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Résumé

Les effluents générés par ’activité hospitaliére représentent une source potentielle de
germes résistants aux antibiotiques et constituent ainsi une réelle menace pour la santé
publique. L’objectif de ce travail a été la détection et la caractérisation de la résistance aux
antibiotiques dans les effluents de 1’hopital Zmirli (Alger).

L’isolement des souches d’entérobactéries resistantes au céfotaxime a été realisé sur gélose
lactosée au tergitol 7 additionnée de céfotaxime (4 pg/ml). L’identification a été faite par
galerie API 20 et la production de B-lactamases a spectre élargi (BLSE) a été recherchée par
le test de synergie (test DDS). La sensibilité aux antibiotiques a été étudiée par les méthodes
de diffusion et de dillutions en milieu gélosé. Les essais de transfert des génes de résistance
ont été effectués par conjugaison et leurs supports plasmidiques ont été déterminés apres
extraction de I’ADN plasmidique par lyse alcaline. Les génes de résistance aux - lactamines
(blacTx-m et blaampc) et les determinants PMQR « plasmid mediated quinolone resistance »
ont été recherchés par PCR simplex ou multiplex. Les séquences ISEcpl et leur association
aux genes blactx.v ont été recherchées par PCR. Le typage moléculaire des souches a été
réalisé par ERIC-PCR.

Autotal, 109 souches d’entérobactéries résistantes au céfotaxime ont éte isolées. Celles-ci ont
été aussi résistantes a la gentamicine et a la ciprofloxacine et 31 parmi elles ont été résistantes
a la céfoxitine. Le typage moléculaire a révélé 22 profils différents, une souche par profil a été
retenue pour la suite de I’étude : 8 C. freundii, 7 K. pneumoniae, 3 K. oxytoca, 1 E. cloacae, 1
C. braakii, 1 E. sakazakii et 1 E. coli. Les CMI des céphalosporines de troisieme génération
(C3G) ont été élevees chez ces souches, en particulier pour le céfotaxime et le ceftriaxone et
la majorité¢ d’entres elles ont montré une résistance additionnelle a la céfoxitine. Le principal
mécanisme de résistance aux C3G a été la production de BLSE de type CTX-M (groupe
CTX-M1), retrouvées chez 15 souches. L’¢tude de I’environnement génétique des génes
blactx-m a montré leur association a la séquence ISEcpl. Les genes blactx-.m ont été
transférables chez 7 souches en association avec des plasmides auto-transférables de 155 kb,
128 kb, 95 kb et 81 kb. Le second mécanisme a été la production de céphalosporinases
plasmidiques détectées chez 5 souches (4 de type CIT et 1 de type FOX); parmi ces
derniéres, deux coproduisent ’enzyme CTX-M. Les génes CIT ont été transférables chez 3
souches en association avec un plasmide mobilisable de 5.5 kb. La résistance a la gentamicine
aconcerné 16 souches et a été transférable en association avec les génes blactx-m ou blaampc.
La résistance a la ciprofloxacine a été observée chez 17 souches et les déterminants gnr ont
été retrouvés chez 15 souches, ils ont été de type gnrB (12 souches), gnrS (2 souches) et
gnrB+gnrS (1 souche). Les genes qnrB ont été transférables chez 4 souches en association
avec les génes blactx-m et/ou blaampc.

Cette étude a montré la présence des génes blacrx-wm, blaampc et gnr dans les effluents
hospitaliers, d’ou le risque potentiel de la dissémination et du transfert de la résistance dans
I’environnement. Dans ce sens, I’installation de dispositifs de traitement adéquats et une
réglementation stricte régissant leur élimination sont nécessaires.

Mots clés : effluents hospitaliers, entérobactéries, BLSE, céphalosporinases, déterminants
PMQR.
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Introduction

Les activités de soins et la population de malades des hdpitaux génerent un ensemble
complexe de contaminants biotiques (microorganismes pathogénes et résistants) et abiotiques
(résidus de médicaments dont les antibiotiques et autres antimicrobiens) qui sont le plus
souvent retrouvés dans les effluents liquides. L’incidence des effluents hospitaliers en terme
de santé publique devient de plus en plus importante au regard de I’absence ou de la faible
performance du traitement par les stations d'épuration (STEP) de certaines substances
chimiques, qui quittent le plus souvent les STEP presque inchangées pour étre relarguées dans
le milieu naturel. Par ailleurs, dans de nombreux pays en développement, les effluents
liquides hospitaliers sont rejetés directement, dans P'environnement, le plus souvent sans
aucun traitement au préalable. Le rejet de ces effluents dans le réseau d’assainissement ou
dans le milieu naturel génére un risque pour la santé humaine et représente une contribution
significative a la contamination générale de I'environnement, et plus particulierement des
milieux aquatiques. Le rejet de ces substances toxiques, dans les écosystemes, provoque sur
les germes bactériens une pression de sélection pour la résistance aux antibiotiques et aux
antiseptiques. Ainsi, a la déficience des moyens d'épuration des composés chimiques se
juxtapose la mise en évidence de germes pathogénes multirésistants dans les rejets des
hoépitaux. En utilisant des entérocoques, staphylocoques et entérobactéries comme indicateurs
de présence des bactéries multirésistantes dans les biofilms formés dans les réseaux
d’assainissement hospitalier, il a été relevé une importante présence de germes multirésistants.
La présence de bactéries résistantes dans les effluents hospitaliers pourrait contribuer a
augmenter lexposition des populations humaines a ces bactéries.

Si les mécanismes impliqués dans I'émergence et la dissémination des génes de résistance
sont bien connus en clinique, les parametres influengant I’émergence et les transferts de génes
dans I’environnement restent encore mal documentés. Les connaissances relatives a
I'épidémiologie des bactéries dans I’environnement ont progressé ces derniéres années, mais
elles sont encore insuffisantes. Les connaissances scientifiques sur les mécanismes de
résistance des bactéries de I'environnement méritent d’étre approfondies et la prévalence de
ces germes résistants dans I'environnement doit étre établie. Comprendre ces mécanismes
ainsi que les phénomenes épidémiologiques relatifs a leur propagation sont des préalables
indispensables a I'estimation et I'appréciation du risque pour la santé publique. En Algérie, les
études relatives a la présence d’antibiotiques et de bactéries résistantes aux antibiotiques dans
les eaux usées, dont celles des hépitaux, sont pratiquement inexistantes. A notre connaissance,
aucun des hopitaux en Algérie ne traite ses effluents, ceux-ci sont méme libérés directement
dans le milieu naturel avec toutes les conséquences non negligeables en termes de santé
publique et de perturbations écologiques. Dans ce cadre, notre étude a porté sur les effluents
d’un hépital des urgences medico-chirurgicales d’Alger (Zmirli) et a consisté a détecter et
caractériser la résistance aux antibiotiques dans ces rejets. Nous nous sommes interéssés, en
tant que marqueurs, aux familles des B-lactamines a large spectre et aux quinolones, enraison
de leur trés grande importance en thérapeutique anti- infectieuse.
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Données bibliographiques

I. Les p-lactamines

Les B-lactamines constituent une vaste famille d’antibiotiques bactéricides caractérisée
par la présence constante du cycle B-lactame associé a des cycles et des chaines latérales
variables, qui expliquent leurs différentes propriétés pharmacocinétiques et leur large spectre
d’activité antibactérienne. Découverte en 1928 par Fleming, la pénicilline a été la premiére
molécule pB-lactame introduite dans les usages thérapeutiques pour le traitement des
septicémies a staphylocoques. Depuis, plusieurs autres molécules ont été mises sur le marché
(Cavallo et al., 2004).

I. 1. Classification des B-lactamines

La structure du noyau de base qui comporte toujours le cycle B-lactame, permet de
répartir les [-lactamines en trois grands groupes : les dérivés de I’acide 6-amino-
pénicillanique, les dérivés de T'acide 7-amino-céphalosporanique et les monobactames
(Philipponetal., 1993 ; Bryskier, 1999 ; Bryskier et Aszodi, 1999 ; Cavallo et al., 2004).

I. 1. 1. Dérivés de I’acide 6-amino-pénicillanique

La structure de base des dérivés de I’acide 6-amino-pénicillanique est composée d’un
cycle B-lactame associé a un cycle thiazolidine, spécifique des pénicillines. Dans ce groupe,
on trouve les - lactamines & noyau péname, caractéristique des pénicillines, les B- lactamines a
noyau pénéme (carbapénémes) et les B-lactamines & noyau clavame dont I'acide clavulanique
représente la seule molécule naturelle actuellement commercialisée (Fig. 1). Selon que le
noyau est un péname, un péneme ou un clavame, diverses substitutions conferent a la
molécule d’antibiotique des propriétés différentes et une activité antibactérienne variable qui
s’exprime dans les variations du spectre d’activité antibactérien.

I.1. 1. 1. Pénames (ou pénicillines)

Les antibiotiques appartenant a ce groupe ont en commun un noyau péname caractérise
par un pentacycle saturé associé au noyau B-lactame. Les produits de ce groupe se distinguent
par la nature du radical fixé sur le carbone en position 6 (R6) (Fig.1). Les principaux sous
groupes sont:

= Lapénicilline G et ses dérivés : ces pénicillines sont actives sur les coccia Gram positif et
négatif ainsi que quelques bacilles & Gram positif comme les corynébactéries ou les
Clostridium. Les bacilles a Gram négatif, naturellement résistants aux peénicillines par
imperméabilité, ne sont inhibés que par de trés fortes concentrations ne pouvant pas étre
atteintes en thérapeutique. Les staphylocoques producteurs de pénicillinases sont également
résistants a I'action de certaines pénicillines (pénicillines G et V) (Rolinson, 1986).

= Les pénicillines a large spectre : depuis la découverte de la premiére pénicilline par
Fleming, plusieurs améliorations ont été introduites afin d’obtenir des molécules plus stables
et a spectre d’activité plus étendu que la pénicilline G. Parmi ces molécules, on retrouve les
aminopénicillines dont Tampicilline, obtenue en modifiant la benzylpénicilline par le
branchement d’un radical aminé (NH2) sur sa chaine latérale en position 6. Cette modification
lui a conféré une meilleure stabilité en milicu acide et un spectre d’activité élargic a de
nombreux bacilless a Gram négatif non naturellement producteurs de [-lactamases
constitutives comme E. coli. L’activité de I’ampicilline est également plus forte que celle de
la benzylpénicilline sur les streptocoques et sur E. faecalis. Des analogues a 'ampicilline
existent dont le plus utilisé est 'amoxicilline qui a le méme spectre d’activité mais qui a
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comme avantages une meilleure pharmacocinétique, une meilleure absorption orale et une
activité plus rapidement bactéricide.

D’autres exemples de pénicillines a large spectre d’activité existent dont les
carboxypénicillines (carbénicilline et ticarcilline) et les acyluréidopénicillines (azlocilline,
mezlocilline et pipéracilline). Les carboxypénicillines ont un groupement carboxyl (COOH)
sur la chaine latérale en C6 en position a de ’acide 6-amino-pénicillanique ; comparées aux
aminopénicillines, elles ont un spectre d’activité plus étendu sur les bacilles a Gram- dont
ceux résistants aux aminopénicillines par I’action conjuguée de la barriere de perméabilité¢ de
leur membrane externe et de I’hydrolyse dans I’espace périplasmique par une [3-lactamase
constitutive chromosomique. Les acyluréidopénicillines sont obtenues par substitution du
groupement urée sur la chaine latérale en C6 en position o de 'acide 6-amino-pénicillanique,
leur spectre d’activité est trés large car il conjugue celui des aminopénicillines et des
carboxypénicillines.

= Les amidinopénicillines : ce sous-groupe différe des autres pénicillines par la substitution
d’une liaison méthylene en C6 sur le noyau péname. Le pivmécillinam représente la seule
amidinopénicilline actuellement disponible. Ces molécules sont trés actives sur certaines
entérobactéries des voies urinaires, mais peu actives sur I’ensemble des bactéries a Gram
positif.

= Les pénicillines sulfones : le sulbactam et le tazobactam représentent les principaux
composés de ce sous-groupe. Ces deux composés sont tres proches du point de vue structure,
ils présentent une sulfonation en position 1 sur le noyau péname. Bien qu’ils exercent une
activité antibactérienne propre a de fortes concentrations, ce sont surtout des inhibiteurs de -
lactamases, par formation de complexes covalents irréversibles aboutissant a 1’inactivation du
site actif d’un grand nombre de B-lactamases, essentiellement de la classe A d’Ambler.

I.1. 1. 2. Pénémes (ou carbapénemes)

Les carbapénemes dérivent de la thienamycine, produite naturellement par Streptomyces
cattleya. Les pénémes different des pénames par substitution de I’atome du soufre du
pentacycle péname par unatome de carbone (Fig. 1). L’introduction du carbone dans le noyau
pentagonale des pénemes est a l'origine de 'augmentation du pouvoir de fixation des ces
molécules aux protéines cibles. Les carbapénemes sont des antibiotiques peu inactivés par les
B-lactamases bactériennes, ils sont cependant biotransformés par les dehydropeptidases
rénales chez ’homme et les primates, justifiant leur prescription en association avec des
inhibiteurs de ces enzymes, la cilastatine. Pour d’autres carbapénémes tel que le méropéneme,
I’adjonction d’un groupe 1-B-méthyl en position 1 permet une protection importante vis-a-vis
de l'action de ces enzymes.

I. 1. 1. 3. Clavames (ou oxapénames)

Le noyau clavame dérive du noyau péname par substitution du soufre en position 1 par
un oxygene (Fig.1). Le seule représentant de ce sous groupe, actuellement utilisé est I'acide
clavulanique. Ce dernier exerce une activité antibactérienne propre, mais c’est surtout un
inhibiteur irréversible de différentes P-lactamases de la classe A. L’acide clavulanique est
administré en association avec d’autres 3-lactamines, tel que I’amoxicilline ou la ticarcilline,
permettant de restaurer leurs activités antibacteriennes en présence de souches productrices de
B-lactamases.
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I. 1. 2. Dérivés de I’acide 7-amino-céphalosporanique

Les dérivés de 1’acide 7-amino-céphalosporanique ont un noyau de base associant le
cycle B-lactame a un cycle dihydrothiasine pour former un noyau cépheme qui distingue les
céphalosporines des pénicillines (Fig. 2). La particularité du noyau cépheme et les nombreux
radicaux de substitution proposés expliquent les propriétés antibactériennes différentes des
céphalosporines, justifiant leur distinction en plusieurs générations de spectre et d’intérét
clinique variables. Les céphalosporines actuellement commercialisées sont classées en quatre
générations :

= Les céphalosporines de premiére génération ont un spectre d’activité limité aux cocci a
Gram positif et a quelques entérobactéries ne produisant pas de céphalosporinases inductibles,
elles sont hydrolysées facilement par les PB-lactamases acquises. Les principaux produits
disponibles dans cette catégorie sont la céfalotine, la céfazoline et la céfapirine pour les
formes parentérales, le céfaclor, le céfadroxil et la céfalexine pour les formes orales.

= Les céphalosporines de deuxieme génération ont un spectre d’activité un peu élargi au
sein des entérobactéries, avec des variations selon les molécules. La céfoxitine et le céfotétan
représentent les deux exemples d’antibiotiques dans cette catégorie de céphalosporines.

= Les céphalosporines de troisieme géneration se distinguent par I’augmentation de leur
spectre d’activité et par leur stabilit¢ a la plupart des P-lactamases. Cependant, en cas
d’hyperproduction de céphalosporinases ou de production de B-lactamases a spectre élargi,
ces céphalosporines sont inactivées. Les principales molécules appartenant a cette génération
sont le céfotaxime, le ceftriaxone, la ceftazidime et le ceftizoxime administrées par voie
parentérale, le céfixime et le céfotiamm utilisées par voie orale. D’autres céphalosporines
injectables de troisieme génération, dites par certains, de quatrieme génération (céfépime et
cefpirome) ont €té également commercialisées. Ces derniéres présentent un gain d’activité sur
les cocci a Gram positif, une activité sur P. aeruginosa et une meilleure résistance a
I’hydrolyse par les céphalosporinases hyperproduites.

Plusieurs substitutions ont été réalisées sur les carbones du noyau céphéme afin d’avoir des
molécules plus stables a lactivité des B-lactamases (R1, R3, R4), des molécules ayant une
bonne activité intrinseque (R1 et/ou R2) ou des molécules ayant une meilleure
pharmacocinétique (R2). Suivant les substitutions en R3 et R4 du noyau cépheme, on
distingue les céphalosporines, les céphamycines et les oxacéphémes (Fig. 2).

I.1. 2. 1. Les céphalosporines

Le noyau central céphéme associe un cycle B-lactame a un cycle dihydrothiazine
caractérisé par la présence d’un atome de soufre en position 1 (Fig. 2). Les substitutions du
radical R1 en position 7 modifient les propriétés antibactériennes et la stabilité de la molécule.
Parmi les exemples de ces substitutions, les a-méthoxy-imino-céphalosporines sont
caractérisées par la présence d’un radical a-méthoxy-imino en R1 (céfotaxime, ceftriaxone).
D’autres substitutions peuvent étre également réalisées sur le radical R2 en position 3, ces
substitutions vont essentiellement modifier les propriétés pharmacocinétiques de la molécule
tout en pouvant renforcer ses propriétés antibactériennes.

I. 1. 2. 2. Les céphamycines

Les principaux représentants de ce groupe sont la céfoxitine et le céfotétan appartenant
aux céphalosporines de deuxieme genération. Ces molécules sont caractérisées par un radical
a-méthoxy en position 7 qui protége le noyau B-lactame de I’hydrolyse par les - lactamases,
mais qui est responsable d’un effet inducteur intense sur les céphalosporinases
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chromosomiques (Fig. 2). Les céphamycines sont actives sur la plupart des entérobactéries,
les bactéries anaérobies & Gram négatif et conservent leur activité sur les entérobactéries qui
produisent une B-lactamase a spectre élargi.

I. 1. 2. 3. Les oxacéphé mes

Dans ce groupe, ’'atome de soufre en position 1 du noyau céphéme est remplacé par un
atome d’oxygeéne pour former un noyau dihydro-oxazine (oxacépheme) (Fig. 2). Le noyau
oxacépheme permet une meilleure pénétration a travers la paroi des bacilles a Gram négatif et
une activité inhibitrice de certaines B- lactamases par analogie de structure avec les clavames.

l. 1. 3. Les monobactames

Le noyau des monobactames se caractérise par la présence du noyau monocyclique,
azétidine, limité au cycle B-lactame (Fig. 2). L’aztréonam est le seul monobactame utilisee
actuellement. Une série de substitutions latérales sur le noyau monobactame lui confére ses
caractéristiques originales (Petitjean et Rosset, 1988). En effet, ces molécules se caractérisent
par leur tres bonne activité contre les aérobies a Gram négatif et plus particulierement les
entérobactéries en raison de leur bonne stabilité vis-a-vis des p-lactamases.

I. 2. Mécanisme d’action des p-lactamines

Les B-lactamines exercent leur action inhibitrice sur les bactéries par blocage de la
synthese du peptidoglycane, polymére majeur spécifique de la paroi des bactéries & Gram
positif et a Gram négatif. Le peptidoglycane est composé de chaines linéaires de N-acétyl-D-
glucosamine et d’acide N-acétyl muramique reliées entres elles par de courtes chaines
tétrapeptidiques contenant la L-alanine, I’acide D-glutamique, la L-lysine et la D-alanine
(Vandenesch et Etienne, 1997 ; Cavallo et al., 2004).

La synthese du peptidoglycane passe par trois étapes (Philippon et al., 1993 ; Cavallo et al.,
2004) : la premiere est cytoplasmique, elle correspond a la synthése du précurseur du
peptidoglycane, 1’uridine diphosphate-N-acetyl muramyl-pentapeptide (UDP-NAMP). Dans
la deuxiéme étape, 'UDP-NAMP traverse la membrane cytoplasmique gréce a un
transporteur lipidique membranaire ; durant cette étape, un deuxiéme sucre, la N-acétyl-
glucosamine et une chaine peptidique secondaire qui varie selon les especes, sont
additionnées a IT'UDP-NAMP pour former wun disaccharide pentapeptide (N-
acétylglucosamine-N-acétylmuramique- pentapeptide) dont le motif se répéte sur la chaine du
peptidoglycane. La derniere étape est pariétale, elle fait intervenir deux enzymes essentielles,
les transglycosylases et les transpeptidases. Les transglycosylases permettent la création de
chaines polysaccharidiques entre les différents disaccharides pentapeptides formés. Ces
chaines polysaccharidiques sont ensuite liees entre elles par les transpeptidases qui clivent le
dipeptide D-alanine terminal port¢ par le disaccharide pentapeptide d’une chaine
polysaccharidique et relient le quatrieme peptide D-alanine au troisiéme peptide d’un
disaccharide pentapeptide d’une autre chaine polysaccharidique.

Les B-lactamines agissent en inhibant les transpeptidases, communément dites PLP
«protéines liant les pénicillines » ou PBP «penicillin binding protein », par analogie
structurale entre le noyau B-lactame et le dipeptide terminal D-Ala-D-Ala du pentapeptide
constitutif du peptidoglycane. La reconnaissance des B-lactamines par les PLP, aboutit & une
fixation irréversible du cycle B-lactame sur le site actif (généralement une sérine) de ces
enzymes cibles. Cette fixation entraine une ouverture du cycle B-lactame par rupture de la
liaison amide et une acylation du site actif sérine avec formation d’un complexe pénicilloyl-
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enzyme covalent qui aboutit & I’inactivation du site actif de I’enzyme, provoquant I’inhibition
de la synthése du peptidoglycane et l'arrét de la croissance bactérienne. Les B-lactamines
n‘ont en revanche aucune action sur les transglycosylases. L’action bactéricide des -
lactamines sur les bactéries sensibles est liée a une dégradation du peptidoglycane qui conduit
a une lyse bactérienne par les autolysines. Ces derniéres sont actives au cours de la phase de
croissance bactérienne, ce qui explique que les B-lactamines n’ont généralement pas d’action
bactéricide sur les bactéries en phase stationnaire, mais uniquement sur celles en phase de
croissance (Livermore, 1995 ; Tankovic, 2000 ; Cavallo et al., 2004).

I. 3. Mécanismes de la résistance bactérienne acquise aux p-lactamines

Pour exercer leurs effets bactéricides sur les bactéries, les B-lactamines doivent atteindre
leurs cibles « les PLP », situées au niveau de la face externe de la membrane cytoplasmique,
en passant par plusieurs barriéeres (paroi, membrane externe, peptidoglycane bactérien, espace
périplasmique). A chacune de ces étapes, la bactérie peut contrecarrer I’action des f3-
lactamines, en utilisant un ou plusieurs mécanismes de résistance naturels ou acquis. Dans
cette partie, nous aborderons les mécanismes de résistance acquis chez les bactéries ; ceux-ci
sont de nature enzymatique et/ou non enzymatique.

Les bactéries a Gram négatif combinent plusieurs mécanismes non enzymatiques afin de
résister a 1’action des B-lactamines, le premier est la diminution de la permeabilité des porines
empéchant la pénétration de I'antibiotique a I'intérieur de la cellule. Le second est médié par
le systtme d’efflux actif qui permet a la bactérie de rejeter davantage I'antibiotique dans le
milieu extérieur. Enfin, la modification du site de fixation des B-lactamines (PLP) ou
I’utilisation par la bactériec de transpeptidases alternatives pour la synthése du
peptidoglycane représentent également un autre mécanismes de résistance non enzymatique
chez certaines bactéries, notamment & Gram positif (Livermore et williams, 1996 ; Moya et
al., 2009 ; Russo et al., 2009 ; Kishii et al., 2010 ; Zamorano et al., 2010). Les mécanismes
enzymatiques acquis ont en commun la production en grande quantité de [-lactamases,
enzymes hydrolysant les B-lactamines (Fig. 3).

I. 3. 1. Mécanismes de résistance non enzymatique
I. 3. 1. 1. Imperméabilité de la membrane externe

Chez les bactéries a Gram négatif, la pénétration des PB-lactamines a travers la
membrane externe s’effectue a travers des porines qui sont des canaux protéiques remplis
d’eau. L’altération des porines par mutation est a 'origine de résistances acquises aux [3-
lactamines, soit par une modification structurale d’une des porines essentielles, soit par une
diminution du nombre de porines fonctionnelles (Livermore et williams, 1996). Deux
principales porines ont été décrites chez E. coli : une large porine OmpF et une étroite porine
OmpC. Les études ont montré que les CMI des molécules B-lactames sont augmentées d’une
maniére trés importante chez les mutants déficients pour les deux porines (Jaffe et al., 1982).
Des homologues des porines OmpF et OmpC ont été également décrits chez d’autres especes
d’entérobactéries (E. cloacae, K. pneumoniae,...etc) (Nikaido, 1985 ; Doménech-Sanchez et
al., 1999 ; Nikaido, 2003). La résistance aux -lactamines par imperméabilité n’affecte pas les
bactéries a Gram positif du fait de ’absence de la me mbrane externe chez ces dernieres.

I. 3. 1. 2. Systeme d’efflux

L’hyperexpression des systeémes d’efflux représente un mécanisme de résistance trés
répandu et a été décrite chez de nombreuses espéces bactériennes. Cependant, les résistances
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(1) : Imperméabilité de la membrane externe, (2) : Hyperexpression des systemes d’efflux actif, (3) : Modification des PLP, (4) : Production de p-lactamases
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acquises aux B-lactamines liées a I’hyperexpression de ces systemes n’ont été décrites que
chez les bactéries a Gram négatif comme E. coli, P. aeruginosa et N. gonorrhoeae. Cette
hyperexpression fait souvent suite a des mutations survenant dans les genes des répresseurs
qui régulent la transcription de ces systémes de transport, comme par exemple, le gene mexR
pour la pompe MexAB-OprM de P. aeruginosa ou le géne mtrR pour la pompe MtrCDE de
N. gonorrhoeae (Nikaido, 1998 ; Masuda et al., 2000 ; Veal et al., 2002). D’autre part, chez
les entérobacteries comme E. coli, 'hyperproduction de I'activateur transcriptionnel MarA
«multiple antibiotic resistance », qui résulte de la mutation du gene codant le répresseur
MarR, est capable a la fois de diminuer la porine OmpF et de stimuler I’expression de
nombreux genes dont certains codent pour des pompes efflux actifs comme le systeme AcrAB
(Nikaido, 1998). Ces systeémes d’efflux sont surtout actifs sur les B-lactamines les plus
hydrophobes qui ne passent pas la barriere de la membrane cytoplasmique et s’accumulent
dans I’espace périplasmique (Nikaido, 1998 ; Nikaido et al., 1998 ; Mazzariol et al., 2000). Ils
agissent en synergie avec la barriecre d’imperméabilit¢ de la membrane externe et les -
lactamases constitutives. Leur hyperexpression chez des espéces naturellement peu
perméables et possédant une céphalosporinase constitutive AmpC peut conférer des
résistances croisées a des antibiotiques appartenant a différentes familles comme les [-
lactamines, les quinolones, le chloramphénicol et les tétracyclines (Masuda et al., 2000).

I. 3. 1. 3. Modification des protéines liant la pénicilline « PLP »

La modification des PLP est un mécanisme de résistance trés répandu chez les bactéries
a Gram positif et certaines bactéries a Gram négatif (Malouin et Bryan, 1986 ; Quinn et al.,
1988 ; Oppenheim, 1997). Ces résistances sont dues a des mutations chromosomiques dans
les génes codant les PLP normales ou a I’acquisition de génes étrangers codant des PLP ayant
une faible affinité pour les B-lactamines. On peut ainsi aboutir a des altérations quantitatives
et qualitatives des PLP, avec diminution d’affinité pour les B-lactamines, ou a une substitution
des PLP cibles par une autre PLP moins affine (Spratt, 1988 ; Mendelmann et al., 1990 ;
Rybkine et al., 1998 ; Antignac et al., 2001 ; Hiramatsu et al., 2002 ; Nagai et al., 2002).

I. 3. 2. Mécanismes de résistance enzy matique

La résistance enzymatique vis-a-vis des B-lactamines a pour origine la production de f3-
lactamases qui constitue de loin le mécanisme le plus répandu chez les bactéries. Les
différentes classes de [-lactamases, leurs mécanismes d’action et leur évolution seront
développées dans la suite de ce travail.

EX
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Il. Résistance par production de p-lactamases

Les B-lactamases représentent un groupe hétérogene d’enzymes d’origine bactérienne
capables d’inactiver les B-lactamines par hydrolyse du cycle B-lactame, structure de base
commune a toutes les B-lactamines (Cavallo et al., 2004). L’identification de la premicre [3-
lactamase remonte a 1940, quand Abraham et Chain ont décrit une pénicillinase sécrétée par
Bacillus (Escherichia) coli avant 'usage clinique de la pénicilline (Abraham et Chain, 1940).
Depuis, I'identification de nouvelles B-lactamases n’a céssé d’augmenter, on en compte plus
de 850 sur le site lahey « http://www.lahey.org/Studies/Webt.stm » (Drawz et Bonomo,
2010).

Les B-lactamases catalysent de maniére efficace et irréversible 1’hydrolyse de la liaison amide
du cycle B-lactame, selon une réaction d’acylation entre la liaison carbonyle de I’antibiotique
et le groupement hydroxyle de la sérine du site actif de ’enzyme. Cette réaction aboutit a la
formation d’un produit biologiquement inactif qui perd totalement son activité
antimicrobienne (Matagne et al., 1998).

Il. 1. Classification des p-lactamases

Deux grands schémas de classification des B-lactamases ont été décrits: la classification
moléculaire d’ Ambler (Ambler, 1980) et la classification fonctionnelle proposée par Bush et
al. (1995). La classification moléculaire est basée sur la séquence en acides aminés et divise
les B-lactamases en 4 classes (de A a D). Les pB-lactamases de classes A, C et D utilisent la
sérine pour I'hydrolyse du cycle B-lactame tandis que les B-lactamases de la classe B ou
métallo-enzymes nécessitent la présence d’ions Zinc divalents au niveau de leur site actif pour
hydrolyser leurs substrats (Bush, 1998). La classification fonctionnelle refléte le spectre
d’activité de I’enzyme et répartit les B-lactamases en4 groupes (de 1 a 4) en fonction de leurs
profils de substrats et d’inhibition. Cette classification a été mise a jour en 2010, elle propose
3 groupes de B-lactamases: le groupe 1 comprend les céphalosporinases (classe moleculaire
C), le groupe 2 (classes moléculaires A et D) regroupe les sérines B- lactamases et le groupe 3
comprend les métallo-B-lactamases (Bush et Jacoby, 2010).

Il. 1. 1. Les céphalosporinases (classe moléculaire C)

Ce ogroupe comprend les céphalosporinases chromosomiques (inductibles et
constitutives), les céphalosporinases plasmidiques et les nouvelles céphalosporinases dites a
spectre elargi.

Il. 1. 2. Les sérines B-lactamases (classes moléculaires A et D)

Ce groupe est de loin le plus vaste, il comprend 12 sous-groupes répartis en 2 classes, A
et D. Nous nous contenterons ici de décrire les principaux groupes chez les bacilles a Gram
négatif.

Il. 1. 2. 1. Les sérines B-lactamases de la classe A

Elles comprennent plusieurs enzymes répartis en différents sous groupes selon la
classification de Bush et Jacoby (2010) et dont les principaux chez les bacilles a Gram négatif
sont les B-lactamases a large spectre (sous-groupe 2b), les B-lactamases a spectre élargi
(BLSE) (sous-groupe 2be), les B-lactamases a large spectre résistant aux inhibiteurs (sous-
groupe 2br), les B-lactamases de type MTC (Mutants TEM complexes) (sous-groupe 2ber) et
les carbapénémases (sous-groupe 2f).

EN
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* Le sous groupe 2b rassemble les B-lactamases dites a large spectre qui hydrolysent les
pénicillines et les céphalosporines de 1°° génération et qui sont inhibées par I'acide
clavulanique et le tazobactam. Dans ce groupe on retrouve les B-lactamases plasmidigques
TEM-1, TEM-2 et SHV-1 identifiees dans les années 1970 et au début des années 1980
(Matthew, 1979 ; Roy et al., 1983).

= Le sous groupe 2be comprend les BLSE. Ces enzymes sont actives sur les pénicillines et
les céphalosporines comme les B-lactamases du sous groupe 2b, cependant leur activité est
également élargie aux céphalosporines de 3™ génération (C3G). Les principaux représentants
de ce groupe sont les variants mutés de TEM-1, TEM-2 et SHV-1 (Queenan et al., 2004) et
les BLSE de type CTX-M decouvertes récemment (Bonnet, 2004 ; Walther-Rasmussen et
Hoiby, 2004). Contrairement aux BLSE de type TEM et SHV, les CTX-M sont mieux
inhibées par le tazobactam que 1’acide clavulanique (Bonnet, 2004 ; Walther-Rasmussen et
Hoiby, 2004).

= Lesenzymes du sous groupe 2br sont des B-lactamases a large spectre qui, tout en gardant
le spectre d’activité des enzymes du sous groupe 2b, ont acquis la résistance a 1’acide
clavulanique. Les enzymes appartenant a ce sous groupe sont de type TEM (36 types) et SHV
(5 types) (http://www.lahey.org/Studies/Webt.stm).

= Le sous groupe 2ber est nouveau, il n’existait pas dans la classification de Bush et al.
(1995), il comprend les variants mutés TEM qui conferent a la fois le phénotype BLSE et la
résistance a l’acide clavulanique (Sirot et al., 1997 ; Robin et al., 2005), ces derniers,
désignées CMT « Complex Mutants TEM » sont actuellement au nombre de six (TEM-89, -
50, -68, -109, -121 et -125), elles ont été découvertes chez E. coli, K. pneumoniae, P.
mirabilis et E. aerogenes (Fiett et al., 2000 ; Babic et al., 2006).

= Le sous-groupe 2f regroupe les B-lactamases de la classe A qui hydrolysent fortement les
carbapénémes, d’ou leur dénomination carbapénémases. Ces enzymes sont généralement
capables d’hydrolyser les céphalosporines a spectre élargi et I’aztréonam et leur activité est
mieux inhibée par le tazobactam que [Pacide clavulanique. Elles peuvent étre soit
chromosomiques (SME, NMC-A, IMI et SFC-1) soit plasmidiques comme certains variants
de GES et KPC (Bush et Jacoby, 2010 ; Cuzonet al., 2010).

1. 1. 2. 2. Les sérines B-lactamases de la classe D

Elles comprennent trois sous-groupes : 2d, 2de et 2df, les sous groupes 2de et 2df sont
nouveaux et ne figurent pas dans I’ancienne classification de Bush et al. (1995).

= Le sous-groupe 2d comprend les B-lactamases de la classe D capables d’hydrolyser la
cloxacilline ou I'oxacilline, d’ou leur dénomination OXA. La plupart de ces enzymes sont
inhibées par le NaCl (Bush et Jacoby, 2010).

= Dans le nouveau sous-groupe 2de, sont retrouvées les enzymes OXA dont le spectre
d’activité est élargi aux C3G. La plupart de ces enzymes dérivent de OXA-10 par substitution
de 1 a 9 acides aminés. Elles ont été principalement retrouvées en Turquie et en France
(Bradford, 2001). Ces enzymes conferent généralement une résistance plus prononcée a la
ceftazidime qu’au céfotaxime ou I’aztréonam.

= Le sous-groupe 2df est également nouveau, il s’agit d’enzymes OXA douées d’une activité
hydrolytique des carbapénémes et qui ne sont pas inhibées par I’acide clavulanique. Ces
enzymes sont fréqguemment rencontrées chez A. baumannii et sont généralement
chromosomiques (Walther-Rasmussen et Hoiby, 2006). Certaines comme O XA-23 et OXA-
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48 ont été identifices chez les entérobactéries et sont codées par des genes plasmidiques (Bush
etal, 1995 ; Poirel et al., 2004).

Il. 1. 3. Les métallo-p-lactamases

Les métallo-B-lactamases représentent un groupe unique du point de vue structural et
fonctionnel. Elles différent des autres B-lactamases par la présence d’un ou deux ions Zinc sur
leur site actif. Leur importance clinique est liée au fait qu’elles hydrolysent préférentiellement
les carbapenémes. Contrairement aux sérines B-lactamases, les métallo-p-lactamases ont une
faible activité hydrolytique contre les monobactames et sont insensibles a I’inhibition par
I’acide clavulanique et le tazobactam. Par contre, elles sont sensibles a I’action de certains
chélateurs tels que 'EDTA, a I’acide dipicolinique et le 1,10-a-phenanthroline (Laraki et al.,
1999 ; Marchiaro et al., 2008).

I. 2. Evolution de la résistance aux p-lactamines a large spectre

L’introduction vers les années 1980, des B-lactamines a large spectre, plus stables aux
B-lactamases, comme les céphamycines, les C3G, les monobactames et les carbapénemes, a
conduit a I’émergence de la résistance a ces nouvelles molécules. Cette résistance s’est
manifestée d’abord chez les organismes naturellement producteurs de céphalosporinases
AmpC, par émergence de mutants hyperproducteurs de ces enzymes qui conferent la
résistance aux céphamycines, aux C3G ainsi qu’aux monobactames (Sanders, 1987). Puis,
sont apparues chez les especes dépourvues des enzymes AmpC comme K. pneumoniae, les
BLSE de la classe A (Philippon et al., 1989 ; Jacoby et Medeiros, 1991) ; celles-ci sont pour
la plupart, des variants mutés des pénicillinases TEM-1 ou SHV-1 qui conférent la résistance
aux C3G et aux monobactames mais pas aux céphamycines et qui sont sensibles a I’effet
inhibiteur du clavulanate, sulbactam ou tazobactam, généralement sans effet sur les enzymes
de la classe C. L’utilisation des céphamycines et I'introduction en clinique des associations
clavulanate/amoxicilline ou ticarcilline, sulbactam/ampicilline et tazobactam/piperacilline ont
conduit a I’émergence de céphalosporinases plasmidiques de la classe C, apparues depuis
1988 (Medeiros, 1997; Philippon et Arlet, 1997). Comme leurs homologues
chromosomiques, les céphalosporinases plasmidiques ont un spectre d’activité plus large que
les BLSE et sont insensibles a I’effet des inhibiteurs commercialisés. L’utilisation des
carbapénemes, traitement de choix pour les infections sévéres dues aux entérobactéries
productrices de BLSE, a conduit également a 'émergence de souches de bactéries qui en sont
résistantes. Cette résistance est principalement due a deux mécanismes, le premier associe la
production d’une céphalosporinase (chromosomique ou plasmidique) ou d’une BLSE a une
diminution de la perméabilité membranaire, le second met en jeu des pB-lactamases
hydrolysant fortement les carbapénemes (carbapénémases) (Qeenan et Bush, 2007).

Il. 2. 1. Les céphalosporinases
Il.2. 1. 1. Les céphalosporinases chromosomiques

Il s’agit de p-lactamases chromosomiques qu’on retrouve chez la plupart des
Enterobacteriaceae et quelques autres espéces bactériennes (Jacoby, 2009). Elles sont plus
actives sur les céphalosporines que sur la benzylpénicilline et sont généralement résistantes a
I’effet inhibiteur de I’acide clavulanique, ces enzymes sont également actives sur les
céphamycines comme la céfoxitine et ont une trés grande affinité a ’aztréonam (Bush et al.,
1982 ; Bush, 1988).
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Chez plusieurs espéeces bactériennes comme C. freundii et E. cloacae, 'expression des -
lactamases AmpC est faible mais inductible en présence de certaines B-lactamines, chez
d’autres comme E. coli, I’expression est constitutive (Jacoby, 2009).

L’expression des céphalosporinases inductibles se fait selon un mécanisme faisant intervenir
en plus de la céphalosporinase AmpC, une perméase AmpG, une amidase AmpD, un
régulateur transcriptionnel AmpR et un agent inducteur (céfoxitine ou imipéneme) (Fig. 4)
(Honoré et al., 1986 ; Lindberg et al., 1987 ; Lindquist et al., 1993 ; Jacobs et al., 1995 ;
Hanson et Sanders, 1999). La perméase AmpG est chargée du transport des
muropeptides (produits de dégradation du peptidoglycanne) du périplasme vers le cytoplasme,
ce transport fait partie du processus de recyclage de la paroi cellulaire lors de la croissance
bactérienne. En présence de PB-lactamines, les muropeptides présents en excés dans le
cytoplasme, ne peuvent étre tous dégradées par I’amidase AmpD, ils agissent de ce fait
comme cofacteurs dans le phénomeéne d’induction de I’expression des génes blaampc.

Chez E. coli, le géne ampR codant le régulateur AmpR est absent, sa [-lactamase
chromosomique AmpC est sous la dépendance d’un promoteur faible et d’un atténuateur
transcriptionnel, ce quiexplique son expression constitutive a bas niveau (Caroff et al., 2000).

L’hyperproduction des céphalosporinases chromosomiques confére la résistance a la plupart
des B-lactamines excepté le céfepime, le cefpirome et les carbapénémes (Thomson et Smith
Moland, 2000). Ces derniers pénétrent de facon tres efficace a travers la membrane externe
des bactéries a Gram- et sont généralement de mauvais substrats pour les - lactamases AmpC
(Hancock et Bellido, 1996). Chez E. cloacae, I'hyperproduction des céphalosporinases est
due a des mutations dans des génes régulateurs dont ampD (Hanson et Sanders, 1999) tandis
que chez E. coli, I’hyperproduction résulte de mutations spontanées affectant la région
promotrice du gene blaampc (Caroff et al., 2000 ; Mulvey et al., 2005). En présence d’autres
mécanisme de résistance (imperméabilitt membranaire), I’hyperproduction des
céphalosporinases chromosomiques peut conférer une résistance élargie aux carbapénemes
(Bradford et al., 1997 ; Jacoby et al., 2004 ; Quale et al., 2006).

1. 2. 1. 2. Les céphalosporinases plasmidiques

Elles ont été rapportées suite a I’émergence de souches productrices de
céphalosporinases chez des especes habituellement dépourvues du géne blaampc (Medeiros,
1997 ; Philippon et Arlet, 1997).

Les premiéres études rapportant des céphalosporinases plasmidiques ont été publiées par
Bobrowski et al. (1976), Levesque et al. (1982) et Knothe et al. (1983). En 1989, Bauernfeind
et ses collaborateurs ont rapporté le transfert de la résistance a la céfoxitine et au céfotetan,
aux pénicillines, aux C3G et aux monobactames d’une souche de K. pneumoniae a E. coli
(Bauernfeind et al., 1989). Cette enzyme fut appelée CMY-1 pour son activité
céphamycinase, elle est plus sensible a 1’inhibition par le sulbactam que I’acide clavulanique
ou le tazobactam laissant suggérer son appartenance a la classe C. Cependant, la premiere
preuve de l'existence d’une B-lactamases plasmidique de la classe C a été apportée par
Papanicolaou et al. (1990) qui ont rapporté un transfert de résistance aux céphamycines et aux
C3G mediée par une enzyme qui fut nommé MIR-1 présentant un pourcentage d’identité de
90 % avec le géne blaampc de E. cloacae.

Par la suite, plusicurs types de B-lactamases plasmidiques de la classe C ont été décrits et
désignés difféeremment selon leur profil de résistance (CMY, FOX, MOX ou LAT), leur type
de B-lactamase (ACT, ACC), leur site de découverte (MIR-1, DHA) et le nom du patient chez
qui ils ont été retrouvés (BIL-1) (Philipponet al., 2002). La majorité de ces enzymes ont été
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Fig. 4 : Modéle de voie de régulation des céphalosporinases AmpC inductibles
d’apres Jacobs (1997)

Selon ce modéle, AmpR joue un double rdle dans la régulation de I’expression de 1’ opéron
céphalosporinase. En absence de B-lactamine inductrice, AmpR agit comme répresseur du
gene blaamc en fixant 'UDP-MurNAc-pentapeptide, un précurseur du peptidoglycanne.
En présence de B-lactamine inductrice, AmpR agit comme activateur en fixant les
muropeptides, produits de dégradation du peptidoglycanne non clivés par I’amidase.
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rapportées chez des souches nosocomiales de E. coli et de K. pneumoniae (Barnaud et al.,
1998), elles ont été également détectées chez d’autres especes d’entérobactéries (Gazouli et
al., 1996) dans plusieurs zones géographiques du monde : le Royaume uni, les Etats-Unis,
I’Asie, ’Afrique y compris I’Algérie (Lee et al., 2005 ; Moland et al., 2006 ; Koh et al.,
2007 ; Pitout et al., 2007 ; Woodford et al., 2007 ; labadene et al., 2009).

Les genes blaampc plasmidiques dérivent de leurs homologues chromosomiques suite a une
mobilisation via des séquences IS, notamment ISEcpl qui semble aussi impliquée dans leur
hyperexpression grace au promoteur fort qu’elle leur fournit (Fig. 5) (Cao et al., 2002 ;
Philippon et al., 2002). Pour certains génes (MOX-1, CMY-1 et DHA-1) la mobilisation
implique les séquences ISCR, ceux-ci ont été retrouvés associes aux intégrons complexes de
classe 1 sous forme de genes non cassettes localisés en aval de ces séquences (Fig. 6) (Doi et
al., 2002 ; Philippon et al., 2002). Les genes blaampc chromosomiques de certaines espéces
d’entérobactéries comme E. aerogenes, S. marcescens, Proteus spp. & indole-positive et E.
coli n’ont jamais été¢ détectés sur des plasmides (Bauernfeind et al., 1998). Vingt neuf génes
de céphalosporinases plasmidiques ont été identifiés (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/),
ils sont répartis en 6 groupes sur la base de leur pourcentage de similarité: MOX (origine :
Aeromonas, comprend MOX, CMY-1, -8, -9, -10, -11 et -19), CIT (origine : C. freundii,
comprend les autres types de CMY), DHA (origine : M. morganii), ACC (origine : H. alvei),
EBC (origine : E. cloacae) et FOX (origine inconnue) (Jacoby, 2009).

L’expression des céphalosporinases plasmidiques est constitutive dans la majorité des cas du
fait de I'absence des genes ampR plasmidiques. Cependant, depuis 1998, trois genes blaampc
plasmidiques inductibles ont été rapportés : blapua-1, blapna-2 et blaacta (Barnaud et al.,
1998 ; Fortineau et al., 2001). L’organisation de ces genes est similaire a celle de leurs
homologues chromosomiques, avec la présence de ampR codé par une unité de transcription
divergente (Fig. 6).

L’Hyperexpression des céphaloporinases plasmidiques en absence de ampR serait due a leur
localisation sur des plasmides multi-copies (Bush, 2001) et a I’absence de régulation par
AmpR (Lindberg et al., 1985 ; Poirel et al., 1999a).

Il. 2. 1. 3. Les céphalosporinases a spectre élargi

Récemment, un nouveau mécanisme de résistance due a la production de
céphalosporinases a spectre élargi (ESAC pour « Expanded-Spectrum AmpC B-lactamases »)
a été rapporté chez différentes souches cliniques de E. cloacae, E. aerogenes, S. marcescens
et E. coli (Mammeri et Nordmann, 2007). Les ESAC conférent une sensibilité diminuée a
toutes les céphalosporines y compris le céfépime et le cefpirome ; elles correspondent a des
variants mutés des céphalosporinases chromosomiques par substitutions, insertion ou délétion
de certains acides aminés au voisinage du site actif (Mammeri et al., 2007). Parmi ces
enzymes, on cite GC1 (Nukaga et al., 1995), CMY-10 (Lee et al., 2003), CMY-19 (Wachino
elal., 2006) et CMY-37 (Ahmed et Shimamoto, 2008).

Il. 2. 2. Les B-lactamases a spectre élargi « BLSE »

Les BLSE constituent un groupe d’enzymes qui conferent la résistance aux pénicillines,
aux céphalosporines y compris celles de 3°™ et 4™ génération et aux monobactames.
Cependant, elles ne sont pas actives sur les céphamycines et les carbapénémes et elles sont
inhibées par les inhibiteurs de - lactamases, comme [I’acide clavulanique (Livermore, 2008).
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Fig. 5 : Organisation des genes de céphalosporinases AmpC plasmidiques du groupe
CIT derivés du géne blaampc chromosomique de C. freundii (Philippon et al., 2002)

La figure montre que I'homologie de séquence des genes blaamc plasmidiques a leur
homologue chromosomique est supérieure a 94 %. L’environnement des genes blaamc
plasmidiques est similaire a celui du géne blaamc chromosomique, tous deux sont adjacents
aux genes blc et sugE. Le géne ampR, présent au niveau de I’opéron ampC chromosomique est
absent dans I'opéron plasmidique, il est remplacé par une séquence IS putative qui serait
impliquée dans la mobilité et I'hyperexpression des génes blaamc.
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Fig. 6 : Structure de I’intégron complexe de classe 1 porteur du gene blapna-1 sous forme
de géne non cassette au sein de la duplication de la région 3°-CS (Philippon et al., 2002)

L’organisation du gene blapuya; est similaire a celle du géne blaamc chromosomique de M.
morganii. La séquence ISCR (orf 341) serait impliquée dans la mobilisation plasmidique des
genes blaamc et ampR chromosomiques, d’ou I'expression inductible de DHA-1.

A




Données bibliographiques

I1.2.2. 1. BLSE de types TEM et SHV

Jusqu’a la fin des années 90, les BLSE étaient principalement identifiées chez des
souches de K. pneumoniae en milieu hospitalier. Ces enzymes dérivaient des pénicillinases a
spectre restreint TEM-1, TEM-2 et SHV-1 dont lactivité était élargie par la sélection de
mutations ponctuelles au niveau du site actif (Carrer et Nordmann, 2009).

La premiere BLSE de type TEM (TEM-3) a été décrite en 1987, chez des souches cliniques
de K. pneumoniae isolées en France. TEM-3 differe de TEM-2 par la substitution de deux
acides aminés (Sougakoff et al., 1988). Depuis, plusieurs autres B-lactamases dérivées de
TEM-1 et TEM-2 ont ét¢ rapportées ; a I’heure actuelle, leur nombre est estimé a plus de 100
enzymes (http://www.lahey.org/studies/Webt.stm). Les principales mutations responsables du
phénotype BLSE sont : Glul04Lys, Argl64Ser/His, Gly238Ser, Glu240Lys (Bradford, 2001).

La découverte des BLSE de type SHV remonte a 1983 quand une fB-lactamase ayant une
activité catalytique sur le céfotaxime et a faible degré sur la ceftazidime a été découverte chez
des souches de K. ozaenae (Knothe et al., 1983). Celle-ci différe de SHV-1 par la substitution
Gly238Ser donnant lieu a un variant SHV-2 ayant des propriétés BLSE. Les BLSE de type
SHV sont actuellement au nombre de 100 variants (www.lahey.org/studies/Webt.stm),
détectés parmi de nombreuses souches d’enterobacteries, notamment K. pneumoniae, mais
aussi chez P. aeruginosa et Acinetobacter spp. (Bradford, 2001 ; Paterson et Bonomo, 2005).

I1.2.2.2. BLSE non TEM non SHV
11.2.2.2. 1. Type CTX-M

Les premiéres souches de E. coli communautaires productrices de BLSE de type CTX-
M ont été identifiees au début des années 2000 (Pitout et al., 2005 ; Livermore et al., 2007).
Tres rapidement, des infections nosocomiales due a E. coli productrices de CTX-M ont été
mondialement décrites (Kassis-Chikhani et al., 2004 ; Pai et al., 2006).

Les BLSE de type CTX-M sont différentes des BLSE de type TEM et SHV (pourcentage
d’identité < 40 %) (Bonnet, 2004). Ces enzymes, au nombre de plus de 50, sont subdivisées
en six sous-groupes phylogénétiquement distincts : CTX-ML1, -2, -8, -9, -25 et -45 (Rossolini
et al., 2008). Elles doivent initialement leur dénomination pour leur plus forte hydrolyse du
céfotaxime que les autres C3G ; néanmoins, Certains variants hydrolysent plus fortement la
ceftazidime, c’est le cas de CTX-M15 qui dérive de CTX-M3 par mutation ponctuelle en
position 240 (Poirel et al., 2002a). Les B-lactamases CTX-M sont inhibées par les inhibiteurs
de B-lactamases tels que I’acide clavulanique et le tazobactame (Bush et al., 1993).

Les enzymes CTX-M semblent dériver des B-lactamases chromosomiques des especes du
genre Kluyvera suite a leur mobilisation par différents éléments généetiques, notamment les
séquences d’insertion (Humeniuk et al., 2002 ; Poirel et al., 2002b). En effet, des séquences
ISEcpl-like ont été retrouvées associées a la majorité des genes des groupes CTX-M1, -2 et -9
(Levesque et al., 1994 ; Canton et Coque, 2006). Certains genes blacrx.m ont été trouvés
flanqués par des séquences IS de type 1S26 et 1S903 et d’autres dans des structures complexes
d’intégrons de classe 1 prés des sequences ISCRL (Olivier et al., 2001 ; Cao et al., 2002 ;
Garcia et al., 2005 ; Canton et Coque, 2006).

I1.2.2. 2. 2. Autres types

En plus des CTX-M, on assiste également a une émergence d’autres enzymes BLSE
non TEM non SHV comme OXA et VEB.
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= OXA': les B-lactamases de type OXA sont caractérisées par une forte activité hydrolytique
des pénicillines M (oxacilline et cloxacilline) en plus de leur capacité a conférer la résistance
a 'ampicilline et la céfalotine ; de plus, elles sont faiblement inhibées par I’acide clavulanique
(Paterson et Bonomo, 2005). Détectées principalement chez P. aeruginosa, ces enzymes ont
¢té également retrouvées chez d’autres bactéries a Gram négatif (Livermore, 1995 ;
Weldhagen et al., 2003). Bien que la plupart des p- lactamases de type OXA n’hydrolysent pas
de facon significative les céphalosporines a spectre élargi, certains variants (BLSE OXA)
montrent un spectre élargie aux C3G, il s’agit principalement de OXA-11, -14, -15, -16, -17, -
18, -19, -28, -31, -32, -35, et -45 (Toleman et al., 2003). Les génes de BLSE OXA sont
principalement portés par les intégrons de classe 1 aussi bien chez P. aeruginosa que
certaines especes d’entérobactéries comme Salmonella enterica sérotype Typhimurium et E.
aerogenes (Weldhagen, 2004).

= VEB : VEB-1 a été le premier membre VEB découvert chez une souche de E. coli MG-1
isolée d’un patient vietnamien, d’ou la dénomination « Vietnamese extended f-lactamase ». |l
s’agit de la premiere B-lactamase de classe A qui a été trouvee codée par un gene cassette
inséré dans un intégron de classe 1 porté par un plasmide conjugatif (Poirel et al., 1999b). Des
études ulteérieures ont rapporté la présence du gene blaves.1 chez différentes especes
bactériennes isolées dans divers pays (Zong et al., 2009). Huit autres genes cassettes blaves
(1a, 1b, 2, 3, 4, 5, 6 et 7) ont été décrits (www.lahey.org/studies/Webt.stm), ce sont des
variants mineurs de blaveg.; dont le support génétique est plasmidique mais aussi
chromosomique. Les génes cassettes blaves-1a, blaves-1p €t blaves-s se distinguent des autres
genes blaves par leur localisation en dehors de la région variable des intégrons de classe 1, au
sein d’une structure complexe impliquant des duplications d’éléments répétés et de régions
3’-CS (Aubert et al., 2004 ; Aubert et al., 2005 ; Zong et al., 2009). Ces derniers seraient
impliqués dans leur mouvement par recombinaison homologue et dans leur hyperexpression
(Aubert et al., 2004 ; Zong et al., 2009).

Il. 2. 3. Les carbapénémases

Les carbapénemases décrites chez les entérobactéries sont soit des métallo-p-lactamases
(classe B), soit des oxacillinases a spectre étendu (classe D), soit des B-lactamases dont
I’activité est inhibée par I’acide clavulanique (classe A) (Queenan et Bush, 2007). Les
métalloenzymes sont essentiellement des enzymes de type IMP ou VIM responsables
d’épidémies hospitaliéres séveres dans certains pays, particuliecrement en Asie et en Europe
du Sud (Loli et al., 2006). L’oxacillinase OXA-48 a été décrite majoritairement chez des
souches de K. pneumoniae, en particulier en Turquie et plus récemment au Liban et en
Belgique (Carrer et al., 2008 ; Cuzon et al., 2008 ; Matar et al., 2008). Parmi les
carbapénémases inhibées par I’acide clavulanique, les plus importantes sont celles a codage
plasmidique. Parmi ces dernieres, les plus répandues chez les entérobactéries sont les
enzymes de type KPC, celles-ci ont été principalement décrites chez K. pneumoniae, elles
possedent un pouvoir de dissémination important et sont émergentes dans de nombreux pays
(Nordmann et al., 2009). Nous évoquerons dans la suite de ce paragraphe un bref historique
sur les premicres découvertes des enzymes KPC, leur spectre d”hydrolyse, leur épidémiologie
et enfin leur support génétique.

= Premiere découverte : La premiére carbapénémase de type KPC, KPC-1 (ou KPC-2), a été
décrite chez une souche de K. pneumoniae isolée en 1996 en Caroline du Sud (Yigit et al.,
2001). Cette enzyme confére la résistance a toutes les B-lactamines et est codée par un gene
localisé sur un plasmide non conjugatif. Huit autres variants ont été également rapportés
(KPC-3 a KPC-10), ils se distinguent par au moins deux substitutions d’acides aminées
(Www. lahey.org/Studies/Webt.stm).
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= Spectre d’hydrolyse : les enzymes de type KPC ont un spectre d’hydrolyse comparable a
celui des BLSE (hydrolyse des céphalosporines exceptées les céphamycines et sensibilité a
I’acide clavulanique) avec, en plus, une extension aux carbapénémes (Cuzon et al., 2010).

= Epidémiologie : depuis le début des années 2000, les souches d’entérobactéries
productrices d’enzymes KPC ont d’abord été décrites dans I’est des Etats-Unis, puis ont été
rapidement disséminées dans de nombreuses régions du monde ou elles ont été décrites chez
plusicurs espéces d’entérobactéries mais également chez P. aeruginosa. Ces souches sont
essentiellement responsables d’infections systémiques nosocomiales (Cuzon et al., 2010).

= Support génétique : 'environnement génétique des génes blakpc-2 de plusieurs souches de
K. pneumoniae et de P. aeruginosa d’origines géographiques diverses a montré leur
association au transposon Tn4401, un transposon de type Tn3, long de 10 kb. Tn4401 est
flanqué par une duplication de 5 pb dusite cible dont la séquence est variable, ce qui explique
son insertion dans différentes ORF localisées sur différents plasmides (Fig. 7). La Fig. 8
montre le modéle de la mobilisation des genes blakpco et de leur insertion sur divers
plasmides (Naas et al., 2008).

L’étude de la région génétique encadrant le gene blakpc.s a montré sa localisation sur le
transposon Tn4401. Cependant, ce dernier est a son tour inséré dans un autre transposon
Tnl1331 au niveau duquel un géne gnrB19 (déterminant de résistance aux fluoroquinolones)
mobilisé par la séquence ISEcpl, est également intégré. Tn1331 possede également plusieurs
genes de résistance aux aminosides ainsi que d’autres génes de - lactamases. Cette structure
génétique complexe, portée par le plasmide pLRM24, offre la possibilité d’un co-transfert de
résistance aux [3-lactamines, aux aminosides et aux fluoroquinolones entre souches
bactériennes (Rice et al., 2008).

A la différence des autres génes blakpc, le géne blakpcs a été trouvé associé au transposon
Tn5563 qui semble étre responsable de la mobilisation et de 1’hyperexpression de ce gene
(Wolter et al., 2009).

Il. 3. Résistances a d’autres familles d’antibiotiques « les quinolones »

La résistance par production de B-lactamases peut étre associée a la résistance a d’autres
familles d’antibiotiques, notamment les quinolones (Strahilevitz et al., 2009).

Les quinolones sont une des principales familles d’antibiotiques utilisées en thérapeutique
humaine. Ce sont des antibactériens de synthése dérivés de I’acide nalidixique, chef de file
des quinolones classiques longtemps indiquées dans le traitement des infections urinaires
mais qui ont été remplacées dans cette utilisation thérape utique par les fluoroquinolones, cent
fois plus actives (Honoré et al., 2006). Aprés avoir pénétré a lintérieur des cellules
bactériennes par des protéines de perméabilité spécifiques, ces molécules hydrophiles
inhibent les topo-isomérases de type Il empéchant leur action dans le déroulement
harmonieux de I’ADN qui est nécessaire a sa réplication (Hooper, 2001). Malheureusement,
la prévalence de la résistance aux fluoroquinolones a augmenté trés rapidement au cours des
dix derniéres années chez les bactéries responsables d’infections humaines et en particulier les
entérobactéries du fait de I'usage intensif et inapproprié¢ de ces antibiotiques en ville et a
I’hopital (Ruiz, 2003 ; Honoreé et al., 2006 ; Mérens et Servonnet, 2010 ; www.onerba.org).

11. 3. 1. Mode d’action des quinolones

Pour atteindre leur cible, les quinolones doivent traverser la paroi bactérienne et la
membrane cytoplasmique des bactéries a Gram positif. Chez les bactéries a Gram négatif,
elles doivent aussi traverser la membrane externe, mais cette étape est facilitée par une
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Fig. 7 : Structure du transposon Tn4401 porteur des genes blakpc-2 (Naas et al., 2008)

Tn4401 est délimité par des séquences IR de 39 bp (triangles gris) et porte, en plus du gene
blakec, un gene de transposase (thpA), un géne de résolvase (tnpR) et 2 nouvelles séquences
d’insertion IS nommées ISKpn6 et ISKpn7, respectivement, situées immédiatement en aval et
en amont de blaxpc.,. Les différents isoformes de ce transposon se distinguent par une délétion
de 100 ou 200 pb (ligne verticale) en amont du géne blayec.

Les duplications du site cible de Tn4401 ainsi que les ORFs interrompues suite a I’ insertion de
ce transposon sont indiquées

pCOL, pBC2303, pBC633, pNGR et pNYC-1 : plasmides porteurs du transposon Tn4401

Fig. 8 : Modele de mobilisation des génes blakpc (Naas et al., 2008)

La mobilisation des génes blaxsc implique plusieurs étapes :

(A) : Insertion du transposon Tn4401 en amont du gene blagpc.»

(B) : Insertion des séquences ISKpn6 et ISKpn7 en aval et en amont du géne blakpc.»

(C) : Transposition du Tn4401 porteur du gene blakpc., et des séquences d’insertions IS au
niveau du site cible
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diffusion passive a travers les porines, en fonction de leur degré d’hydrophobicité et de leur
poids moléculaire, et éventuellement par un passage direct a travers la double couche
phospholipidique. Les quinolones vont alors bloquer la synthése d’ADN en inhibant les
topoisomerases de type I1. A cette action bactériostatique s’ajoute une activation du systéme
SOS, secondaire au signal engendré par le blocage de la réplication et 'accumulation d’ ADN
coupé, responsable de I’effet bactéricide (Mérens et Servonnet, 2010).

Les topoisomérases |1 (ADN gyrase et topoisomérase 1V) sont des enzymes impliquées dans
le compactage et la régulation de la conformation de ’ADN lors de la réplication, la
transcription et la recombinaison. Il s’agit d’enzymes hétérotétramériques composées de
paires de 2 sous-unités : GyrA et GyrB pour I’ADN gyrase et ParC et ParE pour la
topoisomérase IV. L’ADN gyrase contrle le surenroulement de ’ADN et diminue les
contraintes topologiques exercées sur cette molécule au cours de la transcription et de la
réplication, la topoisomérase IV a une activité de décaténation, permettant la séparation des
molécules d’ADN filles a la fin de la réplication (Drlica et Zhao, 1997). Chez les bactéries a
Gram négatif, ' ADN gyrase est plus sensible a I’inhibition par les quinolones que Ia
topoisomérase 1V, contrairement aux bactéries a Gram positif ou la topoisomérase IV est
généralement la premiere cible des quinolones (Jacoby, 2005).

Chez E. coli, la sous-unité A de GyrA est constituée de 850 acides aminés et possede deux
domaines : le domaine N-terminal (59 kDa) comprend le site catalytique de 1’enzyme
(tyrosine 122), responsable de la coupure et de la ligature de ’ADN ; le domaine C-terminal
(33 kDa) a une structure de type « protéine liant TADN » et permet la stabilisation du
complexe ADN/ADN gyrase. La sous-unité B (GyrB, 800 acides aminés) comprend un
domaine N-terminal permettant la fixation et 1’hydrolyse de ' ATP et un domaine C-terminal
nécessaire a ’interaction avec la sous-unit¢ GyrA. L’ADN gyrase catalyse la coupure du
double brin d’ADN, un segment d’ADN passe a travers cette coupure puis ’ADN coupé est
religaturé. L hydrolyse de ’ATP permeta I’ADN gyrase de revenir & sa conformation initiale
(Mérens et Servonnet, 2010).

Les quinolones interagissent avec le complexe ADN/ADN gyrase en formant un complexe
ternaire ADN-ADN gyrase-quinolone. L’hypothése du mode d’action des quinolones est le
blocage du changement conformationnel de I’enzyme, I’ADN serait ainsi stabilisé au moment
de la coupure et ne pourrait étre religaturé (Fig. 9) (Mérens et Servonnet, 2010).

Deux modeles ont été proposés pour expliquer I'effet bactéricide des quinolones (Drlica et
zhao, 1997 ; Strahilevitz et al., 2009). Dans le premier, les complexes Topoisomérase I1-
fluoroquinolones sont libérés laissant des bouts d’ADN clivés. Cette réaction est sensible a un
inhibiteur de la synthése des protéines (chloramphénicol), suggérant leur nécessité pour cette
réaction. Dans le deuxiéme modele, les fluoroguinolones, a trés hautes concentrations,
pourraient provoquer la dissociation des sous-unités des Topoisomeérases Il ce qui entrainerait
la libération de I'ADN doublement coupé. Cette réaction insensible au chloramphénicol,
n'impliquerait pas de néosynthese de protéines (Cm-insensible) (Fig. 10).

Il. 3. 2. Mécanismes de résistance aux quinolones

Classiqguement, les mecanismes de résistance aux quinolones chez les entérobactéries
résultent essentiellement de modifications ponctuelles des cibles, les topoisomérases, et plus
rarement d’une diminution de la concentration intracellulaire de ces antibiotiques par
imperméabilité membranaire et/ou surexpression des systemes efflux (Hooper, 2001). Les
déterminants de ces mécanismes de résistance sont chromosomiques et ne sont pas associés a
des génes de résistance a d’autres familles d’antibiotiques (Nordmann, 2006).
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Fig. 9 : Mode d’action des quinolones par blocage de I’ADN gyrase (Drlica et Zhao,
1997)

(@) : L’ADN gyrase et ’ADN avant la coupure double brin

(b) : Coupure du premier segment d’ADN par I’ADN gyrase et passage du deuxi¢éme segment.
Pendant cette étape, I’ADN gyrase subit un changement conformationel au cours duquel les
quinolones agissent et bloquent cette enzyme

(c) : Passage du deuxiéme segment d’ADN a travers la coupure du premier segment

(d) : L’ADN gyrase sous sa conformation initiale

AN
i & —_—
a 2 s -

DNA-gyTase o quinolonie
Topolsomeérase T >
Ir I
QuEncdiones de
Nuoroguinolones
oremiere generaton ‘:T~/ \
2 B

B

Mort c2llualre

Fig. 10: Mode d’action des quinolones sur I’ADN gyrase et la
topoisomérase VI (Drlica et Zhao, 1997)

(@) : Formation d’un complexe ternaire entre L’ADN gyrase ou la topoisomérase
VI, ’ADN et les quinolones

(b) : Liaison des quinolones aux sous unités GyrA ou ParC

(c) : Coupure du premier brin d’ADN

(d) : Coupure du deuxieme brin d’ADN

(e,f) : Effet bactéricide des quinolones sensibles (e) ou non (f) au chloramphénicol
(Cm)
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Jusqu’a 1998, il était admis que la résistance aux quinolones était exclusivement
chromosomique. Depuis, on a mis en évidence une large diffusion de genes de résistance aux
quinolones au sein d’éléments génétiques mobiles (Martinez-Martinez et al., 1998). En effet,
trois familles de génes de résistance de support plasmidique, transférables horizontalement,
ont été décrites ; ces genes codent pour des produits qui agissent par protection de la cible, par
acétylation de I’antibiotique ou pour des systémes efflux spécifiques (Mérens et Servonnet,
2010). Cette localisation plasmidique explique I’association de ces génes a des génes codant
la résistance a d’autres familles d’antibiotiques (Nordmann, 2006).

Il. 3. 2. 1. Diminution de la concentration intracellulaire de I’antibiotique

La diminution de la concentration intracellulaire des quinolones pouvant atteindre la
cible peut étre liée soit a une imperméabilité par disparition des porines soit a une
hyperexpression des pompes efflux. Ce mécanisme entraine une résistance pour les
quinolones hydrophiles et également une résistance (résistance croisée) a d’autres familles
d’antibiotiques quiont les mémes voies de penétration ou d’efflux (Honoreé et al., 2006).

La disparition des porines fait intervenir 'opéron chromosomique mar « multiple antibiotic
resistance » codant la multirésistance aux antibiotiques. Ce dernier a été décrit chez
différentes espéces d’entérobactéries (George et Levy, 1983a et 1983b ; Cohenet al., 1993), Il
est constitué de quatre génes (marR, A, B et marC) ou seules les fonctions de marR et marA,
codant respectivement un represseur et un activateur de 1’opéron, sont connues (Randall et
Woodward, 2002 ; Pageés et Garnotel, 2003). L’expression de ’opéron mar est induite par
certains signaux qui provoquent un changement conformationnel de la protéine MarR
diminuant son affinité a ’ADN et levant ainsi la répression de 'opéron. La transcription de
cet opéron conduit a la synthese de la protéine MarA qui induit non seulement ’expression de
I’opéron mar mais aussi d’une quarantaine de génes possédant des sites Marbox (sites de
liaison de MarA) dont micF qui code pour un petit ARN réegulateur (small RNA). Ce dernier
est particllement complémentaire a Iextrémité 5° de PARNm ompF (site de liaison des
ribosomes) inhibant ainsi sa traduction (Andersen et Delihas, 1990). La résistance aux
antibiotiques dont les quinolones, liée a I’expression de I’opéron mar, est due a des mutations
dans le géne marR qui induisent son inactivation (Randall et Woodward, 2002).

Chez E. coli, le systeme efflux AcrAB-TolC participe a la résistance de bas niveau aux
quinolones. Une mutation dans le répresseur de ce systeme (AcrR) ou dans le répresseur
MarR, entraine une hyperproduction de la pompe efflux. En effet, en plus de I'induction de
micF, on a montré que MarA induit I'expression des composants du systeme efflux AcrAB,
permettant I'expulsion des drogues et assurant ainsi une protection non seulement par
imperméabilité mais aussi par expulsion (Pages et Garnotel, 2003).

Récemment, une pompe efflux appartenant a la famille MFS (Major facilitor Superfamily) a
14 segments transmembranaires, QepA, spécifique des quinolones et codée par un géne de
support plasmidigue, a été décrite chez les entérobactéries (Périchon et al., 2007).

Dans tous les cas, ces mécanismes d’efflux conférent une résistance de bas niveau aux
fluoroquinolones, variable selon la molécule, mais pouvant se cumuler avec d’autres
mécanismes pour conférer une résistance de haut niveau (Mérens et Servonnet, 2010).

Il. 3. 2. 2. Inactivation de ’antibiotique

Ce mécanisme de découverte récente pour les quinolones n’est décrit pour 1’instant que
chez les entérobactéries, il est li¢ a la présence d'une enzyme qui acétyle 'atome d’azote
présent sur le noyau piperazinyl de certaines quinolones (ciprofloxacine, norfloxacine) ce qui
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confére une résistance de bas niveau a ces molécules (Poirel et al., 2008). Cette enzyme,
codée par un géne aac-(6)-Ib-cr de support plasmidique, est un des variant de la famille aac-
(6°)-1b connue pour étre en cause dans la résistance aux aminosides, son activité sur les
quinolones est le resultat de deux substitutions d’acides aminées: Trpl02Arg et Aspl79Tyr
(Calbo et al., 2006 ; Robicsek et al., 2006a).

Le géne aac (6°)-1b-cr a été trouvé associé a d’autres déterminants PMQR et a certains genes
de B-lactamases (Soge et al., 2006 ; Jiang et al., 2008 ; Picao et al., 2008 ; Ma et al., 2009 ;
Pomba et al., 2009).

I1. 3. 2. 3. Protection de la cible

Les quinolones arrivent intactes au niveau de ’ADN gyrase et de la topoisomérase,
cependant une protéine, nommée Qnr interfere dans le complexe ADN
gyrase/ ADN/quinolones et inhibe l'action des quinolones sur leur cible. En présence de la
protéine Qnr, les fonctions de ’ADN gyrase sont rétablies (Tran et al., 2005).

La premiére description des génes codant les protéines Qnr a été rapportée aux Etats-Unis en
1998 (Martinez-Martinez et al., 1998). Le plasmide pMG252 porteur de ces génes et retrouvé
chez une souche clinique de K. pneumoniae conférait une augmentation jusqu’a 20 fois des
concentrations minimales inhibitrices aux quinolones. En 2002, la protéine QnrA de 218
acide-aminés codée par le gene gnr a été décrite (Tran et jacoby, 2002). Quelgues années
apres la découverte du géne gnrA, nommée gnrAl, cing autres variants ont été décrits (gnrA2,
-3, -4, -5 et -6). qnrA2 differe de gnrAl par 4 acides aminés, il a été rapporté chez une souche
de K. oxytoca isolée en Chine (Nordmann et Poirel, 2005). Les variants gnrA3, -4 et -5
differents de gnrAl par 2 a 4 codons ont été décrits chez Shewanella algae, une espéce
environnementale (Poirel et al., 2005a). Les variants gnrA3 et gnrA6 ont été aussi identifiés
chez des souches cliniques d’entérobactéries (Cheung et al., 2005 ; Cambau et al., 2006).

Des études ultérieures portant sur la recherche de plasmides codant la résistance transférable
aux quinolones ont permis la découverte de 4 protéines similaires a QnrA : QnrS (Hata et al.,
2005), QnrB (Jacoby et al., 2006), QnrC (Wang et al., 2009) et QnrD (Cavaco et al., 2009).

= QnrS : le premier géne (gnrS1) a été décrit en 2003, au Japon, chez une souche de Shigella
flexneri, a lorigine de toxi-infections alimentaires. Ce gene est porté par un plasmide
conjugatif et code pour une protéine de 218 acides aminés appartenant & la famille des
pentapeptides et ayant une similarité en acides aminés de 59 % avec QnrAl (Hata et al.,
2005). Deux variants gnrS, codant pour des protéine QnrS2 et QnrS3, ont été aussi découverts
chez des souches cliniques de Salmonella enterica serovar Anatum aux Etats-Unis et des
souches vétérinaires de E. coli en Chine, respectivement (Gay et al., 2006 ; Strahilevitz et al.,
2009). Récemment, un autre variant gnrS (qnrS4) a été décrit chez une souche de Salmonella
isolée au Danemark (Torpdahl et al., 2009).

= QnrB : est de loin la famille la plus diversifiée vu le grand nombre de variants qu’elle
regroupe. Le premier membre de cette famille, gnrB1 a été décrit par Jacoby et al. (2006)
chez des souches de K. pneumoniae isolées en Inde. Ce géne code pour une protéine
pentapeptide de 214 acides aminés dont I’identité est de 43 % et 44 % aux protéines QnrA et
QnrS, respectivement (Jacoby et al., 2006). Dix huit autres alléles gnrB ont été décrits ; ceux-
cidifferent de gnrB1 par 2 a plusieurs codons, ils ont été rapportes chez différentes espéces
d’entérobactéries isolées dans divers pays y compris 1’Algérie (Jacoby et al., 2006 ; Robicsek
etal., 2006b ; Quiroga et al., 2007 ; Cattoir et al., 2008 ; labadene et al., 2008 ; Jacoby et al.,
2008 ; Kehrenberg et al., 2008 ; Touati et al., 2008a ; Meradi et al., 2009).
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= QnrC: le gene gnrC a été découvert chez une souche clinique de P. mirabilis transférant
la résistance a bas niveau aux quinolones. Ce géne, nommé gnrC1 est porté par un plasmide
de 120 kb, il code pour une protéine de 221 acides aminés présentant une similarité de 64, 41,
59 et 43 % avec QnrAl, QnrB1, QnrS1 et QnrD, respectivement (Wang et al., 2009).

= QnrD : le géne gnrD a été retrouvé chez des souches de S. enterica sur un plasmide
transférable de 4.3 kb. Ce géne a une similarité de 48, 61 et 32 % avec gnrAl, gnrB1 et qnrS1,
respectivement et code pour une protéine de 214 acides aminés (Cavaco et al., 2009).

La dissémination de la résistance aux quinolones est due a leur localisation sur différents
plasmides et a leur association a des éléments mobiles. En effet, certains genes gnr comme
gnrAl et gnrB2 ont été trouvés sur des intégrons complexes de classe 1 ou ils sont associés a
la sequence ISCR1 localisée en aval ou de part et d’autre de ces génes (Garnier et al., 2006 ;
Robicsek et al., 2006c¢ ; Toleman et al., 2006 ; Espedido et al., 2008). Les intégrons porteurs
des génes gnr portent des génes cassettes de résistance a d’autres familles d’antibiotiques, ils
sont localisés sur des plasmides qui codent souvent pour des BLSE et des B-lactamases de
type AmpC (Rodriguez-Martinez et al., 2003 ; Pai et al., 2007 ; Chmelnitsky et al., 2008 ;
Yang et al., 2008). Certains génes gnr, notamment gnrB1 ne sont pas associés a la séquence
ISCR1 mais a une autre transposase, appelée Orf 1005 (Jacoby et al., 2006). D’autres génes
gnr ont été trouvés localisés dans des ¢léments génétiques mobiles trés complexes, c’est le cas
de qnrB19 retrouvé associé a la séquence ISEcpl dans un transposon lui-méme inséré dans un
autre transposon porteur d’autres geénes de résistance ou d’autres transposons (Cattoir et al.,
2008 ; Rice et al., 2008). A la différence des génes gnrA et qnrB, les génes gnrS ne sont pas
associés a la séquence ISCR1 et ne sont pas localisés dans les intégrons complexes de classe
1. Ces genes sont portés par de petits plasmides non conjugatifs non porteurs de genes de
BLSE ou de B-lactamases AmpC (Bonemann et al., 2006 ; Kehrenberg et al., 2007 ; Wu et
al., 2007 ; Wu et al., 2008 ; Garcia-Fernandez et al., 2009). L’étude de I’environnement
génétique de ces genes a montré leur localisation au voisinage de la pB-lactamase TEM-1
codée par le transposon Tn3 ou d’autres genes de P-lactamases comme blagap et blagap-2
(Hata et al., 2005 ; Kehrenberg et al., 2006 ; Poirel et al., 2007 ; Garcia-Fernandez et al.,
2009). Des séquences IS de type 1S2, ISEc12 et 1S26 ont été aussi rapportés au voisinage de
ces genes (Kehrenberg et al., 2007 ; Poirel et al., 2007).

L’environnement aquatique serait le réservoir des génes qnr et le lieu de leur transfert a
d’autres bactéries y compris celles qui sont pathogenes. Cette hypothese se base sur la mise en
évidence, chez les bactéries de cet environnement, de génes gnr chromosomiques (gnrA) et
plasmidiques (qnrB et gnrS). S’ajoute a cela, la pression de sélection exercée par les
quinolones qui seraient présents dans I’environnement aquatique a des concentrations sub-
inhibitrices favorisant les processus de sélection et de transfert, aux entérobactéries, des
déterminants de résistance naturelles présents chez les bactéries de I’environnement hydrique,
comme les Vibrionaceae (Poirel et al., 2005b).

La fonction naturelle des protéines Qnr est inconnue, Ellington et Woodford (2006) ont
SUpposé que ces protéines joueraient le role d’antitoxines qui protegent ’ADN gyrase et la
topoisomeérase 1V contre I’action de certaines toxines naturelles. Les toxines naturelles sont
généralement couplées a des anti-toxines codées par le méme opéron (Critchlow et al., 1997 ;
Jiang et al., 2002). Les protéines Qnr seraient analogues a I'une de ces antitoxines, cependant,
la nature de la toxine vis-a-vis de laquelle les Qnr protegent la cellule reste inconnue
(Strahilevitz et al., 2009).
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Il. 3. 2. 4. Modifications de la cible par mutation des genes de structure

Les mutations diminuant I'affinité des quinolones a leur cible constituent le mécanisme
principal chez toutes les especes bactériennes. Ces mutations surviennent principalement dans
les génes de ’ADN gyrase ou de la topoisomérase IV, selon la cible préférentielle de la
molécule et selon I’espéce bactérienne (Mérens et Servonnet, 2010). Chez les bactéries a
Gram négatif, le premier site de mutations est ’ADN gyrase, cible principale des quinolones,
avec une prévalence dans gyrA chez les souches cliniques (Vila et al., 1994 ; Everett et al.,
1996). Les mutations de gyrA chez E. coli prédominent dans la région dite QRDR
« quinolone-resistance determining region » (Yoshida et al., 1990), située entre les acides
aminés 67 et 106, au voisinage du site actif (principalement au niveau des positions 81, 83,
84, 87 pour les souches cliniques) (Oram et Fisher, 1991 ; Cambau et al., 1993 ; Vila et al.,
1994 ; Everett et al., 1996 ; Tavio et al., 1999). Ces mutations par substitutions affectent
I’interaction entre GyrA et les quinolones (Ruiz, 2003). Les résidus les plus fréquemment
mod ifiés sont situés aux positions 83 et 87 de la sous-unité GyrA. L’effet de ces mutations sur
’activité des quinolones dépend de leur type, de leur nombre et de la molécule concernée. En
effet, la présence d’une seule mutation au niveau de la région QRDR confére une résistance a
haut niveau a I’acide nalidixique mais la présence de mutations additionnelles dans gyrA et/ou
un autre gene cible comme parC est nécessaire pour atteindre des niveaux de résistance
élevées aux fluoroquinolones (Vila et al.,, 1994 ; Ruiz et al., 2002). La résistance s’établit
ainsi par paliers successifs, par accumulation d’événements mutationnels, avec des mutants
du 1%, 2°™€ et 3°™ niveau (Mérens et Servonnet, 2010).

Il. 3. 3. Réle des déterminants PMQR dans la sélection de mutants résistants aux
qguinolones

Les mutations de résistance surviennent spontanément avant I’exposition a
I’antibiotique. Un mutant de résistance n’est sélectionné que lorsqu’il est en présence de
concentrations en antibiotiques se situant dans la fenétre de sélection des mutants ou MSW
«mutant selection window ». Cette fenétre est comprise entre la CMI de la souche parentale
et la concentration de prévention de mutants (CPM) qui correspond a la CMI des mutants les
plus résistants au sein d’une population de 10*° UFC de la souche parentale.

Dans une population bactérienne issue d’une souche sensible aux quinolones, deux types de
mutants peuvent étre sélectionnés, les premiers sont des mutants de la cible et les seconds sont
principalement des mutants efflux. Les mutants de la cible sont peu nombreux mais le niveau
de résistance conféré par les mutants issus d’un évenement mutationnel est plus éleve pour les
mutants gyrA comparés aux mutants efflux. Par conséquent, le type et le nombre de mutants
sélectionnés dépendent de la pression de sélection exercée sur cette population bactérienne ;
des concentrations basses dans la fenétre MSW favorisent la sélection de nombreux et divers
mutants dont la majorité sont des mutants efflux ; au contraire les mutants gyrA sont plus
prévalents en présence de concentrations en antibiotiques plus élevées. In vivo, des gradients
de concentrations en antibiotiques s’établissent au cours du temps et dans 1’espace, ils sont a
I’origine de la sélection de divers types de mutants résistants aux quinolo nes. Il faut souligner
que la pression de sélection ne concerne pas exclusivement la bactérie visée par
I’antibiothérapie, mais aussi la flore commensale (Fantin et al., 2009 ; Yagci et al., 2009).

Les déterminants PMQR conferent une sensibilité diminuée aux quinolones qui n’atteint pas
la résistance clinique définie par les concentrations critiques. Ces résistances qui peuvent
passer inapergues au niveau de I'antibiogramme, augmentent la CPM et concourent a une
augmentation de la fréquence de sélection des mutants résistants par des mécanismes de
mutation chromosomique (Martinez-Martinez et al., 1998 ; Rodriguez-Martinez et al., 2007).
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I11. La résistance aux antibiotiques dans I’environnement

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un phénomene adaptatif naturel aussi
ancien que le monde vivant, ce phénomene est devenu un sujet de préoccupation mondial
dans les domaines de I’environnement et de la santé publique vu la dissémination de bactéries
résistantes aux antibiotiques dans les matrices environnementales aqueuses et telluriques.

Plusieurs sources peuvent étre a I’origine de la dissémination des bactéries résistantes aux
antibiotiques dans I’environnement. Des études portant sur des échantillons provenant de
différentes origines (effluents urbains et hospitaliers, stations d’épuration, rivieres,...) ont
rapporté la présence de plusieurs bactéries résistantes aux antibiotiques (Fuentefria et al.,
2011). Parmi ces sources, les effluents hospitaliers constituent un environement hautement
sélectif qui contribue a la libération d’un taux élevé de bactéries résistantes dans le milieu
naturel (Meirelles-Pereira et al., 2002 ; Prado et al., 2008 ; Yang et al., 2009).

Les échanges génétiques, via les transferts horizontaux chez les bactéries, sont a 1’origine de
nouveaux assortiments suite a [’acquisition de plasmides de résistance et aux divers
mécanismes de recombinaison mis en jeu par les bactéries, comme la transposition et la
recombinaison site-spécifique. Ces échanges participent a la dissémination de la résistance
dans I’environnement aquatique et contribuent de maniere significative a I'évolution et
I’adaptation des bactéries qui deviennent aptes a coloniser de nouveaux milieux et s’adapter a
des conditions hostiles (Davies, 1994 ; Hall et Collis, 1995 ; Bennett, 1999 ; Davison, 1999 ;
Mazel et Davies, 1999 ; Rowe-Magnus et Mazel, 1999 ; Seveno et al., 2002).

Les plasmides sont de loin le support génétique le plus fréquent de la résistance aux
antibiotiques. 1ls sont également le support de nombreuses autres propriétés permettant une
meilleure adaptation des bactéries comme la résistance aux désinfectants ou aux métaux
lourds (Franke et Clewell, 1980 ; Bingen et al., 1993 ; Clewell, 1993). Bien que normalement
non essentiels a la bactérie et donc constituant un fardeau pour la cellule qui ralentit sa
croissance, les plasmides arrivent a se maintenir méme dans des conditions non sélectives.
Divers mécanismes codés par les plasmides eux-mémes sont impliqués dans leur ségrégation
équitable et leur maintien: ségrégation aléatoire des plasmides a nombre de copies élevé,
partition active pour les plasmides a nombre de copies bas et existence de systemes
d’addiction « Post-segregational Killing » comme le systeme toxine-antidote ou le systéme de
restriction-modification. En plus de ces genes, les plasmides portent des génes impliqués dans
leur réplication et leur auto-transfert par conjugaison (Clewell, 1993). Ces plasmides dits
conjugatifs sont a différencier des plasmides non conjugatifs mais pouvant étre transférables
par mobilisation ou co-intégration (Davison, 1999 ; Dutta et Pan, 2002). La conjugaison et le
transfert des plasmides de résistance sont des phénoménes qui se produisent entre des
bactéries non apparentées et de diverses origines : humaine, animale, environnementale et ce,
méme en absence d’antibiotiques. Ainsi, la contamination de I’environnement par des
bactéries pathogénes résistantes aux agents antimicrobiens constitue une réelle menace non
seulement du fait des maladies qu’elles provoquent mais aussi de leur capacité de transfert des
plasmides de résistance aux autres bactéries pathogenes de diverses origines (Kruse et Sorum,
1994 ; Droge et al., 2000 ; Tennstedt et al., 2003 ; Szczepanowski et al., 2004).

Dans une étude sur le métagénome plasmidique d’une station de traitement urbaine recevant
des rejets hospitaliers en Allemagne, Szczepanowski et al. (2009) ont été les premiers a
décrire des genes de résistance plasmidique a toutes les classes majeures d’antibiotiques.
Parmi 192 genes recherchés par PCR, 140 et 123 ont eté respectivement détectés dans les
boues activées et dans les effluents finaux de la station. Ces génes codent pour la résistance
aux aminosides, B-lactames, chloramphénicol, fluoroquinolones, macrolides, rifampicine,
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tétracycline, triméthoprime et sulfamides. Ce pool de genes, comprend, entre autres, les génes
des 4 classes moléculaires de B-lactamases, y compris celles a spectre élargi, ainsi que les
déterminants qnr de résistance aux quinolones. Certains génes de découverte récente chez des
souches cliniques ont été aussi retrouvés chez les bactéries de la station, ce qui est indicateur
des possibilités d’échanges génétiques entre souches de différentes origines. La présence de
ces genes de résistance plasmidique dans les effluents finaux de la station confirme leur
libération dans I’environnement, facilitant ainsi leur dissémination chez les bactéries
environnementales.

Les bactéries disposent de divers mécanismes de recombinaison permettant la mobilisation
des genes de résistance sur le méme réplicon ou entre différents réplicons. Parmi ces
mécanismes, on distingue la transposition qui correspond a un événement au cours duquel une
enzyme de recombinaison spécialisée, ou transposase, reconnait deux catégories distinctes de
sites, d’une part les extrémités de I’élément transposable et d’autre part un site cible et
catalyse le transfert de cet élement vers ce site qui est géneralement aléatoire. Les éléments
transposables les plus simples sont les séquences d’insertion (IS) qui ne contiennent que les
informations génétiques nécessaires a leur mobilité. Bien qu’étant phénotypiquement
cryptiques, les IS peuvent en se déplacant mobiliser des génes de résistance localisés a
proximité. C’est ainsi que certains génes de résistance chromosomiques peuvent passer sur
des plasmides et se disséminer dans le monde bactérien. En plus des fonctions de
transposition, les transposons portent des genes de résistance aux antibiotiques (Merlin et
Toussaint, 1999). Certains transposons comme le Tn7 utilisent deux modes de transposition,
le premier est I'insertion préférentielle sur les plasmides conjugatifs, permettant ainsi la
dissémination de ce transposon ; le deuxiéme correspond a I'insertion spécifique du Tn7 en
aval d’un géne chromosomique essentiel conservé chez de nombreuses especes, assurant ainsi
un transfert vertical au cours des divisions cellulaires.

La recombinaison site spécifique est un autre mécanisme de recombinaison mis en jeu par les
bactéries pour 1’acquisition de genes de résistance. Ce mécanisme est utilisé par les bactéries
pour capturer des genes de résistance sous forme de cassettes au sein d’une plate forme
constitué par les intégrons (Carattoli, 2001 ; Ploy et al., 2005). Ces structures dont disposent
les bactéries correspondent a des vecteurs naturels de clonage et d’expression qui jouent un
rle important dans la résistance bactérienne. En effet, les intégrons sont des systemes de
capture de genes cassettes de résistance aux antibiotiques dépourvus de promoteurs qui sont
ainsi convertis en genes fonctionnels. lls sont principalement retrouvés chez des bactéries a
Gram négatif et généralement portes par des plasmides et mobilisés par les transposons.

La recombinaison site spécifique est utilisée par un autre type d’¢lément mobile, les
transposons conjugatifs, une famille de grands éléments transposables qui ont été initialement
identifiés comme éléments responsables de la dissémination de la résistance aux antibiotiques
parmi les bactéries a Gram positif en milieu hospitalier, puis retrouvés méme chez les
bactéries a Gram négatif. Leur originalité réside dans leur capacité de propagation verticale et
horizontale. Ces éléments portent, en plus des génes de résistance aux antibiotiques et metaux
lourds, des genes codant pour leur intégration/excision, analogues a ceux du phage lambda et
des genes de transfert similaires a ceux portés par les plasmides conjugatifs de E. coli. Les
transposons conjugatifs existent sous 2 formes, une forme intégrée au génome et une forme
circulaire libre correspondant a la forme conjugative (Salyers et al., 1995).

Les bactéries résistantes peuvent se développer suite a leur exposition aux faibles doses
d’antibiotiques présents dans 1’environnement (eaux usées et eaux de surface) (Brown et al.,
2006). La présence d’antibiotiques dans ’environnement peut avoir plusieurs origines, tels
que les molécules non métabolisées excretées par 'homme et 'animal, ainsi que les effluents
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industriels, domestiques et hospitaliers (Brown et al., 2006 ; Kummerer, 2009). Les effluents
hospitaliers et industriels en sont la source la plus importante comme 1’ont rapporté plusieurs
études (Guiliani et al., 1996 ; Guardabassi et al., 1998 ; Hartmann et al., 1998 ; Alder et al.,
2003 ; Brown et al., 2006), en particulier s’ils ne subissent pas de traitement avant leur rejet
dans le milieu naturel, comme c’est le cas dans beaucoup de pays en développement (Duong
et al., 2008). De plus, en raison de traitement inadéquat des eaux usées, il a été montré que
certains agents antimicrobiens ne sont pas éliminés et atteignent 'environnement aquatique.
Dans ce sens, Larsson et al. (2007) ont rapporté la présence de taux élevés d’antibiotiques a
large spectre dans une station d’épuration d’effluents d’industrie pharmaceutique, en Inde.
Cette étude a montré que I’addition des effluents domestiques aux effluents industriels, pour
augmenter ’efficacité de leur traitement biologique, présente le risque d’exposition prolongée
des germes pathogenes aux antibiotiques et donc la sélection de souches résistantes. D’autre
part, ce traitement peut affecter I’efficacité de la station en raison de la toxicité des substances
pharmaceutiques sur les microorganismes. Le rejet des agents antimicrobiens résiduels dans le
milieu naturel peut aussi contribuer a la sélection et la dissémination de la résistance au sein
de la flore microbienne autochtone. En effet, la détection des antibiotiques dans le milieu
aquatique naturel est due a leur persistance dans I’environnement. Les sulfamides, les
fluoroquinolones et les macrolides sont les plus persistants et les plus fréquemment détec tés
dans les eaux usées et les eaux de surface (Huang et al., 2001). Bien que les aminosides et les
B-lactames soient les antibiotiques les moins persistants, leur détection serait due a leur apport
régulier dans I'environnement (Daughton et Ternes, 1999). En plus de leur role dans le
développement de la résistance dans I’environnement, certains antibiotiques comme les
fluoroquinolones ont des effets génotoxiques (Brown et al., 2006 ; Crane et al., 2006 ;
Kemper, 2008 ; Kummerer, 2009).

D’autres agents antimicrobiens comme les détergents, les désinfectants, les antiseptiques et
les métaux lourds présents dans les effluents hospitaliers peuvent contaminer les milieux
aquatiques (Darsy et al., 2002). Les genes de résistance a certains de ces antibactériens sont
plasmidiques et souvent associés a la résistance aux antibiotiques, d’ou leur rble dans
I’exacerbation et la dissémination de cette derniere dans I’environnement (McDonnell et
Russell, 1999). La corésistance aux antiseptiques et aux antibiotiques a été déja rapportée
chez les germes isolés des effluents hospitaliers (Adelowo et al., 2008).
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l. Souches étudiées

L’étude a porté sur une collection de 109 souches d’entérobactéries résistantes au
céfotaxime. Ces souches ont été isolées a partir d’un prélévement d’effluents de I’hopital
Zmirli (Alger) réalisé le 9 Mars 2010 (matin). Cet hopital a une contenance de 251 lits avec
un personnel de 900 membres, il comprend 5 services médicaux (chirurgie générale, neuro-
chirurgie, médecine interne, orthopédie et réanimation), un service de radiologie, une
pharmacie, un centre de transfusion, un laboratoire de biochimie et microbiologie, une laverie,
des cuisines et un service d’entretien des véhicules. La méthode de concentration utilisée a été
la filtration sur membrane et le milieu utilisé pour la sélection de ces souches a été la gélose
lactosée au tergitol 7 additionnée de céfotaxime (4 pg/ml).

= Prélevement : le prélevement a été réalisé au niveau du collecteur principal de 1’hopital
afin d’avoir des échantillons représentatifs sur I’ensemble des rejets. Immédiatement apres le
prélevement et dans le but de limiter I'évolution des échantillons, ces derniers ont été
transportés et conservés dans une glaciére a 4°C.

= Filtration : la filtration est une technique permettant de séparer les bactéries du milieu a
analyser et donc, des éventuels inhibiteurs contenus dans ce milieu. Le principe de cette
technique repose sur la concentration des cellules bactériennes sur une membrane en ester de
cellulose, de porosité 0,22 um ou 0,45 um. Dans notre étude, la filtration des échantillons
prélevés a été réalisée sous vide dans un appareil de filtration stérile en utilisant une
membrane de porosité 0,22 um. La filtration a été effectuée sur des volumes de 50 ml
(échantillon mere) et de 100 ml (dilutions 1/10 et 1/100), trois heures apres le recueil des
échantillons. Apres filtration et dés que la membrane parait seche, cette derniere est prélevée
stérilement avec une pince et déposée directement sur une gélose lactosée au tergitol 7
additionnée de céfotaxime (4 pg/ml), ce milieu permet la sélection des coliformes résistants a
cet antibiotique.

= |solement : apres incubation de 24 h sur gélose lactosée au tergitol 7 additionnée de 4
ug/ml de céfotaxime, on a procédé a I'isolement des bactéries résistantes sur le méme milieu.
Les souches pures ont été conservées a 4°C sur gélose de conservation.

I1. Identification par Galerie API 205

L’identification des souches a été réalisée par le systtme des galeries APl 20F
(Biomérieux). Ce systéme permet I'identification des bacilles a Gram négatif appartenant a la
famille des Enterobacteriaceae. Il est composé de 20 microtubes contenant des milieux
déshydratés, ceux-ci sont inoculés, selon les recommandations du fournisseur, avec une
suspension bactérienne préparée dans 5 ml d’eau physiologique stérile a 0,9 %. Ces dernieres
sont incubées 24 h a 37°C. Les réactions produites pendant la période d’incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs.

La lecture de la galerie est réalisée en se référant au tableau de lecture fournit par le
fabriquant. Les résultats obtenus sont interprétés sous forme de code numérique dont la
comparaison a ceux référencés dans le catalogue analytique permet 1’identification de la
souche étudiée.

I11. Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques
1. 1. Antibiogramme « méthode de diffusion sur milieu gélosé »

L’antibiogramme est un test qui permet de mesurer la capacit¢ d’un antibiotique a
inhiber la croissance bactérienne in vitro. Parmi les méthodes utilisées, celle de la diffusion
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sur gélose est la plus courante (Courvalin et al., 1985 ; CA-SFM, 2010). Le principe de cette
méthode consiste a tester la sensibilité d’ une souche bactérienne en présence d’un gradient de
concentration d’antibiotique, obtenu par diffusion a partir de disques dans un milieu gélosé.

Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode de diffusion sur gélose, une suspension
bactérienne est préparée dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9 %, a partir d’une culture
de 24 h sur gélose non sélective. La densité de cette suspension est ajustée entre 0,08 et 0,10 a
625 nm, ce qui correspond & 10® cellules/ml. La suspension est ensuite diluée & 107 cellules/ml
et ensemencée par écouvillonnage sur une gélose Mueller Hinton de 4 mm d’épaisseur. Les
disques d’antibiotiques, indiqués dans le Tableau I, sont ensuite déposés sur la gélose
ensemencee, en les séparant d’un espace de 30 mm les uns des autres. Apres prédiffusion
pendant 15 min a température ambiante, les boites sont incubées pendant 24 ha 37°C.

La lecture de I’antibiogramme est réalisée en mesurant les diameétres des zones d’inhibition a
I’aide d’une regle précise. Les résultats sont interprétés selon les recommandations du Comité
de I'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2010). Trois
catégories de souches sont définies en fonction du diameétre des zones d’inhibition : Sensible
(S), Intermédiaire (1) et Résistant (R).

Les résultats de ’antibiogramme sont validés en utilisant une souche de référence sensible (E.
coli K12 BM21) aux antibiotiques.

Tableau I : Liste des disques d’antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme

Antibiotiques Abréviation Charge du disque

Céphalosporines de 2°™ Céfoxitine FOX 30 ug
Génération

) _ - Céfotaxime CTX 30 ug
Cejpr,\alorspormes de 3 Céftriaxone Cl 30 ug
Génération e i

Céftazidime CAZ 30 ug

Association Amoxicilline + acide AMC 20/10 pg
pénicilline/inhibiteur de p- clavulanique
lactamases
Aminosides Gentamicine GM 10 Ul (15 pg)
Quinolones Acide nalidixique Nal 30 ug
Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIP 5 ug

I11. 2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice « CM1 » des antibiotiques

La détermination de la concentration minimale inhibitrice des antibiotiques a été
réalisée par la méthode de dilution en milieu gélosé (CA-SFM, 2010). Pour cela, une
suspension bactérienne de 107 cellules /ml est préparée dans 5 ml du bouillon LB. Cette
derniére est ensuite ensemencée en spot de 2 pl sur gélose Mueller Hinton additionnée de
l’antibiotique a tester (gamme de concentrations croissante a raison géométrique 2). Apres
séchage des inoculums spotés, les boites sont incubées 24 h a 37°C. La CMI correspond a la
concentration la plus faible en antibiotique ou aucune croissance n’est observée. Un contrdle
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de qualité a été effectué en utilisant une souche de référence (E. coli K12 BM21) comme
téemoin sensible aux antibiotiques.

IV. Détection des p-lactamases a spectre élargi « BLSE »

La détection des BLSE a été effectuée par la méthode DDS « Double Disk Synergy »
(Jarlier et al., 1988 ; Vedel et al., 1994). Le principe de cette méthode consiste a déposer des
disques d’antibiotiques marqueurs de I’activitt BLSE sur une gélose Mueller Hinton
ensemencée par écouvillonnage d’une suspension bactérienne de 107 cellules/ml. Dans ce test,
I’acide clavulanique est utilisé comme inhibiteur des BLSE, son disque (utilisé sous forme
d’association avec I’amoxicilline : AMC) est placé a 30 mm de distance centre a centre des
disques contenant les antibiotiques indicateurs de Iactivit¢ BLSE : céphalosporines de 3°™°
génération (C3G) (céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone) et/ou I’aztréonam. Apres
prediffusion des antibiotiques pendant 15 min a température ambiante, les boites sont
incubées pendant 24 h a 37°C, la présence des BLSE est détectée par I’augmentation de la
zone d’inhibition autour des disques de C3G et/ou I'aztréonam en direction du disque d”’AMC
contenant I'acide clavulanique. L’augmentation de la zone d’inhibition est due & une synergie
entre I’acide clavulanique et les C3G et/ou I'aztréonam, cette synergie se traduit par des
images caractéristiques, en forme de bouchon de champagne, de batonnets, d’entonnoir, .. .etc.

V. Transfert des genes de résistance par conjugaison

Le support plasmidique de la résistance aux antibiotiques a été recherché par des essais
de transfert par conjugaison sur milieu solide (Bakour et al., 1983 ; Courvalin et al., 1985). La
conjugaison consiste en un transfert unidirectionnel du matériel génétique (plasmide) qui
s'effectue par I’intermédiaire d’un pont cytoplasmique entre une bactérie donatrice et une
bactérie réceptrice. Deux souches de E. coli K12 BM21 (E. coli K12 Nal® et E. coli K12
AzNaR) sont utilisées comme réceptrices, ces derniéres sont dépourvues de plasmides et
possedent un caractére de résistance chromosomique a I’acide nalidixique et a I’azide de
sodium, respectivement.

Afin de réaliser le transfert par conjugaison, des cultures de souches parentales (donatrice et
réceptrice) sont réalisees dans 5 ml de bouillon BHIB, a partir de colonies bactériennes de 18
a 24 hsur gélose Mueller Hinton. Apres incubation, pendant 24 h a 37°C, le contact entres les
souches parentales est réalisé en mélangeant 1 volume de la souche donatrice et 2 volumes de
la souche réceptrice ; 100 pl de la culture mixte obtenue sont alors ensemencés par spot sur
une gélose Mueller Hinton. Aprés une nuit de contact entre les souches parentales, la culture
mixte est raclée et mise en suspension dans I'eau physiologique stérile a 0,9 %. A partir de
cette suspension, un ensemencement en stries est effectué sur une gélose Mueller Hinton
additionnée de céfotaxime (4 pg/ml) et d’acide nalidixique (50 pg/ml) ou d’azide de sodium
(300 pg/ml), selon la souche réceptrice utilisée. Sur la méme gélose, les suspensions des
souches parentales sont aussi ensemencées en spot de 2 pl pour le contrdle. Apres incubation
de 24 h a 37°C, on procede a la sélection des souches réceptrices ayant acquis le caractére de
résistance au cefotaxime (clones transconjugants). Ces derniers, sont alors conservés a 4°C
sur gélose de conservation.

VI. Préparation de I’ADN pour la PCR

L’ADN utilisé comme matrice dans les réactions PCR a été obtenu par chauffage selon
le protocole de Feria et al. (2002). Le principe de cette technique consiste a préparer une
suspension bactérienne dans 100 ul d’eau distillée ultra-pure, a partir de quelques colonies
isolées d’une culture de 24 h sur gélose Mueller Hinton. La suspension est ensuite chauffée 10
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min & 95°C pour permettre la lyse cellulaire et la libération de ’ADN. Cette étape est suivie
d’une centrifugation de 2 min a 12000 rpm afin d’éliminer les débris cellulaires, le surnagent
obtenu est alors conservé a -20°C.

VII. Caractérisation des génes de p-lactamases

Deux types de génes codant pour les BLSE de type CTX-M et pour les
céphalosporinases de type AmpC ont été recherchés par PCR en utilisant des amorces
spéecifiques (Tableaux I1 et 111).

Pour les genes de BLSE, des amorces spécifiques de la famille CTX-M et du groupe CTX-M1
ont été utilisées. Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume final de 12.5 pl composé
du Master Mix 1 X (Proméga), de 0.5 pM des amorces sens et anti sens (Sigma) et de 2.5
d’ADN.

Pour les génes blaampc, 'amplification a été réalisee par PCR multiplex dont le principe
consiste a amplifier plusieurs segments d’ADN distincts en une seule réaction. 6 groupes de
genes blaampc ont été recherchés: MOX, CIT, DHA, ACC, EBC et FOX a I’aide de couples
d’amorces spécifiques (Eurofins MWG). La PCR multiplex a été réalisée dans un volume
final de 12.5 pl contenant le Master Mix 1 X (Proméga), 0.6 uM des amorces MO XF/MOXR,
CITF/CITR et DHAF/DHAR, 0.5 pM des amorces ACCF/ACCR et EBCF/EBCR, 0.4 uM
des amorces FOXF/FOXR et 2.5 ul d’ADN.

VIIL. Etude de ’environne ment génétique des génes blactx-m

Afin d’étudier I'environnement génétique des génes blactxv, la présence de séquences
de mobilisation de génes, dites ISEcpl, a été recherchée dans un premier temps par PCR en
ciblant le gene ISEcplB codant pour sa transposase. Dans un deuxiéme temps, I’association
genes blacrx-m/séquences ISEcpl a été recherchée en utilisant ’amorce CTX-MR, spécifique
du géne blactx-m et 'amorce PROMH+, spécifique de I’extrémité droite de la séquence ISEcpl.
Les deux réactions PCR sont réalisees dans un volume final de 12,5 pl composé du Master
Mix 1X (Proméga), de 0,5 uM de chacune des deux amorces (Sigma) et de 2,5 ul d’ADN.
Les séquences des couples d’amorces utilisés ainsi que les conditions de ces PCR sont
décrites dans les Tableaux Il et I11.

IX. Caractérisation des déterminants PMQR « plasmid-mediated quinolone resistance »
de résistance aux quinolones

Trois types de déterminants PMQR codent pour la résistance aux quinolones : gnr, aac
(6°)-1b-cr et gepA.

Pour les déterminants gnr, une PCR multiplex a été réalisée afin d’amplifier simultanément
les genes gnrA, gnrB et gnrS (Tableau I11) a 'aide d’amorces (Eurofins MW G) couvrant les
différents alleles de ces groupes (6 alleles gnrA, 19 alleles gnrB et 3 alleles gnrS) (Tableau I1).
L’amplification des deux autres déterminants (gepA et aac (6°)-1b) a été réalisée par PCR
simplex en utilisant des couples d’amorces spécifiques (Eurofins MWG) (Tableaux Il et I11).

Les réactions PCR sont réalisées dans un volume final de 12.5 pl (pour aac (6°)-1b et gepA)
ou 25 pl (gnr) composé du Master Mix 1X (Promega) et d’amorces sens et anti-sens (chacune
a 0.2 uM pour les PCR aac (6°)-1b et gepA ou 0,4 uM pour la PCR gnr).
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X. Typage moléculaire des souches par ERIC-PCR

Le typage moléculaire des souches a été réalisé par ERIC-PCR qui consiste a amplifier
des régions d’ADN intergéniques situées entre des séquences dites ERIC « Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus ». Ces séquences sont hautement conservées et répétées dans
le génome de la plupart des genres bactériens, leurs nombres et leurs positions sur le génome
sont généralement différents d’une souche a ’autre. L’amplification des régions intergénigques
situées entres ces ségquences, permet selon la fréquence et la position de ces derniéres sur le
génome, d’obtenir des fragments d’ADN de tailles et de nombres variables permettant de
différencier les souches.

La réaction ERIC-PCR est réalisée dans un volume final de 25 pl contenant le Master Mix 1X
(Proméga), 1 pM d’amorce ERIC (Sigma) et 5 ul d’ADN. La séquence ERIC et le
programme utilisé sont décrit dans le Tableau Il et I11.

Xl. Extraction de ’ADN plasmidique

L’ADN plasmidique a été extrait par lyse alcaline suivant le protocole décrit par Kado
et Liu (1981). Cette méthode, bien adaptée a I’extraction de grands plasmides, est basée sur la
dénaturation alcaline du chromosome bactérien qui précipite avec les protéines complexées
par le SDS, alors que I’ ADN plasmidique est renaturé et reste soluble.

L’extraction a été réalisée sur 3 ml de culture bactérienne d’une nuit dans du bouillon LB
supplémenté d’antibiotiques. Apres avoir séparé les cellules du milieu par une centrifugation
de 2 min a 12000 rpm, celles-ci sont remises en suspension dans 100 pl de TE (Tris 50 mM,
EDTA 10 mM). La suspension obtenue est alors fortement agitée puis additionnée de 200 pl
d’une solution de lyse extemporannément préparée (SDS 3 %, Tris 50 mM pH 12.6). Apreés
mélange par retournement du microtube une dizaine de fois, le lysat est chauffé au bain marie
25 min a 60°C. L’ADN plasmidique est séparé du reste des composants cellulaires apres
extraction au phénol-chloroforme (600 pl) et centrifugation pendant 20 min a 12000 rpm. La
phase aqueuse supérieure contenant ’ADN plasmidique est alors récupérée et conservée a -
20°C.

XIl. Electrophorése sur gel d’agarose

Les produits d’amplification ainsi que les extraits d’ADN plasmidique ont ét¢ soumis a
des électrophoreses sur gel d’agarose.

L’¢electrophorése des produits de PCR est réalisée sur gel d’agarose (cuve de 20 cm x 25 cm)
sous une tension de 60 volts pour les produits de I’ERIC-PCR et de 90 volts pour le reste des
produits. Le tampon de migration utilisé est le tampon TBE 0.5 X (Tris 45 mM, Borate 45
mM, EDTA 1mM). Les différents fragments d’ADN sont visualisés a I'aide du bromure
d’éthidium sous irradiation UV, celui-ci est incorporé dans le gel a une concentration de 0.5
pg/ml. La co-migration d’un ADN marqueur : 100 bp DNA Ladder ou 1 kb DNA Step Ladder
(Proméga) permet d’estimer la taille des bandes obtenues (Fig. 1 en annexe).

Pour les extraits d’ADN plasmidique, I'électrophorése est réalisée durant 1h.30 & 2h sur gel
d’agarose (cuve de 10 cm x 8 cm) a 0,7% sous une tension de 50 volts dans du tampon TBE
0.5 X (Tris 45 mM, Borate 45 mM, EDTA 1 mM). L’ADN plasmidique est visualisé sous
irradiation UV, aprés immersion du gel dans une solution de bromure d’éthidium a 1pg/ml
pendant 45 min. La taille des plasmides est déterminée grace a des plasmides de tailles
connues : RP4 (54 kb), pBR322 (4,4 kb) et piP113 (128 kb).
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Tableau Il : Couples d’amorces utilisées pour I’amplification des différents génes par PCR

Cible Taille (pb) Couples d’amorces et séquences (5°— 3°) Reférences
blacoom 550  CTX-MFE : ACCGCGATATCGTTGGT Bonnet et al. (2001)
CTX-MR : CGCTTTGCGATGTGCAG
blac o 863 CTX-M1F: GGTTAAAAAATCACTGCGIC Jiang et al. (2005)
CTX-MIR : TTGGTGACGATTTTAGCCGC
MOX 520  MOXF : GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT Pérez-Pérez et
MOXR : CACATTGACATAGGTGTGGTGC Harson (2002)
CIT 462 CITF : TGGCCAGAAC TGACAGGCAAA Pérez-Pérez et
CITR : TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC Hanson (2002)
DHA 405  DHAF : AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT Pérez-Pérez et
3 DHAR : CCGTACGCATACTGGCTTTGC Hanson (2002)
g Acc 346 ACCE : AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA Pérez-Pérez et
ACCR : TTCGCCGCAATCATCCCTAGC Hanson (2002)
EBC 302 EBCF: TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG Pérez-Pérez et
EBCR : CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT Hanson (2002)
FOX 190 FOXF : AACATGGGGTATCAGGGAGATG PérezPérez et
FOXR : CAAAGCGCGTAACCGGATTGG Hanson (2002)
ISEcpl 527 ISECpLF : GCAGGTCTTTTTCTGCTCC Poirel et al. (2003)
ISEcpIR : TTTCCGCAGCACCGTTTGC
blacoa/ 1100 PROM, : TGCTCTGTGGATAACTTGC Poirel et al. (2003),
ISEcpl CTX-MR : CGCTTTGCGATGTGCAG Bonnet etal. (2001)
ERIC 7 ERIC : AAGTAAGTGACTGGGGTGACGC Decré et al. (2004)
A 580 QnrAF : AGAGGATTTCTCACGCCAGG Cattoir et al. (2007a)
GNrAR : TGCCAGGCACAGATCTTGAC
B 264 qnrBF : GGMATHGAAATTCGCCACTG Cattoir et al. (2007)
5 gnrBR : TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA"
S 428 gnrSF : GCAAGTTCATTGAACAGGGT Cattoir et al. (2007a)
gnrSR : TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
gepA 199 gepAF : GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG Yamane et al. (2008)
GepAR : CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
aac (6)-1b 482 aac(6’)F : TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA  Park etal. (2006)

aac(6”)R : CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

**M=AouC,H=AouCouT,Y=CouT
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Tableau 111 : Conditions des réactions PCR selon le type de gene amplifié
Température/durée

Cycles blacTx.m blacTx.mi blaampc ISEcpl blactx.w/ISEcpl  ERIC-PCR qnr (A B, S) gepA aac (6°)-1b
Dénaturation initiale ~ 94°C/5min ~ 94°C/5min  94°C/3 min 94°C/5 min 94°C/5 min 95°C/3min  95°C/10 min  96°C/1 min  94°C/10 min
Dénaturation 94°C/30sec  94°C/30sec  94°C/30sec  94°C/30 sec 94°C/45 sec 92°C/30sec  95°C/Imin  96°C/1min  94°C/45 sec
Hybridation 60°C/30sec  55°C/40sec  64°C/30sec  58°C/30 sec 56°C/30 sec 52°C/1min  54°C/1min  60°C/1 min  55°C/45 sec
Elongation 72°C/30sec  72°C/1min  72°C/1min  72°C/30 sec 72°C/2 min 65°C/8 min  72°C/lmin  72°C/1min  72°C/45 sec
Elongation finale 72°C/10 min  72°C/7 min ~ 72°C/7 min ~ 72°C/10 min 72°C/10 min 65°C/16 min  72°C/10 min  72°C/5min  72°C/10 min
Nombre de cycles 30 30 25 30 35 40 35 30 34
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Résultats

Cette étude a été réalisée sur une collection de 109 souches d’entérobactéries résistantes
au céfotaxime isolées des effluents de I’hdpital Zmirli (Alger). La technique de concentration
utilisée a été la filtration sur membrane et le milieu de sélection et d’isolement de ces
bactéries a été la gélose lactosée au tergitol 7 additionnée de céfotaxime a 4 pg/ml. Cette
concentration correspond au double de la plus basse concentration critique selon le CA-SFM
(CA-SFM, 2010). Une souche dont la croissance est inhibée a cette concentration est
considérée comme sensible & cet antibiotique.

L’objectif de notre travail a été la détection et la caractérisation de la résistance aux
antibiotigues dans les effluents hospitaliers. Nous nous sommes intéressés tout
particulierement aux B-lactamines, en particulier les molécules a large spectre couramment
utilisées en milieu hospitalier.

I. Identification biochimique des souches bactériennes

L’identification biochimique des 109 souches par galerie API 205 nous a permis de
mettre en évidence 7 especes d’entérobactéries : Klebsiella pneumoniae (n=71), Citrobacter
freundii (n=13), Klebsiella oxytoca (n=8), Enterobacter sakazakii (n=8), Escherichia coli
(n=7), Enterobacter cloacae (n=1) et Citrobacter braakii (n=1). L’ensemble des résultats de
I’identification est présenté dans le Tableau | enannexe.

Il. Sensibilité des bactéries aux antibiotiques

L’étude de Ila sensibilité des 109 souches aux antibiotiques a eté realisée par
antibiogramme « méthode de diffusion sur gélose ». Au total, 7 antibiotiques ont été testés.
Parmi ces derniers, 4 sont des molécules B-lactames: céphalosporines de deuxiéme
genération (C2G) représentées par la céfoxitine, céphalosporines de troisieme génération
(C3G) dont le céfotaxime, le ceftriaxone et la ceftazidime ; le reste sont des molécules non -
lactames représentées par les aminosides (gentamicine) et les quinolones/fluorogquinolones
(acide nalidixique et ciprofloxacine).

Les résultats de I’antibiogramme sont présentés dans le Tableau Il en annexe et sont
récapitulés dans le Tableau IV. lls montrent que toutes les souches ont présenté une résistance
¢levée (zone d’inhibition faible ou absente) vis-a-vis des céphalosporines de troisieme
génération, notamment le céfotaxime et le ceftriaxone avec des taux de résistance tres élevées
de 100 % et 97.2 % respectivement. Le taux de résistance a la ceftazidime a été plus faible,
58.7 % des souches ont été résistantes et 22 % ont présenté une résistance intermediaire a
cette molécule. Contrairement aux C3G, la céfoxitine s’est avérée plus active sur nos souches,
elle a exercé une action inhibitrice sur 76 souches (69.7 %) dont la majorité appartiennent au
genre Klebsiella. Pour le reste des souches (n=33), 31 ont montré une zone d’inhibition avec
un diametre < 18 mm ; parmi ces derniéres, une résistance a haut (aucune zone d’inhibition)
ou a bas niveau (faible zone d’inhibition) a été observée chez toutes les souches des genres
Citrobacter et Enterobacter et chez quatre souches de K. pneumoniae (S18 et S410, S63 et
S107) (Fig. 11a). Le reste des souches ont été résistantes intermédiaires : K. pneumoniae S79
et E.coli (S41T, S72 et S80).

Concernant les antibiotiques non B-lactames (Tableau IV, Fig. 11b), des taux de résistance
élevés ont été observés avec la gentamicine (84.4%) et la ciprofloxacine (85.3%). Au
contraire, ’acide nalidixique a montré une bonne activité sur nos souches, seules 28.2 % ont
été résistantes a cette molécule.
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Tableau 1V : Profils de sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques

Antibiotiques Charge Diamétres Phénotypeb
critiques® (mm)
S R R | S

Céfoxitine 30 pg >22 <15 27 (24.8) 6 (5.5) 76 (69.7)

Céfotaxime 30 wg >26 <23 109 (100) 0 (0) 0 (0)
Ceftriaxone 30 pg > 26 <23 104/107 (97.2)  3/107 (2.8) 0/107(0)
Ceftazidime 30 pg >21 <19 64 (58.7) 24(22) 21(19.3)
Gentamicine 10Ul (15 ug) =18 <16 92 (84.4) 0 (0) 17 (15.6)
Acide nalidixique 30 pg >20 <15 24/85 (28.2)  53/85(62.3)  8/85 (9.4)
Ciprofloxacine 5 ug >25 <22 93 (85.3) 6 (5.5) 10 (9.2)

S : Sensible, R : Résistant, | : Intermédiaire ; ® : diamétres critiques déterminés selon les recommandations du CA-
SFM (2010) : ° : nombre de souches (%).

Fig. 11 : Sensibilité vis-a-vis des antibiotiques B-lactames (a) et non B-lactames (b) chez
une souche de C. freundii (§101), (méthode de diffusion en milieu gélosé)

CTX: céfotaxime, CAZ: ceftazidime, CI: ceftriaxone, FOX: céfoxitine, AMC :
amoxicilline/acide clavulanique, GM : gentamicine, Nal: acide nalidixique, CIP:
ciprofloxacine
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I11. Production de p-lactamases a spectre élargi « BLSE »

La détection des BLSE par le test DDS « Double Disk Synergy » a été positive chez 93
souches (85.3 %) (Tableau Il en annexe). Différentes images de synergie, en forme de
batonnet, de bouchon de champagne ou d’entonnoir, suggérant la production de BLSE, ont été
observées avec au moins une C3G (Fig. 12). Le taux de souches BLSE+ a été élevé chez le
genre Klebsiella (68/71, 95.8 % chez K. pneumoniae et 100 % chez K. oxytoca), chez E. coli
(100 %) et chez E. sakazakii (7/8, 87.5 %) ; cependant, seules 3/13 souches de C. freundii ont
été positives au test DDS. Les 16 souches négatives pour ce test ont été K. pneumoniae (S18,
S63 et S107), E. sakazakii S22, E. cloacae S108, C. braakii S106 et C. freundii (529, S30,
S36, S57, S71, S96, S99, S101, S104 et S105).

IV. Transfert des genes de resistance

Le transfert des génes de résistance a été réalisé par conjugaison sur gélose Mueller
Hinton additionnée de céfotaxime (4 pg/ml) et d’acide nalidixique (50 pg/ml) ou d’azide de
sodium (300 pg/ml), selon la souche réceptrice utilisée. Parmi les 109 souches testées, 15 ont
transféré la résistance au céfotaxime a E. coli K12 BM21 ; ces souches appartiennent aux
espéces C. freundii (toutes exceptée S96), K. oxytoca (S6 et S9) et K. pneumoniae (S79)
(Tableau IV en annexe). Au total, 21 clones transconjugants (1 a 3 par souche) ont été
sélectionnés et retenus pour les études ultérieures.

Les résultats de I’antibiogramme sur 1’ensemble des clones transconjugants sont récapitulés
dans le Tableau V. Ils ont montré le transfert de la résistance au céfotaxime et au ceftriaxone
chez tous les clones transconjugants. Concernant la ceftazidime, la résistance a été aussi
transferable mais la plupart des clones transconjugants ont présenté un profil de résistance
intermédiaire ou sensible avec une zone d’inhibition de diamétre inferieur a celui de la souche
réceptrice. La résistance a haut niveau a la céfoxitine a été transférable chez 4/12 souches de
C. freundii : S57 (clone TC3), S71, S99 et S105 qui ont aussi acquis une résistance a haut
niveau a la ceftazidime ; la résistance intermédiaire de la souche de K. pneumoniae S79 a la
céfoxitine n’a pas été transférée. Concernant les antibiotiques non B-lactames, la résistance a
la gentamicine a été acquise par tous les clones transconjugants, a I’exception de TC3 S57 et
TC1 S99 ; pour la ciprofloxacine, la résistance n’a pas été transférable (Fig. 13).

Les résultats du test de synergie (Tableau VI) ont été positifs chez tous les clones

transconjugants issus des 6 souches positives pour ce test (K. pneumoniae : S79, K. oxytoca :

S6 et S9, C. freundii : S20, S89 et S132). Nous avons aussi noté la présence d’une image de
synergie chez les clones transconjugants de 6 sur les 9 souches DDS- (C. freundii S29, S30,
S36, S57 (clones TC2 et TC4), S101 et S104) (Fig. 13).

V. Caractérisation des génes de B-lactamases

Afin de caractériser les génes de résistance aux B-lactamines, nous avons recherché par
PCR ceux codant les B-lactamases a spectre élargi de type CTX-M et les céphalosporinases
AmpC des groupes MOX, CIT, DHA, ACC, EBC et FOX. Les résultats sont récapitulés dans
le Tableau V enannexe.
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Fig. 12 : Production de B- lactamases a spectre élargi (test DDS)

(a) : image de synergie en forme de bouchon de champagne avec CAZ et CI et en forme de
batonnet avec CTX

(b) : image de synergie en forme d’entonnoir avec CTX

CTX : cefotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, AMC : amoxicilline/acide
clavulanique
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Tableau V : Résultats de ’antibiogramme des souches donatrices et leurs clones transconjugants

Antibiotiques™

Souches CTX CAZ Cl FOX GM Nal CIP
>26S <23R >21S <19R >26S <23R >22S <15R >18S <16R =>20S <15R =258 <22R
S79 OR 16 R 10R 171 OR OR OR
TC1S79 12R 23S 16 R 30S 9R OR 36 S
S6 20R 24 S 18R 28 S OR / 26 S
TC1 S6 18R 28 S 16 R 24 S 13R OR 25S
S9 16 R 23S 14 R 26 S 7R / 27S
TC1S9 19R 30S 15R 211 15R OR 25S
TC2 S9 17R 29S 19R 27S 12R OR 26 S
TC3 S9 18R 30S 18R 30S 12R OR 35S
S20 7R OR 11R 10R OR / 12R
TC3 S20 18 R 32S 20R 23S 15R OR 30S
TC4 S20 20R 33S 20R 28 S 12R OR 33S
S29 OR OR 7R OR OR / OR
TC1S29 8R 201 12R 27 S OR OR 27 S
S30 OR OR 8R OR OR / 7R
TC3 S30 10R 18R 12R 26 S OR OR 35S
S36 OR OR 9R OR OR / OR
TC3 S36 10R 30S 12R 30S OR OR 30S

CTX : cefotaxime, CAZ : ceftazidime, ClI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, GM : gentamicine, Nal : acide nalidixique, CIP : ciprofloxacine, * :
diamétres critiques d’inhibition en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010), R : Résistant, S : Sensible, | : Intermédiaire, / : non réalisé
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Tableau V : Résultats de I’antibiogramme des souches donatrices et leurs clones transconjugants (suite)

Antibiotiques™

Souches CTX CAZ Cl FOX GM Nal CIP
>26S <23R >21S <19R >26S <23R >22S <15R >18S <16R >20S <15R =>25S <22R
S57 OR 8R 8R OR OR OR 8R
TC2 S57 9R 201 13R 27S OR OR 32S
TC3 S57 13R 9R 15R 10R 33S OR 28 S
TC4 S57 10R 201 12R 30S OR OR 30S
S71 8R OR 14 R OR 10R OR 15R
TC1S71 12R 9R 14 R 8R 15R OR 32S
S89 10R 22S 12R 7R OR OR 231
TC1 S89 20R 30S 21R 29 S OR OR 34S
S99 11R 10R 16 R 8R 14 R OR 7R
TC1 S99 10R 9R 15R 9R 31S OR 25S
TC2 S99 13R 11 R 13R 10R 13R OR 27S
S101 OR 7R 8R OR OR OR OR
TC3S101 7R 17R 11 R 27S OR OR 30S
S104 1I5R 28 S 17R 11 R OR OR 16 R
TC1 S104 18R 30S 21R 28 S OR OR 34S
S105 OR 9R 8R OR OR OR OR
TC1 S105 OR OR 9R 8R OR OR 30S
S132 10R 15R 13R 14 R OR OR 22 1
TC1 S132 19R 28 S 17R 28 S OR OR 33S

CTX: céfotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, GM : gentamicine, Nal : acide nalidixique, CIP : ciprofloxacine,
* . diamétres critiques d’inhibition en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010), R : Reésistant, S : Sensible, | : Intermédiaire, / : non réalisé




Résultats

Tableau VI : Résultats du test de synergie chez les souches donatrices et leurs clones
transconjugants

Souches CTX CAZ Cl Test DDS
S79 - + - +
TC1S79 + + + +
S6 + + + +
TC1 S6 + - + +
S9 + - + +
TC1S9 + - + +
TC2 S9 + + + +
TC3 S9 + - + +
S20 - - n n
TC3S20 + - + +
TC4 S20 + + + +
S29 - - - -
TC1S29 + + + +
S30 - - - -
TC3S30 + + + +
S36 - - - -
TC3 S36 + + + +
S57 - - - -
TC2 S57 - + - +
TC3 S57 - - - -
TC4 S57 + + - +
S71 - - - -
TC1S71 - - - -
S89 - + - +
TC1S89 + + + +

CTX : cefotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, DDS : Double Disk Synergy, + : présence
d’une image de synergie suggérant la production de BLSE, -: absence d’image de synergie
suggérant la non production de BLSE
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Tableau VI : Résultats du test de synergie chez les souches donatrices et leurs clones
transconjugants (suite)

Souches CTX CAZ Cl Test DDS

S99 - - - -
TC1 S99 - - - -
TC2 S99 - - - -

S101 - - - -
TC3 5101 + + + +

5104 - - - -
TC1 S104 + + + +

S105 - - - -
TC1 S105 - - - -

S132 - - + +
TC1 S132 + + + +

CTX: céfotaxime, CAZ: ceftazidime, CI : ceftriaxone, DDS : Double Disk Synergy, +:
présence d’une image de synergie suggérant la production de BLSE, - : absence d’image de
synergie suggérant la non production de BLSE
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S30 TC3 S30

S105 TC1 S105

Fig. 13 : Sensibilité vis-a-vis des antibiotiques B-lactames (a,b) et non B-lactames (c,d)
(méthode de diffusion en milieu gélosé) de deux souches de C. freundii et leurs clones
transconjugants

(aet b) : transfert de la résistance aux C3G (CTX, CAZ et CI) mais pas celle a la céfoxitine
(cet d) : transfert de la résistance a la gentamicine mais pas celle a la ciprofloxacine

Présence d’une image de synergie caractéristique de I'activité BLSE chez le clone TC3 S30 mais pas
chez la souche parentale S30 (Faux négatif au test DDS)

CTX : céfotaxime, CAZ : ceftazidime, ClI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, AMC : amoxicilline/acide
clavulanique, Nal : acide nalidixique, GM : gentamicine, CIP : ciprofloxacine
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V. 1. Génes de p-lactamases aspectre élargi

La recherche des génes blacrx-m a concerné d’abord les 109 souches. Les résultats de la
PCR ont éte positifs chez 97 souches (88 parmi les 93 DDS+ et 9 parmi les 16 DDS-). Les
souches DDS+CTX-M- sont celles de K. pneumoniae (S13) et de K. oxytoca (S51, S84, S86,
S111) et les souches DDS-CTX-M+ sont celles de C. freundii ( S29, S30, S36, S57, S96,
S101, S104 et S105) et E. sakazakii S22 (Fig. 14). L’utilisation d’amorces spécifiques de
groupes a montré ’appartenance des génes blactx-m des 97 souches au groupe CTX-M1 (Fig.
15). La recherche des genes blactx-m (groupe CTX-M1) a ensuite concerné tous les clones
transconjugants (18 clones) des 13 souches CTX-M+. Les résultats ont montré 1’acquisition
de ce géne par les 18 clones (Tableau VI enannexe).

V. 2. Génes de céphalosporinases AmpC

La recherche des genes de céphalosporinases AmpC a été effectuée par PCR multiplex
en utilisant des amorces spécifiques des 6 groupes de genes blaampc : MOX, CIT, DHA, ACC,
EBC et FOX. Cette recherche a concerné toutes les souches ayant montré une zone
d’inhibition d’un diamétre < 18 mm pour la céfoxitine (labadene et al., 2009). Ces souches au
nombre de 31 (16 souches DDS- et 15 souches DDS+) appartiennent aux especes K.
pneumoniae (5 souches), C. freundii (13 souches), C. braakii (1 souche), E. sakazakii (8
souches), E. cloacae (1 souche) et E. coli (3 souches). Les résultats ont montré la présence des
génes blaampc chez 18 souches, ceux-cisont du groupe CIT chez 16 souches (12 C. freundii, 1
C. braakii, 3 K. pneumoniae), du groupe EBC chez la souche de E. cloacae et des groupes
CIT et FOX chez la souche C. freundii S132. Les souches AmpC- appartiennent aux
espéces E. sakazakii (8 souches), E. coli (3 souches) et K. pneumoniae (2 souches) (Tableau V
enannexe, Fig. 16).

La recherche des génes blaampc a aussi concerné tous les clones transconjugants (16 clones)
issus de souches AmpC+ (12 souches de C. freundii). Les résultats ont montré que les genes
du groupe CIT sont transferables chez 4 souches (S57, S71, S99, S105), tandis que les génes
des groupes EBC et FOX ne sont pas transférables (Tableau VI enannexe, Fig. 17).

VI. Association des génes blactx-m avec la sequence ISEcpl

La séquence ISEcpl a été recherchée chez toutes les souches par PCR en ciblant le gene
ISEcp1B codant pour sa transposase. Les résultats ont montré la présence de cette séquence
chez 78 souches toutes CTX-M+ : K. pneumoniae (n=48), K. oxytoca (n=4), C. freundii
(n=11), E. sakazakii (n=8) et E. coli (n=7). La PCR a été négative pour le reste des souches
CTX-M+ (19 souches) et chez toutes les souches CTX-M- (12 souches) (Tableau V en
annexe, Fig. 18).

L’association géne blacrx-m/séquence ISEcpl a été recherchée chez toutes les souches CTX-
M+, en utilisant deux amorces, I'une est spécifique des génes blacrx-m et 'autre est spécifique
de T'extrémité droite de la séquence ISEcpl. Cette association a été retrouvée chez toutes les
souches y compris celles qui ont été négatives pour la PCR ciblant la séquence ISEcpl. Deux
produits d’amplification de tailles différentes ont été obtenus, un de 1000 pb chez 81 souches
dont 64 K. pneumoniae, 2 K. oxytoca, 8 E. sakazakii et 7 E. coli et un de 1100 pb chez 16
souches dont 11 C. freundii, 3 K. pneumoniae et 2 K. oxytoca (Tableau V enannexe, Fig. 19).
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550 pb —,

863 pb—

1 2 3 45 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Fig. 14 : Détection par PCR des genes de la famille blactx-m

1-7,9-12 et 14-17 : souches CTX-M+.
8 et 13 : souches CTX-M- (S18 et S63 respectivement).
18:T%,19: T, 20 : 100 bp DNA Ladder.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20

Fig. 15 : Détection par PCR des genes du groupe CTX-M1

1-17 : souches CTX-M1+.
18:T7,19 : T, 20 : 100 bp DNA Ladder.
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462 pb —

312 pb—s

462 pb

9 10 11 12 13 14 15 16 17

Fig. 16 : Detection des genes blaampc par PCR multiplex

1,2,6 et 7 :souches CIT+ (S106, S107, S20, S29)

3 :souche EBC+ (S108)

5 :souche CIT+, FOX+ (S132)

4,8, 9 et 10 : souches AmpC- (S22, S24, S147, S26)
11-15 : T"(MOX, CIT, AAC, EBC, FOX)

16 : T", 17 : 100 bp DNA Ladder

Fig. 17 : Detection des genes blaampc du groupe CIT chez les clones transconjugants

1-4 : souche S57 et ses clones transconjugants (TC2 S57, TC3 S57 et TC4 S57)
5-7 : souche S71 et ses clones transconjugants (TC1 S71 et TC2 S71)
8-10 : souche S99 et ses clones transconjugants (TC1 S99 et TC2 S99)

11:7T,12 : 100 bp DNA Ladder
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7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

527 pb—

Fig. 18 : Détection par PCR de la séquence ISEcpl

2-4,6,9-12, 14, 16-17 : souches ISEcpl+
1,5, 7-8, 13, 15 : souches ISEcpl- (S81, S97, S113, S116, S121 et S123, respectivement)
18:T",19 : T, 20 : 100 bp DNA Ladder

8 9 10 11 12 13 14 15 16

1100 pb—s
1000 pb

Fig. 19 : Détection par PCR de I’association gene blactx-m/séquence ISEcpl

1-13 : souches positives pour I’association géne blacrx.wm/Séquence ISEcplavec un produit
d’amplification de 1000 pb

14 : souche positive pour I’association géne blacrx.m/Séquence ISEcpl avec un produit
d’amplification de 1100 pb (S6)

15:T", 16 : 100 pb DNA Ladder.
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VII. Typage moléculaire des souches par ERIC-PCR

Le typage moléculaire des souches a été réalisé par ERIC-PCR. Les résultats ont montrée
une similarité de profils chez la plupart des souches appartenant a la méme espece (Tableau
VIl enannexe).

= Chez K. pneumoniae (71 souches), 5 profils ERIC ont été obtenus : K1 (n=1), K2 (n=64),
K3 (n=2), K4 (n=3) et K5 (n=1) (Fig. 20).

= Chez K. oxytoca (8 souches), les profils ERIC ont été au nombre de trois : O1 (n=2), 02
(n=4) et 03 (n=2) (Fig. 21).

= Pour C. freundii (13 souches), 4 profils différents ont été obtenus : C1 (n=1), C2 (n=9), C3
(n=2) et C4 (n=1) (Fig. 22).

= Lessouches appartenant aux especes E. sakazakii (8 souches) et E. coli (7 souches) ont été
toutes du méme profil, S1 et E1 respectivement (Fig. 23 et 21).

Sur les 109 souches étudiées, 22 profils genétiques différents ont été obtenus (Tableau VIl en
annexe). Pour la suite de notre travail, nous avons retenu une souche par profil : K.
pneumoniae (n=7), C. freundii (n=8), K. oxytoca (n=3), E. cloacae (n=1), E. coli (n=1), C.
braakii (n=1) et E. sakazakii (n=1) (Tableau VII). La suite de 1’étude sur les 22 souches
retenues a porté surla détermination de la CMI des molécules B-lactames (céfoxitine,
cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime et imipénéme) et non B-lactames (gentamicine et
ciprofloxacine), la recherche des déterminants de résistance plasmidiques aux quinolones et
I’analyse des plasmides porteurs de la résistance aux antibiotiques.

VIII. Concentration minimale inhibitrice « CMI » des antibiotiques

La CMI de 7 antibiotiques (molécules B-lactames et non B-lactames) a été determinée
chez les 22 souches par la méthode de dilution en milieu gélosé, les résultats présentés dans le
Tableau VIII ont montré que :

= pour les C2G (céfoxitine), les souches de C. freundii (CMI de 64 a 512 pg/ml), C. braakii
(CMI de 128 pg/ml), E. sakazakii (CMI de 512 pg/ml) et E. cloacae (CMI de 1024 pg/mil)
étaient résistantes a la céfoxitine avec des valeurs de CMI élevées, contrairement aux souches
de Klebsiella et de E. coli qui ont été résistantes intermédiaires (n=4 : CMI de 16 a 32 pg/ml)
ou sensibles (n=7 : CMI < 8 pg/ml) a I'action de cet antibiotique. Les souches qui ont été
résistantes intermédiaires sont : K. pneumoniae S18, S410 et S79 et E. coli S72.

= pour les C3G, toutes les souches étaient résistantes au céfotaxime et au ceftriaxone avec
des CMI allant de 16 a plus de 1024 pg/ml. Pour la ceftazidime, les souches étaient aussi
résistantes avec des CMI variant de 16 a 512 pug/ml a ’exception de celles de K. oxytoca qui
étaient entre résistants intermédiaires (S51 et S94 : CMI de 8 pg/ml) et sensibles (S9 : CMI <
4 pg/ml).

= pour l’imipénéme, toutes les souches ont ét¢ sensibles avec des CMIde < 0.5 a 2 pg/ml.

» pour les molécules non f-lactames, la plupart des souches (16/22) étaient résistantes a la
gentamicine avec des CMI allant de 16 a plus de 1024 pg/ml, les 6 souches restantes ont été
toutes sensibles avec des CMI < 1pg/ml (S13 et S18 de K. pneumoniae, K. oxytoca S51, C.
braakii S106, E. cloacae S108 et E. coli S72). Pour la ciprofloxacine, toutes les souches ont
été résistantes avec des CMI variant de 2 a 128 pg/ml a I'exception de 3 souches de K.
pneumoniae (S13, S18 et S50), 2 souches de K. oxytoca (S9 et S51) qui ont été sensibles
(CMI allant de <0.125 a 0.5 pg/ml) et une souche de C. freundii (S132) qui a été résistante
intermédiaire (CMI de 1 pg/ml).

ER
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Fig. 20 : Profils ERIC des souches de K. pneumoniae.

1: 1 kb DNA Step Ladder, 2: 100 bp DNA Ladder, 3: S18, 4: S410, 5: S46, 6: S50, 7:
S79, 8: S1, 9: S14, 10: S40, 11: S119, 12: S10, 13: S47, 14: S113, 15: S143, 16: S48,
17:S82, 18: S124, 19: S76, 20: S73, 21: S122,22: S133,23: T..

01 02 03 E1

345 6 7 879 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 2

Fig. 21 : Profils ERIC des souches de K. oxytoca (3-10) et E. coli
(11-17).

1: 1 kb DNA Step Ladder, 2: 100 bp DNA Ladder, 3: S6, 4: S9, 5: S51,
6: S84, 7: S86, 8: S111, 9: S94, 10: S114, 11: S41T, 12: S72, 13: S80,
14: S53, 15: S59, 16: S100,17:S112,18: T .
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Fig. 22 : Profils ERIC des souches de C. freundii (2-14) et E.
cloacae (15)

1: 1 Kb DNA Step Ladder, 2: S20, 3: S29, 4: S30, 5: S36, 6: S101, 7:
S104, 8: S89, 9: S57, 10: S105, 11: S71, 12: S99, 13: S96, 14: S132, 15:

S108

Fig. 23 : Profils ERIC des souches de E. sakazakii

1: 1Kb DNA Step Ladder, 2 : 100 pb DNA Ladder, 3: S22, 4: S24, 5:
S26, 6: S32, 7: S33, 8: 534, 9: S68

B
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Tableau VII : Profils génétiques des 22 souches retenues

Espece Souches Profil ERIC Profil génétique
K. pneumoniae (n=7) S1 K2 blactxm', ISEcpl
S13 K5 BLSE+
S18 K4 citt
$410 K3 blacTx-m™'
S46 K2 blactxm™
S50 K1 blacTxm™"
S79 K3 blacrxm"
K. oxytoca (n=3) S9 01 blactx.m', ISEcpl
S51 02 OXY
S94 03 blactxm™, ISEcpl
C. freundii (n=8) S20 c1 blactx.m', CITY, ISEcpl
S29 C2 blactx.m', CITY', ISEcpl
S57 C2 blactx.m', CIT', ISEcpl
S71 c4 cIT!
S89 C3 blactx.m', CITY', ISEcpl
S96 c2 blactx.m™', CITV, ISEcpl
S99 c2 cIT!
S132 C3 blactx.m', CITN', FOX™' | ISEcpl
C. braakii (n=1) S106 CB1 cim™
E. sakazakii (n=1) S22 S1 blactxm ", ISEcpl
E. cloacae (n=1) S108 EC1 EBC
E. coli (n=1) S72 El blactxwm ', ISEcpl

NT: géne de résistance non transférable, T : géne de résistance transférable.
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Tableau VIII : Concentration minimale inhibitrice des antibiotiques chez les 22 souches

Antibiotiques*

Espece Souche FOX CTX Cl CAZ GM IMP CIP
<8 >32R <IS >2R <IS >2R <48 >8R <28 >4R <28 >8R <0.58 >IR

S18 321 32R 2R 128R <1S 1S <0125S
% S410 321 256R  512R 64 R 25%6R  <05S 64 R
§ = S79 321 512R  1024R  64R 512R  <05S 64 R
§ s1 <8S 512R  1024R  64R 64 R 1s 4R
§_ L 513 <8S 16 R 2R 16 R <18S 1S  <0125S
X 2 S46 <885 512R  1024R  128R 64 R 1S 4R
S50 <88S 512R  1024R  32R 128 R 1S <0125S
K. oxytoca ) <8S 64 R 256R <45 64 R 1S 0255
(FOX®) S51 <8S 16 R 16 R 81 <1$ 1S 05S
S94 <88S 512R  1024R 81 25%6R  <05S 32R
S20 128 R 256R  5I2R 64 R 64 R 2S 16R
S29 256R  1024R  1024R  256R  >1024R  2S 2R
C. freundii S57 256 R 512R  1024R  256R  >1024R 2SS 32R
FOX®) s71 512 R 18R 128R  256R 64 R 2S 4R
89 18R 1024R  1024R  64R  >1024R 1S 4R
S96 256R  >1024R >1024R 512R  >1024R 1S 16 R
S99 256 R 64 R 64 R 128R 128R <058 16 R
S132 64 R 256R  1024R  64R  >1024R  2S 11
C.braakii FOX?)  S106  128R 28R 128R 25 R <1S 1S 2R
E. sakazakii (FOXY) S22 512 R 256R 256 R 64 R 16R 25 2R
E. cloacae (FOXF)  S108  1024R 32R 32R 16R <1S 1S 2R
E. coli (FOXT) S72 161 512R  1024R _ 32R <1S <055  128R
E. coli K12 BM21 <8S <1S <1S <45 <1S <055 <0125S

FOX: cefoxitine, CTX : céfotaxime, CI : ceftriaxone, CAZ : ceftazidime, GM : gentamicine, IMP : imipéneme,
CIP : ciprofloxacine, * : concentrations critiques déterminées selon le CA-SFM (2010), R : Résistant, S : Sensible, I :
Intermédiaire, FOX": diamétre de la zone d’inhibition de FOX<18 mm, FOX®: diamétre de la zone d’inhibition de
FOX >18 mm
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Les résultats de la détermination de la CMI chez les clones transconjugants (Tableau 1X) a
montré que :

= pour les C3G, le transfert de la résistance au céfotaxime et au ceftriaxone a été positif ;
pour la ceftazidime, la résistance a été transférable chez 5 sur les 8 souches résistantes (K.
pneumoniae S79 et C. freundii S29, S57, S71 et S99).

= pour la céfoxitine, la résistance n’a été¢ transférable que chez les souches S57 (clone TC3),
S71 et S99 de C. freundii.

» pour les antibiotiques non B-lactames, la résistance a la gentamicine a été acquise par tous
les clones transconjugants a I’exception de TC3 S57 et TC1 S99. Concernant la
ciprofloxacine, tous les clones ont été sensibles ; cependant, les CMI de certains clones ont été
plus élevées (0.5 pg/ml : clones transconjugants des souches S79, S9 (TC1 et TC2), S29, S57
et S99) que la CMI de la souche réceptrice E. coli K12 BM21 (< 0. 125 pg/ml).

IX. Déterminants PMQR « plasmid-mediated quinolone resistance » de résistance aux
quinolones

Pour les déterminants gnr, les résultats ont été positifs chez 15 souches, avec la présence
des genes qnrB chez 12 souches (7 C. freundii, 2 K. pneumoniae, 2 K. oxytoca, 1 E.
sakazakii), qnrS chez 2 souches (K. oxytoca et E. cloacae) et gnrB+qgnrS chez une souche de
C. freundii (Tableau X, Fig. 24). Les genes aac (6°)-1b ont été présents chez 9 souches (5 K.
pneumoniae, 1 K. oxytoca, 2 C. freundii, 1 E. sakazakii) (Tableau X, Fig. 25). Contrairement
aux genes qnr et aac (6°)-1b, le géne gepA a été absent chez toutes les souches.

La recherche des genes gnr chez les clones transconjugants a montré 1’acquisition des génes
gnrB par tous les clones transconjugants des souches S9, S29, S57 et S99 excepté le
clone TC3 S9 ; par contre, les génes gnrS n’ont pas été transférables. Les genes aac (6°)-1b
n’ont été transférables que chez la souche S79 (Tableau XI).

X. Caractérisation des plasmides porteurs des génes de résistance aux antibiotiques

L’analyse des profils plasmidiques n’a concerné que les souches (n=9) qui ont montré
un transfert positif par conjugaison sur milieu supplémenté de céfotaxime ainsi que tous leurs
clones transconjugants (n=15).

Les Fig. 26, 27 et Fig. 2 en annexe montrent les résultats obtenus sur les souches sauvages,
leurs profils plasmidiques, résumes dans le Tableau XIlI, indiquent la présence de 10 grands
plasmides de taille variant de 34 a 155 Kb et de 13 petits plasmides de taille comprise entre
2.8a22 kb.

Les Fig. 28 et 29 montrent les résultats obtenus sur les clones transconjugants. La
comparaison des profils plasmidigques (Tableau XII1) de ces clones par rapport a leurs souches
parentales indique que certains plasmides sont transférables.

EX
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Tableau 1X : Concentration minimale inhibitrice des antibiotiques chez les souches
donatrices et leurs clones transconjugants

Antibiotiques*

Souches FOX CTX Cl CAZ GM CIP
<88 >32R <IS >R <IS >R <48 >8R <28 >4R <058 >IR
S79 321 512 R 1024 R 64 R 512R 64 R
TC1 S79 <8S 256 R 256 R 16 R 128 R 05S
S9 <8S 64 R 256 R <45S 64 R 0.25S
TC1S9 <8S 64 R 128 R <4S 16 R 05S
TC2 S9 <8S 32R 256 R <4S 16 R 05S
TC3 S9 <8S 32R 256 R <4S 16 R <0.125S
S20 128 R 256 R 512 R 64 R 64 R 16 R
TC3 S20 <8S 64 R 256 R <4S 16 R <0.125S
TC4 S20 <8S 32R 128 R <4S 16 R <0.125S
S29 256 R 1024 R 1024 R 256 R >1024 R 32R
TC1 S29 <8S 256 R 512 R 32R >1024 R 05S
S57 256 R 512R 1024 R 256 R > 1024 R 32R
TC2 S57 <8S 256 R 512 R 64 R >1024 R 05S
TC3 S57 64 R 128 R 128 R 256 R 2S 05S
TC4 S57 <8S 256 R 512 R 64 R >1024 R 05S
S71 512R 128 R 128 R 256 R 64 R 4R
TC1S71 64 R 64 R 64 R 128 R 16 R <0.125S
S89 128 R 1024 R 1024 R 64 R >1024 R 4R
TC1 S89 <8S 32R 128 R <4S >1024R <0.125S
S99 256 R 64 R 64 R 128 R 128 R 16 R
TC1 S99 64 R 64 R 64 R 128 R <1S 05S
TC2 S99 64 R 32R 64 R 128 R 32R 05S
S132 64 R 256 R 1024 R 64 R >1024 R 11
TC1S132 <8S 32R 128 R <4S >1024R <0.125S
E. coli K12 BM21 <8S <1S <1S <4S <1S <0.125S

FOX : céfoxitine, CTX: céfotaxime, CI : ceftriaxone, CAZ: ceftazidime, GM : gentamicine, CIP :
ciprofloxacine, * : concentrations critiques determinées selon le CA-SFM (2010), R : Resistant, S : Sensible,
I : Intermédiaire
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Tableau X : Résultats de I’amplification par PCR des déterminants PMQR

Déterminants PMQR

Espece Souche gnr (A, B, S) gepA aac (6°)-1b
K. pneumoniae S18 - - -
S410 - - +
S79 - - +
S1 + (B) - +
S13 - - -
S46 + (B) - +
S50 - - +
K. oxytoca S9 + (B) s -
S51 +(S) - -
S94 +(B) - +
C. freundii S20 + (B) - +
S29 + (B) - .
S57 + (B) - -
S71 + (B) - -
S89 +(B) - -
S96 + (B) - -
S99 + (B) - -
S132 + (B, S) - +
C. braakii S106 - - -
E. sakazakii S22 +(B) - +
E. cloacae S108 +(S) - -
E. coli S72 - - -

+ : présence du produit d’amplification, - :

absence du produit d’amplification
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580 pb—
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Fig. 24 : Détection des génes gnr (A, B et S) par PCR multiplex

1-7, 9et 11 : souches gnrB+ (S20, S29, S57, S71, S89, S96, S99, S22 et S147
respectivement)

8 : souche gqnrB+gnrS+ (S132)

10 : souche gnrS+ (S108)

12:T gnrA,13: T gnrB, 14 : T" gnrS, 15: T, 16 : 100 bp DNA Ladder

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Fig. 25 : Détection par PCR des genes aac (6')-1b

1-8 et 11 : souches aac (6°)-b+ (S46, S73, S94, S145, S20, S132, S22, S147 et S50
respectivement)
9-10, 12-18 : souches aac (6°)-lb- (S18, S13, S9, S51, S63, S106, S108, S72 et S53

respectivement)
19:T,20 : 100 bp DNA Ladder
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Tableau X1 : Résultats de 'amplification par PCR des déterminants qnr
etaac (6°)-1b chez les souches donatrices et leurs clones transconjugants

Souches gnr (B, S) aac (6°)-1b
S79 - +
TC1 S79 / +
S9 + (B) -
TC1S9 + (B) /
TC2 S9 + (B) /
TC3S9 - /
S20 +(B) +
TC3S20 - -
TC4 S20 - -
S29 + (B) -
TC1 S29 + (B) /
S57 +(B) -
TC2 S57 + (B) /
TC3 S57 +(B) /
TC4 S57 + (B) /
S71 + (B -
TC1S71 - /
S89 + (B) -
TC1 S89 - /
S99 + (B -
TC1 599 + (B) /
TC2 S99 +(B) /
S132 + (B, S) +
TC1 S132 - -

+ : présence du produit d’amplification, - : absence du produit d’amplification, / :
PCR non realisee.
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Fig. 26 : Profils plasmidiques des souches productrices de BLSE CTX-M transférables

M1: RP4 (54 kb), M2: pBR322 (4.36 kb), M3: pIP113 (128 kb).
Cette figure montre les plasmides : G4 (128 kb), p1 (22 kb) et p9 (4.4 kb) spécifiques a la souche S9
en plus des plasmides G6 (81 kb), p7 (4.6 kb) et p12 (3.3 kb) communs aux autres souches

<«— Chr

Fig. 27 : Profils plasmidiques des souches productrices de céphalosporinases AmpC
transférables du groupe CIT (S71 et S99), BLSE CTX-M transférable (S79) et AmpC
transférable du groupe CIT + BLSE CTX-M transférable (S57)

Cette figure indique les plasmides G1 (155 kb) et G2 (148 kb) de la souche S79
M1: RP4 (54 kb), M2: pBR322 (4.36 kb), M3: pIP113 (128 kb) E
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Tableau XII : Profils plasmidiques des souches sauvages

Plasmides (kb)

S20

S29

S89

S132

S57

S71

S99

S9

S79

G1 (155)
G2 (148)
G3(135)
G4 (128)
G5 (95)
G6 (81)
G7 (77)
G8 (65)
G9 (54)
G10 (34)
Chromosome
P1 (22)
P2 (12)
P3 (5.5)
P4 (4.9)
P5 (4.8)
P6 (4.7)
P7 (4.6)
P8 (4.5)
P9 (4.4)
P10 (4.3)
P11 (4)
P12 (3.3)
P13 (2.8)
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Fig. 28 : Profils plasmidiques des souches productrices de BLSE CTX-M transférables ainsi que leurs
clones transconjugants

EX



Résultats

TC1S871

Fig. 29 : Profils plasmidiques des souches productrices de céphalosporinases AmpC plasmidiques transférables du groupe CIT
seules (S71 et S99) ou associées aux BLSE CTX-M transférables (S57) ainsique leurs clones transconjugants

Pour S99, un autre grand plasmide (G8) a été detecté apres une longue migration, ce dernier a été transféré aux deux clones transconjugants.
Celui-ci serait le plasmide mobilisateur du plasmide P3 porteur des génes blaamc plasmidiques chez le clone TC1 S99. Ce plasmide n’a

pas été détecté dans les anciens profils, il serait porteur des génes gnr

Pour S57, le plasmide (G8) a été également retrouvé et est transférable aux trois clones transconjugants. Chez cette souche, seul TC3 S57
est AmpC+, il se distingue des deux autres clones par le plasmide P3 qui serait porteur de ces genes. Comparé aux anciens profils, ce clone
a été curé pour le plasmide porteur du géne blacrx.m
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Tableau XIII : Profils plasmidiques des souches sauvages et leurs clones transconjugants

Souches Génotype de résistance Profil plasmidique Plasmides transferables Génotype de résistance
S20 CTX-M, CIT, QnrB, aac 155-135-81-4.7-4.3 TC3:81- 4.3 TC3 :CTX-M, GM®
(6”)-1b, GMR TC4:81-4.7-43 TC4 :CTX-M, GM®
S29  CTX-M, CIT,QnrB, GM®  148-95-65-54-34-55-48-46-2.8 TC1:95- 65 TC1 :CTX-M, QnrB, GMR
S89  CTX-M, CIT,QnrB, GM™  155-95-81-77- 3.3 TC1:95 TC1 :CTX-M, GM*
S132  CTX-M, CIT, FOX, QnrB, 155-95-81-54-34-12 TC1:95 TC1 :CTX-M, GMF
QurS, aac (6°)-1b, GMR
S57  CTX-M, CIT,QnrB, GM™  148-128-95-65-54-55-4.8-4.6-2.8 TC2 :148 - 95- 65 TC2 :CTX-M, QnrB, GM~
TC3:5.5-65 TC3 :CIT, QnrB, GM®
TC4 :95- 65 TC4 :CTX-M, QnrB, GMR
S71  CIT, QnrB, GM* 155-54-55-49-45-4 TC1:155-55 TC1:CIT, GMT
S99  CIT, QnrB, GMR 148 - 65-54-55-4.8-4.6 TC1:55-65 TC1 :CIT, QnrB, GM®
TC2:148-5.5-65 TC2 :CIT, QnrB, GM*
S9 CTX-M, QnrB, GMF 128-81-22-4.6-44-33 TC1:128-22-4.6-4.4 TC1 :CTX-M, QnrB, GMF
TC2:128-22-46-44-33 TC2:CTX-M, QnrB, GM®
TC3:128 TC3 :CTX-M, GM®
S79  CTX-M, aac (6°)-Ib, GM™ 155 - 148 TC1 :155 TC1 : CTX-M, aac (6’)-1b, GMR
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Discussion

Notre étude a porté sur la caractérisation de la résistance aux B-lactamines dans les
effluents de I’hopital Zmirli (Alger). Pour cela, un prélevement au niveau du collecteur
principal de cet hopital a éte réalise au mois de Mars 2010. Aprés concentration par filtration
sur membrane et sélection sur gélose lactosée au tergitol 7 additionnée de 4 pg/ml de
cefotaxime, nous avons retenus pour notre étude 109 souches résistantes au céfotaxime. Ces
dernieres appartiennent a 7 espéces d’entérobactéries avec une prédominance de K.
pneumoniae (n=71), le reste des souches est représenté par les espéces : C. freundii (n=13), K.
oxytoca (n=8), E. sakazakii (n=8), E. coli (n=7), E. cloacae (n=1) et C. braakii (n=1). Ces
bactéries sont associées a divers types d’infections, leur présence dans les effluents étudiés
présente un risque pour la santé publique. En effet :

= Parmi les espéces du genre Klebsiella, K. pneumoniae a été majoritaire, il s’agit d’un
pathogéne opportuniste a 1’origine de nombreuses infections nosocomiales : pulmonaires,
urinaires, intra-abdominales, septicémiques et chirurgicales (Kotapati et al., 2005 ; Lopes et
al., 2005 ; Grover et al., 2006 ; Sunet al., 2006). 11 s’agit d’une espéce trés ubiquitaire qui est
retrouvée aussi bien chez I’homme que I’animal Elle est également présente dans
I’environnement ou elle est capable de proliférer et coloniser différents milieux (eaux de
surface, eaux usées, terre, plantes,...) (Knittel et al., 1977).

La résistance aux antibiotiques chez Klebsiella constitue un sérieux probleme dans le
traitement des infections humaines et animales. Le transfert de cette résistance chez les
souches cliniques a été démontré a plusieurs occasions avec E. coli, ce transfert est médié par
des plasmides R largement distribués chez les entérobactéries (Allison et al., 1969 ; Gardner
et Smith, 1969 ; Hinshaw et al., 1969). Le transfert des genes de résistance chez Klebsiella est
également possible entre souches cliniques et environnementales (Talbot et al., 1980).

= Les espéces du genre Citrobacter sont importantes mais moins fréquemment responsables
d’infections nosocomiales. Bien que rares, des cas d’infections septicémiques provoquées par
C. freundii ont été rapportés (Liu et al., 2007).

= E. coli représente un élément important de la flore intestinale humaine et animale, son
pouvoir pathogene est associé aux infections gastro-intestinales, urinaires et extra- intestinales
(Donnenberg, 2005). 1l a été également rapporté que cette espéce peut survivre longtemps
dans ’environnement (Flint, 1987 ; Rhodes et Kator, 1988 ; McQuaig et al., 2006).

Notre étude a montré non seulement la présence de bactéries multirésistantes aux
antibiotiques dans les effluents hospitaliers mais aussi de germes typiquement hospitaliers
comme E. sakazakii (Leprat, 1998 ; Schwartz et al., 2003 ; Hartemann et al., 2005).

L’évaluation de la sensibilité des 109 souches aux B-lactamines autre que le céfotaxime,
a montré une résistance élevée au ceftriaxone (97.2 %) et relativement moyenne pour la
ceftazidime (58.7 %). La résistance de nos souches aux C3G est due principalement a la
production de B-lactamases a spectre éelargi (BLSE) ; ces enzymes sont en effet capables
d’hydrolyser plusieurs molécules B-lactames, y compris les C3G (Bush et al., 1995) et
constituent de loin le mécanisme le plus répandu chez les bactéries a Gram négatif
(Livermore, 1995 ; Bradford, 2001). L’identification génique des BLSE a révélé leur
appartenance a la famille CTX-M et au groupe CTX-M1 chez 97 souches. Pour les 12
souches restantes, la PCR a été négative. Il faut cependant noter que 5 souches parmi ces
dernieres (K. pneumoniae S13, K. oxytoca S51, S84, S86 et S111) ont été positives au test
DDS, ce qui laisse suggérer soit la production par ces souches d’un autre type de BLSE non
CTX-M ou bien une hyperproduction d’une - lactamase chromosomicque de type OXY par les
souches de K. oxytoca (Fournier et al., 1996 ; Fournier et Roy, 1997). Les 7 souches CTX-M-
et DDS- ont présenté une résistance supplémentaire a la céfoxitine, ce qui laisse suggérer
I’implication d’autres mécanismes de resistance aux C3Gcomme la production de
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céphalosporinases acquises et/ou I’imperméabilité membranaire. En effet, a la différence des
BLSE qui ne sont pas actives sur les céphamycines (céfoxitine) (Bush et al., 1995), ces
mécanismes conferent une résistance supplémentaire a la céfoxitine (Philippon et al., 2002).
Ces souches sont :

» E. cloacae S108 et C. braakii S106 dont les céphalosporinases chromosomiques
respectives EBC et CIT, mises en évidence par PCR, seraient hyperproduites,

= K. pneumoniae S18, S63 et S107 qui ont été productrices de céphalosporinases
plasmidiques de type CIT,

= et enfin C. freundii S71 et S99, qui, en plus de leurs céphalosporinases chromosomigues
CIT caractéristiques du genre Citrobacter, ont été producteurs de céphalosporinases
plasmidiques du méme type.

Comparée aux C3G, la céfoxitine a été plus active sur nos souches (69.7 % en sont sensibles),
en particulier chez le genre Klebsiella. Cependant, une sensibilité diminuée a cette molécule
(diameétre d’inhibition < 18 mm) a concerné, en plus des 7 souches CTX-M-, 24 souches
parmi les 97 souches CTX-M+. Cette résistance est naturelle chez les espéces productrices de
céphalosporinases chromosomiques comme c’est le cas de toutes les souches des genres
Citrobacter et Enterobacter (Jacoby, 2009), elle est associée chez certaines souches de C.
freundii a la production de céphalosporinases plasmidiques de type CIT (S57 et S105) et FOX
(S132). Chez K. pneumoniae (S410 et S79), espece naturellement sensible a la céfoxitine, le
mécanisme de résistance serait non enzymatique et lié¢ a une diminution de la perméabilité
membranaire comme cela a été décrit par Chen et al. (2010). Enfin, chez E. coli (S41T, S72 et
S80), Ila résistance a la céfoxitine serait le résultat de [I’hyperproduction de sa
céphalosporinase chromosomique qui serait due a un promoteur fort ou a des mutations dans
l’atténuateur de transcription (Bergstrom et Normark, 1979 ; Olsson et al., 1982 ; Olsson et
al., 1983 ; Caroff et al., 1999 ; Caroff et al., 2000 ; Forward et al., 2001 ; Siu et al., 2003). La
production simultanée de BLSE et de céphalosporinases chez une méme souche permet
d’expliquer les résultats négatifs du test DDS chez 9 parmi les 97 souches CTX-M+ (C.
freundii S29, S30, S36, S57, S96, S101, S104, S105, E. sakazakii S22). En effet, dans le test
DDS, le clavulanate induit I'expression des genes blaampc, ce qui augmente la résistance aux
C3G et masque I'effet synergique de cet inhibiteur (Pitout et al., 1997 ; Thomson, 2001).

Pour les antibiotiques non B-lactames, les taux de résistance ont été élevés vis-a-vis de la
gentamicine (84.4 %) et de la ciprofloxacine (85.3 %), comparées a I’acide nalidixique (28.2
%). Ces résultats indiquent que nos souches sont dotées de genes de résistance aux
aminosides, aux quinolones et aux fluoroquinolones en plus des génes codant les BLSE et les
cephalosporinases AmpC. Cette multirésistance témoigne de T'usage intensif de ces
antibiotiques en milieu hospitalier.

Le transfert par conjugaison des génes de résistance aux céphalosporines a large spectre
a été positif chez 15 souches. Les résultats ont montré 'acquisition de la résistance aux C3G
par tous les clones transconjugants qui ont été tous CTX-M+. La résistance a la céfoxitine n’a
été transférable que chez 4 souches (C. freundii (S57 (clone TC3), S71, S99 et S105) en
association avec le gene blaampc du groupe CIT codant une céphalosporinase plasmidique
originaire du géne chromosomique de Citrobacter. Pour les antibiotiques non B-lactames, la
résistance a la gentamicine a été transférable pour toutes les souches contrairement a celle de
la ciprofloxacine qui n’a pas ét¢ transférable.

Le non transfert des génes blacrx.m chez la majorité des souches BLSE+ (84 souches)
pourrait étre d0 a leur localisation sur de petits plasmides non auto-transférables ou sur de
grands plasmides déficients en génes de transfert (Cao et al., 2002 ; Dimitrov et al., 2006).
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Cependant, des plasmides non auto-transférables codant les BLSE peuvent étre transférés par
mobilisation (Tassios et al., 1999). De plus, différents éléments génétiques comme les
séquences d’insertion et les intégrons peuvent étre impliqués dans la mobilité des génes
blactx-m (Karim et al., 2001 ; Sabaté et al., 2002), ce qui est le cas pour nos souches dont les
genes blactx.v ont été retrouvés associés aux séquences d’insertion ISEcpl like.

Le typage moléculaire des 109 souches par ERIC-PCR a montré une trés forte similarité
au sein de la méme espece. De ce fait, nous n’avons retenu pour la suite de notre étude que
des souches non clonales ou clonales ayant des mécanismes de résistance différents. Celles-ci
ont été au nombre de 22 souches réparties dans les especes C. freundii (n=8) avec 4 profils
ERIC, K. pneumoniae (n=7) avec 5 profils ERIC, K. oxytoca (n=3) avec 3 profils ERIC, E.
cloacae (n=1), C. braakii (n=1), E. sakazakii (n=1) et E. coli (n=1).

La majorité des souches clonales ont été retrouvées parmi K. pneumoniae ; en effet, la quasi-
totalité de ces dernieres ont ete du méme profil ERIC (K2). Ce résultat pourrait étre en
relation avec le fort potentiel épidémique de cette espece favorisant la dissémination des
enzymes CTX-M en milieu hospitalier. Cette situation est similaire a celle décrite en Hongrie
ou une population clonale majeure de K. pneumoniae productrices de BLSE CTX-M15 a été
identifiée et baptisée Hungarian epidemic clone (HEC) (Damjanova et al., 2006).

La détermination des CMI chez les 22 souches retenues a confirmé les résultats de
I’antibiogramme et a montré que ces dernieres résistent a des concentrations d’antibiotiques
tres élevees. Ces résultats seraient en relation avec la nature plus fréquemment plasmidique
des résistances développées a I'hopital, mécanisme qui peut entrainer des niveaux de
résistance importants. En effet, les 22 souches ont présenté une résistance aux C3G et 15
parmi elles ont montré une sensibilité diminuée a la céfoxitine. Les CMI sont de 16 a plus de
1024 pg/ml pour le céfotaxime et le ceftriaxone, de <4 a 512 ug/ml pour la ceftazidime et de
< 8 a 1024 pg/ml pour la céfoxitine. L’ imipénéme, quant a lui, a ét¢ actif sur toutes les
souches, les CMI ont été¢ de < 0.5 a 2 pg/ml. Les mécanismes de résistance mis en jeu sont
principalement les BLSE et les céphalosporinases acquises connues pour leur spectre élargi
aux céphalosporines a large spectre mais pas aux carbapénémes qui représentent souvent
I’unique alternative thérapeutique dans le traitement des infections dues aux souches
productrices de BLSE et de céphalosporinases acquises (Carrer et Nordmann, 2009).

D’apreés les résultats de notre étude, la majorité des souches sont productrices de BLSE.
Le type CTX-M est majoritaire, il est présent chez 15 parmi les 22 souches (5 K. pneumoniae,
2 K. oxytoca, 6 C. freundii, 1 E. sakazakii, 1 E. coli). Chez ces derniéres, les CMI des C3G
ont été plus élevées avec le céfotaxime (64 a >1024 pg/ml) et le ceftriaxone (256 a >1024
pg/ml) qu’avec la ceftazidime (< 4 a 512 pg/ml). Cecis’explique par le profil de substrats des
enzymes CTX-M caractérisé généralement par 1’hydrolyse préférentielle du céfotaxime et du
ceftriaxone (Quinteros et al., 2003 ; Bonnet, 2004 ; Eckert et al., 2004 ; Chen et al., 2005).
Nos résultats sont en accord avec les données indiquant que actuellement, les BLSE de type
CTX-M sont les plus fréqguemment isolées et que la dissémination de ces enzymes, décrites
initialement chez des souches de E. coli communautaires, concerne maintenant I’ensemble des
entérobactéries y compris celles responsables d’infections nosocomiales (Paterson et al.,
2003). Les B-lactamases CTX-M sont subdivisées en six groupes (Rossolini et al., 2008), nos
souches produisent des enzymes du groupe 1 dont la prédominance a été rapportée par
plusieurs études (Lartigue et al., 2007 ; Holstein et al., 2010). En Algérie, les études relatives
a la prévalence et a la diversité des BLSE chez les entérobactéries ont montré la présence des
enzymes CTX-M3 et CTX-M15 (Messai et al., 2008 ; Touati et al., 2008b). En plus du type
CTX-M, unautre type de BLSE serait produit par une souche de K. pneumoniae (S13).
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La présence de bactéries productrices de BLSE dans les effluents hospitaliers libérés dans
I’environnement sans aucun traitement laisse suggérer leur présence dans le milieu aquatique
naturel. Dans ce sens Prado et al. (2008) ont rapporté la présence de souches de K.
pneumoniae productrices de BLSE dans les effluents hospitaliers et ont aussi montré que les
traitements inadéquats de ces effluents sont a I’origine de la dissémination des genes de
résistance dans l'environnement. Tres récemment, la présence de genes blactxwm a été
rapportée chez des bactéries isolées des boues activées (Reinthaler et al., 2010) et dans les
sédiments d’une riviere urbaine en Chine située a proximité d’un grand centre hospitalier
universitaire (Lu et al., 2010).

L’étude de ’environnement génétique des génes blacrx-m a montré qu’ils sont tous associés a
la séquence ISEcpl (détection directe ou indirecte), ces résultats concordent avec les travaux
qui indiquent que la plupart de ces genes, notamment ceux du groupe CTX-M1 sont associés
aux séquences d’insertion de type ISEcpl-like qui seraient impliquées dans leur mobilisation
et leur expression (Poirel et al., 2001 ; Baraniak al., 2002 ; Cao al., 2002 ; Canton et Coque,
2006). Les produits d’amplification obtenus ont une taille de 1000 pb (5 souches) ou 1100 pb
(10 souches), ce qui indique une différence de taille dans la région intercalaire entre blactx.m
et ISEcpl. Une étude réalisée en France a montré que cette région pourrait étre, pour certains
genes comme blacrx-vs, de 127 pb avec la présence de 2 séquences nommées V et W alors
que pour d’autres comme blacrx.mis, elle n’est que de 48 pb avec la seule présence de la
séquence W (Eckert et al., 2006). La détection directe de la séquence ISEcpl par PCR a été
positive pour toutes les souches CTX-M+ sauf 4 (K. pneumoniae S410, S46, S50 et S79), ce
qui laisse suggérer I’altération de cette séquence dans le gene codant sa transposase. Ces
données correspondent a celles d’Eckert et al. (2006) ou le gene de la transposase de ISEcpl
associé aux genes blactx-m, a €té trouvé interrompu par 1S26.

Le transfert des genes CTX-M par conjugaison a été positif chez 7 souches, en association
avec les plasmides de 155 kb (K. pneumoniae S79), 128 kb (K. oxytoca S9), 95 kb (C.
freundii S29, S57, S89 et S132) et 81 kb (C. freundii S20).

En plus de la production de BLSE, d’autres mécanismes de résistance aux p-lactamines
ont été également retrouvés chez nos souches : production de céphalosporinases plasmidiques,
hyperproduction de céphalosporinases chromosomiques et imperméabilité.

Les céphalosporinases plasmidiques ont été retrouvées chez 5 souches, elles sont de type CIT
(K. pneumoniae S18, C. freundii S57, S71 et S99) ou FOX (C. freundii S132). Les genes CIT
de Citrobacter ont été transférables en association avec un plasmide mobilisable de 5.5 kb ;
cependant, les genes CIT de K. pneumoniae S18 et FOX de C. freundii S132 n’ont pas été
transférables. Chez deux souches de C. freundii (S57 et S132), la production de ces enzymes
est associée a celle des BLSE de type CTX-M. En plus des CMI élevées vis-a-vis des C3G,
ces souches ont montré une résistance additionnelle a la céfoxitine avec des CMI de 32 a
512pg/ml.

La résistance aux C3G chez les souches de C. braakii S106 et de E. cloacae S108 serait due a
I’hyperproduction de leur céphalosporinases chromosomiques. Ce mécanisme serait
¢également a ’origine de la résistance de la souche de E. coli S72 & la céfoxitine.

La résistance a la céfoxitine a concerné également deux souches de K. pneumoniae (S410 et
S79) en plus des autres souches de Citrobacter (S20, S29, S89 et S96) et de Enterobacter
(S22). Comme cela a été déja signalé, Chez Citrobacter et Enterobacter, cette résistance est
naturelle et est codée par les génes chromosomiques CIT et EBC, respectivement (Henriques-
Normark et Normark, 2002 ; Jacoby, 2009). Les 2 souches de K. pneumoniae (S410 et S79)
ne produisant pas de céphalosporinases présenteraient une diminution de la perméabilité
membranaire. En effet, plusieurs études ont rapporté que la perte des porines ompK35 et
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ompK36 chez K. pneumoniae augmente de facon significative la CMI de la céfoxitine ; cette
résistance peut étre élargie aux C3G lorsque la perte des porines est associée a la production
de BLSE, comme c’est le cas de nos deux souches de K. pneumoniae qui sont CTX-M+ (Yigit
etal., 2003 ; Kim et al., 2007).

Pour K. oxytoca S51, la résistance aux C3G serait due a 1’hyperproduction de sa B-lactamase
chromosomique OXY suite a des mutations dans le promoteur de leurs genes (Fournier et al.,
1996 ; Fournier et Roy, 1997).

En résumé, 8 mécanismes de résistance aux f-lactamines ont été mis en évidence chez
les 22 souches :

= Production de BLSE de type CTX-M (n=10) : K. pneumoniae S1, S46 et S50, K. oxytoca
S9 et S94, C. freundii S20, S29, S89 et S96 et E. sakazakii S22.

= Productionde BLSE non CTX-M (n=1) : K. pneumoniae S13.
= Hyperproduction de la - lactamase chromosomique OXY (n=1) : K. oxytoca S51.

= Production de céphalosporinases AmpC plasmidiques (n=3) : K. pneumoniae S18, C.
freundii S71 et S99.

= Hyperproduction de céphalosporinases AmpC chromosomique (n=2) : C. braakii S106 et
E. cloacae S108.

= Production de CTX-M associée a des céphalosporinases AmpC chromosomiques CIT (C.
freundii S132) et plasmidique de type CIT (C. freundii S57) ou FOX (C. freundii S132)
(n=2).

= Production de CTX-M associée a 1’imperméabilité membranaire (n=2) : K. pneumoniae
S410 et S79.

» Production de CTX-M associée a I’hyperproduction de céphalosporinases AmpC
chromosomiques (n=1) : E. coli S72.

La résistance a la gentamicine a concerné toutes les souches CTX-M+ a I’exception de
E. coli S72, cette résistance a été transférable en association avec le plasmide porteur des
genes blacrtx-m. La résistance a la gentamicine a concernée également les deux souches de C.
freundii productrices de céphalosporinases plasmidiques de type CIT (S71 et S99), cette
résistance a été transférée en association avec les plasmides de 155 kb et 148 kb
respectivement. La résistance a la ciprofloxacine a concerné toutes les souches CTX-M+ a
I’exception de K. pneumoniae S50 et K. oxytoca S9. Cette résistance a concerné également les
2 souches productrices de céphalosporinases plasmidiques de type CIT (C. freundii S71 et
S99) et les souches de C. braakii (S106) et E. cloacae (S108) hyperproducteurs de
cephalosporinases chromosomiques. L’association des génes de BLSE etlou
céphalosporinases plasmidiques a des génes de résistance a d’autres familles d’antibiotiques,
notamment les quinolones et les aminosides a été déja décrite par plusieurs auteurs (Martinez-
Martinez et al., 1998 ; Rodriguez-Martinez et al., 2003 ; Li, 2005 ; Aogainetal., 2010).

Pour les quinolones, jusqu’a 1998, il était admis que les déterminants de résistance étaient
exclusivement chromosomiques et donc non associés a des genes de résistance a d’autres
familles d’antibiotiques (Nordmann, 2006). Depuis, des déterminants de résistance
plasmidiques aux quinolones (PMQR) ont été découverts, ce qui explique leur association a
des génes de résistances a d’autres familles d’antibiotiques dont les BLSE et les
céphalosporinases plasmidigues (Nordmann, 2006).

Les génes gnr ont été retrouvés chez les especes K. pneumoniae (2 souches), K. oxytoca (3
souches), C. freundii (8 souches), E. sakazakii (1 souche) et E. cloacae (1 souche). En effet,
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ces genes ont été decrits mondialement chez différentes espéces d’entérobactéries (Honoré et
al., 2006). Nos résultats montrent la prédominance des déterminants gnrB qui ont été
retrouves chez 13 souches, toutes blactx.m+ et/ou blaampct. La présence des déterminants
gnrB en association avec les génes blactx-m a été déja décrite chez des souches cliniques
isolées dans plusieurs hdpitaux en Algérie (labadene et al., 2008 ; Touati et al., 2008a ;
Meradi et al., 2009). Le type gnrA a été absent, ce qui est en accord avec les travaux de
labadene et al. (2008) et Meradi et al. (2009) ; la seule étude rapportant la présence des génes
gnrA concerne une souche clinique de A. baumanii isolée en Algérie (Touatiet al., 2008a). Le
type gnrS a été présent chez 3 souches (K. oxytoca S51, C. freundii S132 et E. cloacae S108)
dont une seule coproduit CTX-M (S132) ; en effet, ce géne, initialement découvert chez
Shigella flexneri au Japon, est rarement retrouvé et est principalement identifié chez des
souches non BLSE (Hata et al., 2005 ; Poirel et al., 2006). En Algérie, ce gene a été déja
rapporté chez des souches cliniques de E. cloacae (labadene et al., 2008).

Les génes gnrB ont été transferables chez 4/15 souches (K. oxytoca S9, C. freundii S29, S57
et S99). Les génes gnrS n’ont pas été transférables, ce qui est en accord avec les données
indiquant que les plasmides porteurs de ces genes sont généralement petits et non conjugatifs
contrairement aux plasmides porteurs des autres genes gnr (Bonemann et al., 2006 ;
Kehrenberget al., 2007 ; Wu et al., 2007 ; Wu et al., 2008 ; Garcia-Fernandez et al., 2009).

Le gene gepA a été absent chez nos souches, ce qui est en accord avec les données indiguant
que ce mécanisme de résistance est tres rare, sauf en Chine ou il prédomine chez les souches
animales d’entérobactéries (Liu et al., 2008 ; Ma et al., 2009). Le type aac (6')-1b a été
retrouvé chez 9/22 souches ; le séquencage des produits d’amplification de ce gene n’ayant
pas été effectué, la prévalence du variant aac (6')-1b-cr n’a pu étre déterminée.

Les CMI de la ciprofloxacine chez les clones transconjugants gnr+ sont de 0,5 pg/ml, soit 4
fois plus élevées que la CMI de la souche réceptrice E. coli K12 BM21 (<0.125 pg/ml), ce qui
avait été observé des les premiers transferts de gnr de K. pneumoniae a E. coli (Martinez-
Martinez et al., 1998 ; Martinez-Martinez et al., 2003 ; Wang et al., 2004). En effet,
I’acquisition de plasmides porteurs de génes gnr augmente la CMI des fluoroquinolones mais
ne confere pas une résistance clinique a ces molécules. Bien que cette résistance soit de bas
niveau, son importance clinique repose sur sa capacité a faciliter la sélection de mutations
chromosomiques entrainant une augmentation de la résistance aux quinolones et
fluoroquinolones (Jacoby et al., 2003). La CMI de la ciprofloxacine chez la souche S132
possédant deux génes gnr (B et S) est comparable a celle des clones transconjugants ayant
acquis un seul gene gnr. Ceci laisse suggérer que la présence de 2 génes gnr n’a pas un effet
additif sur la CMI de la ciprofloxacine comme cela a été déja rapporté par Cattoir et al.
(2007c) et Hu et al. (2008) et expliqué par la compétition entre les produits des 2 génes pour
la fixationa I’ ADN gyrase. La résistance élevee a la ciprofloxacine observée chez les souches
sauvages par comparaison aux clones transconjugants gnr+, peut s’expliquer par la présence
de mutations de ’ADN gyrase ou de la topo-isomérase IV, comme cela a été décrit par
Nordmann et Poirel (2005).

L’association de la résistance aux C3G avec la résistance a d’autres familles
d’antibiotiques est due a la présence des génes codant ces résistances sur un méme plasmide
ou des plasmides différents chez la méme souche (Jacoby et Sutton, 1991 ; Boyd et al., 2004 ;
Nordmann et Poirel, 2005 ; Paterson, 2006). Ceci constitue un mode de diffusion efficace de
plusieurs mécanismes simultanément. En effet, les génes qnrB ont été transférables en
association avec un plasmide différent de celui codant les B-lactamases de types CTX-M et
AmpC et ceux codant la résistance aux aminosides le sont en association avec les plasmides
porteurs des genes blactx-m.
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Conclusion

Les effluents générés par l’activité hospitaliere présentent un danger potentiel pour
I’homme et son environnement en raison de la nature et de 1’importance des substances qu’ils
véhiculent et de leur évacuation au méme titre que les rejets urbains vers les réseaux
d’assainissement. En plus des substances chimiques qui peuvent étre générées par ’activité
hospitaliére, la diffusion de bactéries multirésistantes dans 1’environnement est une
préoccupation de santé publique. L’objectif du travail était de rechercher la présence de la
résistance bactérienne aux B-lactamines, aux quinolones et aux aminosides dans les effluents
de I'hopital Zmirli (Alger).

Les résultats ont révélé une résistance aux molécules pB-lactames, notamment celles a large
spectre. Le principal mécanisme de cette résistance a été la production de PB-lactamases a
spectre élargi (BLSE) de type CTX-M (groupe CTX-M1). Une autre classe de B-lactamases
plasmidiques aussi importante a été retrouvée chez nos souches, il s’agit des
céphalosporinases AmpC qui conférent une résistance additionnelle aux céphamycines
(céfoxitine). Les génes blacrx.m ont été retrouvés au voisinage de séquences d’insertion
(ISEcpl) sur des plasmides conjugatifs ou non conjugatifs et certains genes blaampc ont été
également retrouvés sur des plasmides mobilisables de petite taille. Ces données traduisent
I’incidence préjudiciable de ces genes par leur potentiel de diffusion dans le monde bactérien.
La résistance aux B-lactamines de nos souches a été retrouvée associée a la résistance aux
aminosides et aux quinolones. En effet, la présence de déterminants PMQR de résistance
plasmidique aux quinolones a ét¢ mise en évidence. Bien que ces génes ne conférent qu’une
résistance a bas niveau aux quinolones, leur importance réside dans la sélection de mutants
chromosomiques de résistance.

La multirésistance observée chez nos souches est inquiétante du fait qu’elle réduit les
alternatives thérapeutiques disponibles pour le traitement des affections dues & ces bactéries
émergeantes dans Ienvironnement et incriminées dans les infections. Cette multirésistance
ttmoigne également de I'usage inappropri¢ de ces classes d’antibiotiques dans les milieux
hospitaliers, d’ou la nécessité d’une réglementation stricte régissant leur prescription et leur
élimination. Les risques sanitaires potentiels des rejets hospitaliers, doivent inciter, comme de
par le monde, a s’intéresser en Algérie a leur étude écotoxicologique, par une évaluation
réguliere globale en terme de charge chimique et microbienne et spécifique en termes de
genes et de supports génétiques. Leur gestion rationnelle passe par untri des rejets a la source
et I'installation de dispositif d’assainissement adéquat au sein de nos hopitaux.

En perspective de ce travail, il est nécessaire :
= d’identifier les alléles des génes de résistance

= de déterminer la tracabilité de ces génes par rapport a leur origine et leur devenir, par
I’analyse de leur environnement génétique et la phylogénie des plasmides porteurs.
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Annexe

Tableau | : Résultats de I’identification biochimique des souches par galerie AP 20F

Espece Souches Biotypes

S 5215773

S2 5215773

S3 5215773

S5 5215 773

S7 5215773

S10 5215773

S11 5215773

S12 5215773

S13 5215573

S14 5215773

S15 5215773

S16 5215773

S18 5214773

3 S38 5215773
I S39 5215773
o S40 5215 773
= S410 5215773
£ 542 5215 773
g 43 5215773
k> Sa4 5215773
2 S45 5215773
> S46 5215773
S47 5215773

S48 5215773

S50 5215773

S55 5215773

S60 5215773

S63 5214773

S64 5215773

S65 5215773

S66 5215773

S67 5215773

S73 5215773

S74 5215773

S75 5215 773
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Tableau | : Résultats de I’identification biochimique des souches par galerie API 20F (suite)

Espece Souches Biotypes

S76 5215 773

S77 5215 773

S78 5215 773

S79 5214 773

S81 5215 773

S82 5215 773

S87 5215 773

S93 5215 773

S97 5215 773

S103 5215 773

S107 5214773

S113 5215 773

S116 5215 773

_ S117 5215 773
= S118 5215 773
£ S119 5215 773
§ S120 5215 773
S S121 5215 773
§ S122 5215773
S S123 5215 773
= S124 5215 773
g 5125 5215 773
. S126 5215 773
S127 5215 773

S128 5215 773

S129 5215 773

S133 5215 773

S135 5215 773

S137 5215 773

S142 5215 773

S143 5215 773

S145 5215 773

S146 5215 773

S149 5215 773

S151 5215 773

S152 5215 773
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Tableau | : Résultats de I’identification biochimique des souches par galerie API 20F (suite)

Espece Souches Biotypes

S6 5244773

< S9 5244 773
g S51 1255773
3o S84 5255 773
=5 586 5 255 773
2 S94 5245 773
¥ S111 1255773
S114 5245 773

Escherichia coli S41T 5144 572
(n=7) S53 5144 572

S59 5144 572

S72 5144 572

S80 5144 572

S100 5144 572

S112 5144 572

S20 1404 773

S29 1404 772

S30 1404 773

. S36 1404772
S S57 3604 772
D _ S71 1204 772
Jogx S89 1004 772
g§< 596 1404772
= S99 1404 772
o S101 3404772
S104 3404 772

S105 1604 772

S132 1004 772

Citrobacter braakii (n=1) S106 3704573
Enterobacter sakazakii S22 3305173
(n=8) S24 3305173

S26 3305173

S32 3305173

S33 3305173

S34 3305173

S68 3305173

S147 3305173

Enterobacter cloacae (n=1) S108 3304 773




Annexe

Tableau Il : Résultats de I'antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé

Antibiotiques™*

Espece | Souche CTX CAZ Cl FOX GM Nal CIP
>26S [ <23R | >21S | <19R | >268 | <23R | > 228 | <15R | > 18S | <16R | >20S | <15R | > 255 | < 22R
S1 8R 0R 10R 235 8 R / 18R
$2 8R 0R 7R 265 8R ] 16 R
S3 8R 0R 10R 255 8R ] 19R
S5 14R 1R 15R 24S 8R ] 18R
57 0R 0R 0R 235 7R ] 0R
510 7R 0R 10R 265 8R ] 18R
g S11 8R 0R 10R 245 7R ] 7R
é 512 0R 0R 0R 235 8R ] 20R
= 513 21R 215 22R 265 265 245 355
s S14 10R 10R 2R 265 7R ] 19R
X 515 8R 0R IR 265 8R ] 20R
516 9R 8R 2R 265 7R ] 19R
518 15R 0R 18R 14R 265 ] 325
538 IR 9R 7R 245 8R 71 18R
539 2R 10R 14R 265 7R 161 7R
540 IR IR 14R 245 8R 181 20R

CTX : céfotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, GM : gentamicine, Nal : acide nalidixique, CIP : ciprofloxacine,

* : diametres critiques en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010), R : Résistant, S : Sensible, I : Intermédiaire, / : non réalisé.
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Tableau Il : Résultats de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé (suite)

Antibiotiques™*
Espece | Souche CTX CAZ Cl FOX GM Nal CIP
>26S [<23R [ >21S| <19R | >26S | <23R [>22S | <15R |>18S [ <16R | >20S | <15R | >25S | <22R
S410 OR OR 9R 13R OR OR OR
S42 8R OR 10R 22 S 7R 171 17R
S43 9R OR 10R 23S 7R 16 1 16 R
S44 OR OR 10R 25S 8R 181 18R
S45 7R OR 10R 23S 8R 171 19R
S46 8R OR 10R 22S 9R 161 19R
o Sa7 8R OR 9R 22S 8R 171 17R
'g S48 11R 191 / 23S 7R 16 1 17R
S S50 8R 17R / 24 S OR 24 S 30S
‘é’_ S55 8R 17R 11R 24 S 8R 171 18R
v S60 7R 16 R 9R 24 S 7R 171 13R
S63 15R 10R 19R 8R 23S 25S 30S
S64 OR 16 R 10R 24 S 8R 181 14 R
S65 10R 191 12R 24 S OR 171 17R
S66 11 R 20 | 13R 24 S 7R 171 16 R
S67 11 R 20 | 14 R 24°S OR 171 16 R
S73 11R 21S 14R 24 S 11R 151 18R

CTX : céfotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, GM : gentamicine, Nal : acide nalidixique, CIP : ciprofloxacine,
* : diametres critiques en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010), R : Résistant, S : Sensible, I : Intermédiaire , / : non réalisé.
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Tableau 11 : Résultats de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé (suite)

Antibiotiques™*

Espece | Souche CTX CAZ Cl FOX GM Nal CIP
>26S [<23R [ >21S| <19R | >26S | <23R [>22S | <15R |>18S [ <16R | >20S | <15R | >25S | <22R
S74 6R 16 R 11 R 28 S 8R 16 1 19R
S75 7R 18R 12R 24 S 9R 161 19R
S76 9R 191 12R 24 S 8R 161 18R
S77 OR 16 R 10R 24 S 8R 191 16 R
S78 10R 22 S 14 R 24 S 7R 181 17R
S79 OR 16 R 10R 171 OR OR OR
o© S81 7R 15R 9R 22 S 8R 16 1 17R
'§ S82 11 R 20 1| 13R 23S 9R 151 17R
g S87 11 R 191 11 R 23S 8R 151 18 R
qg’_ S93 12R 21S 15R 26 S 9R 151 18 R
v S97 8R 16 R 10R 24 S 10R 151 18 R
5103 12R 21S 14 R 27 S 7R 181 19R
S107 14 R 9R 17R 13R 28 S 23S 34S
S113 7R 18R 10R 28 S 9R 181 20R
S116 OR 18R 12R 26 S 10R 181 19R
S117 13R 22 S 16 R 28 S 10R 171 19R
S118 8R 20 1| 11 R 26 S 9R 14 R 18 R

CTX : céfotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, GM : gentamicine, Nal : acide nalidixique, CIP : ciprofloxacine,

* : diametres critiqgues en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010), R : Résistant, S : Sensible, I : Intermédiaire, / : non réalisé.
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Tableau 11 : Résultats de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé (suite)

Antibiotiques™*

Espéce | Souche CTX CAZ Cl FOX GM Nal CIP
>26S [<23R [>21S[<19R [>26S[<23R [ >22S[<15R [>18S [<16R [ >20S [ <15R | >25S | <22R
S119 8R 17R 10R 26 S 10R 171 19R
S120 10R 20 | 12R 27 S 9R 171 21R
S121 OR 16 R 9R 24 S 9R 16 | 20R
S122 10R 22 S 14R 25S 8R 151 19R
S123 7R 17R 10R 25S 9R 171 19R
S124 9R 191 11 R 24 S 9R 151 18 R
S125 9R 201 13R 27 S 9R 16 | 19R
S126 OR 16 R 10R 25S 9R 171 19R
o S127 10R 191 12R 25S 9R 16 | 18 R
'g S128 11R 201 13R 27 S 9R 16 | 17R
g S129 12R 21S 15R 25S 9R 16 | 21R
e S133 11R 21S 15R 25S 9R 171 18 R
;-L S135 10R 18R 12R 24 S 9R 16 | 17R
S137 13R 201 13R 26 S 9R 16 | 18R
S142 9R 18R 11R 27 S 9R 171 20R
S143 9R 17R 7R 25S 9R 171 21R
S145 10R 191 10R 25S 9R 16 | 18R
S146 10R 191 12R 26 S 9R 151 17R
S149 9R 18R 10R 26 S 10R 16 | 20R
S151 9R 201 11 R 27 S 9R 171 20R
S152 11R 22 S 16 R 25S 10R 16 | 20R

CTX : céfotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, GM : gentamicine, Nal : acide nalidixique, CIP : ciprofloxacine,

* : diametres critiques en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010), R : Résistant, S : Sensible, I : Intermédiaire, / : non réalisé.
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Tableau Il : Résultats de I'antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé (suite)

Antibiotiques™*

Espece | Souche CTX CAZ Cl FOX GM Nal CIP
>268 [<23R [>21S[<19R [ >26S[<23R [ >22S[<15R [>18S [<16R [ >20S [ <15R [ >258 [ <22R
S6 20R 24°S 18 R 28 S OR / 26 S
S9 16 R 23S 14 R 26 S 7R / 27S
. S51 20R 21S 25S 27S 25 S 22°S 27S
8 S84 20R 20 | 21R 25S 26 S 20S 23 |
g S86 18R 191 22 R 26 S 24°S 20S 24 |
V2 S94 10R 20 | 12 R 31S OR OR OR
S111 22 R 22 S 231 27S 25S 22°S 25 S
S114 12R 25S 15R 31S OR OR 8R
S41T 8R 12R 12R 171 24°S OR OR
S53 9R 22 S 14 R 19| 30S OR OR
S59 8R 20 | 12R 24°S 24°S OR OR
§ S72 11R 25S 15R 171 27S OR OR
L S80 8R 20 | 12 R 171 25 S OR OR
S100 8R 20 1| 12R 191 30S OR OR
S112 8R 23S 14 R 22S 29 S OR OR

CTX: céfotaxime, CAZ : ceftazidime, ClI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, GM : gentamicine, Nal : acide nalidixique, CIP : ciprofloxacine,

* . diamétres critiques en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010), R : Résistant, S : Sensible, I : Intermédiaire, / : non réalisé.
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Tableau Il : Résultats de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé (suite)

Antibiotiques™

Espece Souche CTX CAZ Cl FOX GM Nal CIP
>26S | <23R[>21S |<19R | >26S | <23R [ >22S | <15R | >18S [ <16R [>20S | <15R | >25S | <22R

S20 7R OR 11R 10R OR / 12R

S29 OR OR 7R OR OR / OR

S30 OR OR 8R OR OR / 7R

S36 OR OR 9R OR OR / OR

S57 OR 8R 8R OR OR OR 8R

= S71 8R OR 14 R OR 10R OR 15R

% S89 10R 22 S 12R 7R OR OR 231

= S96 OR 9R 7R OR OR OR 9R

© S99 11R 10R 16 R 8R 14R OR 7R

S101 OR 7R 8R OR OR OR OR

S104 15R 28 S 17R 11 R OR OR 16 R

S105 OR 9R 8R OR OR OR OR

S132 10R 15R 13R 14 R OR OR 22 |

C. braakii S106 OR OR 13R OR 32S OR 25S

CTX: céfotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, FOX : céfoxitine, GM : gentamicine, Nal : acide nalidixique, CIP : ciprofloxacine, * :
diamétres critiques en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010), R : Résistant, S : Sensible, I : Intermédiaire, / : non réalisé.



Annexe

Tableau 11 : Résultats de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé (suite)

Antibiotiques*

Espece | Souche CTX CAZ Cl FOX GM Nal CIP
>26S | <23R | >21S | <19R | >26S | <23R | >22S | <15R | > 18S [ <16R | >20S | <15R | > 258 | < 22R

S22 OR 0R 8R 0R 9R / 5R

524 OR 0R 1R 0R R 7 20R

- 526 8R 9R IR 0R 13R 7 7R
-é 532 7R 7R IR 0R 2R ] 20R
< 533 0R 9R 1R 0R 3R 7 0R
¥ 534 7R 0R 1R 0R 13R ] 221
568 7R 7R 10R 0R 2R 161 16R

S147 8R 201 13R 0R R R 0R

E. cloacae | 5108 20R 215 231 0R 305 0R 241
E. coli K12 BM21 205 205 205 285 315 0R 305

CTX: céfotaxime, CAZ: ceftazidime, CI : ceftriaxone, FOX: céfoxitine, GM : gentamicine, Nal : acide nalidixique, CIP :
ciprofloxacine, * : diametres critiques en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010), R : Résistant, S : Sensible, I : Intermédiaire, / : non

réalisé.




Annexe

Tableau 111 : Résultats du test de synergie

Espece Souches CTX CAZ Cl Test DDS
S1
S2
S3
S5
S7 - -

S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S18 - -
S38
S39
S40
S410 - -
S42
S43
S44
S45
S46 - - +
S47
S48
S50 -
S55 -
S60 -
S63 - - -
S64
S65
S66
S67
S73
S74
S75 -

+| +| +]| +

+| 4+ | +| +| +H] +
+

o I I T S B O S I

+| | | | | ] ] ] ] ] ]+

+| +| +| +

+| +

+| +| +

1
+| 4| |+ +

K. pneumoniae

+| +| +| +
+| +| +| +
+

+| +

+| | | | | ] ] ] | ] ] | ]+

+| +| +| +
+ | ] -

+| | | +H] |+

+| 4|+ +| +H] |+
+| | +| +| +H] |+

CTX: cefotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, DDS : Double Disk Synergy, / : non réalisé,
+ . présence d’'une image de synergie suggérant la production de BLSE, - : absence d’image de
synergie suggérant la non production de BLSE.
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Tableau 11 : Résultats du test de synergie (suite)

Espece Souches

CTX

CAZ

Cl

Test DDS

S76

+

S77

S78

S79

S81

S82

S87

S93

S97

S103

I N S N N A s

o N N S S SN Y I S S

S107

S113

S116

S117

S118

S119

S120

+| +| +| +

S121

S122

S123

+| +

K. pneumoniae

S124

S125

S126

S127

S128

S129

S133

S135

+| | | | ] ]+ +

e S e o e e e B S R R B N R e d s

S137

S142

S143

S145

S146

S149

S151

+| +| +| +

I A S Y S e S I R R R I R R R R R R

+| | +| +| +

IR IR R R R R R R R R R R R R R A R R R A

S152

+

+

+

+

CTX: céfotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, DDS : Double Disk Synergy, / : non réalisé,
absence d’image de

+ . présence d’une image de synergie suggérant la production de BLSE, - :
synergie suggérant la non production de BLSE.
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Tableau 111 : Résultats du test de synergie (suite)

@]
=
X
Q
>
N
Q

Espece Souches Test DDS

-+

K. oxytoca S6

S9

S51

S84

S86

S94

S111

S114

S41T

4+ |+ | H| ] ] ]+

E. coli S53

S59

S72

o I I IS IR N I S I I (R IS S

+| +

S80

S100 -

o I I ) S (S IS S I ) I R S

S112 +

R Y Y e I R R R

+| +

C. freundii S20 - -

S29 - -

S30 - - - -

536 - - - -

S57 - - - -

S71 - - - -

589 . + - T

S9% - - - -

S99 - - - -

S101 - - - -

5104 - - - -

S105 . - - -

S132 - - + +

C. braakii S106 - - N -

E. sakazakii S22 - -

524 m m -
S26 - - T

S32

S33

S34

S68

+| +|+| +]| +
1
+| +

+| ||+ ] ]+

S147

E. cloacae S108 - - N _

CTX : céfotaxime, CAZ : ceftazidime, CI : ceftriaxone, DDS : Double Disk Syemngy, / : non réalisé,
+ : présence d’une image de synergie suggérant la production de BLSE, - : absence d’image de synergie
suggerant la non production de BLSE.
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Tableau 1V : Résultats du transfert des génes de résistance par conjugaison

Espece

Souches

Transfert

K. pneumoniae

S1

S2

S3

S5

S7

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S18

S38

S39

S40

S410

S42

S43

S44

S45

S46

S47

S48

S50

S55

S60

S63

S64

S65

S66

S67

S73

S74

S75

+ : transfert positif, - : transfert négatif, / : non réalisé
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Tableau 1V : Résultats du transfert des génes de résistance par conjugaison (suite)

Espece

Souches

Transfert

K. pneumoniae

S76

S77

S78

S79

+

S81

S82

S87

S93

S97

S103

S107

S113

S116

S117

S118

S119

S120

S121

S122

S123

S124

S125

S126

S127

S128

S129

S133

S135

S137

S142

S143

S145

S146

S149

S151

S152

+ : transfert positif, - : transfert négatif, / : non reéalisé
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Tableau 1V : Résultats du transfert des genes de résistance par conjugaison (suite)

Espece Souches Transfert

K. oxytoca S6 +

S9 +

S51 -

S84 -

S86 -

S94 -

S111 -

S114 -

S41T -

E. coli S53 -

S59 -

S72 -

S80 -

S100 -

S112 -

C. freundii S20

S29

S30

S36

S57

S71

+ |+ +]| |+ +

S89

S96 -

S99

S101

S104

S105

+|+| |+ +

S132

C. braakii S106 -

E. sakazakii S22

S24 -

S26 -

S32 -

S33 -

S34 -

S68 -

S147 -

E. cloacae S108 -

+ : transfert positif, - : transfert négatif, / : non réalisé.
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Tableau V : Résultats de 'amplification des génes de B-lactamases CTX-M et AmpC, de la
séquence ISEcpl et de I’association géne blactx-m/ séquence ISEcpl

Espece | Souches | CTX-M | CTX-M1 | AmpC ISEcpl | CTX-M/ISEcpl (pb)
S1 + + / + + (1000)
S2 + + / + + (1000)
S3 + + / + + (1000)
S5 + + / + +(1000)
S7 + + / + + (1000)
S10 + + / - + (1000)
S11 + + / + +(1000)
S12 + + / + + (1000)
S13 - / / - /
S14 + + / + + (1000)
S15 + + / + + (1000)
S16 + + / + + (1000)
S18 - / + (CIT) - /
S38 + + / + + (1000)
S39 + + / + + (1000)
@ S40 + + / + + (1000)
I S410 + + - + (1100)
£ S42 + + / + + (1000)
"g S43 + + / + + (1000)
< S44 + + / - + (1000)
S45 + + / - + (1000)
S46 + + / - +(1000)
S47 + + / - +(1000)
S48 + + / + + (1000)
S50 + + / - +(1100)
S55 + + / + +(1000)
S60 + + / - + (1000)
S63 - / + (CIT) - /
S64 + + / - + (1000)
S65 + + / + +(1000)
S66 + + / + +(1000)
S67 + + / + + (1000)
S73 + + / + + (1000)
S74 + + / + + (1000)
S75 + + / + +(1000)

+ : présence du produit d’amplification, - : absence du produit d’amplification, / : PCR non réalisée.

xvii



Annexe

Tableau V : Résultats de I’amplification des genes de B-lactamases CTX-M et AmpC, de la
séquence ISEcpl et de I’association géne blactx-m/ séquence ISEcpl (suite)

Espece | Souches | CTX-M | CTX-M1 AmpC ISEcpl | CTX-M/ISEcpl (pb)
S76 + + / - + (1000)
S77 + + / + + (1000)
S78 + + / + + (1000)
S79 + + - - + (1100)
S81 + + / - + (1000)
S82 + + / + + (1000)
S87 + + / + + (1000)
S93 + + / + + (1000)
S97 + + / - + (1000)
S103 + + / + + (1000)
S107 - / +(CIT) - /
S113 + + / + (1000)
S116 + + / - + (1000)
S117 + + / + +(1000)
S118 + + / + + (1000)
S119 + + / + + (1000)
3 S120 + + / + + (1000)
é S121 T T ] - + (1000)
3 S122 + + / + +(1000)
5 S123 m m ] - + (1000)
< S124 + + / + + (1000)
S125 + + / + + (1000)
S126 + + / - +(1000)
S127 + + / + + (1000)
S128 + + / + + (1000)
S129 + + / + + (1000)
5133 + + / + + (1000)
S135 + + / + + (1000)
S137 + + / + + (1000)
S142 + + / + +(1000)
S143 + + / - + (1000)
S145 + + / + + (1000)
S146 + + / + + (1000)
S149 + + / + + (1000)
S151 + + / + + (1000)
S152 + + / + + (1000)

+ : présence du produit d’amplification, - : absence du produit d’amplification, / : PCR non réalisée.
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Tableau V : Résultats de I’amplification des génes de B-lactamases CTX-M et AmpC, de la séquence
ISEcpl et de I’association géne blacTx-m/Séquence ISEcpl (suite)

Espece Souches | CTX-M | CTX-M1 AmpC ISEcpl | CTX-M/ISEcpl (pb)
K. oxytoca S6 + + / + +(1100)
S9 + + / + + (1100)
S51 - / / - /
S84 - / / - /
S86 - / / - /
S94 + + / + + (1000)
S111 - / / - /
S114 + + / + + (1000)
S41T + + - + + (1000)
E. coli S53 + + / + + (1000)
S59 + + / + +(1000)
S72 + + - + + (1000)
S80 + + - + + (1000)
S100 + + / + +(1000)
S112 + + / + + (1000)
C. freundii S20 + + + (CIT) + +(1100)
S29 + + + (CIT) + +(1100)
S30 + + + (CIT) + +(1100)
S36 + + + (CIT) + +(1100)
S57 + + +(CIT) + +(1100)
S71 - / + (CIT) - /
S89 + + + (CIT) + +(1100)
S96 + + +(CIT) + +(1100)
S99 - / + (CIT) - /
S101 + + + (CIT) + +(1100)
S104 + + + (CIT) + +(1100)
S105 + + + (CIT) + +(1100)
S132 + + + (CIT, FOX) + +(1100)
C. braakii S106 - / + (CIT) - /
E. sakazakii S22 + + - + + (1000)
S24 + + - + + (1000)
S26 + + - + + (1000)
S32 + + - + + (1000)
S33 + + - + + (1000)
S34 + + - + + (1000)
S68 + + - + + (1000)
S147 + + - + + (1000)
E. cloacae S108 - / + EBC - /

+ : présence du produit d’amplification, - : absence du produit d’amplification, / : PCR non réalisée.
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Tableau VI : Résultats de 'amplification des genes de B-lactamases CTX-M et
AmpC chez les souches donatrices et leurs clones transconjugants

Souches CTX-M1 AmpC
S79 + -
TC1S79 + /
S6 + /
TC1 S6 + /
S9 + /
TC13S9 + /
TC2S9 + /
TC3 359 + /
S20 n +(CIT)
TC3 S20 + -
TC4 S20 + -
S29 n +(CIT)
TC1 S29 + -
S30 + + (CIT)
TC3 S30 + -
S36 + + (CIT)
TC3 S36 + -
S57 n +(CIT)
TC2 S57 + -
TC3 S57 + + (CIT)
TC4 S57 + -
S71 - +(CIT)
TC1S71 / +(CIT)
S89 + +(CIT)
TC1 S89 + -

+ : présence du produit d’amplification, - : absence du produit d’amplification, / : PCR non
réalisee.
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Tableau VI : Résultats de ’amplification des génes de B-lactamases CTX-M et

AmpC chez les souches donatrices et leurs clones transconjugants (suite)

Souches CTX-M1 AmpC
S99 - + (CIT)
TC1 S99 / +(CIT)
TC2 S99 / +(CIT)
S101 + +(CIT
TC3 5101 + -
S104 n +(CIm
TC1 S104 + -
S105 + + (CIT)
TC1S105 n +(CIm
S132 n + (CIT, FOX)
TC1 S132 + -

+ 1 présence du produit d’amplification, - : absence du produit d’amplification, / : PCR non

réalisée.
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Tableau VII : Profils ERIC des 109 souches

Espece Souches Profil ERIC

S1 K2
S2 K2
S3 K2
S5 K2
S7 K2
S10 K2
S11 K2
S12 K2
S13 K5
S14 K2
S15 K2
S16 K2
S18 K4
S38 K2
S39 K2

@ S40 K2

g S410 K3

g S42 K2

e S43 K2

o

¥ S44 K2
S45 K2
S46 K2
S47 K2
S48 K2
S50 K1
S55 K2
S60 K2
S63 K4
S64 K2
S65 K2
S66 K2
S67 K2
S73 K2
S74 K2
S75 K2
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Tableau VII : Profils ERIC des 109 souches (suite)

Espece Souches Profil ERIC
S76 K2
S77 K2
S78 K2
579 K3
S81 K2
582 K2
S87 K2
S93 K2
S97 K2
S103 K2
5107 K4
S113 K2
5116 K2
S117 K2
S118 K2
S119 K2
3 S120 K2
é S121 K2
> 5122 K2
= 5123 K2
X S124 K2
S125 K2
S126 K2
S127 K2
S128 K2
S129 K2
S133 K2
S135 K2
S137 K2
S142 K2
5143 K2
S145 K2
S146 K2
S149 K2
S151 K2
S152 K2
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Tableau VII : Profils ERIC des 109 souches (suite)

Espece Souches Profil ERIC

K. oxytoca S6 O1
S9 01

S51 02

S84 02

S86 02

S94 03

S111 02

S114 03

S41T El

E. coli S53 E1l
S59 El

S72 El

S80 El

S100 El

S112 El

C. freundii S20 C1
S29 C2

S30 C2

S36 C2

S57 C2

S71 C4

S89 C3

S96 C2

S99 C2

S101 C2

S104 C2

S105 C2

S132 C3
C. braakii S106 CB1
E. sakazakii S22 S1
S24 S1

S26 S1

S32 S1

S33 S1

S34 S1

S68 S1

S147 S1
E. cloacae S108 EC1
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Tableau VIII : Profils génétiques des 109 souches

Espece Souches Profil ERIC Profil genetique
S1 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S2 K2 CTX-M"", ISEcpl
S3 K2 CTX-M", ISEcp1
S5 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S7 K2 CTX-M""| ISEcpl
S10 K2 CTX-MY'
S11 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S12 K2 CTX-M""| ISEcpl
S13 K5 BLSE+
S14 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S15 K2 CTX-M"", ISEcpl
S16 K2 CTX-M"", ISEcpl
S18 K4 cIm
S38 K2 CTX-M"'| ISEcpl
S39 K2 CTX-M"'| ISEcpl
° S40 K2 CTX-M"T, ISEcpl
§ 410 K3 CTX-M"T
E S42 K2 CTX-M"'| ISEcpl
“g S43 K2 CTX-M™T ISEcpl
¢ S44 K2 CTX-MY'
S45 K2 CTX-MYT
S46 K2 CTX-MY
S47 K2 CTX-MY'
S48 K2 CTX-M"'| ISEcpl
S50 K1 CTX-MY
S55 K2 CTX-M""| ISEcpl
S60 K2 CTX-MY'
S63 K4 cIm™
S64 K2 CTX-MM
S65 K2 CTX-M"", ISEcp1
S66 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S67 K2 CTX-M"', ISEcpl
S73 K2 CTX-M"', ISEcp1
S74 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S75 K2 CTX-M""| ISEcpl

NT - géne de résistance non transférable, " : géne de résistance transférable, en jaune : souches retenues.
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Tableau VIII : Profils génétiques des 109 souches (suite)

Espece Souches Profil ERIC Profil genetique

S76 K2 CTX-MM
S77 K2 CTX-M"", ISEcpl
S78 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S79 K3 CTX-M'
s81 K2 CTX-MY'
S82 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S87 K2 CTX-M""| ISEcpl
S93 K2 CTX-M""| ISEcpl
S97 K2 CTX-M™
S103 K2 CTX-M"", ISEcp1
S107 K4 cim!
S113 K2 CTX-MY
S116 K2 CTX-MYT
S117 K2 CTX-M"T | ISEcpl
S118 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S119 K2 CTX-M"'| ISEcpl

8 S120 K2 CTX-M"'| ISEcpl

é S121 K2 CTX-M™

3 S122 K2 CTX-M"", ISEcp1

= 5123 K2 CTX-M™T

X S124 K2 CTX-M"", ISEcpl
S125 K2 CTX-M"T, ISEcp1
S126 K2 CTX-MYT
S127 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S128 K2 CTX-M"'| ISEcpl
S129 K2 CTX-M"'| ISEcpl
S133 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S135 K2 CTX-M""| ISEcpl
S137 K2 CTX-M""| ISEcpl
S142 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S143 K2 CTX-MYT
S145 K2 CTX-MNT | ISEcpl
S146 K2 CTX-M"T, ISEcpl
S149 K2 CTX-M""| ISEcpl
S151 K2 CTX-M"'| ISEcpl
S152 K2 CTX-M"T, ISEcpl

NT . géne de résistance non transférable, T : géne de résistance transférable, en jaune : souches retenues
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Tableau VIII : Profils génétiques des 109 souches (suite)

Espece Souches Profil ERIC Profil génétique
K. oxytoca S6 01 CTX-M', ISEcpl
S9 o1 CTX-M', ISEcpl
S51 02 OXY
S84 02 OXY
S86 02 OXY
S94 03 CTX-M"'| ISEcpl
S111 02 OXY
S114 03 CTX-M"Y", ISEcpl
S41T El CTX-M"", ISEcpl
E. coli S53 El CTX-M"' | ISEcpl
S59 El CTX-MN'| ISEcpl
S72 El CTX-MN' | ISEcpl
S80 El CTX-M"", ISEcpl
S100 El CTX-MY", ISEcpl
S112 El CTX-M"' | ISEcpl
C. freundii S20 C1 CTX-M', CIT™, ISEcpl
S29 c2 CTX-M', CIT"", ISEcpl
S30 C2 CTX-M', CIT™", ISEcpl
S36 C2 CTX-M", CIT™", ISEcp1
S57 c2 CTX-M', CIT', ISEcpl
S71 C4 cIT'
S89 C3 CTX-M", CIT"", ISEcpl
S96 C2 CTX-MY", CITVT, ISEcpl
S99 C2 CIT
S101 C2 CTX-M", CIT"", ISEcpl
S104 C2 CTX-M'", CIT"", ISEcpl
S105 C2 CTX-M'", CIT', ISEcp1
S132 C3 CTX-M", CIT™", FOX™, ISEcpl
C. braakii 5106 CB1 cIT!
E. sakazakii S22 S1 CTX-M"", ISEcp1
S24 S1 CTX-MNT ISEcpl
S26 S1 CTX-MN'| ISEcpl
S32 S1 CTX-M"", ISEcpl
S33 S1 CTX-M"", ISEcpl
S34 S1 CTX-MN' | ISEcpl
S68 S1 CTX-M"", ISEcpl
S147 S1 CTX-MNT ISEcpl
E. cloacae S108 EC1 EBC

NT - géne de résistance non transférable, T : géne de résistance transférable, en jaune : souches retenues
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1) (2)

TR T

« 3000

« 2000

1500 —

<+ 1000

500 —~

100 -

Fig. 1: Marqueurs de taille des produits d’amplification par PCR.
(1): 100 pb DNA Ladder, (2) : 1 kb DNA Step Ladder.
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S20

S29

S89

S71

Fig. 2 : Profils plasmidiques des souches sauvages de C. freundii (520, S29, S89, S132,

S57, S71 et S99) et de K. oxytoca (S9).

S20 S29 S89 S132 S9 S57 S71 S99
155 155 155 155
148 148 148
135
128 128
95 95 95 95
81 81 81 81
77
65 65 65
54 54 54 54 54
34 34
Chr
22
12
55 55 55 55
4.9
4.8 4.8 4.8
4.7
4.6 4.6 4.6 4.6
4.5
4.4
4.3
4
3.3 3.3
2.8 2.8
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Abstract

The hospital effluents are potential reservoirs of antibiotics resistant bacteria and could contribute in the increase of
the exposure of human populations. The objective of this work was the detection and characterization of the resistance to
antibiotics in effluents of Zmirli hospital (Algiers).

Cefotaxim resistant Enterobacteriaceae were selected on lactose tergitol agar with cefotaxim (4 pg/ml). Isolates were
identified by API 20F system and screened for ESBLs by Double-Disc Synergy Test (DDST). Antimicrobial susceptibility
was determined by disc-diffusion methods and agar-dilution methods. Transfer of resistance genes was carried out by
conjugation and plasmids were extracted by alkaline lysis. blacrx.m, blaampc genes and plasmid mediated quinolone
resistance determinants (PM QR) were detected by simplex or multiplex PCR. ISEcpl insertion sequence and its linkage with
blacrx.m genes were investigated by PCR. The molecular typing of isolates was carried out by ERIC-PCR.

A total of 109 cefotaxim resistant isolates were isolated, which are also characterized by resistance to gentamicin and
ciprofloxacin, while 31 were resistant to cefoxitin. Molecular typing revealed 22 genetic profiles; one strain per profile was
retained for further study : 8 C. freundii, 7 K. pneumoniae, 3 K. oxytoca, 1 E. cloacae, 1 C. braakii, 1 E. sakazakii and 1 E.
coli. MICs of the third generation of cephalosporins (3GC) were high, particularly for cefotaxim and ceftriaxon and the
majority of the isolates showed an additional resistance to cefoxitin. The main mechanism of resistance to 3GC was the
production of ESBL of group-1 CTX-M, found in 15 isolates. The genetic environment of blacrx.m genes showed their
association with ISEcpl sequence; These genes were transferred from 7 isolates in association with self-transferable plasmids
of 155 kb, 128 kb, 95 kb and 81 kb. The second mechanism was the production of plasmid-mediated cephalosporinases
detected in 5 isolates (4 CIT and 1 FOX), two of them co-produce CTX-M enzymes. CIT genes were transferred from 3
isolates in association with a mobilizable plasmid of 5.5 kb. Resistance to gentamicine concerned 16 isolates and was
transferred in association with blacrx.m or blasmpc genes. Resistance to ciprofloxacine was observed in 17 isolates and gnr
determinants were found in 15 isolates, they were of gnrB type (12 isolates), gnrS (2 isolates) and gnrB+gnrS (1 isolate).
anrB genes were transferred from 4 isolates in association with blacrx.m and\or blaampc genes.

This study showed the presence of blacrx.m, blaampc and gnr genes in hospital wastewaters. There is potential risk of
widespread of antibiotic resistance and its transfer in the environment. In this sense, installation of hospital effluents
treatment plants and establishment of strict regulation for their elimination are needed.

Key words: hospital effluents, Enterobacteriaceae, ESBL, cephalosporinases, PMQR determinants.



