acide clavulanique (Jarlier et al., 1988). La présence d’une
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BLSE a été caractérisée par la description d’une image de synergie en « bouchon de

champagne » en raison de I’effet inhibiteur de I’acide clavulanique (Sirot, 1996).
5.2 Test a la cloxacilline

La présence d’une céphalosporinase a été mise en évidence par la détermination des diamétres
d’inhibition de la céfoxitine, de la ceftazidime et du céfotaxime sur une gélose Mueller-
Hinton additionnée de cloxacilline, inhibiteur de céphalosporinase, a 250 pug/ml (Philippon et
Arlet, 2006). Ce test est significatif lorsque le diamétre de la zone d’inhibition au tour des
disques d’antibiotiques utilisés augmente d’au moins 8 mm (De champs et al., 2002). Les
diametres autour de la ceftazidime et du céfotaxime restent parfois inchangés dans le cas de
production de BLSE associée a la production de céphalosporinase.

5.3 Test d’antagonisme

Le caractére inductible d’une éventuelle céphalosporinase a été étudié par le test
d’antagonisme entre des molécules inductrices, comme 1’imipéneme et la céfoxitine, et une
C3G comme le céfotaxime (Philippon et Arlet, 2006). Pour cela, sur une gélose Mueller-
Hinton, des disques d’imipénéme ont été places a 2,5 cm et 3 cm d’un disque de céfotaxime et
des disques de céfoxitine ont été placés a 1,5 et 2 cm du disque de céfotaxime. Un
aplatissement de la zone d’inhibition du céfotaxime au voisinage des disques d’imipénéme et

de céfoxitine, ttmoigne d’un phénoméne d’induction.

6. Détection et identification des génes de résistance aux antibiotiques
6.1 Extraction de ’ADN par choc thermique

Une suspension bactérienne en EPPI (eau pour préparation injectable) a été préparée a partir
de colonies bactériennes sur milieu Mueller-Hinton puis elle a été centrifugée a 14000
tours/min pendant 5 minutes a 4°C. Le culot repris dans 300 pl d’EPPI a été porté a ébullition
pendant 10 min, puis refroidi 10 min dans la glace. Aprés une derniére centrifugation a 14000
tours/min pendant 5 minutes a 4°C, le surnageant, contenant I’ADN bactérien, a été recueilli

et conservé a -20°C.
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6.2 Amplification de ’ADN par PCR simple

La PCR (Polymerase Chain Reaction ou réaction de polymérase en chaine) est une méthode
d’amplification génique in vitro, qui permet de copier en grand nombre une séquence d’ADN
connue présente dans un échantillon méme en trés faible quantité. Afin de déterminer les
génes de résistance aux antibiotiques, cette technique a été utilisée pour la recherche des
génes codant les B-lactamases (blactx-m, blactx-m de groupe 1, blactx-m de groupe 9, blargm,
blasuy, blacmy-2 et blapya-1), des génes codant la résistance aux aminosides (armA et rmtB),
aux quinolones (aac6 -Ib-cr, gnrA, gnrB et gnrS), a la colistine (mcr-1) et les intégrons de
classe 1. Les amorces utilisées pour la détection de I’ensemble de ces génes sont listées en

tableau 8. Pour toutes les réactions de PCR, des témoins positifs et négatifs ont été utilises.
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Tableau 8. Amorces utilisées pour les réactions de PCR

Genes cibles

blarem

blagny

blacrx-m

blactx.m de groupe 1
blacTx.m de groupe 9
blacmy-

blappa-1

armA

rmtB
aac6’-1b-cr
gnrA

gnrB

gnrS

mcr-1

Région variable des intégrons de classe 1

Amoreces

TEM-F
TEM-R
SHV-F
SHV-R
CTX-M-F
CTX-M-R
CTX-M-gri-F
CTX-M-gr1-R
CTX-M-gr9-F
CTX-M-gr9-R
LATCMY-2-F
LATCMY-2-R
DHA1-F
DHA1-R
armA-F
armA-R
rmtB-F
rmtB-R
aac(6”)-1b9-F
aac(6’)-1b9-R
gnrAl-F
gnrAl-R
gnrB-F
gnrB-R
gnrS2-F
gnrS2-R
mcr-1-F
mcr-1-R

L1

R1

Séquences nucléotidiques (5°-3”)

CTTATTCCCTTTTTTGCGGC
GGTCTGACAGTTACCAATGC
GGGTTATTCTTATTTGTCGC
GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG
ATGTGCAGYACCAGTAA
ACCGCRATATCRTTGGT
TCGTCTCTTCCAGA
CCGTTTCCGCTATTA
ATGGTGACAAAGAGAGTGCA
ACAGCCCTTCGGCGATGATT
TCGTTATGCTSCGCTCTG
GCTTTTCAAGAATGCGCC
ACTCACACACGGAAGGTT
TATCCGCAGGGGCCTGTT
GTGCGAAAACAGTCGTAG
GAAGTCAGGATACACCAG
GAGACACCGATGAACATC
CCTTCTGATTGGCTTATC
ACTGAGCATGACCTTGCG
TGTTCGCTCGAATGCCTG
TCTCACGCCAGGATTTGA
CTAATCCGGCAGCACTAT
TCGTGAAAGCCAGAAAGG
TTTGCTGCTCGCCAGTCG
TTCGACGTGCTAACTTGC
GATACCTGATGTATCGAC
GCAGCATACTTCTGTGTGGTAC

TATGCACGCGAAAGAAACTGGC

GGCATCCAAGCAGCAAGC
AAGCAGACTTGACCTGAT

Taille de ’amplicon (pb)
844

961
550
950
850
1190
1194
1016
790
500
600
363
475

554
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6.2.1 Préparation du mélange reactionnel

Le mélange réactionnel (50 uL) se compose de (les concentrations finales sont indiquées entre
crochets) :

= dNTP[0,2mM] ;

= MgCI2[1,5mM];

= Tampon de Taqg polymérase [1X] ;

* Deux amorces (forward et reverse) [0,25 uM chacune] ;

= 2,5 unités (U) de Taq polymérase (Fermentas, France) en PCR classique et 5U

en long PCR ;
= Julde ’ADN
= EPPI (pour atteindre un volume final de 50 pl)

6.2.2 Conditions d’amplification

La réaction de PCR se fait en plusieurs cycles. Chaque cycle comporte trois étapes : une
dénaturation qui consiste a chauffer a une température élevée pour séparer I’ADN a double
brin en brisant les liaisons hydrogenes ; une hybridation qui consiste a un refroidissement
rapide pour que les amorces se fixent a chaque extrémité complémentaire de I’ADN a simple
brin et enfin, une polymérisation ou élongation grace a la Taq polymérase qui permet la
synthése de nouveaux brins d’ADN.

Les réactions d’amplification ont été réalisées dans un thermocycleur (Biometra, Allemagne).
Pour les produits de PCR ayant une taille inférieure & 1 kb, les conditions d’amplification
étaient les suivantes : dénaturation initiale a 94°C pendant 10 min, puis 30 cycles de
dénaturation a 94°C pendant 1min suivie d’ hybridation a différentes températures en fonction
des amorces utilisées pendant 1 min 30 sec et d’élongation a 72°C pendant 1 min 30 sec et
enfin une élongation finale a 72°C pendant 10 min. Pour les PCR détectant les intégrons de
classe 1, ’amplification a été réalisée dans les conditions suivantes : denaturation initiale a
94°C pendant 10 min, puis 35 cycles de dénaturation a 94°C pendant 1min suivie d’
hybridation a 50°C pendant 1 min 30 sec et d’¢longation a 72°C pendant 7 min et enfin une

élongation finale a 72°C pendant 10 min.
6.2.3 Electrophorese et révélation

Apres amplification, les produits de PCR obtenus ont été mélangé au tampon de charge (Bleu

de Bromo-phénol) et soumis a une migration a 130 Volts pendant 30 a 40 min dans un gel
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d’agarose a 1% en tampon TAE 1X (Tris-acétate- EDTA). Un marqueur de poids moléculaire
100 pb DNA Ladder ou 1 kb DNA Ladder (Biolabs, Angleterre) a été dépose dans le gel en
méme temps que les échantillons. Le gel d’électrophorése a été coloré dans un bain de

bromure d’éthidium avant révélation aux ultra-violets.
6.3 Séquencage des produits d’amplification
6.3.1 Purification et quantification des produits de PCR

Les produits de PCR positifs ont été purifiés par filtration sur micro-membrane avec le kit
Amicon Ultra (Millipore, Irlande) selon les recommandations du fournisseur. L’ADN a été
élué dans 30 ul d’EPPI et il a été conserveé a -20°C.

L’ADN purifié¢ a été quantifié¢ a I’aide d’un spectrophotométre (NanoDrop, Labtech, France)
et dilué dans de I’EPPI afin d’obtenir 2 ng pour 100 pb nécessaires a la réaction de

séquencage.
6.3.2 Réaction de séquencage

Le séquencage consiste a déterminer la séquence nucléotidique d’un fragment d’ADN
amplifié. Les produits de PCR purifiés et dilués ont été séquences selon la méthode décrite
par Sanger et ses collaborateurs (Sanger et al., 1977). 1l s’agit d’une méthode de séquencage
par syntheése. L’élongation des brins d’ADN par la polymérase est stoppée de facon aléatoire
suite a I’incorporation d’un didésoxyribonucléotide triphosphate (ddNTP). Chacun des 4
ddNTP, présent en faible proportion par rapport au dNTP correspondant, est marqué par un

fluorochrome spécifique.

*

%+ Mélange réactionnel pour un produit de PCR:

= 3 ul du tampon de BigDye 5X ;

= 2 ul du BigDye v1.1 (dNTP + ddNTP marqués par des fluorochromes
spécifiques + ADN polymérase) (Applied Biosystems, USA) ;

= 0,5 ul d’amorce forward ou reverse [0,25 uM] ;

= | ul d’ADN purifi€ et dilué ;

= 13.5 ul ’EPPL

% Conditions d’amplification

= Dénaturation initiale : 1 min a 96°C ;
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= Dénaturation : 10 sec 2 96°C ;
= Hybridation : 55a50°C; 25 cycles
= Elongation : 4 min & 60°C.

6.3.3 Purification des produits de séquencage

Les produits de séquencage ont été purifiés par ajout de 1/10°™ V d’acétate de sodium (3M,
pH 5,2), 1/10°™ V d’EDTA (125 mM) et 2,5 V d’éthanol absolu glacé. Ce mélange a été
incubé 15 min & température ambiante et centrifugé a 13000 tours/min pendant 15 min a 4°C.
Les culots obtenus ont été lavés par 70 ul d’éthanol a 70% puis ils ont été a nouveau
centrifugés 10 min dans les mémes conditions et séchés a ’air, a I’abri de la lumiére. Enfin,
ils ont été repris dans 10 ul de formamide et conservés a -20°C avant passage dans le
séquenceur a capillaires ABI PRISM 3130XL (Applied Biosystems, USA).

6.3.4 Analyse des séquences

Les séquences nucléotidiques obtenues ont été présentées sous forme d’un chromatogramme
(Figure 9). Elles ont été analysées grace au logiciel Chromas Lite® 2.01 (Technelysium Pty
Ltd) puis comparées aux séquences déposées dans GenBank a 1’aide du logiciel BLAST
disponible sur le site web du centre national de I’information en biotechnologie

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).
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Figure 9. Chromatogramme obtenu par la méthode de séquencage de Sanger (Chaque
couleur correspond a I’une des 4 bases)
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7. Typage moléculaire des souches d’E. coli multirésistantes

Afin de mettre en évidence une éventuelle clonalité entre les souches multirésistantes, deux
techniques de typage moléculaire ont été réalisées : 1’¢lectrophorese en champ pulsé et le

typage par séquencgage multilocus.
7.1 Electrophorése en champ pulsé (ECP)

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

dans une matrice semi-solide d’agarose appelée plug ou insert (Grattard, 2007).
7.1.1 Préparation des inserts d’ADN

Une suspension bactérienne a été préparée dans 1 ml du tampon Tris-NaCl 1M a partir d’une
culture fraiche sur gélose Mueller-Hinton. Le culot obtenu apres centrifugation, a 14000
tours/min pendant 5 min a 4°C, a été remis en suspension dans 1 ml du tampon Tris-NaCl
1M. Cette étape a été renouvelée une deuxieme fois. La derniere suspension a été ajustée a
une densité optique de 1,8 a 1,9 (DO 650 nm) en diluant dans le tampon Tris-NaCl 1M. Aprés
30 min au bain marie a 60°C, 500 pl de la suspension bactérienne ont été ajoutés a 500 pl
d’agarose SeaPlaque® (FMC Corp. Roackland, Maine, Etats-Unis) a 1 % dans du tampon
Tris-NaCl 1M. 80 ul de ce mélange ont été placés dans des moules puis laissés 10 min a

température ambiante et 30 min a 4°C.
7.1.2 Lyse bactérienne et traitement des inserts

Les inserts ont été démoulés dans 3 ml d’EDTA (0,5M, pH 8) et ils ont été incubés 1h a 37°C.
L’EDTA ¢éliminé a été remplacé par 5 ml de solution de lyse (EDTA 0,5M, pH 8, N-
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laurylsarcosine 1%) additionnée de 100 ul de protéinase K (50 mg/ml). Les tubes ont été
incubés 48h a 56°C. Les inserts ont été ensuite lavés une premiére fois dans 20 ml du tampon
TE (Tampon Tris 10 mM, EDTA 0,1 mM) contenant 200 ul de phénylméthylsulfonyl fluorure
(PMSF) pendant 1h a 37 °C, sous agitation douce. Cette étape a été renouvelée une deuxieme
fois mais a température ambiante. Puis ils ont été lavés 3 fois avec 20 ml du tampon TE
pendant 1h a température ambiante, sous agitation douce. Enfin, les inserts ont été conservés
dans 1 ml du tampon TE & 4°C.

7.1.3 Digestion par I’enzyme de restriction Xbal

40 U de I’enzyme de restriction Xbal (Biolabs, Angleterre), contenues dans 190 pl du tampon
de I’enzyme 1X, ont été équilibrées une nuit a 4°C en présence d’un insert. Puis, I’ensemble a

été incubé 5h a 37°C afin de réaliser la digestion enzymatique.
7.1.4 Electrophorese

Les inserts digérés ont été coulés dans un gel d’agarose a 1% en tampon TBE 0,5X (Tris-
borate-EDTA). La migration a été réalisée sur 1’appareil CHEF-DRII® (BioRad, USA) en
TBE 0,5X, selon les conditions suivantes :

= Pulse initial : 50 secondes

= Pulse final : 5 secondes

= Temps de migration : 20 heures

= Voltage : 5,4 V/icm

» Température : 14°C

Les profils de restriction obtenus ont été révélés par immersion du gel dans une solution de
bromure d’éthidium, puis photographiés sous lumiére UV. lls ont été interprétés selon les
criteres proposés par Tenover (Tenover et al., 1995) et les isolats ont été classés en différents

pulsotypes.

7.2 Typage par séquencage multilocus (Multi-locus sequence typing ou MLST)

La méthode de MLST est basée sur le séquencage des génes de ménage « house keeping
genes », caractéristiques de chaque espece. Le choix de ces genes repose sur leur variabilité
allelique, I’absence de répercussions due a la pression de sélection de milieu extérieur et leur
répartition homogene sur le chromosome. Ce sont pour la plupart, des génes codant des

enzymes du metabolisme intermédiaire (Maiden et al., 1998).
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Au sein d’une méme espéce et pour chaque locus étudié, toute mutation relevée dans la
séquence, définit un nouvel allele ou variant allélique, auquel un numéro arbitraire est
attribué. La combinaison des différents alleles fournit un profil allélique qui définit un type
particulier pour chaque isolat, ou Séquence Type (ST). La combinaison des alléles des
différents génes analysés est unique pour une souche donnée (Maiden, 2006).

Pour E. coli, la technique de MLST a été développée et mise au point par Wirth et al. en 2006.
Elle est basée sur I’analyse, par séquencage nucléotidique, du polymorphisme de 7 génes de
ménage conservés au cour de 1’évolution (Tableau 9). L’extraction de I’ADN, les PCR de
détection des genes de ménage ainsi que leurs séquencages ont eté effectués selon les
protocoles décrits précédemment (6.1, 6.2 et 6.3). Les séquences types ont été déterminées
selon la base de données MLST d’E. coli disponible sur internet
(http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli). Les séquences MLST ont été alignées et regroupées grace
aux logiciels Bio Edit et MEGAG.

Tableau 9. Amorces utilisées pour MLST (Wirth et al., 2006)

Geénes cibles Amorces Séquences nucleotidique (5°-3°) Taille de I’amplicon (pb)

adk adk-F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 583
adk-R CCGTCAACTTTCGCGTATTT

fumC fumC-F  TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 806
fumC-R GTACGCAGCGAAAAAGATTC

gyrB gyrB-F TCGGCGACACGGATGACGGC 911
gyrB-R  ATCAGGCCTTCACGCGCATC

icd icd-F ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA 878
icd-R GGACGCAGCAGGATCTGTT

mdh mdh-F AGCGCGTTCTGTTCAAATGC 932
mdh-R CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT

purA purA-F CGCGCTGATGAAAGAGATGA 816
purA-R CATACGGTAAGCCACGCAGA

recA recA-F CGCATTCGCTTTACCCTGACC 780
recA-R TCGTCGAAATCTACGGACCGGA
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8. Etude de transfert des genes de résistance aux antibiotiques
8.1 Conjugaison bactérienne

La conjugaison bactérienne est un mécanisme de transfert d’un plasmide conjugatif entre une
bactérie donatrice et une bactérie réceptrice nécessitant un contact physique entre ces deux
bactéries par le biais d’un pili sexuel. La bactérie réceptrice ayant recu le plasmide est appelée
transconjugant. La sélection des transconjugants s’effectue en présence de deux antibiotiques:
un correspond a I'une des résistances transférées de la souche donatrice et 1’autre a la
résistance non transférable de la souche réceptrice.

L’expérience de conjugaison a été réalisée en trois étapes. La souche donatrice et la souche
réceptrice, E. coli K-12 C600 résistante a la rifampicine, ont été mises en culture séparément
dans 5 ml de bouillon cceur cerveau (BHIB) (Fluka) pendant une nuit a 37°C. Puis, un
mélange de 1 ml de la culture de la souche donatrice et 10 ml de la culture de la souche
réceptrice a été incubé pendant une nuit & 37°C sans agitation (Touati et al., 2006). Les
transconjugants ont été sélectionnés sur géloses Drigalski contenant 200 pg/ml de rifampicine
et soit 4 pg/ml de céfotaxime, soit 4 pg/ml de ceftazidime, soit 4 pg/ml de gentamicine, soit
30 pg/ml d’amikacine soit 1 pg/ml de colistine. Les transconjugants obtenus ont fait I’objet de
contrdle de sensibilité par méthode de diffusion et de réaction de PCR pour détecter les géenes
de résistance.

8.2 Typage des plasmides

Les groupes d’incompatibilité permettent de caractériser les plasmides porteurs de génes de
résistance et de suivre leur diffusion. Le développement d’une méthode de PCR multiplex par
I’équipe de Caratolli a facilité la détermination des groupes d’incompatibilité majoritaires
chez les entérobactéries (Carattoli et al., 2005).

Cette méthode a été appliquée aux souches multirésistantes et leurs transconjugants. L’ADN
total a été amplifié au cours de cinqg PCR multiplex et de trois PCR simplex faisant intervenir
18 paires d’amorces qui reconnaissent les plasmides HI1, HI2, 11-1, X, L/M, N, FIA, FIB, W,
Y, P, FIC, AIC, T, FIIA, F, K et B/O. Les amorces utilisées sont listées en Tableau 10.

Le mélange réactionnel a été préparé comme décrit ci-dessus (6.2.1). Les PCR ont été

réalisées dans les conditions suivantes :
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= Dénaturation initiale : 5 min 8 94°C ;

= Dénaturation : 1 min a 94°C ;

= Hybridation des amorces : 1 min a 60°C ; > 30 cycles
= Elongation: 1 mina 72°C;

= Elongation finale : 5 min a 72°C.

Seule la température d’hybridation des amorces pour la PCR simplex IncF est différente : elle
est de 52°C.
Toute PCR multiplex positive a été vérifiée en simplex pour chacun des couples d’amorces.

Le produit de PCR a été ensuite séquencé (comme indiqué en 6.3) pour confirmer le résultat.
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Tableau 10. Amorces utilisées pour le typage des plasmides (Carattoli et al., 2005)

Geénes cibles Amorces Séqguences nucléotidiques (5°-3°) Taille de I’amplicon (pb)
parA-parB HI1-F GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 471 "
HI1-R TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
iterons HI2-F TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 644 Multiplex 1
HI2-R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
RNAI I1-F CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139
11-R TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
oriy X-F AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 376 <
X-R TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC
repA,B,C L/M-F GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 785 Multiplex 2
L/M-R CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
repA N-F GTCTAACGAGCTTACCGAAG 559
N-R GTTTCAACTCTGCCAAGTTC J
iterons FIA-F CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462 )
FIA-R GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
repA FIB-F GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 702 Multiplex 3
FIB-R CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
repA W-F CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 242
W-R GGTGCGCGGCATAGAACCGT J
repA Y-F AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 765 )
Y-R GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
iterons P-F CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 534 Multiplex 4
P-R TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
repA2 FIC-F GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262
FIC-R TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT p,
repA AIC-F GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 465 )
AIC-R ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
repA T-F TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 750 Multiplex 5
T-R CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC
repA Flls-F CTGTCGTAAGCTGATGGC 270
Flls-R CTCTGCCACAAACTTCAGC p,
RNAI/repA Freps-F TGATCGTTTAAGGAATTTTG 270 Simplex 1
Frepa-R TGATCGTTTAAGGAATTTTG
RNAI K/B-F GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 160 Simplex 2
K-R TCTTTCACGAGCCCGCCAAA
RNAI B/O-R TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA?2 159 Simplex 3
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Résultats

1. Résultats

1.1 Prélévements

Durant la période d’étude, 1200 prélévements ont été realisés dont 520 au CHU de Tlemcen,
388 au CHU de Sidi Bel Abbes et 292 au CHU d’Oran (Tableau 11).

Tableau 11. Répartition des prélévements

CHU Tlemcen Sidi Bel Abbes Oran Total
Anneée
2008/2009 264 72 00 336
2010 37 171 50 258
2011 157 100 188 445
2012 62 45 54 161
Total 520 388 292 1200

1.2 Souches identifiées

Deux cent quarante souches d’Escherichia coli ont été isolées au niveau des trois centres
hospitalo-universitaires (CHU) du Nord-Ouest algérien, ce qui correspond a une fréquence
d’isolement de 20% (240/1200) (Tableau 12). 87 souches ont été isolées au CHU de Tlemcen
(87/520), soit 16.7%, 78 au CHU d’Oran (78/292), soit 26.7% et 75 au CHU de Sidi Bel
Abbes (75/388), soit 19.3%. La fréquence d’isolement d’E. coli était différente en fonction
des hopitaux et des années (Figure 10, Tableau 12). En effet, durant toute la période d’étude
les souches d’E. coli ont été fréquemment isolées au niveau du CHU d’Oran. De plus, la
fréquence d’isolement de cette espece a atteint sa valeur maximale durant I’année 2010 avec

33.3% de prélevements positifs.

E. coli représente 18.4% des bacilles a Gram négatif (BGN) isolés durant 1’¢tude. Elle occupe
la deuxieme place aprés Acinetobacter baumannii qui prédomine parmi les 1302 BGN
identifiés. Le classement d’E. coli différe au niveau des CHUs d’Oran et de Sidi Bel Abbes.

Pour ce dernier elle représente I’espéce prédominante contrairement au CHU d’Oran ou elle
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occupe la quatrieme place aprés Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae et

Pseudomonas aeruginosa.

Tableau 12. Fréquences d’isolement d’E. coli

CHU Tlemcen Sidi Bel Abbes Oran Total

Année Nombre de souches / Nombre de prélévements (Fréquence d’isolement %)
2008/2009 45/264 (17) 9/72 (12.5) 00/00 (00) 54/336 (16.1)
2010 13/37 (35.1) 44/171 (25.7) 29/50 (58) 86/258 (33.3)
2011 21/157 (13.4) 15/100 (15) 38/188 (20.2) 74/445 (16.6)
2012 8/62 (13) 7145 (15.5) 11/54 (20.4) 26/161 (16.1)
Total 87/520 (16.7) 75/388 (19.3) 781292 (26.7) 240/1200 (20)
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Figure 10. Fréquence d’isolement d’E. coli en fonction des hopitaux et de la période d’étude

Les souches d’E. coli ont été essentiellement isolées des services de réanimation avec 112
souches soit 46.7% (112/240) (Tableau 13). Les autres souches ont été collectées a partir des
services de chirurgie (20.4%), de neurochirurgie (15.8%), d’urgence (8.3%), de médecine

interne (5.4%), d’ORL (1.7%), d’endocrinologie (1,3%) et d’urologie (0.4%).
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La repartition des souches étudiées dans les services était différente en fonction des hdpitaux
(Tableau 13). En effet, pour les CHUs de Tlemcen et d’Oran les services de réanimation
représentaient la source principale des souches d’E. coli avec des taux d’isolement de 70.1%
(61/87) et 42.3% (33/78) respectivement. Cependant, au niveau du CHU de Sidi Bel Abbes

les souches d’E. coli provenaient essentiellement des services d’urgence médicale et

chirurgicale (26,7%), de réanimation (24%) et de chirurgie (22.7%).

Tableau 13. Répartition des souches d’E. coli selon les services

CHU | Tlemcen (%)  Sidi Bel Abbes (%0) Oran (%) Total (%)
Service
Réanimation 61 (70.1) 18 (24) 33 (42.3) 112 (46.7)
Chirurgie 10 (11.5) 17 (22.7) 22 (28.2) 49 (20.4)
Neurochirurgie 10 (11.5) 5 (6.6) 23 (29.5) 38 (15.8)
UMC / 20 (26.7) / 20 (8.3)
Médecine Interne 5(5.7) 8 (10.7) / 13 (5.4)
ORL 1(1.2) 3(4) / 4 (1.7)
Endocrinologie / 3(4) / 3(1.3)
Urologie / 1(1.3) / 1(0.4)
Total 87 (100) 75 (100) 78 (100) 240 (100)

UMC : Urgence Médicale et Chirurgicale ; ORL : Oto-Rhino-Laryngologie

Parmi les souches étudiées, 232 soit 96.7% (232/240) ont été isolées a partir de différents sites
sur patients hospitalisés, comprenant les plaies (37.5%), les sondes urinaires (21.3%), les
aspirations trachéales (17.9%), les prélévements rectaux (15.8%), les sondes gastriques
(3.8%) et les cathéters (0.4%), et 8 soit 3.3% (8/240) ont été isolées a partir de

I’environnement (Tableau 14).

La répartition des souches d’E. coli selon les sites de prélevement était différente en fonction
des hépitaux. En effet, au CHU de Sidi Bel Abbes 57.3% de souches ont éte isolées a partir de
plaies. Au CHU d’Oran, les plaies et les sondes urinaires représentaient les principaux sites

d’isolement avec un taux de 29.5% pour chacun. Enfin, au CHU de Tlemcen les souches ont
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été essentiellement isolées des prélévements rectaux et des plaies avec des taux d’isolement

de 33.3% et 27.6% respectivement.

Tableau 14. Répartition des souches d’E. coli selon les sites de prélevement

CHU | Tlemcen (%)  Sidi Bel Abbes (%) Oran (%) Total (%)
Site de
préelevement
Plaie 24 (27.6) 43 (57.3) 23 (29.5) 90 (37.5)
Sondes urinaire 12 (13.8) 16 (21.3) 23 (29.5) 51 (21.3)
Sonde gastrique 0 (0) 6 (8) 3(3.8) 9(3.8)
Prélevement rectal 29 (33.3) 0 (0) 9 (11.5) 38 (15.8)
Aspiration trachéale 20 (23) 4 (5.4) 19 (24.4) 43 (17.9)
Cathéter 1(1.2) 0(0) 0 (0) 1(0.4)
Environnement* 1(1.1) 6 (8) 1(1.3) 8(3.3)
Total 87 (100) 75 (100) 78 (100) 240 (100)

*Environnement : poignée de porte, bord de lits, lave mains, chariot, table de bloc chirurgical, mur.

1.3 Résistance aux antibiotiques

Sur I’ensemble des souches étudiées, les résultats de I’antibiogramme et des CMI (Tableau
15) ont révélé une bonne activité des carbapénémes (ertapénéme et imipénéme), de la
colistine, de I’amikacine, de pipéracilline/tazobactam et de céfoxitine avec respectivement
100%, 97.5%, 92.9%, 87.9% et 87.1% de bactéries sensibles. Pour les autres antibiotiques,

des différents taux de résistance ont été observés, ils varient de 20.4% a 70.8%.

La résistance d’E. coli aux antibiotiques varie en fonction des hépitaux (Tableau 15). En effet,
les taux de résistance les plus éleves ont éte notés au CHU de Tlemcen pour la majorité des
antibiotiques testés suivi du CHU d’Oran. Les taux de résistance les plus faibles ont été
enregistrés au CHU de Sidi Bel Abbes pour I’ensemble des antibiotiques testés a 1’exception
des pénicillines associés aux inhibiteurs de [-lactamases et de Triméthoprime/

Sulfaméthoxazole ou les taux de résistance les plus faibles ont été observés au CHU d’Oran.
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I1 est nécessaire de préciser que les 6 souches résistantes a la colistine (CMI > 2ug/ml) ont été

isolées au CHU de Sidi Bel Abbes.

Tableau 15. Taux de résistance aux antibiotiques des souches d’E. coli

Antibiotiques

Amoxicilline

Amoxicilline + acide clavulanique
Ticarcilline

Ticarcilline + acide clavulanique
Pipeéracilline

Pipéracilline + tazobactam
Ertapénéme

Imipénéme

Céfoxitine

Céfotaxime

Ceftazidime

Céfépime

Aztréonam

Gentamicine

Tobramycine

Nétilmicine

Amikacine

Acide nalidixique

Ofloxacine

Ciprofloxacine

Triméthoprime- Sulfaméthoxazole

Colistine

Taux de résistance (%0)

Tlemcen
n=87

73 (83.9)
60 (69)
73 (83.9)
58 (66.7)
70 (80.5)
21 (24.1)
0(0)

0 (0)

18 (20.7)
60 (69)
56 (64.4)
51 (58.6)
57 (65.5)
51 (58.6)
50 (57.5)
29 (33.3)
12 (13.8)
51 (58.6)
49 (56.3)
49 (56.3)
55 (63.2)
0(0)

Sidi Bel Abbes

n=75
45 (60)

35 (46.7)
45 (60)
36 (48)
42 (56)
5 (6.7)
0(0)

0 (0)

6 (8)

16 (21.3)
16 (21.3)
13 (17.3)
15 (20)
13 (17.3)
15 (20)

8 (10.7)
1(1.3)
25 (33.3)
23 (30.7)
19 (25.3)
36 (48)

6 (8)

Oran
n=78

52 (66.7)
19 (24.4)
52 (66.7)
28 (35.9)
52 (66.7)
3(3.8)
0(0)

0 (0)
7(9)

22 (28.2)
20 (25.6)
20 (25.6)
23 (29.5)
17 (21.8)
17 (21.8)
12 (15.4)
4(5.1)
25 (32)
25 (32)
24 (30.8)
18 (23.1)
0 (0)

Total
n=240

170 (70.8)
114 (47.5)
170 (70.8)
122 (50.8)
164 (68.3)
29 (12.1)
0(0)

0 (0)

31 (12.9)
98 (40.8)
92 (38.3)
84 (35)
95 (39.6)
81 (33.8)
82 (34.2)
49 (20.4)
17 (7.1)
101 (42.1)
97 (40.4)
92 (38.3)
109 (45.4)
6 (2.5)

n = nombre total de souches.
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1.3.1 Phénotypes de résistance aux fB-lactamines

L’analyse des phénotypes de résistance aux f-lactamines des souches étudiées (Figure 11) a
montré une dominance du phénotype de production de pB-lactamases a spectre étendu (BLSE)
(Figure 12) avec 94 souches, soit 39.2%. Le phénotype de production de pénicillinase
(PASE), induisant une résistance aux pénicillines testées (Figure 13), vient en seconde
position avec 73 souches, soit 30.4%, suivi de phénotype sauvage, regroupant les souches

n’ayant acquis aucune résistance aux antibiotiques testés, avec 70 souches, soit 29.1%.

Parmi les souches présentant le phénotype majoritaire, BLSE, 27 soit 11,3%, produisaient
également des céphalosporinases (Figures 14 et 15). Toutefois, I’hyperproduction de ces
enzymes comme seul mécanisme de résistance (CASE) a été observée chez seulement 3

souches isolées au niveau des trois CHUs étudies, soit 1,3% (Figures 16 et 17).

La répartition des phénotypes de résistance aux [-lactamines differe selon les hdpitaux
(Figure 11). En effet, la prédominance des souches productrices de BLSE seule (48.3%) ou
associée a une céphalosporinase (19.5%) est trés apparente au CHU de Tlemcen. Par contre,
au niveau des CHUs de Sidi Bel Abbes et d’Oran, les phénotypes PASE et sauvage
représentent les phénotypes majoritaires avec des proportions presque égales. De plus, les
taux d’isolement des souches présentant le phénotype BLSE seul ou associé a une
céphalosporinase, au niveau de ces hépitaux, étaient nettement plus faibles que ceux notés au
CHU de Tlemcen.
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BLSE : p-lactamases a spectre étendu ; CASE : céphalosporinase hyperproduite ou plasmidique ; PASE :

pénicillinase.

Figure 11. Répartition des phénotypes de résistance aux B-lactamines selon les hopitaux

*L_es fleches montrent les images de synergie indicatrices de la présence de BLSE

Figure 12. Phénotype BLSE
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*Les fleches montrent les pénicillines désactivées par les pénicillinases

Figure 13. Phénotype PASE

*Les fleches montrent I’absence des images de synergie : le phénotype BLSE est masqué par une
céphalosporinase hyperproduite.

Figure 14. Phénotype BLSE + CASE
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*La fleche montre une image de synergie indicatrice de phénotype BLSE

Figure 15. Test de synergie en présence de cloxacilline a 250 pg/ml pour la souche
présentant le phénotype BLSE + CASE

Figure 16. Phénotype CASE
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Figure 17. Antibiogramme avec cloxacilline a 250 pg/ml pour la souche présentant le
phénotype CASE

La répartition des phénotypes de résistance au p-lactamines différe en fonction des services
(Tableau 16). Les résultats ont montré qu’au niveau des services de réanimation et de
médecine interne, les souches présentant le phénotype BLSE étaient prédominantes avec
51.8% (58/112) et 46.1% (6/13) respectivement. Par contre, au niveau des autres services, ce

sont les phénotypes sauvage et PASE qui occupent les premieres places.

La répartition des phénotypes de résistance aux [B-lactamines est également différente en
fonction des sites de préléevement (Tableau 17). En effet, pour les aspirations trachéales et les
prélevements rectaux, les résultats ont révélé que les souches présentant le phénotype BLSE,
seul ou associé au céphalosporinases, étaient prédominantes avec respectivement des taux de
65.5% (28/43) et 44.7% (17/38). Par contre, au niveau des plaies chirurgicales, des sondes
urinaires et des sondes gastriques, les phénotypes sauvage et PASE représentaient les
phénotypes majoritaires. Il est nécessaire de préciser que la souche isolée du cathéter est une
souche multirésistante présentant le phénotype BLSE + CASE et que parmi les huit souches
isolées de I’environnement, cing étaient sauvages, une avait le phénotype PASE et deux,

isolées a Oran et Sidi Bel Abbes, ont présenté le phénotype BLSE.
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Tableau 16. Répartition des phénotypes de résistance aux p-Lactamines des souches d’E. coli selon les services

Phénotype

Service
Réanimation
Chirurgie
Neurochirurgie
UumMcC

Médecine Interne
ORL
Endocrinologie
Urologie

Total

Tle

26

42

BLSE
SBA Oran
3 11
2 2
1 4
1 /
1 /
0 /
0 /
0 /
8 17

Total

40

10

10

67

Tle

13

17

BLSE + CASE
SBA Oran
2 3
1 0
0 2
2 /

0 /

0 /

0 /

0 /

5 5

Total

18

27

Tle

SBA Oran

CASE

Total

Tle

11

13

PASE
SBA Oran
7 10
8 9
1 10
10 /
4 /
1 /
0 /
0 /
31 29

Total

28

19

11

73

Tle

11

14

Souches sauvages

SBA Oran Total
6 8 25
6 11 18
3 7 12
7 / 7
2 / 2
2 / 2
3 / 3
1 / 1

30 26 70

Tle : CHU de Tlemcen ; SBA : CHU de Sidi Bel Abbes ; UMC : Urgence Médicale et Chirurgicale ; ORL : Oto-Rhino-Laryngologie.
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Tableau 17. Répartition des phénotypes de résistance aux p-Lactamines des souches d’E. coli selon les sites de prélévement

Phénotype

Site de
prélevement

Plaie

Sonde urinaire

Sonde gastrique

Prélevement rectal

Aspiration trachéale

Cathéter

Environnement

Total

Tle

15

14

10

42

BLSE
SBA Oran
4 5
2 4
0 0
/ 1
1 6
/ /

1 1
8 17

Total

24

15

17

67

Tle

17

BLSE + CASE
SBA Oran
1 0
3 0
0 2
/ 0
1 3
/ /
0 0
5 5

Total

11

27

Tle

CASE
SBA Oran
1 0
0 0
0 0
/ 0
0 1
/ /

0 0
1 1

Total

Tle

13

PASE
SBA Oran

19 8

8 12

1 1

/ 4
2 4

/ /

1 0
31 29

Total

29

21

13

73

Tle

14

Souches sauvages
SBA Oran Total

18 10 31
3 7 14
5 0 5

/ 4 8
0 5 7

/ / 0
4 0 5
30 26 70

Tle : CHU de Tlemcen ; SBA : CHU de Sidi Bel Abbes

68



Résultats

1.3.2 Résistances associées

Les résistances aux aminosides (gentamicine, tobramycine et nétilmicine), aux quinolones et
au triméthoprime/sulfaméthoxazole, étaient plus fréquentes chez les souches produisant des f3-
lactamases a spectre étendu, seules ou en association avec des céphalosporinases (Tableau
18). Des taux de résistance élevés aux quinolones (acide nalidixique et ofloxacine) (66.6%)
ont été également notés chez les souches présentant le phénotype CASE. Pour ces dernieres,
100% de souches étaient résistantes au triméthoprime/sulfaméthoxazole, antibiotique qui a
présenté une efficacité moyenne contre les souches de phénotype PASE avec un taux de
résistance de 45.2%.

Pour I’amikacine, des taux de résistances trés faibles ont été notés chez les souches de
phénotypes BLSE (6%) et PASE (0%), contrairement & celles produisant des
céphalosporinases seules ou associées aux BLSE, dont 33% et 44% de souches étaient
respectivement résistantes a cet antibiotique.

Pour la colistine, des taux de résistance trés faibles ont été obtenus chez les souches
présentant le phénotype BLSE, seul (6%) ou associé aux céphalosporinases (7.4%), alors
qu’aucune résistance a cet antibiotique n’a été trouvée chez les souches produisant
uniquement des céphalosporinases ou pénicillinases.

Cette étroite association entre la production de B-lactamases et la résistance aux autres

antibiotiques, représente un grand risque d’échec thérapeutique.

Tableau 18. Résistances associées d’E. coli en fonction des phénotypes de résistance aux

B-lactamines
Nombre de souches résistantes (%0)

Phénotype (n)

GM ™ NET AN NA OFX CIP SXT CS
BLSE (67) 49 (73.1) 49(73.1) 31(46.3) 4(6)  45(67.2) 44(65.7) 43(642) 44(65.7)  4(6)
BLSE+CASE (27) | 22 (81.5) 21(77.8) 17(63) 12(44.4) 25(926) 25(92.6) 25(92.6) 25(926) 2(7.4)
CASE (3) 1(333) 1(333) 1(333) 1(333) 2(666) 2(66.6) 1(33.3) 3(100) 0 (0)
PASE (73) 8(11) 10(137)  0(0) 0(0) 21(288) 19(26) 16(21.9) 33(452)  0(0)
Sauvage (70) 1(14) 1(14) 0 (0) 0(00) 8(114)  7(10) 7(10)  4(5.7) 0 (0)

n : nombre de souches.
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1.3.3 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La détermination des CMI en milieu gélosé a concerné 57 souches dont 40 BLSE, 14 BLSE +
CASE et 3 CASE. Les intervalles de CMI observés pour chaque phénotype sont consignés
dans le tableau 19. Des niveaux de résistance trés élevés a I’ensemble des antibiotiques testés
ont été notés. Nous pouvons donc sans doute, parler de souches non seulement
multirésistantes mais de hauts niveaux de résistance. En effet, les résultats de CMI ont montré
un niveau de résistance tres elevé a la pipéracilline pour la plupart des souches étudiées, alors
que les niveaux de résistance aux autres P-lactamines testées, aux aminosides et a la

fluoroquinolone étaient tres variables.

Il est & noter que les niveaux de résistance les moins élevés vis-a-vis de la gentamicine et
I’amikacine ont été obtenus chez les souches présentant le phénotype BLSE + CASE au CHU
de Sidi Bel Abbes et les souches de phénotype CASE aux CHUs de Tlemcen et de Sidi Bel
Abbes. De méme, les niveaux de résistance les plus faibles a la ciprofloxacine ont été notés

chez les souches présentant le phénotype CASE.
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Tableau 19. Intervalles de CMI (ug/ml) observés en fonction des phénotypes de résistance aux p-lactamines

Phénotype CHU PIP TZP FOX CTX CAZ FEP ATM GN AN CIP
<8 >16 <8/4 >16/4 <8 >32 <1 >2 <1 >4 <1 >4 <1 >8 <2>4 <8 >16 <0.5 >1
Tlemcen 512->512 2-32 2-8 16->512 1-512 32-256 8-128 0.5->512 2->512 0.125->128
BLSE Sidi Bel Abbes 512->512 2-32 0.5-8 32->512 8-128 4-256 16-256 2->512 0.5->512  0.125->64
Oran 512->512 4-32 4-8 2->512 0.5->256 0.5-512 0.5->512 0.5->512 2->512 0.25->32
Tlemcen 512->512 2-32 16-128 256->512 2->512 4->512 16->512 0.5->512 1->512 0.125->128
BLSE+CASE Sidi Bel Abbes 512->512 2-32 16-512 >512 128->512 256-512 256-512 1-64 4-8 32->128
Oran 512->512 2-8 16-128 256->512 2-512 8-64 4-512 128->512 32->512 >128
Tlemcen 128 8 64 32 128 1 64 1 2 0.25
CASE Sidi Bel Abbes 16 8 64 8 16 0.5 8 0.5 1 0.25
Oran 256 128 64 256 128 1 64 256 64 16

PIP : pipéracilline ; TZP : pipéracilline + Tazobactam ; FOX : céfoxitine ; CTX : céfotaxime ; CAZ : ceftazidime ; FEP : céfépime ; ATM : aztréonam ; GN : gentamicine ; AN :
amikacine ; CIP : ciprofloxacine.
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1.4 Identification des génes de résistance aux antibiotiques

Sur I’ensemble des isolats étudiés, 69 souches (35 de Tlemcen, 20 d’Oran et 14 de Sidi Bel
Abbes) dont 43 BLSE, 24 BLSE+CASE et 2 CASE (Tableau 21), ont été sélectionnées sur la
base de leurs phénotypes de résistance aux antibiotiques et de leurs CMI et ce, pour la
recherche des génes de résistance aux B-lactamines, aux aminosides, aux quinolones, a la

colistine et des intégrons de classe 1.
1.4.1 Génes de résistance aux p-lactamines

Pour les 67 souches présentant les phénotypes BLSE et BLSE+CASE, des PCR ont été
réalisées pour la recherche des genes codant les B-lactamases suivantes : CTX-M du groupe 1,
CTX-M du groupe 9, TEM et SHV. Le gene blactx-m a été détecté chez 64 souches (95.5%)
(Figure 18) dont 62 exprimant le gene blactx-v du groupe 1 (Figure 19) et deux le gene
blactx-m du groupe 9 (Figure 20). Les genes blargyv (Figure 21) et blasyy (Figure 22) ont été

trouvés chez 47 et 2 souches respectivement.

M : marqueur de poids moléculaire d’ADN ; pb : paire de bases ; T+ : Témoin positif ;
T- : Témoin négatif

Figure 18. Profil électrophoreétique des produits de PCR du géne blactx-m
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Figure 19. Profil électrophorétique des produits de PCR du géne blactx-m du groupe 1

M T- T+ TE126 TE128
(100 pb)

Figure 20. Profil électrophorétique des produits de PCR du géne blactx-m du groupe 9

Figure 21. Profil électrophoreétique des produits de PCR du géne blargwm
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M = M T- T+ OE66
(100 pb) (100 pb)

Figure 22. Profil électrophorétique des produits de PCR du géne blaspyy

Le séquengage a permis d’identifier plusieurs genes codant des -lactamases a spectre étendu
(Tableau 20, Tableau 21). Le gene blactx-m-15 a été détecté chez 52 (77.6%) souches isolées
au niveau des trois CHU inclus dans cette étude, le gene blactx-.m-3 chez 5 (7.5%) souches
isolées a Tlemcen et Sidi Bel Abbes, le géne blacrx-m-1 chez 5 (7.5%) souches provenant des
trois hopitaux, le géne blactx-m-14 chez 2 (3%) souches isolées a I’hopital de Tlemcen, le géne
blasyv-12 chez 2 (3%) souches isolées a Oran et Sidi Bel Abbes et le géene blatem-167 Chez

uniquement 1 (1.5%) souche isolée au CHU d’Oran.

Parmi les BLSE décrites dans cette étude, CTX-M-15 représente I’enzyme prédominante au
niveau des trois CHUs avec 82.8%, 73.7% et 69.2% de souches productrices, aux CHUs de

Tlemcen, Oran et Sidi Bel Abbes respectivement (Tableau 20).

Le géne blarem-1, codant une pénicillinase, a été également identifié chez 46 isolats parmi les

souches produisant les BLSE citées précédemment (Tableau 21).

La recherche des genes codant les céphalosporinases plasmidiques CMY-2 et DHA-1, a été
réalisée pour les souches présentant les phénotypes CASE et BLSE+CASE. Le gene blacmy-16
(Figure 23) a été identifié chez uniqguement une souche isolée au CHU d’Oran (Tableau 21).
Cependant, la PCR effectuee pour le géne DHA-1 s’est avérée négative pour I’ensemble des
souches testées. Le phénotype CASE pourrait donc étre expliqué par la présence d’autres
génes de céphalosporinases plasmidiques non testés dans cette étude ou par des mutations

dans le gene ampC codant la céphalosporinase chromosomique.
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Tableau 20. Répartition des génes codant les BLSE selon les hopitaux

Type de BLSE

CTX-M-15

CTX-M-3

CTX-M-1

CTX-M-14

SHV-12

TEM-167

Nombre de souches (%)
Tlemcen Oran Sidi Bel Abbes
(n=35) (n=19) (n=13)
29 (82.8%) 14 (73.7%) 9 (69.2%)
3(8.6%) 0 (0%) 2 (15.4%)
1 (2.9%) 3 (15.8%) 1(7.7%)
2 (5.7%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 1 (5.2%) 1(7.7%)
0 (0%) 1 (5.2%) 0 (0%)

Total
(n=67)

52 (77.6%)
5 (7.5%)
5 (7.5%)

2 (3%)
2 (3%)

1 (1.5%)

(10'3/' 3 POk —SCI5
p

Figure 23. Profil électrophorétique des produits de PCR du géne blacmy-2
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1.4.2 Génes de résistance aux aminosides

Parmi les souches sélectionnées pour I’analyse moléculaire, 12 ont montré des résistances de
haut niveau a I’ensemble des aminosides testés (CMI >512pug/ml, diamétre = 6mm). Les
génes armA (Figure 24) et rmtB (Figure 25), codant des méthylases de I’ARNr 16S, ont été
identifiés chez 4 et 8 souches respectivement. armA a été détecté au niveau des trois CHUs
parmi les isolats produisant les BLSE de type CTX-M-15, CTX-M-1 et TEM-167, tandis que
rmtB a été identifié uniquement chez des souches produisant CTX-M-15 et isolées a I’hopital
de Tlemcen. Précisant également que sept souches parmi les 8 produisant I’enzyme RmtB ont

été collectées au niveau du service de réanimation (Tableau 21).

1.4.3 Genes de résistance aux quinolones

Concernant la résistance aux quinolones, le géne aac(6’)-Ib-cr (Figure 26), conférant aussi
une résistance aux aminosides, a été identifié au niveau des trois hopitaux, chez dix souches
ayant également d’autres génes de résistances aux [-lactamines et/ou aux aminosides
(Tableau 21). Les genes de résistance aux quinolones, gnrA, gnrB et gnrS, n’ont pas été

détectés.

OE11 OE13 T- M
(100 pb)

Figure 24. Profil électrophoreétique des produits de PCR du géne armA
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M
(100 pBy™ == *

1:TE120;2:TE133;3:TE134;4:TE114;5:TE116,;6: TE117;7: TE118 ;8 : TE124

Figure 25. Profil électrophorétique des produits de PCR du géne rmtB

T+ M T-
(100 pb)

Figure 26. Profil électrophorétique des produits de PCR du géne aac(6’)-1b-cr

1.4.4 Génes de résistance a la colistine

La PCR pour la recherche du géne mcr-1, gene plasmidique conférant une résistance a la
colistine, a été effectuée sur 6 souches, isolées au CHU de Sidi Bel Abbes, présentant des
valeurs de CMI de la colistine supérieures a 2ug/ml. Cette PCR s’est avérée positive pour
uniquement une souche, SE65 (Figure 27, Tableau 21), isolée au niveau du service de

réanimation. Le séquencage a permis de confirmer la présence du gene mcr-1.
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M T- T+ SEG65

(100 ph)

Figure 27. Profil électrophorétique des produits de PCR du géne mcr-1

1.4.5 Recherche des integrons de classe 1

Sur I’ensemble des souches testées, 1a PCR a révélé la présence des integrons de classe 1 de
différentes tailles (Figure 28) chez 35 isolats (50.7%). Le séquencage des genes de cassettes a
permis d’identifier les combinaisons de genes suivantes : dfrA17-aadA5 (11 souches), aadB-
aadAl-cmlA6 (9), dfrAl2-aadA2 (6) et dfrAl-aadAl (2). Pour le reste des souches, les génes
aadAl (4), dfrA7 (1), aac(6’)-1b (1) et aac(6’)-1b-cr (1) ont été détectés tous seuls (Tableau
21). Les genes aad et aac(6')-1b, dfrA et cmlA6 conférent respectivement une résistance aux

aminosides, au triméthoprime et au chloramphénicol.

Kb : kilobases

Figure 28. Profil électrophoreétique des produits de PCR des Intégrons de classe 1
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1.5 Typage moléculaire des souches d’E. coli

Le typage moléculaire a été réalisé pour les 69 souches qui ont fait I’objet de la recherche des

génes de résistance aux antibiotiques.
1.5.1 Electrophorése en champ pulse (ECP)

Le typage des souches par ECP a révélé une grande variabilité clonale. En effet, 44
pulsotypes différents ont été détectés parmi les 65 souches analysées (quatre souches ont subi

une autodigestion) (Tableau 21, Figure 29).

Le pulsotype 1 représente le pulsotype majoritaire. 11 regroupe dix souches isolées a 1’hdpital
de Tlemcen, dont 8 porteuses des géenes blacrx-m-15 €t rmtB et 7 d’entre elles collectées au
niveau du service de réanimation. Les pulsotypes 2 et 11 contiennent chacun trois souches
isolées aux CHUs de Tlemcen et d’Oran respectivement. Les pulsotypes 3 a 10 regroupent
chacun deux souches. Il est a noter que le pulsotype 10 comporte 2 souches, isolées au CHU

d’Oran, porteuses du géne armA. Le reste des souches ont présenté des pulsotypes différents.

79



Résultats

Souches rmtB (+)

Pulsotype 1

Pulsotype 2
Souches

Pulsotype 3 armA (+)
Pulsotype 4

Pulsotype 5

LU

Pulsotype 6
Pulsotype 7
Pulsotype 8
Pulsotype 9

b

Pulsotype 10
Pulsotype 11

Figure 29. Résultat d’électrophorése en champ pulsé
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1.5.2 Typage par séquencage multilocus (MLST)

La recherche des liens de clonalité entre les souches a été également effectuée par MLST, 7
génes de ménage de I’espece E. coli (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA et recA) ont été
amplifiés et séquencés. Les séquences obtenues ont été soumises a la base de données

http://mlist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli, afin d’accorder pour chaque geéne un profil allélique. La

combinaison des 7 alleles obtenus a permis de définir une séquence type pour chague souche.
Ces séquences ont été ensuite alignées et regroupées en arbre phylogénétique en utilisant les
logiciels Bio Edit et MEGAG6 (Figure 30).

Un total de 23 Séquences Types (ST) a été identifié parmi les 69 souches analysées. Les
résultats de MLST (Tableau 21, Figure 30) ont montré que quelques séquences types et
complexes clonaux (CC) ont été détectés dans au moins deux hopitaux parmi les trois CHU
étudiés. Il s’agit du ST405 (24 souches), ST10 CC ST10 (8), ST167 CC ST10 (4), ST277 CC
ST10 (1), ST410 CC ST23 (3), ST88 CC ST23 (1), ST23 CC ST23 (1) et ST69 (2). Par
contre, les autres ST n’ont été détectés que dans un seul CHU parmi les trois hopitaux inclus
dans cette étude. Il s’agit du ST117 (4 souches), ST58 (2) et ST354 (1) au CHU d’Oran ; du
ST372 (1), ST540 (1) et ST1433 (1) au CHU de Sidi Bel Abbes ; et du ST 131 CC ST131 (4),
ST 1410 CC ST131 (1), ST 2020 (3), ST38 (2), ST73 (1), ST359 (1), ST1011 (1) et ST3210
(1) au CHU de Tlemcen.

ST405 représente le clone dominant regroupant 24 souches, dont 11 de Tlemcen, 9 d’Oran et
4 de Sidi Bel Abbes. Il comprend la majorité des souches multirésistantes isolées dans cette
étude, y compris les 8 ayant le gene rmtB et la souche porteuse du géne mcr-1. Cependant, les
souches ayant le géne armA appartiennent aux différents ST, ST117 (les deux souches
d’oran), ST10 CC ST10 (la souche de Sidi Bel Abbes) et ST167 CC ST10 (la souche de

Tlemcen).

Dans cette étude, un nouvel ST a été identifié comprenant une souche, TE119, isolée au CHU

de Tlemcen au niveau du service de réanimation (Tableau 21).
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100

28

71

SE-63-ST405

SE-65-ST405 (blaCT>XM-15; blaTEM-1; mcr-1)

SE-56-ST405
SE-54-5T405
OE-74-ST405
OE-73-ST405
OE-71-ST405
OE-70-5T405
OE-46-5ST405
OE-42-5T405
OE-4-ST405

OE-2-5ST405

OE-1-ST405

TE-136-ST405
TE-134-ST405 (MaCT>XM-15;
TE-133-ST405 (MaCT>XM-15;
TE-132-ST405
TE-124-5ST405 (DaCTXM-15;
TE-121-ST405
TE-120-ST405 (MaCT>XM-15;
TE-118-ST405 (MaCT>XM-15;
TE-117-ST405 (blaCTXM-15;
100 TE-114-ST405 (blaCTXM-15;
TE-116-ST4035 (DlaCTXM-15;

TE-107-ST3210

100 | TE-126-5T38

TE-128-5T38

OE-63-5STe9
‘ SE-16-STE9

100 TE-142-5T2020
TE-143-5ST2020
TE-146-5T2020

65

OE-6-ST354

TE-87-5ST1011

TE-119-Nouvelle ST

43

36

TE-127-ST359
SE-51-ST410
SE-67-ST410
95 || SE-49-ST410

TE-137-5T23

55

58 L SE-15-5T88

| OE-3-5T58

100 | oE-7-sT58
SE-70-ST540
SE-2-ST1433

—— OE-66-ST227
OE-31-ST167
gg | OE-35-ST167

100 TE-105-ST167

98 | TE-100-5T10

TE-139-5ST10
TE-144-5ST10

57 TE-145-5T10

TE-147-5T10
SE-23-ST10 (blaCTXM-15; blaTEM-1; armA; (dirA12-aadA2))
SE-38-5T10

OE-14-ST117
100 | OE-23-ST117

0.002

OE-13-ST117 (blaCT>X-M-1; amA; (dirA17-aadAs))
OE-11-ST117 (DIaTEM-167. amA; (ditA17-aadAS))

100

4'7 TE-94-ST73
SE-47-ST372

—— TE-115-5T1410

TE-102-5T131
TE-135-5T131
TE-140-5T131
TE-141-5ST131

blaTEM-1;
blaTEM-1;

blaTEM-1;

blaTEM-1;
blaTEM-1;
blaTEM-1;
blaTEM-1;
blaTEM-1;

TE-62-ST167 (blaCTX-M-15; blaTEM-1; armA; aac(6’)-lb-cr, (dirA12-aadA
TE-99-ST10

mtB; (aadB-aadA1-cmIAG))
mtB; (aadB-aadA1-cmIAG))

mMitB; (aadB-aadA1-cmIAS))

mMmitB; (aadB-aadA1-cmiAB))
mMmitB; (aadB-aadA1-cmIAB))
mMtB; (aadB-aadA1-cmIAG))
mMitB: (aadB-aadA1-cmlAG))
MtB; (aadB-aadA1-cmIAG))

Figure 30. Arbre phylogénétique basé sur les séquences des génes de ménage de 69
souches d’E. coli

82



Résultats

Tableau 21. Caractéristiques phénotypiques et génotypiques des souches multirésistantes d’E. coli isolées aux CHUs du Nord-Ouest algérien

Souche

OEl

OE2

OE3

OE4

OE6

OE7

OE11

OE13

OE14

OE23

OE31

OE35

OE42

OE46

OEG63

CHU

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Service

Réanimation UMC
Réanimation UMC
Réanimation médicale
Réanimation médicale
Réanimation infantile
Réanimation infantile
Réanimation UMC
Neurochirurgie
Neurochirurgie
Neurochirurgie
Chirurgie
Neurochirurgie
Neurochirurgie
Réanimation UMC

Réanimation médicale

Date du
prélevement

19/01/2010
23/03/2010
29/04/2010
29/04/2010
04/11/2010
25/11/2010
16/12/2010
16/12/2010
06/01/2011
25/11/2010
20/01/2011
10/02/2011
10/02/2011
10/02/2011

14/04/2011

Origine

chariot
Aspiration trachéale
Aspiration trachéale
Aspiration trachéale
Prélévement rectal
Plaie
Plaie
Sonde gastrique
Aspiration trachéale
Sonde urinaire
Plaie
Plaie
Aspiration trachéale
Aspiration trachéale

Aspiration trachéale

Phénotype de
résistance aux f3-
lactamines

BLSE
BLSE
BLSE
BLSE+CASE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE+CASE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE
BLSE

CASE

Genes de résistance aux antibiotiques
(Génes de cassettes)

blacTx-wm-15
blactx-m-15
blactx.m.15; blatem.1; aac(6’)-1b-cr; (aadAl)
blactx.m.1s; (aac(6’)-1b)
blactx.m.15; blatem.1; (dfrAl7-aadAb)
blacrx-m-15; blarem-1

blaTem.167; armA; (dfrAl7-aadAb)
blactx.m.1; armA; (dfrAl7-aadAb)

blacrx-m-1

blacrx-m-1

blacTx-m-15

blactx-m-15

blacTx-m-15

blactx-m-15

blacwmy-16; blatem-1; (aac(6’)-1b-cr)

Pulsotype

11
11
12
11
13
14
10
10
15

16

17
18

19

MLST

ST405 (CC ST405)
ST405 (CC ST405)
ST58 (CC ST155)
ST405 (CC ST405)
ST354 (CC ST354)
ST58 (CC ST155)
ST117
ST117
ST117
ST117
ST167 (CC ST10)
ST167 (CC ST10)
ST405 (CC ST405)
ST405 (CC ST405)

ST69 (CC ST69)
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OE66

OE70

OE71

OET73

OE74

SE2

SE15

SE16

SE23

SE38

SE47

SE49

SE51

SE54

SES56

SEG3

SEG5

Oran

Oran

Oran

Oran

Oran

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Chirurgie infantile

Réanimation UMC

Réanimation médicale

Réanimation médicale

Neurochirurgie
Réanimation
Médecine Interne

Médecine Interne

Neurochirurgie

Chirurgie
Chirurgie
Réanimation
UMC
uUMC
uMC

Chirurgie

Réanimation

02/05/2011

09/06/2011

01/12/2011

28/11/2011

28/11/2011

29/10/2009

11/03/2010

11/03/2010

18/03/2010

22/04/2010

29/04/2010

22/04/2010

06/05/2010

24/02/2011

24/02/2011

26/05/2011

26/05/2011

Plaie
Sonde urinaire
Aspiration trachéale
Aspiration trachéale
Sonde gastrique
Sonde urinaire
Plaie

Plaie

Pus

Plaie
Plaie
Sonde urinaire
Bord de lit
Sonde urinaire

Sonde urinaire

Plaie

Sonde urinaire

BLSE

BLSE

BLSE+CASE

BLSE+CASE

BLSE+CASE

BLSE

CASE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE+CASE

BLSE+CASE

BLSE+CASE

BLSE+CASE

blagyy-12; (dfrAlZ-aadAZ)

blactx-m-15; blarem-1

bIaCTx.M.15; (dfrAl?-aadAS)

bIaCTx_M_ls; aac(6’)—|b-CI‘; (dfrA17'aadA5)

blacrx.m-1s; (dfrA17-aadA5)
blacrx.m-15; blarem-1
/
blashy.12; blatem.1; (dfrA7)

bIaCTx.M-ls; bIaTEM.l; armA; (dfrA12—
aadA2)

blactx-m-15; blarem-1

blacrx-m-1; blarem-1
blacty.m-3; blatem.1; (dfrAl2-aadA2)
blacrx-m-3; blarem.1; (dfrAl2-aadA2)

blacrx.m-15; blarem-1

blacrx-m-15; blarem-1

blacTx-m-15; blarem.1; aac(6’)-1b-cr;
(dfrA17-aadA5)

blactx-m-15; blarem.1; mer-1

20

21

~

22

23

24

25

26

27

28

ST227 (CC ST10)
ST405 (CC ST405)
ST405 (CC ST405)
ST405 (CC ST405)
ST405 (CC ST405)

ST1433

ST88 (CC ST23)

ST69 (CC ST69)

ST10 (CC ST10)

ST10 (CC ST10)
ST372
ST410 (CC ST23)
ST410 (CC ST23)
ST405 (CC ST405)
ST405 (CC ST405)

ST405 (CC ST405)

ST405 (CC ST405)
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SEG7

SE70

TEG62

TES87

TE9%4

TE99

TE100

TE102

TE105

TE107

TE114

TE115

TE116

TE117

TE118

Sidi Bel Abbes

Sidi Bel Abbes

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Réanimation

Réanimation

Neurochirurgie

Réanimation

Réanimation

Neurochirurgie

Réanimation
Réanimation
Chirurgie A
Réanimation

Réanimation

Réanimation

Réanimation

Réanimation

Réanimation

14/11/2011

06/01/2012

19/10/2008

30/03/2009

11/04/2009

25/04/2009

25/04/2009

08/07/2009

07/07/2009

10/01/2010

01/04/2010

02/05/2010

02/05/2010

20/05/2010

01/06/2010

Aspiration trachéale

Aspiration trachéale

Escarre

Prélevement rectal
Sonde urinaire
Plaie
Aspiration trachéale
Prélevement rectal
Plaie

Aspiration trachéale

Aspiration trachéale

Sonde urinaire

Prélevement rectal

Aspiration trachéale

Aspiration trachéale

BLSE+CASE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE+ CASE

BLSE

BLSE+ CASE

BLSE+ CASE

BLSE+ CASE

bIaCTx_M_15; aac(6’)- Ib-cr

blactx-m-15; blatem-1; aac(6’)-|b-cr; (dfrAl-
aadAl)

bIaCTx_M_ls; bIaTEM_]_; armA; aac(6’)-|b-cr;
(dfrA12-aadA2)

blactx.m.15; blatem.1; (dfrA12-aadA2)
blactxm-15; blarem.1;(dfrAl-aadAl)
blactx.m.15; aac(6’)-1b-cr
blacrx-m-s; blarem-1
blactx.m-15; blatem.1; (dfrA17-aadA5)
blacrx.m.15; aac(6’)-1b-cr
blacrx.m-15; blarem-1

blactxm-15; blatem.1; rmtB; (aadB-aadAl-
cmlAB)

blactx-m-15; blarem-1

blactxm-15; blatem.1; rmtB; (aadB-aadAl-
cmlAG)

blaCTx.M_15; bIaTEM_l; rmtB; (aadB'aadAl'
cmlAG)

bIaCTx_M_15; bIaTEM_l; rmtB; (aadB-aadAl'
cmlAB)

29

30

31

32

33

34

35

36

37

ST410 (CC ST23)

ST540

ST167 (CC ST10)

ST1011
ST73 (CC ST73)
ST10 (CC ST10)
ST10 (CC ST10)

ST131 (CC ST131)
ST167 (CC ST10)

ST3210

ST405 (CC ST405)

ST1410 (CC ST131)

ST405 (CC ST405)

ST405 (CC ST405)

ST405 (CC ST405)
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TE119

TE120

TE121

TE124

TE126

TE127

TE128

TE132

TE133

TE134

TE136

TE137

TE138

TE139

TE140

TE141

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Réanimation

Réanimation

Réanimation

Réanimation

Réanimation
Réanimation
Réanimation

Neurochirurgie

ORL

Réanimation

Neurochirurgie
Chirurgie A
Réanimation

Chirurgie
Réanimation

Neurochirurgie

06/01/2011

06/01/2011

17/02/2011

27/02/2011

10/03/2011

20/03/2011

20/03/2011

21/04/2011

26/04/2011

21/04/2011

05/05/2011

19/05/2011

19/05/2011

05/11/2011

07/01/2012

07/01/2012

Prélevement rectal

Aspiration trachéale

Sonde urinaire

Prélevement rectal

Sonde urinaire
Aspiration trachéale
Sonde urinaire

Plaie

Cathéter

Urine

Plaie
Sonde urinaire
Aspiration tracheale
Plaie
Aspiration trachéale

Plaie

BLSE

BLSE+ CASE

BLSE+CASE

BLSE+ CASE

BLSE+CASE

BLSE

BLSE+CASE

BLSE+ CASE

BLSE+ CASE

BLSE+ CASE

BLSE+ CASE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE+CASE

BLSE

blacrx.m-s; blarem-1

bIaCTx_M_ls; bIaTEM_l; rmtB; (aadB'aadAl'
cmlAG)

blactx-m-15; blarem-1

bIaCTx_M_ls; bIaTEM_l; rmtB; (aadB'aadAl'
cmlAG)

blacrx-m-14; blarem-1
blacrx-m-1
blacrx-m-14; blarem-1

blactx-m-15; blarem-1

bIaCTx_M_15; bIaTEM_l; rmtB; (aadB'aadAl'
cmlA6)

blactxm-15; blatem.1; rmtB; (aadB-aadAl-
cmlAB)

blactx.m.15; blatem.1; (@adB-aadAl-cmlAG)
blacrx-m-s; blarem-1
blacrx.m-15; aac(6’)-1b-cr
blactx.m.1s; blarem.1; (@aadAl)
blactx.m.15; blatem.1; (dfrA17-aadAb)

blacrx-m-15; blatem-1; (dfrAl?-aadAS)

38

39

40

4

42

43

Nouvelle ST

ST405 (CC ST405)

ST405 (CC ST405)

ST405 (CC ST405)

ST38 (CC ST38)
ST359
ST38 (CC ST38)
ST405 (CC ST405)

ST405 (CC ST405)

ST405 (CC ST405)

ST405 (CC ST405)
ST23 (CC ST23)
ST131 (CC ST131)
ST10 (CC ST10)
ST131 (CC ST131)

ST131 (CC ST131)
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TE142

TE143

TE144

TE145

TE146

TE147

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Tlemcen

Neurochirurgie
Neurochirurgie
Médecine interne
Médecine interne
Médecine interne

Médecine interne

15/02/2012

15/02/2012

15/02/2012

10/03/2012

20/05/2012

10/06/2012

Plaie

Plaie

Plaie

Plaie

Plaie

Plaie

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

blactx-m-15; blarem-1

blacrx-m-15; blarem-1
blactx.m.15; (dfrAl7-aadAb)
blactx.m.1s; blarem1; (aadAl)

blacrx-m-15; blarem-1

blacrx.m-15; blatem.1; (aadAl)

ST2020
ST2020
ST10 (CC ST10)
ST10 (CC ST10)
ST2020

ST10 (CC ST10)

CC : Complexe Clonal
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1.6 Transfert des genes de résistance aux antibiotiques
1.6.1 Conjugaison bactérienne

Afin de déterminer le support des genes de résistance aux antibiotiques, des expériences de
conjugaison ont été realisées, entre la souche de référence E. coli K-12 C600 résistante a la
rifampicine et 38 souches d’E. coli ayant différents genes de résistance aux f-lactamines, aux

aminosides, aux quinolones et a la colistine (Tableau 22).

Sur I’ensemble des souches étudiées, 15 soit 39.5% ont transferé leurs genes de résistance aux
antibiotiques (Tableau 22). L’analyse des profils d’antibiorésistance des transconjugants
obtenus, par la méthode de diffusion en milieu solide, a permis de mettre en évidence le
transfert de phénotype BLSE associé a la résistance aux aminosides et/ou au
trimethoprime/sulfaméthoxazole (Figure 31). Par contre, le transfert de la résistance aux

quinolones n’a pas été observé.

Figure 31. Antibiogramme de la souche réceptrice K12 C600 (A), la souche donatrice (C)
et son transconjugant (B)

Pour les souches productrices des céphalosporinases, le transfert de ces enzymes n’a été
obtenu qu’avec la souche OE63 productrice de CMY-16, confirmant ainsi la nature

plasmidique de cette céphalosporinase.
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Les transconjugants ont également fait 1’objet de différentes réactions de PCR, qui ont
confirmé le transfert des génes b|aCTx-M.15, b|ac'|'x-|v|-3, b|ac'|'x-|\/|-1, b|as|-|v-12, b|aTEM.167, b|aCMy-

16, armA, rmtB et mcr-1 (Tableau 22).

Pour les souches TE117 et TE120, deux transconjugants ont été obtenus, le premier ayant le
géne blacrx-m-15 et le deuxieme ayant les genes blactx-m-15 et rmtB. De méme, pour la souche
OE11 deux transconjugants ont été obtenus, un était positif pour le géne blatem-167 €t autre
était positif pour les génes blatem-167 €t armA. De plus, sur I’ensemble des transconjugants
obtenus, un seul (TC SE65) n’a pas montré le phénotype BLSE et était positif uniquement
pour le gene mcr-1, tandis que la souche donatrice SE65 hébergeait les genes blactx-m-15 et
mcr-1. Ces résultats suggerent que pour ces souches les génes codant les BLSE et les genes

rmtB, armA et mcr-1 sont portés par deux plasmides différents.
1.6.2 Analyse des plasmides

Afin de mieux caractériser le support des genes de résistance, le typage des plasmides a été
effectué pour identifier les groupes d’incompatibilité des plasmides chez les souches et leurs

transconjugants.

Les résultats, récapitulés dans le tableau 22, montrent la présence des plasmides de différents
groupes d’incompatibilité chez les souches testées (Figure 32) avec prédominance des

plasmides IncF.

Pour les souches positives pour un seul groupe d’incompatibilité de plasmides et/ou pour les
quelles des transconjugants positifs pour un seul groupe d’incompatibilité de plasmides ont
été obtenus (Tableau 22), les suppositions suivantes ont été suggérées : le gene blactx-m-14
chez les souches TE126 et TE128 et le géne blacrx-m-15 chez la souche TE132 sont portés par
un plasmide IncF, le gene blasyy-12 chez la souche SE16 est porté par un plasmide IncN et le

gene blacmy-16 de la souche OE63 est porté par un plasmide IncA/C.

Pour les souches produisant les méthylases de I’ARNr 16S, ArmA et RmtB, deux techniques
plus performantes ont été réalisées par I’équipe de I’INRA de Dijon en France. Il s’agit de la
S1-PFGE (électrophorése en champ pulsé en utilisant ’enzyme de digestion S1-nucléase)
pour mettre en évidence la présence des plasmides et déterminer leurs tailles, et de southern
blot ou les plasmides sont transférés sur une membrane en nylon chargée positivement puis

hybridés avec huit sondes marquées a la digoxigénine (blactx.v du groupe 1, blatgy, armA,
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rmtB et les groupes d'incompatibilité IncL/M, IncFIA, IncFIB et IncN) pour déterminer la

localisation des genes de résistance (Barton et al., 1995).

L’analyse des résultats de typage des plasmides (Tableau 22) ainsi que les résultats du S1-
PFGE suivie de Southern blot (Tableau 23), a montré que chez les 8 souches productrices du
RmtB, le géne codant cette enzyme est localisé sur un plasmide du groupe d'incompatibilité
IncFIA (100 ou 85 kb), tandis que le géne blacrx-m-15 est localisé sur le méme plasmide chez 4
isolats et sur un plasmide du groupe d'incompatibilité Incl1 (100kb) chez les autres isolats. Le
plasmide IncFIA a été transféré uniquement en présence du plasmide Incl1l. Concernant le
géne armA, il est localisé avec le gene blacrx-m-15 sur un plasmide autotransférable du groupe
d'incompatibilité IncL/M (55kb) chez les deux souches isolées au CHUs de Tlemcen et de
Sidi Bel Abbes, et sur un plasmide du groupe d'incompatibilité IncFIA chez les deux autres
souches isolées au CHU d'Oran (pour ces deux isolats les génes codant les BLSE, CTX-M-1
et TEM-167, sont localisés sur un plasmide IncN de 40kb).

¥ e P T s e R B
) P P > 100
pb

Inc 11 Inc FIA IncF

1: TE116 ; 2: TC TE116; 3: OE11;4:TC (1) OE11;5: TC (2) OE11; 6: OE13; 7: TC OE13

Figure 32. Résultats des PCR multiplex des groupes d’incompatibilité des plasmides
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Tableau 22. Résultats de conjugaison bactérienne et de typage des plasmides

Souche

TEG62

TE114

TE116

TE117

TE118

TE119

TE120

TE121

TE124

TE126

TE127

TE128

Phénotype de
résistance aux
B-lactamines

BLSE

BLSE+ CASE

BLSE+ CASE

BLSE+CASE

BLSE+ CASE

BLSE

BLSE+ CASE

BLSE+ CASE

BLSE+CASE

BLSE+ CASE

BLSE

BLSE+ CASE

Résistances associées

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

GM, TM

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

NA, OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, AN,

NA, OFX, CIP, SXT
SXT

NA, OFX, CIP, SXT

SXT

Geénes de résistance aux
antibiotiques

blacTx-m-15; blarem-1; armA;
aac(6’)-1b-cr; (dfrA12-
aadA2)

blacrx-m-15; blarem.1; rmtB;
(aadB-aadAl-cmlAG)

blacrx-m-15; blarem.1; rmtB;
(aadB-aadAl-cmlAG)

blacrx.m-15; blargm.1; rmtB;
(aadB-aadAl-cmlAG)

blacrx-m-15; blarem.1; rmtB;
(aadB-aadAl-cmlAG)

blacrx-m-s; blatem1

blacrx-m-15; blarem.1; rmtB;
(aadB-aadAl-cmlAG)

blactx-m-15; blarem-1

blacrx-m-15; blarem.1; rmtB;
(aadB-aadAl-cmlA6)

blactx-m-14; blarem1
blacrx-m-1

blacTx-m-14; blarem-1

Plasmides
(Inc)

L/M, FIA,
FIB, F

FIA, F

11, FIA, F

11, FIA, F

11, FIA, F

L/M, K

11, FIA, F

ND

FIA, F

ND

Transfert

Phénotype de
résistance aux
p-lactamines de
TC

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

Résistances
cotransférées

GM, TM, NET, AN,
SXT

GM, TM, NET, AN

TC1:GM,
TC2: GM, TM, NET,
AN

GM, TM, NET, AN

GM
TC1:GM, T™M
TC2: GM, TM, NET,
AN

Geénes de résistance

aux antibiotiques de TC

*)

blacTx-m-15; armA

blactx-m-15; rmtB

melblasrimis

Plasmides
(Inc)

L/M

11, FIA, F

TC1l:11

TC2: bIaCTx.M.15; rmtB TC2:11, FIA, F

blactx-m-15; rmtB

blacrx-m-s
TC1: blactx-m-15

11, FIA, F

L/M, K
TC1l:11

TC2: blacrx-wis; IMB - 1211 FIA F
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TE132

TE133

TE134

TE137

TE138

TE140

TE145

TE147

SE15

SE16

SE23

SE47

SE49

SE54

SEG3

BLSE+ CASE

BLSE+ CASE

BLSE+ CASE

BLSE

BLSE

BLSE+ CASE

BLSE

BLSE

CASE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE+CASE

BLSE+CASE

GM, NA, OFX, CIP

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

NA, OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, NA,
OFX, CIP, SXT

GM, TM, NA, OFX,
CIP, SXT

GM, TM, NA, OFX,
CIP, SXT

TM, SXT

NA, OFX, SXT

GM, TM, NET, SXT
GM, TM, NET, AN,
SXT

SXT

GM, TM, NA, OFX,
CIP, SXT

GM, TM, NET, NA,
OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, NA,
OFX, CIP, SXT

blactx-m-15; blarem-1

blacrx-m-15; blargm.1; rmtB,;
(aadB-aadAl-cmlAG)

blacrx-m-15; blarem.1; rmtB;
(aadB-aadAl-cmlAG)

blactx-m-3; blarem-1

bIaCTx.M.ls; aac(6 )' Ib-cr

blactx-m-15; blarem-1;

(dfrA17-aadA5)

blacrx-m-1s; blarem-1;

(aadAl)

blactx-m-15; blarem-1;

(aadAl)

blas-12; blarem-1; (dfrA7)

blacrx-m-15; blarem.; armA;
(dfrAl12-aadA2)

blacrx-m-1; blarem1

blactx-m-3; blarem-1;
(dfrA12-aadA2)

blacrx-m-15; blarem-1
blactx-m-15; blarem.1;
aac(6’)-1b-cr; (dfrA17-
aadAb)

FIA, F
FIA, F
ND
ND
ND
ND
ND
ND
N, P
L/M, FIA,
FIB, F, K

ND

L/M, FIB, F

FIB, F, B/O

ND

+

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

BLSE

GN

GM, TM

GM, TM, NET, AN,
SXT

/

GM, SXT

GM, SXT

blactx-m-15

blaghy-12

blacTx-m-15; armA

blacTx-m-3

blactx-m-15

L/M, K

L/M, FIB, F

FIB, F, B/O
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SEG5

SE70

OE3

OE4

OE6

OE1l1

OE13

OE23

OEG63

OE66

OE73

BLSE+CASE

BLSE

BLSE

BLSE+CASE

BLSE

BLSE

BLSE+CASE

BLSE

CASE

BLSE

BLSE

NA, OFX, CIP, SXT,
CS

GM, TM, NET, NA,
OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, NA,
OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, NA,
OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, NA,
OFX, CIP, SXT
GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

NA, OFX, CIP

GM, TM, NET, AN,
NA, OFX, CIP, SXT

NA, SXT

GM, TM, NET, NA,
OFX, CIP, SXT

blacrx-m-15; blarem-1; mer-1
blactx-m-15; blarem.1;

aac(6’)-1b-cr; (dfrAl-
aadAl)

blactx-m-15; blarem-1;
aac(6’)-1b-cr; (aadAl)

bIaCTx_M_15; (aac(é’)-lb)
blactx-m-15; blarem-1;

(dfrA17-aadA5)

blarem.-167; armA;
(dfrAl7-aadAb)

blacTx-m-1; armA;
(dfrAl7-aadA5)

blacTx-m-1

blacmy-16; blarem-1;
(aac(6°)-1b-cr)

blagHV_lz; (dfrAlZ-aadA2)

bIaCT)(.M.15; aac(6 ’)-lb-cr;
(dfrAl7-aadA5)

ND

ND

ND

ND

ND

N, FIA, FIB,
F

N, FIA, FIB,
=
ND

AIC, FIA, F

N, K

ND

PASE

BLSE

BLSE

CASE

SXT, CS

/
TC1:GM, TM, SXT
TC2: GM, TM, NET,

AN, SXT

GM, TM, SXT
/

GM, TM, NET, AN,
SXT

mcr-1

/

TC1: blaTEM_167
TC2: bIaTEM.j_G?; armA

blacrx-m-1

bIaCMy.ls; aac(6’)-|b

/

ND

/
TCL:N
TC2: N, FIA,
FIB, F

N

A/lC

TC : transconjugant ; Inc : groupe d’incompatibilité ; (*) : les PCR de détection de blargpm.1, aac(6’)-1b-cr et des génes de casettes n’ont pas été réalisées chez Les transconjugants ; GM :
Gentamicine ; TM : Tobramycine ; NET : Nétilmicine ; AN : Amikacine; NA : Acide nalidixique ; OFX : Ofloxacine ; CIP : Ciprofloxacine ; SXT : Triméthoprime/Sulfaméthoxazole ;
CS : Colistine ; ND : non déterminé.
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Tableau 23. Support des genes de résistance aux antibiotiques chez les souches
productrices de méthylases de ’ARNr 16S

Souche Geéne codant la BLSE Géne codant la méthylases de ’ARNr 16S
(plasmide) (plasmide)
TE62 blacTx-m-15 armA
(IncL/M 55kb (T+)) (IncL/M 55kb (T+))
SE23 blactx-m-15 armA
(IncL/M 55kb (T+)) (IncL/M 55kb (T+))
OE1ll blatem-167 armA
(IncN 40 kb (T+)) (IncFIA taille nd (T+))
OE13 blactx-m-1 armA
(IncN 40 kb (T+)) (IncFIA taille nd (T-))
TE114 blacTx-m-15 rmtB
(IncFIA environ100 kb (T-)) (IncFIA environ 100 kb (T-))
TE116 blactx-m-15 rmtB
(Incll environ 100 kb(T+)) (IncFIA environ 85 kb(T+))
TE117 blacTx-m-15 rmtB
(Incl1 environ 100 kb(T+)) (IncFIA environ 85 kb(T+))
TE118 blacTx-m-15 rmtB
(Incl1 environ 100 kb(T+)) (IncFIA environ 85 kb(T+))
TE120 blacTx-m-15 rmtB
(Incl1 environ 100 kb(T+)) (IncFIA environ 85 kb(T+))
TE124 blacTx-m-15 rmtB
(IncFIA environ100 kb (T-)) (IncFIA environ 100 kb (T-))
TE133 blacTx-m-15 rmtB
(IncFIA environ100 kb (T-)) (IncFIA environ 100 kb (T-))
TE134 blacTx-m-15 rmtB
(IncFIA environ100 kb (T-)) (IncFIA environ 100 kb (T-))

T+ : plasmide transféré ; T- : plasmide non transféré ; nd : non déterminée.
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2. Discussion

Escherichia coli est le germe le plus fréquemment impliqué en pathologie infectieuse aussi
bien en milieu hospitalier qu’en pratique de ville. Elle est caractérisée par une aptitude
particuliére a acquérir des mécanismes de résistance a des antibiotiques habituellement actifs,
pouvant parfois survenir en cours d’antibiothérapie (Lavigne et al., 2002). Une connaissance
actualisée sur ces mécanismes est donc indispensable a 1’optimisation des schémas
thérapeutiques. De ce fait, cette étude a été réalisée pour étudier la résistance aux
antibiotiques, ainsi que les mécanismes responsables, chez 240 souches d’E.coli isolées au

niveau des hopitaux du Nord-Ouest algérien (CHUs de Tlemcen, Sidi Bel Abbes et Oran).

E. coli représente souvent la bactérie la plus identifiée parmi les bacilles a Gram négatif
(BGN) isolés de prélévements cliniques (EI Rhazi et al., 2007 ; Amazian et al., 2010 ; Njall et
al., 2013 ; Daoud et al., 2015 ; Nouetchognou et al., 2016). Elle occupe ainsi la deuxiéme
place, apres Acinetobacter baumannii, parmi les 1302 BGN collectés durant cette étude.
Notant également que 20% des prélévements ont montré la présence des souches d’E. coli.
Cette fréquence d’isolement obtenue au niveau des CHUs étudiés, est inférieure a celles
rapportées au Maroc (32%) en 2008 (Tagajdid et al., 2008) et au Népal (28%) en 2014
(Pokhrel et al., 2014) et supérieure a celle rapportée également au Maroc (9.9%) en 2015
(Moutachakkir et al., 2015). La fréquence d’isolement ainsi que le classement d’E. coli parmi
les BGN différent selon les hopitaux, ce qui est apparemment lié aux types de prélevements
pratiqués et a I'écologie bactérienne de ces établissements (Scheftel et al., 1994).

Conformément a d’autres études (Liu et al., 2015 ; Malek et al., 2015), les souches d’E. coli
ont été essentiellement collectées au niveau des services de soins intensifs, ce qui suggére une
transmission manuportée et un probléme de maitrise de I’environnement hospitalier dans cette
spécialité clinique. De plus, cette espece est une bactérie nosocomiale par excellence dans les
unités de soins intensifs, sa capacité d’adaptation, la multiplication des manceuvres invasives
sur les terrains fragilisés (ventilation assistée, sondage urinaire) et la pression de sélection des

antibiotiques sont ainsi des éléments favorisants (Elouennass et al., 2008).

A noter aussi que les plaies chirurgicales et les sondes urinaires étaient les principaux sites
d’isolement des souches étudiées. En effet, plusieurs études ont rapporté 1’isolement fréquent
d’E. coli dans les urines (Talon et al., 2004 ; Pokhrel et al., 2014 ; Agabou et al., 2014). Elle
représente 1’agent principal des infections urinaires (Tagajdid et al., 2008). Cela est en

relation avec la physiopathologie de ce type d’infection qui est en général ascendante,
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favorisée par la forte colonisation du périnée par les entérobactéries d’origine digestive, en

particulier E. coli (Larabi et al., 2003).

La présente étude souligne le caractére inquiétant de la résistance aux antibiotiques chez E.
coli dans les hdpitaux du Nord-Ouest algérien. Des taux de résistance eleves a la plupart des
antibiotiques testes ont été obtenus et semblent étre plus importants que ceux rapportés par le
réseau algérien de surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Rahal et al.,
2010; 2011 ; 2012 ; 2015) et par une étude réalisées en France (Adjidé et al., 2006).
Cependant, ces taux sont plus faibles comparés a ceux rapportés par une étude effectuée a
I’hopital militaire de Constantine dans le Nord-Est de I'Algérie (Agabou et al., 2016). De plus,
les taux de résistance étaient plus importants a 1’hopital de Tlemcen par rapport aux CHUSs
d’Oran et de Sidi Bel Abbes. Ces différences peuvent étre expliquées par la variabilité des
facteurs épidémiologiques, de la stratégie d’utilisation des antibiotiques et des mesures

d’hygiene hospitaliére entre les différentes institutions (Mkaouar et al., 2008).

Le phénoméne marquant chez les souches étudiées, est leur résistance aux céphalosporines de
troisieme génération (C3G), en particulier au CHU de Tlemcen. De nombreuses études
relatent la progression continue a I’échelle mondiale de ce type de résistance (Coque et al.,
2008). Notre étude montre que le taux d’isolement des souches résistantes aux C3G (40.4%)
est trés supérieur a ceux rapportés dans différents pays a travers le monde (Borg, et al., 2008 ;
EARS-Network, 2012 ; Trystram et al., 2013). L’évolution de cette résistance est liée a
I’émergence et la diffusion de plusieurs mécanismes, dont [I’hyperproduction de
céphalosporinases chromosomiques, les céphalosporinases plasmidiques mais le plus
important étant la production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui a concerné, dans
cette étude, 96.9% (94/97) des souches résistantes aux C3G.

La prévalence des souches productrices de BLSE dans 1’espéce E. coli (EBLSE), ne cesse de
progresser en milieu hospitalier. Elle a augmenté d’une fagon accentuée en Algérie, de 2.4%
en 2006 (Touati et al., 2006) a 29.6% en 2013 (Rahal et al., 2015). Ces pourcentages ainsi que
d’autres notés en Asie (36.1%), en Amérique du sud (26.8%), en Europe (7.4%), en Afrique
(5.1%) et en USA (2.8%) (Vodovar et al., 2013) restent plus faibles que celui obtenu au cours
de cette étude (39,2%). Cela est forcément lié a I’utilisation massive des C3G dans les
hopitaux du Nord-Ouest algérien. En effet, la prévalence des phénotypes de résistance
constitue le plus souvent un reflet fidele des habitudes de prescription des antibiotiques
(Bertrand et al., 2003).
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Nos résultats révelent aussi que 1’isolement des EBLSE prédomine dans les services de
réanimation (51,8%), ce qui peut étre expliqué par le fait que les patients admis dans ces
services sont particulierement vulnérables aux infections a des bactéries résistantes, a cause de
leurs défenses immunitaires amoindries et de leur exposition fréquente aux antibiotiques
(Niederman, 2003).

Jusqu'a la fin des années 1990, la plupart des BLSE des entérobactéries étaient de type TEM
ou SHV et les principales especes productrices étaient K. pneumoniae (Bure et al., 1988 ;
Winokur et al., 2001) et E. aerogenes (Bosi et al., 1999 ; Bertrand et al., 2003). Depuis
quelques années, cette situation a radicalement changé. A I'heure actuelle, les souches d’E.
coli productrices de CTX-M représentent, dans de nombreux pays, la majorité des
entérobactéries BLSE. En effet, des études épidémiologiques ont rapporté des situations
endémiques des entérobactéries productrices de BLSE, dans la plupart des pays d’Europe,
d’Asie et d’Amérique du Sud, avec des prévalences élevées des CTX-M: de 30 & 90% pour E.
coli et de 10 a 60% pour K. pneumoniae (Cantén et Coque, 2006 ; Livermore et al., 2007).
Cela a éte également observé au cour de la présente étude. 64 des 67 EBLSE étudiées
produisaient des enzymes de type CTX-M, 77.6% d’entre elles, étaient de type CTX-M-15
qui représente I’enzyme dominante aussi bien au CHU de Tlemcen qu’aux CHUs d’Oran et
de Sidi Bel Abbes. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études précédentes et
confirment la prédominance de CTX-M-15 parmi les BLSE détectées chez E. coli dans les
hdpitaux algériens (Touati et al., 2006 ; Ramdani-Bouguessa et al., 2006 ; Touati et al., 2012 ;
Gharout-Sait et al., 2012 ; Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2013; Agabou et al., 2014 ;
Yahiaoui et al., 2015 ; Medboua-Benbalagh et al., 2017). La méme situation est observée en
Tunisie (Mamlouk et al., 2006 ; Mnif et al., 2013 ; Lahlaoui et al., 2014) et au Maroc
(Bourjilat et al., 2011 ; Girlich et al., 2014), illustrant la diffusion d’E. coli productrice du
CTX-M-15 dans les pays d’Afrique du Nord. CTX-M-15 constitue aujourd’hui le variant le
plus fréquent des BLSE, chez E. coli impliquée aussi bien dans des infections
communautaires que dans des infections nosocomiales et responsable de diverse épidémies a
I’échelle mondiale (Woodford et al., 2004 ; Lahlaoui et al., 2014).

Plusieurs types de BLSE ont été egalement detectés au cours de cette eétude, mais avec une
faible fréquence. Il s’agit de CTX-M-3 (5 souches), CTX-M-1 (5 souches), CTX-M-14 (2
souches), SHV-12 (2 souches) et TEM-167 (1 souche). La plupart de ces enzymes, ont été
déja rapportées chez E. coli en Algérie (Tableau 4). CTX-M-14 a été détectée plus récemment

chez cinq souches cliniques a 1’hdpital de Beni-Messous a Alger (Medboua-Benbalagh et al.,
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2017), CTX-M-3 a été identifiée aussi bien chez des souches cliniques que chez des souches
isolées dans une station d'épuration (Ramdani-Bouguessa et al., 2006 ; Gharout-Sait et al.,
2012 ; Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2013 ; Alouache et al., 2014 ; Medboua-Benbalagh et
al., 2017), tandis que CTX-M-1 et SHV-12 ont été exclusivement détectées chez des souches
d’origine animale (Yousfi et al., 2016b; Belmahdi et al., 2016). Par contre, il n’ya aucune
description de TEM-167 a ce jour, seul le gene blarem-167 est disponible dans GenBank
(FJ360884).

Une plus faible proportion des E. coli était résistante aux C3G par production de
céphalosporinases seules (1.3%) ou associées a des BLSE (11.3%). Cette résistance est due,
chez une souche isolée au CHU d’Oran, a la production de la céphalosporinase plasmidique
CMY-16. Cette enzyme n’a jamais été détectée en Algérie. Cependant, d’autres variants de
CMY ont eté déja rapportés chez E. coli, il s’agit de CMY-2, CMY-4 et CMY-42 (labadene et
al., 2009a ; Robin et al., 2010 ; Gharout-Sait et al., 2015 ; Yousfi et al., 2016a ; Belmahdi et
al.,, 2016 ; Yaici et al.,, 2016). CMY est le type d’AmpC plasmidiques le plus répandu
présentant la plus large distribution géographique (Philippon et al., 2002), contrairement au
DHA-1 qui a été souvent signalée en Asie (Yamasaki et al., 2010). Chez E. coli, DHA-1 a été
identifiée une seule fois, en Algérie, chez une souche isolée a 1’Hdpital de Beni-Messous a
Alger (labadene et al., 2009a). Toutefois, elle n’a pas été détectée parmi les souches,
produisant les céphalosporinases, collectées durant la période d’étude. Pour ces derniéres, la
résistance aux C3G serait due a I’hyperproduction de la céphalosporinase constitutive, par
mutations dans le géne chromosomique ampC, ou a des céphalosporinases plasmidiques non

testées dans cette étude.

La plupart des souches résistantes aux C3G, avaient exprimé une résistance croisée aux
aminosides  (gentamicine, tobramycine et nétilmicine), aux quinolones et au
triméthoprime/sulfaméthoxazole, antibiotiques habituellement actifs sur les entérobactéries, y
compris E. coli (Mkaouar et al., 2008). Ces corésistances ont €té déja rapportées dans
plusieurs études locales et internationales (Coque et al., 2008 ; Leotard et Negrin, 2010 ;
Pokhrel et al., 2014 ; Agabou et al., 2014 ; Smaoui et al., 2015 ; Medboua-Benbalagh et al.,
2017).

Parmi les aminosides testés, I’amikacine reste la molécule la plus active, ce qui concorde avec
les résultats de plusieurs travaux réalisés en Algérie (Touati et al., 2012 ; Agabou et al.,
2014), en Tunisie (Smaoui et al., 2015), en France (De Mouy et al., 2007 ; Nicolas-Chanoine
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et al., 2008 ; Leotard et Negrin, 2010) et au Nepal (Pokhrel et al., 2014). Les souches
résistantes a cet antibiotique ont présenté des CMI > 512 pg/ml a I’ensemble des aminosides
testés. Cela est du a la production de méthylases de I’ARNr 16S, enzymes conférant une
résistance de haut niveau aux aminosides les plus utilisés en clinique (Krishnappa et al.,
2012). En effet, 12 (18%) souches parmi les 67 EBLSE étudiées produisaient des méthylases
de ’ARNr 16S. cette fréquence est plus importante que celles rapportées au Japon (0.03%)
(Yamane et al., 2007a), en Turquie (0.7%) (Bercot et al., 2010), en France (1.3%) (Bercot et
al., 2008) et en Chine (10%) (Wu et al., 2009).

Deux types de méthylases de I’ARNr 16S ont été détectés, il s’agit de ArmA chez quatre
souches productrices de différents types de BLSE (CTX-M-15, CTX-M-1 ou TEM-167) et
isolées au niveau des trois CHUs étudiés, et RmtB chez huit souches, productrices de CTX-
M-15 et de TEM-1, isolées a I’hdpital de Tlemcen. Ces deux types d’enzymes étant les plus
répandus a la surface du globe (Doi et Arakawa, 2007), ils représentent pres de 92% des
méthylases détectées (Soulier-Chapuis, 2012). Cependant, leur détection chez E. coli n’est pas
habituelle en Algérie et méme en Afrique du Nord. Le gene armA n’a jamais été détecté, chez
cette espéce, dans cette région. Toutefois, il a été identifié en Algérie chez différentes souches
cliniques de bacilles a Gram négatif en association avec plusieurs génes de résistances aux
antibiotiques (Bogaerts et al., 2007 ; Naas et al., 2009 ; Naas et al., 2011 ; Bouzidi et al.,
2011 ; Bakour et al., 2014; Belbel et al., 2014; Batah et al., 2015; Khennouchi et al., 2015) ;
et en Egypte chez des souches d’ Acinetobacter baumannii (El-Sayed-Ahmed et al.,
2015). Par ailleurs, Trois études uniquement ont rapporté la détection du géne rmtB, en
Afrique du Nord. II a été signalé en Egypt chez 3 souches cliniques d’E. coli (Helaly et al.,
2010), en Tunisie, chez deux souches de Salmonella enterica isolées des produits alimentaires
pour animaux (Al-Gallas et al., 2013) et plus récemment, en Algérie, chez une souche
clinique de Pseudomonas aeruginosa en association avec le gene blayv-2 (Meradji et al.,
2016).

Cette étude représente la premiére description d’E. coli productrice de méthylases de I’ARNr
16S en Algérie, ainsi que la premiére description des souches co-exprimant ArmA et CTX-M-
1 ou TEM-167. Ces résultats ont coincidé avec une étude réalisée au CHU d’Oran, en 2011,
qui a rapporté 1’isolement de deux souches d’E. coli hébergeant le gene rmtB, géne non
détecté a 1’hopital d’Oran durant notre étude, en association avec blacrx-m-15, QnrB et gepA
(Yanat et al., 2016c¢). Ces constatations peuvent refléter la répartition actuelle des méthylases

en Algérie et en Afrique du Nord.
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D’autres déterminants de résistance aux aminosides, codant des enzymes modificatrices
AME, ont été également détectés parmi les souches résistantes au C3G et méme celles co-
exprimant les méthylases de I’ARNr 16S. Il s’agit des génes aac(6’)-1b, aadA et aadB. Ces
genes ont éte trouves dans des cassettes des intégrons de classe I, souvent en association avec
d’autres génes de résistance au triméthoprime (dfrA) ou au chloramphénicol (cmlA6). Les
intégrons de classe | jouent un réle important dans la dissémination de la résistance aux
antibiotiques chez les bactéries a Gram négatif. lls sont fréquemment trouvés chez les souches
d’E. coli multirésistantes (Naas et al., 2001 ; Gassama et al., 2004 ; Skurnik et al., 2005). En
effet, 50.7% de souches résistantes aux C3G contenaient des Intégrons de classe 1. Cette
proportion se rapproche de celles signalées en Algérie (46.7%) (Yahiaoui et al., 2015), en
Espagne (46.6%) (Machado et al., 2005) et en Corée (54%) (Yu et al., 2003), mais elle est
inférieure a celles trouvées en Chine (67.9%) (Wu et al., 2012) et en Egypte (77.8%) (Malek
et al., 2015). Les combinaisons de genes de cassettes décrites dans cette étude (Tableau 21),
ont été également rapportées dans des études antérieures (Machado et al., 2005 ; Wu et al.,
2012 ; Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2013 ; Shahcheraghi et al., 2014 ; Malek et al., 2015).

Concernant les quinolones, des taux de résistance tres élevés (>70%) ont été obtenus pour les
souches reésistantes aux C3G et des hauts niveaux de résistance a la ciprofloxacine
(CMI=128pg/ml) ont été notés, limitant ainsi le choix thérapeutique. A 1’inverse des autres
études algériennes (Tableau 4), aucun alléle gnr n’a été identifié dans cette étude tandis que le
géne aac(6’)-Ib-cr, conférant la résistance aux aminosides et réduisant la sensibilité a la
ciprofloxacine, a été trouvé chez 10 souches en association avec les genes, blactx-m-15 (8
souches), blactx-m-15 et armA (1) et blacmy-16 (1). La plus large dissémination et la dominance
de ce géne parmi les déterminants plasmidiques de résistance aux quinolones, ainsi que son
association avec la BLSE CTX-M-15, ont été fréquemment rapportées aussi bien en Algérie
que dans d’autres pays (Fihman et al., 2008 ; Pitout et al., 2008 ; Baba Ahmed-Kazi Tani et
al., 2013 ; Ferjani et al., 2014 ; Yahiaoui et al., 2015 ; Agabou et al., 2016 ; Yanat et al.,
2016a ; Yanat et al., 2016c ; Medboua-Benbalagh et al., 2017).

La présence du géne aac(6’)-Ib-cr isolément n’induit qu’une résistance de bas niveau a la
ciprofloxacine (Martinez-Martinez et al., 1998 ; Robicsek et al., 2006) et peut passer
inapergue au niveau de I’antibiogramme. Néanmoins, elle favorise la sélection des mutants
résistants par des mécanismes de mutation chromosomique (Martinez-Martinez et al., 1998).

Ce constat ainsi que les hauts niveaux de résistance a la ciprofloxacine, observés chez les
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souches étudiees, suggeérent que la résistance aux quinolones, est due principalement a des

mutations dans les génes codant les gyrases ou les topoisomérases.

On constate ainsi que la corésistance d’E. coli aux [B-lactamines, aux aminosides et aux
quinolones, pose un grand probleme au niveau des CHUs du Nord-Ouest algérien, en
compliquant la prise en charge thérapeutique. Il est a craindre également que ces hdpitaux ne
soient pas restés indemne de la diffusion des mécanismes de résistance a la colistine,
antibiotique de la famille des polymyxines, qui reste parfois la seule molécule disponible dans
le cas des infections a bacilles a Gram négatif multirésistants (Nation et al., 2015 ; Paterson et
Harris, 2016). Récemment, le premier déterminant plasmidique, mcr-1, conférant la résistance
a la colistine, a été identifié en Chine chez des souches d’entérobactéries d’origine humaine et
animale (Liu et al., 2016). Depuis, plusieurs études ont rapporté la diffusion de ce géne en
Asie, en Europe, en Amérique du Sud et en Afrique (Rolain et Olaitan, 2016).

Chez E. coli isolée en Afrique, le géne mcr-1 n’a été détecté que chez des souches d’origine
animale (Olaitan et al., 2016 ; Grami et al., 2016 ; Perreten et al., 2016). Notre étude rapporte
pour la premiére fois, dans cette région, 1’émergence de ce géne parmi les souches d’E. coli
d’origine humaine. Il a été trouvé chez une souche isolée en 2011, au CHU de Sidi Bel Abbes
au niveau du service de réanimation. Une deuxiéme description d’E. coli d’origine humaine
productrice de MCR-1, a été rapportée en Algérie durant la méme période, chez une souche
isolée au CHU d’Oran (Yanat et al., 2016b). Les deux souches produisent également une
BLSE de type CTX-M-15 et appartiennent au ST405.

La dissémination des génes de résistance est souvent associée a la diffusion de souches
clonales et/ou de plasmides épidémiques. Les résultats de 1’électrophorése en champ pulsé
(ECP) ont montré une variabilité génotypique tres importante des souches étudiées, ce qui
écarte la possibilité d’une transmission de souches clonales. En revanche, les huit souches
productrices du RmtB avaient partagé le méme pulsotype. Elles ont été isolées au CHU de
Tlemcen dans un intervalle d’une année (du 01/04/2010 au 26/04/2011) et 7 d’entre elles ont
été collectées au service de réanimation, suggérant une diffusion d’un clone épidémique
hébergeant le géne rmtB, liée probablement a un probléme d’hygiéne du personnels soignants,

au niveau de ce service, durant cette période d’étude.

Les résultats de ’ECP ont été consolidés par ceux du MLST, qui viennent confirmer la
diversité clonale des souches étudiées. En effet, 23 ST différents ont été détectés, dont 11 déja
rapportés en Algérie (ST10, ST117, ST131, ST167, ST1011, ST38, ST354, ST405, ST69,
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ST73 et ST88) (Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2013 ; Alouache et al., 2014 ; Agabou et al.,
2014 ; Brahmi et al., 2014 ; Yahiaoui et al., 2015 ; Anssour et al., 2016 ; Agabou et al.,
2016 ; Belmahdi et al., 2016 ; Yanat et al., 2016a ; Yanat et al., 2016b ; Yanat et al., 2016c).
De plus un nouvel ST a été identifié dans cette étude, mais il n’est pas encore déposé dans la

base de données MLST d’E. coli.

Plusieurs études ont rapporté 1’implication du ST131 dan la dissémination des souches d’E.
coli multirésistantes produisant la BLSE de type CTX-M-15 (Nicolas-Chanoine et al., 2008 ;
Clermont et al., 2009 ; Rogers et al., 2011). Dans cette étude, ce clone comprenait
uniquement quatre souches et n’a été détecté qu’au CHU de Tlemcen. Cependant, le clone
dominant etait celui appartenant au ST405 du complexe clonal CC ST405. Il regroupe 24
souches, issues des trois CHUs étudiés, ayant le géne blactx-m-15 €n association avec
différents génes de résistance aux antibiotiques (rmtB, aac(6’)-Ib-cr ou mcr-1). ST405 a été
récemment decrit parmi les principaux clones, des souches d’E. coli pathogénes, associés a la
diffusion mondiale du génes blacrx-m-15 (Ruiz et al., 2011 ; Ewers et al., 2012 ; Matsumura et
al., 2013) ainsi que d’autres génes de résistance aux antibiotiques comme rmtB (Tian et al.,
2011) et blanpwm (Peirano et al., 2013 ; Jakobsen et al., 2014).

La multirésistance des souches, non reliées génétiquement, rapportée dans cette étude, serait
due & la diffusion horizontale du matériel génetique. En effet, les conjugaisons bactériennes
ont montré le transfert de plusieurs génes de résistance : blacrx-m-15, blactx-m-3, blactx-m-1,
blasuv-12, blatem-167, blacmy-16, armA, rmtB et mcr-1. L’analyse des plasmides, des souches et
leurs transconjugants, a révélé 1I’implication de plusieurs plasmides de différents groupes
d’incompatibilités comme support de ces genes, avec prédominance des plasmides du groupe
d’incompatibilité IncF, en particulier le réplicon IncFIA. IncF représente le groupe de
plasmides les plus freguemment associés a la dissémination des CTX-M ainsi que d’autres
génes de résistance aux quinolones et aux aminosides (Marcadé et al., 2009 ; Carattoli et al.,
2009 ; Mnif et al., 2013).

Un plasmide IncA/C a été trouvé chez la souche produisant la céphalosporinase plasmidique
CMY-16 ainsi que chez son transconjugant. La localisation du géne blacyy sur des plasmides
du groupe d’incompatibilité IncA/C, a été déja rapportée en Algérie (labadene et al., 2009a ;
Gharout-Sait et al., 2015). De plus, I’association du plasmide IncA/C avec la dissémination de
I’enzyme CMY a été fréquemment décrite aussi bien chez les humains que chez les animaux

(Carattoli, 2009 ; Lindsey et al., 2009).
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Les resultats du S1-PFGE et de Southern blot ont permis de mieux caractériser le support des
genes de résistance chez les souches produisant les méthylases de I’ARNr 16S. Concernant
les génes codant les BLSE, blacrx-m-15 est localisé sur des plasmides Inc 11 et IncFIA chez les
souches productrices du RmtB et sur un plasmide IncL/M chez les souches productrices de
ArmA, tandis que blactx.v-1 et blatem-167 sont localisés chacun sur un plasmide IncN.
Quelques études algériennes ont déja rapporté, chez E. coli, la localisation du blacrx-m-15 sur
des plasmides appartenant aux groupes d’incompatibilité IncF (Gharout-Sait et al., 2012 ;
Alouache et al., 2014), IncL/M (Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2013) et Incl1 (Alouache et
al., 2012).

Concernant les génes codant les méthylases de I’ ARNr 16S, rmtB est localisé sur un plasmide
appartenant au groupe d’incompatibilit¢é IncFIA, tandis que armA est porté par deux
plasmides différents IncFIA (chez les souches d’Oran) et IncL/M (chez les souches de
Tlemcen et Sidi Bel Abbes). La présence des génes blactx-m-15 et rmtB sur un méme plasmide
conjugatif (IncFIA) ainsi que la localisation des genes armA et blacrtx-.w-15 sur un seul
plasmide autotransférable (IncL/M), ont été également observées. Ces résultats ont été aussi
trouvés dans des études antérieures. En effet, 1’association du blactx.m-15 €t rmtB, sur un
plasmide conjugatif, a été rapportée en USA chez une souche d’E. coli appartenant au clone
ST405 (Tian et al., 2011). De méme, les équipes de Bogaerts et Naas ont déja rapporté
I’association des geénes armA et blacrtx.m-15 Sur des plasmides IncL/M, chez des souches

d’entérobactéries isolées des patients algériens (Bogaerts et al., 2007 ; Naas et al., 2011).

Le support plasmidique des génes de résistance aux antibiotiques favorise la dissémination
des souches d’E.coli multirésistantes dans les hopitaux du Nord-Ouest algérien, d’autant plus

qu’il favorise leur sélection par I’utilisation de différentes classes d’antibiotiques.

La multirésistance observée chez les souches étudiées, réduit malheureusement I’arsenal
thérapeutique et entraine une utilisation massive des carbapénémes. Ces molécules étant
considérées comme antibiotiques de choix pour le traitement des entérobactéries
multirésistantes (Guessennd et al., 2008). En effet, ’ertapénéme et I’imipénéme ont montré
une trés bonne activité contre les souches étudiées (100% de souches sensibles), ce qui permet

d’éviter ’impasse thérapeutique.

Cependant, depuis 2010, nous assistons a 1’émergence des souches d’E. coli résistantes aux
carbapénémes dans les hopitaux algériens (Robin et al., 2010 ; Agabou et al., 2014 ; Sassi et

al., 2014), ce qui nécessite une vigilance particuliére accordée au suivi de la sensibilité d’E.
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coli aux carbapénémes. Ainsi, toute évolution de sensibilité pouvant apparaitre lors de prise
en charge d’infections a E. coli multirésistante par une carbapéneme et toute détection
d’émergence ou toute introduction de clones résistants a cette molécule, doit pouvoir étre
identifiée rapidement afin d’engager les mesures prophylactiques et thérapeutiques adéquates
(Oteo et al., 2008).
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Conclusion

La résistance aux antibiotiques est devenue un probléme majeur de santé publique en Algérie
et a travers le monde. En effet, ces dix derniéres années, nous avons assisté a une importante
augmentation de la résistance aux antibiotiques a 1’échelle nationale, en particulier chez les
bacilles @ Gram négatif (BGN) (Drissi et al., 2008 ; labadene et al., 2008 ; Touati et al.,
2012 ; Berrazeg et al., 2014).

Cette étude, la premiere sur la résistance aux antibiotiques et 1’épidémiologie de souches
cliniques d’E. coli dans le Nord-Ouest algérien, souligne la place importante de cette espece
parmi les BGN isolés et révéle I’augmentation de la fréquence des souches d’E. coli
productrices de BLSE en Algérie. De plus, elle montre que I’épidémiologie des génes de
résistance aux antibiotiques chez E. coli, est en perpétuelle évolution dans ce pays. En effet,
une grande diversité de genes de résistance aux B-lactamines a été constatée avec émergence
de nouveaux genes (blatem-167 et blacmy-16) et dominance du géne codant la BLSE CTX-M-

15, confirmant la grande diffusion de cette enzyme a I’échelle mondiale.

Nous constatons également, dans cette étude, que I’efficacité des antibiotiques décroit au fil
du temps, les bactéries additionnent des résistances a diverses familles d’antibiotiques et
deviennent des multirésistants. On rapporte ainsi pour la premiére fois en Algérie, la détection
des genes de résistance aux aminosides (armA et rmtB) et a la colistine (mcr-1) chez des
souches cliniques d’E. coli, ainsi que la détection d’autres génes déja rapportés en Algeérie
conférant la résistance aux aminosides (aac(6’)-1b, aadA, aadB), au quinolones (aac(6’)-1b-

cr) et au triméthoprime (dfrA).

La présente étude montre aussi que le risque épidémique du a la dissémination des genes de
résistance au niveau des CHUs de Tlemcen, Sidi Bel Abbes et Oran, en particulier les génes
blactx.15, rmtB, mcr-1 et aac(6’)-1b-cr, est lié principalement a la circulation du clone
épidémique ST405, clone a haut risque international et au transfert de plasmides de différents

groupes d’incompatibilité, notamment IncFIA, entre souches non reliées génétiquement.

L’augmentation de la fréquence des souches d’E. coli productrices de BLSE et la résistance
concomitante aux autres classes d’antibiotiques, sont désormais un fait établi au niveau des
CHUs du Nord-Ouest algérien. Cette multirésistance ne régresse pas facilement. Le risque
d’impasses thérapeutiques est réel, ce d’autant qu’il n’existe pas de perspectives proches de
mise sur le marché de nouveaux antibiotiques anti-Gram négatifs et que les carbapénémes,
antibiotiques de dernier recours contre les entérobactéries multirésistantes, commencent a

perdre leur place dans 1’arsenal thérapeutique.
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Il est donc legitime de redouter la dissémination des souches d’E. coli résistantes aux
antibiotiques en Algérie et face a cette crainte, nos hépitaux devraient adopter en urgence un
certain nombre de mesures a mettre en ceuvre, pour prévenir la dissémination de telles
souches et éviter ainsi 1’éclosion d’épidémies hospitali¢res. Cette prévention passe par le
renforcement des mesures d’hygiéne hospitaliére, 1’utilisation rationnelle des antibiotiques
guidée par les résultats de I’antibiogramme, le dépistage et ’isolement des patients porteurs
de bactéries multirésistantes, 1’équipement des laboratoires de microbiologie par le matériel
approprié pour la détection rapide et fiable des genes de résistance aux différentes classes
d’antibiotiques, la formation et la sensibilisation du personnel soignant et aide soignant sur le
probléme de la résistance aux antibiotiques et la mise en place des réseaux de surveillance des
bactéries multirésistantes. Par ailleurs, la vente et 1’usage des antibiotiques en médecine
humaine et vétérinaire devraient étre mieux réglementés afin de limiter la dissémination des
souches multirésistantes dans la communauté et chez les animaux, qui semble étre en étroite

relation avec la diffusion de ces souches en milieu hospitalier.

Le probleme de la résistance aux antibiotiques doit donc étre abordé dans une optique
pluridisciplinaire ou la collaboration entre biologistes, hygiénistes, cliniciens et vétérinaires

est indispensable.

Enfin, pour mieux cerner le probléme de la multirésistance chez E. coli dans Le Nord-Ouest
algérien, il est intéressent de connaitre 1’origine des génes de résistance. D’autres
investigations sont donc indispensables pour répondre aux questions restées en suspens. Ainsi,

comme perspectives de ce travail, nous proposons de :

= Réaliser des enquétes sur la consommation des antibiotiques dans les hépitaux du Nord-
Ouest algérien ;

Etudier la résistance aux antibiotiques chez E. coli en milieu communautaire ;

Etudier la resistance aux antibiotiques chez E. coli d’origine animale ;

Etudier le potentiel de virulence des souches multirésistantes ;

Etudier ’environnement génétique des genes de résistance aux antibiotiques pour mieux

comprendre leurs mécanismes de diffusion.
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Annexe 1. Préparation des solutions d’antibiotiques pour la détermination des CMI en

milieu solide (Courvalin et al., 2006)

Solution initiale
(ng/ml)

5120
5120
5120
5120
320
320
320
320
20
20

20

Solution mere

(ml)

2

1

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

Eau distillée
stérile (ml)

2

3

3.5

7.5

3.5

7.5

3.5

Concentration
obtenue (pg/ml)

2560

1280

640

320

160

80

40

20

10

5

2.5

Concentration finale
dans le milieu (ng/ml)

256

128

64

32

16

0.5

0.25
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Annexe 2. Article 1: Occurence of ArmA and RmtB Aminoglycoside Resistance 16S rRNA
Methylases in Extended-Spectrum [-Lactamases Producing Escherichia coli in Algerian

Hospitals.
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Accoptect 2% Asgroe 2078

ST 167, and ST 117. This lirst dascription of 165 rANA metfyiases among £. cof n
Agarian hospital pointed out the necesslty to astabish control massures 1o avold thar

Putisbact 17 Coptartar 018 g e
Crtston:

Ayt A Drow' M de Cursse O Keyworac Cachanchts cod, extended-apectum j-actamase, 145 MNA metytaze, s, rma®. Algers
Dwport © Yewtroen A Sobewx 5

Detor € Amoeour L et

N © 0% ceamecs INTRODUCTION

of ATmA and [T Amoghve e
. """"“'u"“:a_“"-' The emergence of p-lactam resstance in Excherichia colt whach i the most commmon cause of
Odandar-Spectus
. s i’h" Gram-negattve tnfections has become 2 stgnificant bealth concern, mamly due to the production

Peoptalk. Froet Momted 71400
x 10 O0RSueh 200 07408

of extended. spectrum beta- bctamases (ESSLs) (Pitout and [aupland, 2008). indeed, CTX-M
ESHLs (more than 150 enxymes) have increased signthcantly in Enterobactersaceae, partscalarly
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in £ i m most regioms of the world (Cantén and Coque,
10€). Amother worrisome feature is the emergence of olates

resietant to all chmically mmportant amogiyocsides relaed do

the production of 165 rRMA methylases. In 2005, the first 165
rAMA methyhe gene amd, ws identthed (Galimand = al,

3] To date cleven 165 rRNA methylees genes (rontd, rmt B,
rectC, rmd ), rentD2, rmdE, et F, el G, rmHL armd, and mpea )
have heen identified, @ and rmtA being the most frequently
described m Enlerobacterisceae (Caltmand = al., 204G; Bogerts
ol al, 37007; Yammane ef al, 2007; Frilsche o al, 5008). As thess
gemizs are usmlly located on plasmids they an sy ramsfer to
other bacteria (Magasawa et al, 20040

Im Algeria, the firsl CT%-M errymes have been reporied m
1005 in chiical strains of Salmonells exterics fom Consandne
Easd of Algeria (Maas & al, 2005). Since then, several surveys
in the morth of Algerta have reporied the presence of CTX-M.
bype enzyme and asmciated resietance o nom-p-lactam markers
in various spacies of Enlerobantemisrme (Bala Ahmed Eazd Tam
and Arlet, 2004). Concerning 165 TRNA methylases only Ammua
has hern detecied 1o date. 1 wes adentified for the first ime
in Enlerobacierisreas sraime isobisd from an Algerin patient
transferred o Bedgium {Bogaerts & al, 200701t was mihsequently
ideniified m clinical sohis of 5. el I Comstanline
associaled with CTH-M-3 or CTX-M-15 (Haax o al, 2009,
201 1) and tn cinical sirains of Ssimonells nom- Typhi n Annaba
associaled with CTX-M-15 and CMY-2 (Bowridi & al, 301100
Recentdy, 1 was also de=sribed i chndcal isolates of Kol
[preumoniae, Actesiohadter boamannil, Exferobacter clhacae, and
Sermoiie marcescens {Bakour et al., 2004; Belbed 2t 2l, 2014; Balak
el al., 2015; Ehennouchi et al,, 2015).

In this study, we have characlerzed the ESBL-producng
clinical sirains of E coll sclaed behesen Oclober 208 and June
312 m theee hospitals in Westen Algeria and defrrmined the

prevalence of 165 ritBA methylae genes among them

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains

Two hundred and thirty-nine isolses of B ool collecied heboeen
Oapber 2008 and June 20012 from three differend

localed m Morth- Western Allgeria (Tlemoen, Sidi Be] Ahbes and
Omam} were nduded. Two hundred and thirty-seven strams
were wolabed from patients admitted o the nlensive e
unit (I, sergery and newmsungery wards. Two solates have
heen remvered from hospital environment. Identification was
performed using the APl 20F sysbem (PobMerem) andtor
mabrix-asdsied laser tzatton time-of-fhght mass

spactrometry (MALI-TOF M3,

Antibiotic Susceptibility Testing
Twenty three anbidotics (Bo-Bad) were ftesied (Table 1)
Antthiotic suscepithility bstmg was delermined by disk diffusion
method and the mintmem inhihilory concentration (MICE) of
cnhistin was d=ermined by a dilution method in Mueler- Hindem
(%H} broth (Bio-Rad) as deeorthed by the European Commities

on Antwmcrobtal Suscepithility Testmg'. Deledion of ESBL

production was performed by douhle &k smergy test (arlier
et al, 19a8).

Bacterial DNA Preparation, Gene
Amplification, and Sequencing

Bacierial KA preparation, gene amplification, s2quencing, and
nuckobide sequence analysis were performed a5 previomly
described (Siebor and Mewwirth, 20110 The primers used for
the PCRs are lisied m Table 2. All the tsobies were anabyred
for the presence of blsery . Blerg., and bagne. The resistant
strains bo all aminoglyomedes tesied were forther amabymed for the
presence of arm.d and rmis.

Genotyping of the lsolates Producing

165 rANA Methylase
The siramns were sobmitied i genolypic amalysis by Pulsed-
Field (5 Elertrophoress (FRPEE) and Mulithooms saquence typing
[MLST]. FRGE was performed following DA digestion by Xbal
a5 already described (Mewwirth o al, 199€). Resiriciion pabierns
were imerpreted aconrdmyg Lo Tenovers criteria {Tenover &1 2.,
1995], and the isolaes have besn dassified mio different
pubotypes. Pulmbypes were comparsd by calcubition of the
Dace correlation coefficient with Dendrol/PGMA software’ and
were clustered mio a dendrogram by UPGMA. Straims were
defmed as baving 2 donal rebtionship at a oitenum of B5%
stnibarity (Fymaes et al., 200<]). MLST was perfommed using seven
conserved houwssheepmg genes of E. o (adk fumc, gl od
malk, pard, and reca) as previously described (Wirth et al., 2006).
The sequences types were delermined by refeming o the open-
somrce software freely avallahle ab MIST Databases a1 the ERL
Umeersity Collage Cork websiie”.

Mating Experiments and Plasmids
Analysis

Mating expermments bo albempd Lo transfer resistance genes

were camied oul usmg riampicn resstnl B ool E-12
6 recpiend sirain as described previomly (Chen o al,

3047). Transconjugants were sedecied on Drigalsh agar plates
conlaming amikacn (1 mgll, gentamicm {4 mgl), and
rifampicn (200 mg'Ll, on Drigakkl agr ples contzining
cefiotarime (4 mgyL} and rifampicim (2080 mgy'L}, on Drigalsk agar
plales containing genlamicin (4 mg' L) and nfampcin (220mgfL)
and on Dmigalskt agar plates containing amilacin (30 mg'LY and
rifampicin (200 mgi.).

Identification of plasmds by PrRH-basad replicon typing
w performed on the donor sirains and their transconjugants
25 desrrihed previously {Caratich o al, 2005). Phamid stres
were deermined by digstion of whole-genome DA with
5l endomeclease bo linewrior the plsmids and PRGE o
separate them. Plasmids cbtamed were tramdfered o nplon

membranes and hybridred with digomigenin-bieled spectic

Fronters in Eiombinlogy | ees ronbersn oy

Sepdemiay JHE | ok 7 | dctice 1800

141



Annexes

gl ST, derrk, mrd Ferl in B ool o Aldgesin
TAELE 1 | Antimicrobil resiriance o - TAELE 3 | Prieresrs usad for PORa.
p=Ting Excharicis cof Bodsled Fom thres hoagdsl in Algenis
Aarpifed DHEA Primesr Dlgomcisctids ssquanos & =17
Antimicrobinl spsnis Assiztance e (%
TER AEANATIE TIRARATG AN
Themese  5c Bl Abban  Oran Tolsd Elvrm TERF CTTAITOCSTTTTT TG GG
[T -] [T il B} TEREH GG TETGACASTTADCAATLC
Ll SR GEETINTCTTANTTET OGS
L GITAGCGTIGDCAGTRITOR
Syncicillin 1m 400 00 900 P —— .
::-:l-.-:n-- LEE ] -] £ s E— T
S o - - - by @] CTH-RAIF  TOGTONCTTOCASA
" cardr, canmne @i 1 mE s CTREgi-f QOGTTTOOCCTATTA
. by w Fsl CTHRAFEE U GLTRACAAMGAGASTGEA
Frecilin 1m E fan] Bl 0 CT- P AT TR SO LT
ey el iarckaEm & 154 ] -3 ared A GTGIGAMSCAL TG TAG
[rr— o o o o wmid GG T AT AR
Pr— o o o o il el AGACADOGATRAMCATE
Caleafin & me ma =a reltH COTTCTRATTGECTTAND
Caicbrara 1m 400 By s
o - - ot  wm. nd amiacn (306%). Howevr most of the srams
P - - - - Er?lﬂmﬂﬂhlﬂmudfﬁm
Earmricin s A 5T T el
Carimracn e ] ;e s . e
S . i me  me =haracterization of 165 rRNA
R EA 0 T ImE iR Methylase-Producers [Table 3;
Matiicin L 6.5 L1E-] mr EI“:*!‘I‘H!I‘IEI]' Fﬂlm 5:1}
Palctocic it —— e mL e Twehe Bolats were resisiant o all aminoghyocsides. ieded of
oo GaE ars mL s which four sirains harhored srmd and 8 reelE Armd was
‘Deoiteacin GaE ars mx e detrcied among CTX-M- 15, CTX-M- 1, and TEM- 167 -producers
“ckatin o 0 0 o whereas rmiE was defecisd only among (CTX-M- 15-producers
Trradtegr- =0 BB 578 75 [Table 3) The eight BeiB-presducmg strains all orgnated from

probes |blgoryw group 1, Blores, arml, mmiE, and rephicon
groups (InclyM, IncFiA, IncFIR, and Incb) {Barion et al., 1595].

RESULTS

ESBL Producers
Eixty-seven ESEL-produecing isoliss hawe been deterted: 35 from
Tiemcen hospial, 13 from Sidi Bel Abhes Beoapiial and 1
from Oran h Isolaies were mainly recovered from 100
(58 2%], followed By 269% from surgery depariment. Bghleen
sirains (2£.9%) were recovered from wound pex, 17 (25480
from tracheal spimie 17 (354%) from urine and urnary
catbeiers, 7 (104%) ffom recial swabs, 4 (8% from bedsopes,
1 {1.5%) from catheter, 1 (1.5%) from gasiric whe, and 7 (3%)
from hospital environment. Among these strains &4 solaies
(85 5%} carried Moy (52 Moery w5, 5 Boge w2 5
Blt—rg w2 Bty gg 4] while 2 ceried blag (5 and |
— &7

All the EsBL-prodecing isoldes remained  sesceptible
o imipenem, erapenem, and colstn and most of them
in piporailin-farobactam  (76%), coofoxilin (A,

Th=moen keospital belonged 1o pulsoitvpe A and b 5T 405, A wider
diversily was ohserved among the four Arma-producers that
hedmmgrd 1o three different pubmtypes (B, ¢ and 131 and three
ditfferent 5T- STID {one Bwlate from Sdi Be Abbes hospitall,
ET1ET (ome from Temoem hospilall, d 5TI17 (two isclades
from Cran hospatal).

In the sight isolairs, rmiE was lnoded on a IncFiA plasmid.
In four caars g o 5 WS locaied on the same
while it was locaied on a2 Imcll plasmid in the other four
cames, IncFlh was tramafermed only in the presence of Incll.
amd wa looaied etther on a2 emferable InclM plsmid
(with Blary w13} or on 2 IncFlA phemid {n thee oo
caes bl ra—p-1 Or By wore located on 3 IncM
plasmid),

DISCUSSION

Oy nesulis are m acoord with previoes sindies and confinm
that CTX-M-15 is the mant E5BL. enooemiersd among

E. oot in Algerian bospitals (Famdani-Bougeesa o al., 2006;
Baba Ahmel-Ead Tam o al, 2013 The same siuation

5 also olerresd o Tunisia (Mamloek o1 al, 2008) and
Momcoo (Girlich & al, 3014) dlnsiating the brge speead of
CTE-M-15-producing £ coff i the norh African countries.
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Heverthedss, the CTX-M-1, CTX-M-14, SHY-12, and TEM-
167 E5BLs also detecisd i cur study had never heen reported
o daie among E ool sirams in Algeria There is a single
description of CTX-M-14-producing 5 enferica collecied from
Drea-H-Mizan hospital, zast of Algeria {labadene o al, 7006
whereas SHY-12 has already heen deiecied in dinical isolates
of K. paramoer md E cbsme m Algeria (Baba Ahmed
Ead Tani and Ariel 3004). Thee & no desoiption of
TEM-1£7 1o date, only blamuy_ g s owibible m GenBank
(FI3&0884].

Omr siudy furiher haghlighis the emegence of 165 TRMA
methylase enmmes among FSEL-prodecing £ coli simins
the west of Algera. Among our colledbon, the prevalence
rale of 185 riMA methylase delermmants was 18%. whach
is very high compared to thowe reporied n lapan §003%)
(Yamane = al., 2007}, m Terkey (07%) (Bercol et al, 2000}, @
France {1.3%} (Beroob = 2l 200E), and ‘m China (10%) (wa
et al, 2} The detrrtion of BmiR-prodocmg B ook is an
inlereding finding of oer sindy_ Indsed the imil snoyme bas
never been reporied in Alperta The sight tsobiles producing
Bmil were gemohypiclly reated and beonged o STHS.

ST405 asmciated or not with produdion of CTX-
M- 15 F5BL is moeasingly reporied worldwide and belongs o
the kagh-risk clomes m the diss=mimation of anithiolic resistance
(Woodford =i al, 30111 The assccition of blsrg—w -5 and
relE on a conjugziive plasmd (abo camymg the plasmid
midizied Swcroquinolone =flax pump gene qepaAl in one STAI5
E. i isclaie has been reporied i the Uniled States (Tiam
et al, 2010} but the plasmid was nol typed by PCR-based
rephoom.

All EmiB-producers have been reoovered in Tlemoen Hospital
and s=vem of them were colledied in PEU seggesting patient onoss
conizmmmation in this wand.

The=efore there i 2 need bo reinforce the compliamce of
health-care workens with the nfecion coniro] mexsres. The

mesuls comceaming ATmA-prodecers & quile
ditferent- the foer isolies reooversd i thres hospitals m Wistern
Alpera belonged io theee different puloiypes suggesting
horirontal spread of the resatimoe deirmminanis among E. ool
There are several reports of AmmaA-prodecers amomg different
of Pelrroborfenoress and abo A bowmannil from
Algerim Hicspitals (Bogasris o al, 2007; Naas et al, 2009,
Hi11; Bourdi o al, 300; Bakoer o al, Milg Belbel =t 2l
Iil4; Haah e al, 3015 Khemowdd et al, 305) The
preduction of 165 rENA methylase logether with the prodaction
of ESBL cbserved m cur study (RmiB phas CTX-M-I5 or
ArmaA plus ©TX-M-I5) corresponds b0 an emergmg and
threstening comhbinabion reporied worldwide (Bogasris o 4,
107; Khemmouchi et al, 2015k To our hesd nowledge e
combinations detecisd i our sindy were nol reporisd before
Arma plus CTX-M-1 and Ammd ples TEM- 147 in bweo isclades
dumlu:hlnimﬂlmdclEli-]u-mmd:h'nth.muh'Erm
{Omamn’s hogpital.

Oy daia indicaded that the diversity of ESHL among E. mi
is growing m Algerian hospitals (CTX-M-1, CTX-M-14, CTX-
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of 12 isobies thai o-produced FSEL and methylase were
restsiant o all antibdobics ieded except carhapensems and colistin,
making of them the only paibble erapeutic option for
these sirains. Therefiore the public health tmpact s potentially

tmpartant.

CONCLUSION

There ts 2 need for smplementation of anbimicrobial siewardship
mhhﬁuﬂb@hﬁhﬁmﬁl&hﬂlmufﬂ:

avaibble antibotics and 10 @void 2 mmch = possible the
unreasomable use of broad-specirem molecules kading 1o the
emergence of redsianl isolaiss. Also sinicl control meseres have
1o be dlaboraied in avoid the spread of multiresistani coganisms
such 25 thoss described here that co-produced F5BL and 185

THEA methylase
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Annexe 3. Article 2: First detected human case in Algeria of mcr-1 plasmid mediated
colistin resistance: a 2011 Escherichia coli isolate.

wacei  |ANtimicrobial Agants
mﬂ" ]

[ oo A Chamotherapy

i ielark
@ e

LETTER T THE ECITOR

First Detected Human Case in Algeria of mcr-1 Plasmid-Mediated
Colistin Resistance in a 2011 Escherichia coli Isolate

Marpem Bemaraq” Linds Hadjad)® Amal Ayed,® Moursd Drisy® kan-Mar: Solain®
- Sdarwrille ke, Uinit the S harechee e Sebadacdie infeerc iruses - Tropicaies Ermesrpersios: (UPSSTE], LIVALY, CIMPFES F37E, IFED 108, REERM | (R4, 1L Médborrande

Infretins, Faculid de Mitdesine ri-de Pharmacie, Manalie, Fance’, Labosicir dnabiotioues, Aniil

Physicochimie. Synthisa o At Biclooin o, [LAPSAE),

oroiqee,
Faacuaint ches e che i M, o b Vi, o b e, et ke FPLiniseers, Unieruit fibeu Boks Beliuidd— Tiermeen, Therress, Algreia®™ Dot pasivrress die Biokogie, Faculal den
Seimeryde | Kature, de b i, de s Tere, o de Niseen, Unsenin® A 8ok Belbeid— Temem, Temeen, Aloera®

he mr-1 gene, 2 transierable plasmid-mediatad colistin resis-

tmce gene, was cecently deteded In Psokerickia mb lsolates
from amtmak, food, and patients in China (1) This gene spread
raplidly beyomd {&ira Into soathern Asla, Europe, South Americ,
inﬂﬁﬁtn.mmm:gutmrglngﬂnh!-l-llhmmﬂ-ﬁ.

Haitan et &l confirmed the presence of mor-1 in pool-

{8, but to the best of coar knowledge, no Baman case has yet
hrmn-puﬂrd.lunﬁ-pmh:-lhupntﬂ:u]dlnblpﬂtm.w
retrospectively genotyped sty ooflistin-resistant (hrealpolnt: for re-
sistance, =2 pgimil E wolf islabes colleded between Ociober
2005 and December 2011 from Sid) Belabess University Hospital
fior the presence of the mor-1 gene nsing a previoosly descritsd
FCE metfod (1) The mo-! gene was detected in one solabe
(5EE5 ). This solate was obiained from a urine sampie of an 18-
year-old polyirauma man hospitatived tn May 2001 with nio his-
tory of traveling abmoad. The characteristics of SB&S are shown in
Tabl: 1. Multiioms sequence typing (MLST) Indicbed that 5265
hrl-uldﬁﬂ sequence type 405 (ST405), which differs from the

tifiedin dinlcl ¥ ool isolates harboring mor-# from Den-
mark (ST744) [Z), Egypt {STI001) (3], and Cambodia (5T334)
(5}, Colistin resistlance was sucoessfaly tmnsfermed o the E ool
F53 (F mer pro 4z simin w2 2 comjog@tion experiment. The
presznce af mor-1 In e iansconfagant suggesisd that this gene
was boczied om 2 transferable plasmid. This remuft confirms the

that e mo-1 gene Is mobilized on that have
sp fo differeni Peerobsceeriscess (7, 100 We notice also 2
small reduction of dproflowmcin'’s dameter of Inhibition in the
trarsconjugant strain, beat this aocors without any change in the

n of susceptib resalts.

Here, we report for the fist me the pressnce of the mor-1
colistin resistance gene in a clinlal E ool solate from Algerta. The
isniate was obtained tn 2001, indicating that the existence of trans-
missite collstin resistance In Algeran hospitals 1s mot @ recent
ocurmence. The mor-1 gene has been present, thoogh not de-
tected, for a long tme (11). With the exbensve nee of cobistin in
hospitals, molistin resitamce has already spread worldwide (2).
However, there ane also reports of miistin resstance in barmans
whiohawe not prewimasly racetved the drog, Colistin use In animals
supgeds that animak may bean important smarce of brammssion
of colistin resistance to mmans {125

Survelllance of the emergence of this new gene & warmnisd,
and the sibmtion may be alarming, bacames infections dae tosach
multidmg-resistant laderla are ssodated with Increas=d lengths
of stay In Intersive cre units and increassd martality. Unforso-
nately, colistin susceptibility testing for Emerobarmeriacess s not a
romting procadare in dlagnostic [zboraioeies. Porthermare, the
disc diffusion methiod Bas Been reportsd o be highly nnreltahis

EESE  asranT.nEy

Amtmicroial Agents and Chemobeps

TABLE 1 Charcicnsticy of - - pomitres E. ooft ssrwims and an E ool
tranmzajugeni by sntibiobs noorptibikty ioting®
Lo o mcme of indibiSem (e of tacicsied sirein
| v g o) WK | s’ of coliwied

I ol SR
[rmar-1 T—:—F-.I 5
Aatibiticld) y = fmeraid [ D 2
fenanicillin '3 '3 T
Aemacillin devoleasr 6 ¥ k]
Tewrclbe chmbrae & 1 1%
Celzixime P hi | bl ]
Caftrszmn '3 kel T
Ckepime e bl | 1=
Satreomen ¥ H H
Imipenen n kel T
bragewm 1 i} M
arrireicin 13 » 1%
Ferthurin 1 hi | T
Cipe Bancin e = n
Teimathaprin e e b2
miamohamsalc
Fifmmpin o ¥ o
lzslzopein H H r
Calietin % b4 ¥
* hasaon: mrspe by e, VI i 12 LA e adaeen

for colistin. The recommended method remains the Blest (131,
brt MIC values for detecting mer- @ colistin cesistance genes are
very low (=4 pgiml ). Recently, 2 new SoperPolymyxin scresning
medinm aide todeted any polymyxin-resistant badertom regard-
lessof s lewed was developed. This mediam may bensedin uman
and veterinary medicine bo monfor the dissemination of mor-?
colistin restsance (14).

Wi hawr no cordid of inieest or frencsl microd o dedere
Mo hadmg v recereed Sor the sk

= i
uﬂ-.—[lhﬂl, Mg 6, Ciund 18, Pk 8. V] T il s

e 10T ISR D118 T

Bzicrveu o pemondiera e i L WL Folan, pars s ok st
R s | oo sy o bhi e

Ciopymgina Ak, dereican Iociery e Misroheningy 81 Faghts Frewrencl

Hovemiter FI0G  Volsre 60 Mumbss 11

146

CVENINT B ST 0 AURNY A0 0 L0 0 LB 0 le0 s ey ORI LU0 DR LSO



Annexes

REFERENCES

1. Lim VY, Wang ¥, Walsh TR, T1 LY, E Spocer ||, Dl ¥, Then (G,
Dany B, X, TulF, Ga I}, Een H, X Lv L, He D, Feu H
Limey & Livs JH, Shen 1. 2006, Ernpener of phosnid -medisicd cobisiin

i mocherhre MOCH- 1 ie evinsls aed barean in Chiar
ared mmolecular iy, Laseet Infect D BSc151
el it 1L 101 &5 1 4 T2 SN, 1 O I

L Homan H, Hommenem AN, Heneen F, Hendriken BS, Olcsen B
Mg ¥, Fankerd E, leckiicheroenghon P, Sicgrer B, Koy RS, Coescn
LM, Heneen D5 Asrcsirep FM, Skae BL 3005, Dedeciion of mer-1
from kuermn Hoodvisnam mkrtion and lrmposied chicken e, Des-
rmark 1% Eeso Surecl] 30,

1. Arcdls M5 ven Hytien IM, Mosniors & Mdla D Persden |, 4
Jeng M, Schuplt C, COMBAT Consartiors. 2086, Dimsssization of
ik mer-1 coliviin roisianee Lareci bnfecd Dhin 16147 1490 hispide

Aol oy 10 B00ETS T 30 15 ha0t0- 1.

4. Wbk HE, Cramier 54 Meembi M, Milcoeon ¥, don Babber HE
NighEngde KK, Bugaed M, [san 5\, Scom HWL Loreragan GH 2005
Descrrirution of the mir-1 colbitn moidece g, Lanced Infod Dia

Lo B Eo el

gene. Lot Inkci Din 18214514 higp iy dol ool 10010185 04T
- 300 1 010

7. Ealbein L Olafian A0 2015 Mmrsd- mesisicd eolivén sobiance: the
firal blow b2 colistial el ] Astirsicral Sgenta 474 -5 hitpside dalorg,
1L m 1211580

8. (Hakzn ALY, Chabon 5, Dkdak L, Momnd 5, Fabein M. 2000 Diuers
irmiion of e mer- | colisin roideee g, Lo befec Do 12147
bittpatdde dalorg 10 B0 6T 0T 209 15 k00540 1.

1, Segouer N, A, Misare CE, MNP, Crock MW, 2006, Calisin
sablarcr g mes- | aned pENGHIS In b rran ivadwic of Exch-
it ool sl Klrdmicll Izt Do 15070285 hispe
e dalorg! 1N B0 RITI- M 14 R00000-4.

b3, D B, Chen L. Tuny, ¥, Krciwirsh BN, 206 Encrpeser of e mor-1
cxkniin sowisner in exdwperers: rovisari. Enicrobaciesiserse Laed
Ikt D ps2E :l'ﬂpu'u LRSS 4T 30 SN

0. Stav AL, Mernet DL 3006 medknicd mksiie i Cmez- |

1= theee maetha leizr, the siory aninkés. Eera Suescll 21.

n AL, Morarad §, Rolain IML 2086, Eergence of colistin- ressiard
basteris in bumen wihosl colbitn sape: o ses sy e cune Br
wigilaree. Ini | Aribmicrob #pesin 47:0-1. bitps! i dal ool 10D1EY

i 15110,
. f:lull,

Bz 14 - 142 bty il oy 1 CL 0L S5 16775 309 15 NHEESE- 1. F. Scull &, Fekaisina PI, Korsizanis E, Delala-
5. Birmhriry 55, HO, AM, Admcd AM, Mourtal AH, mh |, Clamerelion H. 708 Caliiin y iotiag by Eict md
Skimamota T, Shilmamcio T. i of -meziged dik difudan medbody ki | Astireiceck: Apmbs ¥4 H -0, bitpld
walisiin ovbiarer prne T i o el it maluic Ardangi 101015} u?ﬁmm.nu.
Egrpl. & b hanb Chonothe 0012431250 biipe(S doioy 1. Mordmen T, A L 2026, & enévol coliver mediun far
TR0 | 128 A DO |4 Erecring - ml@lﬂ.f& e rnbinl T81190
. Tax H, Toen ET. 2086, Disecmiraiion of dhe mer-1 coliviia: roisianos 1373 higga' org 1002 13
Hovemzer 300 Volums &0 Murmbee 11 Mdmicrsial dgeniy and Chamobssps sy 9T

147

O3 NYS SITD 40 ANN AQ LL0E '0F UDJEW B0 (o LIS e D88 0i)Y L0 PEpEciUvMO0



adle

gl bl 8 ikl Gl ge Jasae 5% Lo We 5 dadi ya ol ddlaial 53 5 kel o e saESCherichia coli
5o S pall saneie Al ) odn (pe Ciaglly allall pladl paen 8 A ) Fnn Al s ¢ Ay gaal) Cilalimall Sl oda o glie Ll
Ll G Jled i b dy snl) Ll B, GOl A sl Jlall g gl o

liinally s gl Glia (s sisa o 2012 05> 52008 2T o Lo siaal) 8551 i dlelie SE. coli g 55 00 Aie 240 g 3ans
3 cu) il 4 epaliSllin 13 agia s s Mma22 J adil jall oda Bulua dul 53 sy 5 (bl g ¢ Gluali ¥ 5 e JSI sl
el e Caisl) & Lalidd (ﬁwd\ 4 gl Q\aw\els,.df«_}lb Ao glae Y ana CaadS i Sl d}jhﬁjyuh/ﬁ)gﬁga:\ﬁ (O s
Gl sels go 5 CTX-M-15 g 5 (0 (BLSE) gl sll (saall 53 SLbSYUR il (A all diasd o (paliSIlill Ao slia Slisa (e
(aac(6’)-1b-0 8 51 « (armA, rmtB, aac(6’)-1b, aadA ,aaQB) B suad) Aaglial Al Sl blacyy-169 DlaTem-1e7 333>
o388 Aa Hadll bl 8 daslial) il LS Lgie oSSl Loyl &5 (mer-1) ogied KU 5 (dfrA) Jos bes sisalilo/ay y dhass <cr)
¢ (IncF, IncFIA, IncL/M, Incll, IncA/C , IncN) 4dlide Cilase 3D Jiiy 53 pudad 4l o3 Aaus «ST405 Ll dasi y 4l all
E. coli <Y>u ‘;J (mcr-]_) O SU g ( rmtB armA).\:stgA‘Y\ daglia Gl e oyl 5l ‘;A 5 ya JJ‘Y CadSs Al Hall ol ‘;A
a3l 3 a1 A il bl 8 Gy gl Claliaall e gliall Sl i 333 e s saall Gilalisa ¢ il G Cinen
i) wial 0651l

mer-1  armtB  carmA «BLSE ¢« 3all sV ale ¢y sl Claliaall 4 glia (B, coli ;A2alidal) cilalsl)

Résumé

Escherichia coli est un pathogene opportuniste, a fort potentiel épidémique, fréquemment impliqué dans les
infections nosocomiales. L’augmentation et la dissémination de la résistance aux antibiotiques chez cette espéce,
représente un probleme majeur de santé publique a I’échelle mondiale. L’objectif de cette étude multicentrique
est de faire le point sur I’état actuel de la résistance aux antibiotiques chez E. coli dans les hopitaux du Nord-
Ouest algérien.

Un total de 240 souches d’E. coli a été collecté, entre Octobre 2008 et Juin 2012, a partir de différents services
des centres hospitalo-universitaires de Tlemcen, Sidi Bel Abbes et Oran. L’étude de la sensibilité aux 22
antibiotiques, dont 13 PB-lactamines, 4 aminosides, 3 quinolones, le triméthoprime/sulfaméthoxazole et la
colistine, a révélé des taux de résistance élevés pour la plupart des antibiotiques testés. Différents genes de
résistance aux PB-lactamines ont été détectés avec dominance du géne codant la B-lactamase a spectre élargi
(BLSE) CTX-M-15 et émergence de nouveaux genes blarew. 167 €t blacmy.16. D’autres génes de résistance aux
aminosides  (armA, rmtB, aac(6’)-lb, aadA et aadB), aux quinolones (aac(6’)-lb-cr) au
triméthoprime/sulfaméthoxazole (dfrA) et a la colistine (mcr-1) ont été également détectés. La dissémination des
génes de résistance, au niveau des CHUSs étudiés, est liée principalement a la circulation du clone épidémique
ST405, clone a haut risque international et au transfert de plasmides de différents groupes d’incompatibilité
(IncF, IncFIA, IncL/M, Incll, IncA/C et IncN) entre souches non reliées génétiqguement.

Dans cette étude on rapporte pour la premiére fois en Algérie, la détection des génes de résistance aux
aminosides (armA et rmtB) et & la colistine (mcr-1) chez des souches cliniques d’E. coli, soulignant ainsi
I’augmentation de la fréquence des souches multirésistantes, dans cette espéce, dans les hopitaux algériens, ce
qui nécessite d’établir des mesures de controle pour éviter leur diffusion.

Mots clés : E. coli, résistance aux antibiotiques, épidémiologie, Algérie, BLSE, armA, rmtB, mcr-1.

Abstract

Escherichia coli is an opportunistic pathogen with a high epidemic potential, frequently involved in nosocomial
infections. The increase and dissemination of antibiotic resistance in this species is a major public health concern
worldwide. The aim of this multicentric study is to make the point on the current situation of antibiotic resistance
in E. coli in hospitals of North-Western Algeria.

A total of 240 strains of E. Coli was collected, between October 2008 and June 2012, from various wards of the
university hospitals of Tlemcen, Sidi Bel Abbes and Oran. The study of susceptibility to 22 antibiotics, including
13 B-lactams, 4 aminoglycosides, 3 quinolones, trimethoprim/sulfamethoxazole and colistin, revealed high levels
of resistance for most of the antibiotics tested. Different B-lactam resistance genes were detected with dominance
of gene encoding the extended spectrum B-lactamase (ESBL) CTX-M-15 and the emergence of new genes
blarem.167 and blacyy-16. Other genes of resistance to aminoglycosides (armA, rmtB, aac(6’)-1b, aadA and aadB),
quinolones (aac(6’)-1b-cr), trimethoprim/sulfamethoxazole (dfrA) and colistin (mcr-1) were also detected. The
dissemination of resistance genes, in the hospitals included in this study, is mainly linked to the circulation of the
high-risk international clone ST405 and the transfer of plasmids belonging to different incompatibility groups
(IncF, IncFIA, IncL/M, Incl1, IncA/C and IncN) between strains unrelated genetically.

In this study we report for the first time in Algeria, the detection of aminoglycosides resistance genes (armA and
rmtB) and colistin resistance gene (mcr-1) in clinical strains of E. coli, pointed out the increase of the frequency
of multiresistant strains, in this species, in algerian hospitals, which requires the establishment of control
measures to avoid their spread.

Keywords: E. coli, Resistance to antibiotics, epidemiology, Algeria, ESBL, armA, rmtB, mcr-1.




