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Résumeé

L’étude de la résistance des bacilles a Gram rfégatt quinolones au centre hospitalier
universitaire d’Annaba a été réalisée sur une gérillant du ¥ janvier 2004 a la fin décembre
2008.

On a ainsi, constaté une évolution assez inquetdm cette résistance ; et afin de recherches et d
caractériser les mécanismes de résistance plasragapux quinolones liés aux génes gnr et aac(6)'
Ibcr ; 26 souches d'entérobactéries résistaritaside nalidixique ont été étudiees.

Les génegnr, aac(6)' Ib, TEM, SHV, CTX M, CMY, VEB et Amp@nt été recherché par PCR
et caractérisé par séquencage. L'expérience deganspn et I'analyse du profil plasmidique ont été
réalisé sur les souches qnr positif.

Parmi les 26 souches sélectionnées, 24 présememésistance a au moins 4 antibiotiques.

3 sur 26 souches sont porteuses du gene aacg(@g Wariant aac(6)' Ibcr a été détecté chez une
seule souche. Seulement deux souches sont gnif gpgtésentent aussi au moins deux types de
génesbla avec un haut niveau de résistance aux antibiditeses; les genéa, gnr et aac(6)' Ib
ont été trouvé portés sur le méme plasmide.

L’émergence de cette combinaison de genes deadsespose un vrai probleme de santé publique.
L’'usage raisonné des quinolones est indispensahle gontréler la diffusion de la résistance aux

guinolones.

Mots clés: Infection — bactéries a Gram négatif - QuinoleriRésistance - plasmide- gene gnr -

géne aac(6)' Ib



Abstract

The quinolone resistance study of Gram negativdlbaas assessed in the university hospital of
Annaba from January 2004 to December 2008; resisgs&ains were characterised by the
determination of their resistance phenotype.

The evolution of quinolones resistance during 8tisdy period is very worrying; in the aim of
detection and characterization of new plasmidicimeaism of resistance to quinolones, due to gnr
et aac(6)' Ibcr genes ; 26 strains of nalidixidaeisistant enterobacteria were studied .

The genegnr, aac(6)' Ib, TEM, SHV, CTX M, CMY, VEB and Amp@ere determined by PCR
and characterized by sequencing . the qnr-posits@ates were studied by Conjugation
experiments and the analyse of their plasmididilpro

24 of the 26 selected strains, were resistant keaat 4 antibiotics, 3 of 26 isolates were posatif

the gene aac(6)' Ib; the variant aac(6)' Ibcr weieated only in one strain. Two strains were
positive for gnr genes and were also positive fdeast two bla genes and present a high resistance
level to the tested antibiotics.

The genesla, gnr and aac(6)' Ib were carried on the same pthsm

the emergence of this association of resistancesgisra real problem of public health.

The reasoned use of the quinolones is essentialiivol the diffusion of this resistance.

Key wordsinfection- Gram negatif bacteria- Resistance inQlone - plasmid- gene

aac(6)' Ib -gene gnr
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INTRODUCTION

La découverte des antibiotiques a@lutl du XXe siécle a constitué une véritable
révolution pour le traitement des maladies infersés d’origine bactérienne.

Depuis leur premiere utilisation en 1942s B-lactamines représentent la famille
d’antibiotiques la plus largement développée qilles diversifiée dans le monde. Cette utilisation
est due a leur large spectre d’action, leur faiblécité, leur efficacité et le faible colt de eenies

molécules.

Cependant, l'utilisation massive etfpia abusive des antibiotiques, en ville comme a
I'hépital, a modifié considérablement I'écologie amtbienne et tend a augmenter le taux de

bactéries résistantes.

Le pouvoir d'adaptation des bactéries se manifpateleur capacité a acquérir de nouvelles
propriétés soit par modification de leur génomée gai gain d'information génétique nouvelle.

Pour faire face a ce phénomeéne, I'hemencesse de chercher de nouvelles molécules.
Les quinolones sont des molécules synthétiguesudécte en 1962 par Lesher qui a isolé I'acide
nalidixique a partir d’'une préparation de chloragudestinée au traitement du paludisme.

Dans les années 80, la fluoration deroelécules en position 6, a permis d’étendre leur
spectre d’activité selon la génération de la md&alPseudomonas aerugingsaux cocci a Gram
positif, aux bactéries intracellulaires et aux aobs. Ce qui a contribuer a I'amélioration de
I'apport des ce type de produit dans le traitemdpdrmi ces fluoroquinolones, on peut citer la

ciprofloxacine, la Iévofloxacine et la moxifloxaein

Les quinolones ont pour cible les tigmmérases, enzymes servant a enrouler et dérouler

nouer et dénouer le chromosome bactérien lors dplecation et la transcription.



Du fait de leur bonne diffusion tissulaire, cesilaintiques sont largement utilisés en médecine

humaine et vétérinaire, notamment dans le casatiitins urinaires et respiratoires.

La résistance aux quinolones étgpssee étre uniqguement chromosomique, par sélection
des souches mutantes.
Ces mutations affectent principalement le géne gpiAs le gene gyrB codant pour les sous-unité
A et B de la DNA-gyrase.
L’analyse séquentielle de I'ADN bactérien montree ges mutations entrainant une résistance
concernent fréquemment les acides aminés prochsitdude fixation de la sous-unité GyrA
(Tyrl22 chezEscherichia coli; cette région est nommée QRDR, c’est la régiéterthinante pour

la résistance aux quinolones (Yoshida et al, 1988shida et al ; 1990)

En 1998 ou Martinez-Martinetzal. ont décrit la premiére souchi€lébsiella pneumonige
dont le support de la résistance est un plasméasfiérable (pMG252)
(Martinez-Martinez et al; 1998)
Il a été ensuite démontré que le plasmide pMG2&2etgeait le géngnr A codant pour une
protéine, QNR A, de 218 acides aminés appartenaté @amille des protéines a motifs
pentapeptidiques répétés qui protege le complexdl-girase de l'inhibition par les quinolones

(Hooper et al; 1999).

Quatre autres déterminants plasmatigeégalement impliqués dans la résistance aux
quinolones ont été rapportam(B, gnrS, qnrC et gnrpainsi que différents variants des protéines
QnrA et QnrB (Wang et al, 2009 ; Poirel et al; 2005
Un nouveau mécanisme de résistance plasmidiquegaimolones a été décrit chez des souches
d’Escherichia colisolées en Chine; Il s'agit d’une inactivation &3 par acétylation au niveau de
'azote aminé du substituant pipérazinyl. Le déieant de cette résistance est un variant d’'une
aminoside Nacétyltransférase ACC-(6)-lb-cr dont le gene cddamésente deux mutations

spécifiques au niveau des codons 103 et 179 eataimactivation des FQ (Park et al;2006).

Un autre nouveau mécanisme de résistglasmidique aux fluoroquinolones a été
découvert, par excrétion active des FQ via la podigklux gepA. (Perichon et al; 2007) (Yamane
et al; 2007)



Les mécanismes de résistance plasmidique aux guie®l(PMQR) conduisent a des résistances de
bas niveau. Mais leur association aux mécanismeésmgsomique augmente le niveau de

résistance sous I'effet d’un traitement thérapewgtipar les fluoroquinolones.

La co-expression d’autres genes ddisragdistances par des souches porteuses de PMQR et
leur déssimination en milieu hospitalier et dansdenmunauté est un facteur de risque d’'impasse
thérapeutique. Pour cette raison, I'étude et laaatérisation de ces mécanismes semblent

nécessaires (guessendkt2008).

En Algerie, on assiste cette derni@éginie a une augmentation vertigineuse de la
consommation des quinolones ; cependant, on neskspas assez de données concernant leurs
usages ainsi que leurs impacts dans le traitemenindections (communiqué d’'OMS, 2008); dans

ce contexte, ce travail a été entrepris afin :

« D’étudier de la prévalence de la résistance auxajoies a Annaba
» Faire la caractérisation phénotypique des soudsestantes aux quinolones

» Larecherche du support génétique de la résistance



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE
Chapitre 1 : LES ANTIBIOTIQUES

VII. Définition :

Les antibiotiques sont des molécukedaks poids moléculaire produites par le metabelism
secondaire de certains micro-organismes, bactérieschampignons, commé&treptomyces
Bacillus Penicillium Cephalosporiumetc. Ces substances d’origine naturelle exenceatoxicité
sélective a des concentrations tres faibles, nrigue pour I'héte lors de traitement d’infections

bactériennes.

Certains antibiotiques naturellemerddpits par des micro-organismes, ont été modifiés

par synthese chimique ou hémisynthese permettasit@ielargir leur spectre d’activite.

Les agents antibactériens obtenus pathé&se totale sont également assimilés a des
antibiotiques. Cependant, le terme d’antibiotigaed®sormais utilisé pour désigner tout composé

non toxique pour I'héte et possédant une activitébactérienne(Christianne, 2000)

VIIIl. Les différentes cibles des antibiotiques

Les différentes familles d’antibiot&pi interagissent avec des cibles spécifiques dans |
bactérie. La figure 1 illustre les principales etbldes antibiotiques que sont la synthese de ¢, par
l'intégrité de la membrane, la synthese protéidaeagplication de I’ADN, la transcription, et la

synthese de l'acide folique.



7. Laparoi:

Les bactéries possedent a [I'extériderleur membrane cytoplasmique un polymere
réticulé, le peptidoglycane, formé de longues amiosidiques linéaires portées par de courtes
chaines peptidiques. Cette structure, totalemesdgrdd chez les eucaryotes, participe au maintien
de la forme de la cellule bactérienne et protéegméanbrane cytoplasmique des variations de la

pression osmotique.

La synthése du peptidoglycane estroogssus complexe dont plusieurs étapes constituent
des cibles pour des antibiotiques.
Les précurseurs du pepetidoglycane sont synthddise le cytoplasme et assemblés a l'extérieur de
la membrane cytoplasmique; lorsque les bactériet ®m phase de croissance, il existe
simultanément des phénomeénes de synthese et daatiest du peptidoglycane; I'equilibre entre
ces deux phénomenes est rompu par les antibiotighésant la synthése du pepetiglycane, il en

résulte une altération de la paroi ayant un effietl pour la bactérie.

Les deux familles d’antibiotiques ldsigpimportantes qui interférent avec la synthese du
peptidoglycane sont lgslactamines et les glycopeptides, mais la cyclogéria bacitracine et la
fosfomycine interviennent également a ce niveau.

(Walsh, 2003; Christian, 2000; Greenwood, 1995)

8. La membrane : Formation de pores par les antibiotiques

Les antibiotiques ayant pour ciblerlembrane interne des bactéries sont regroupédesous
terme général de peptides cationiques. La plupartcds molécules interagissent avec les
membranes bactériennes et perturbent la bicouclpbakpholipides. lIs déstabilisent la membrane
externe en se liant aux groupements phosphategshdspholipides et du lipopolysaccharide (LPS)
et perméabilisent la membrane externe en déplégscations divalents comme le magnésium et le
calcium qui stabilisent les molécules de LPS eelless. (Hancock, 1997 ; Zhangadt 2000)

Le "principal" site d’action de ces lémiles antibiotiques est la membrane interne su |l
s’assemblent pour former des pores et ainsi coaduia lyse de la bactérie.



La destruction subséquente de la membrane cytoglasimmqui entraine la fuite de composants
internes essentiels (protéines et acides nucl8igeesla libération d’enzymes Iytiques, est
responsable de leur activité bactéricide.

Les polymyxines constituent la principale famdlantibiotiques agissant sur les membranes.

9. Le ribosome :Inhibition de la synthése protéique

Bien que considéré comme universahéeanisme général de la synthése des protéines est
suffisamment différent chez les bactéries et Idtules eucaryotes pour constituer une cible
spécifigue pour des agents antibactériens. L'détigélective de ces agents est basée sur les
différences structurales des ribosomes procaryetesucaryotes, qui concernent a la fois leur
composante protéique et leur composante ribonue€iq
Ces différences sont reflétées entre autres pacdefficients de sédimentation des sous-unités
ribosomales, 50S et 30S chez les bactéries ett6@Eechez les cellules eucaryotes.

L’inhibition de la synthése protéique a lieu a éiffintes étapes selon les familles d’antibiotiques.
(Walsh etal, 2003)

Les antibiotiques les plus importants de cettegraté sont :

- Les macrolides: leur fixation au ribosome entraine l'inhibitiale I'élongation du peptide
en formation.

- Lesphénicolés: ils inhibent la synthése des protéines en engéda liaison du complexe
amino-acyl-ARNt a son site de fixation bloquantsainla réaction de transpeptidation
(Labro, 2002 ; Bryskier, 1995)

10.L’ARN polymérase : Inhibition de la transcription

L’ARN polymérase-ADN dépendante asdaranscription de 'ARN messager
nécessaire a la synthése des protéines.
Les antibiotiques de la famille des rifamycinesgolent la transcription de 'ADN bactérien en se
fixant sur TARN polymérase bactérienne.



11.Les topisomérases : Inhibition des réactions de mdaation de la topologie de
I’ADN :

L’ADN gyrase et la topoisomérase \gukent le degré de surenroulement négatif de
'ADN bactérien, qui est déterminant dans la ré&dimn de I'ADN et dans la régulation de
I'expression des génes au niveau transcriptionnel.
Ce degré de surenroulement négatif est régulé glbgsjuement en fonction des conditions
environnementales de température, de pH et d'osit®ldes deux enzymes sont capables de
séparer ou d’enlacer des ADN circulaires bicat@&saan réalisant une coupure simultanée sur les
deux brins d’'un des deux ADN, puis en faisant pals&metre ADN a travers cette coupure.

Les antibiotiques de la famille desnglones sont responsables de l'inhibition de la
réplication et de la transcription de 'ADN.
Il est maintenant clairement établi que les quinetoexercent leur effet antibactérien en inhibant
les topoisomérases de type I, c'est a dire TADMage et la topoisomérase IV, deux enzymes
impliquées dans les modifications topologiques’d®MN nécessaires au déroulement correct des
processus de transcription, de réplication et dgégation du chromosome et des plasmides.
(Luttinger, 1995)

12.Inhibition de la synthése de I'acide folique.

Les inhibiteurs de la synthése d'adidigue comme les sulfamides, les sulfones etdé&c
para-amino-salicylique sont des analogues structuda |'acide para-aminobenzoique avec lequel
ilIs entrent en compétition lors de la synthéseidkadolique qu'ils perturbent. lls inhibent la
dihydroptéroate synthétase, enzyme microbienneonssible de l'incorporation de l'acide para-

aminobenzoique dans l'acide dihydroptéroique, pséou de I'acide folique. (Mouton &t 2000)

IX. Les principales familles d’antibiotiques et leurs nedes d’action

5. Familles d’antibiotiques inhibant la synthése de lgaroi

LesB-lactamines parmi lesquelles on peut distinguer les péni@hli, les carbapénemes,
les monobactames et les céphalosporines, sonteapgas d’'un point de vue stéréochimique au
motif D-alanyl D-alanine, qui est un substrat deléaniere étape de synthése du peptidoglycane, la

réaction de transpeptidation.



D’une facon tres schématique, [efactamines interagissent avec les sites catalsigle plusieurs
protéines enzymatiques, appelées PLP (Protéinag l@ pénicilline), impliquées dans le
métabolisme des pontages peptidiques du peptidaugyc

Lesglycopeptides comme la vancomycine et la téicoplanine, inhiblest réactions de
transglycosilation et de transpeptidation en s& kg motif D-alanyl-D-alanine des sous-unités du
peptidoglycane transférées hors du cytoplasmehamiiainsi leur incorporation au peptidoglycane
en cours de formation.

La vancomycine agit sur la synthese du peptidoggcan se liant a I'extréemité C-terminale du
peptide pariétal natif au niveau du dipeptide D-AR-Ala. Ainsi elle bloque le transport de ce
peptide par l'undécaprényl phosphate et empéchsidia d’'une transpeptidase qui relie les

différents peptides du futur peptidoglycane entre €Perichon, 1997)

Néanmoins, Il existe d’autres antilgjoes, la bacitracine, la cyclosérine, et la fosfoime,
agissant sur la paroi des bactéries, qui sont dérés comme "orphelins”, car n’appartenant pas
aux principales familles d’antibiotiques.

L’activité antibactérienne de laacitracine réside dans sa capacité a inhiber la régénération d
lipide Gss, qui reste alors dans la membrane cytoplasmiques sme forme biphosphorylée

inutilisable.

LaFosfomycine inhibe la synthése des précurseurs du peptidagtych se comporte
comme un analogue de phosphoenolpyruvate ; somgmsstravers la membrane cytoplasmique
se fait par transport actif , une fois dans le pglgeme elle se fixe sur I'enzyme pyruvyltransferase

induisant ainsi I'arret de la synthése de la patoia mort cellulaire. (Zhang at, 2000)

6. Familles d’antibiotiques ayant pour cible la membrane interne :

Parmi les peptides cationiques, pesymyxines constituent le seul groupe réellement
considéré comme une famille d’antibiotiques agisaamiveau des membranes.
Les polymyxines sont constituées de 10 acides ardoét 7 constituent un cycle, et d’'un acide
gras formant une extension hydrophobe. Cette siriariginale explique que les polymyxines se
comportent comme des détergents polycationiques.
Les polymyxines sont actives sur les bactéries anGneégatif. La mort cellulaire bactérienne

semble dans le cas de la polymyxine B étre liGed®polarisation de la membrane cytoplasmique.



La polymyxine B est capable d’'induire une fusiondle entre les membranes externe et interne et
ainsi la formation de pores traversant les deux bmanes. (Daugelavicius, 2000)

Les gramicidines représentent une autre famillgp@atides cationiques actifs sur les bactéries a
Gram positif. (Walsh, 2003)

7. Familles d’antibiotiques inhibant la synthése proté&ue

Plusieurs familles d’antibiotiquedibent la synthése des protéines en agissant

préférentiellement soit sur la sous-unité 30Ssmitla sous-unité 50S des ribosomes.

Lesaminosidessont des antibiotiques a large spectre et gémémait bactéricides. Le
franchissement de la membrane cytoplasmique eghénomeéne actif nécessitant un systéme
transporteur d’électrons et de I'oxygene comme @tece final.

Le mode d’action des aminosides a été bien étwdié la streptomycine. Elle se fixe sur une

région de la sous-unité 30S dont la configuratstrdee a plusieurs protéines (S12 mais aussi S4 et
S5). Cette fixation provoque des erreurs de redssaace codons - anticodons et lI'incorporation
d’acides aminés erronés dans la chaine peptidigfermation. D’autre part, la streptomycine
empéche la fixation du facteur F3 qui, en fin detbgse, provoque la dissociation du ribosome en
ses deux sous-unités. De ce fait, les ribosomds'gelés” et incapables de s’unir a de nouveaux
ARNM.

L’effet bactéricide des aminosides semble, endgarartie, étre lié aux modifications structurales

de la membrane cytoplasmique. (Bryskier, 1995)

Ledétracyclines forment une famille d’antibiotiques inhibiteurs ldesynthése protéique a
activité essentiellement bactériostatique. Ellesépént dans la bactérie principalement par un
mécanisme actif grace a des transporteurs qui desnpnt en charge sous forme de chélates

magneésiens.

Les sites précis de fixation des @irhnes sur le ribosome prétent a controversestl
généralement admis qu’elles interagissent aveodawité 30S, par liaisons chélates établies avec
les groupements phosphates des ARN messagers, l@mpéainsi I'aminoacyl-transférase

d’atteindre le site accepteur.



Cependant, des effets bactéricides, attribuégpolduction de radicaux oxygénés sous l'effet de la

lumiére, ont été notés chez quelques especes ieaciEs. (Bahl edl, 2004)

Lesmacrolides se fixent au niveau de la sous-unité 50S et empécbgalement la
translocation du peptidyl-ARNt du site accepteursda donneur, entrainant la dissociation de la

chaine peptidique en formation du ribosome. (W&603)

Lacide fusidique est un antibiotique de nature stérolique et hyldobe et donc actif
uniquement sur les bactéries a Gram positif, notamirsur les staphylocoques. Il intervient au
cours de la translocation et inhibe la phase dgdtion des synthéses peptidiques. Cette action
semble liée a une stabilisation par I'acide fusidigl’'un complexe ribosome-facteur d’élongation,

complexe qui doit normalement se dissocier aprésieslocation du peptide. (Thierry, 2000)

8. Familles d’antibiotiques inhibant la synthése des@des nucléiques

Lesquinolones sont des agents antimicrobiens dont le premierésgmtant utilisé en
thérapeutique ; Les améliorations les plus sigatiies en termes d’activité ont été apportées par
des substitutions par un atome de fluor (donnaissaace aux quinolones de deuxieme génération,
dont la fluméquine) et par un noyau pipérazine. @as< modifications combinées caractérisent le
groupe desluoroquinolones, dont un des représentants les plus utilisés efearge humaine est la
ciprofloxacine.

L’ADN gyrase est la cible la plus anciennement tdigd® des quinolones. (Larouche, 2001)

Larifampicine est le principal composé de la famille des rifamgsi Active a tres basse
concentration sur les ARN polymérases bactérieneks,n’a aucun effet sur leurs équivalents
eucaryotes. L'inhibition est due a sa fixation frsous-unité§ de cette enzyme qui catalyse la
synthese des liaisons phosphodiesters. L'effetébaade de la rifampicine pourrait étre lié

également a la production de radicaux libres esgmée d’oxygene.

Lessulfamides interférent avec une étape précoce de la synthedtadde folique, la
condensation par la dihydroptéroate synthétaséadelé p-amino-benzoique (pAB), dont ils sont
des analogues structuraux, avec la dihydroptéridjnedonne naissance a I'acide dihydroptéroique.
Les intermédiaires réactionnels ainsi formés padeasation avec les sulfamides sont inutilisables

pour les réactions ultérieures conduisant auxdslat



Letriméthoprime, analogue de la pyrimidine, inhibe puissammensyathéese par la
dihydrofolate réductase (DHFR), de la forme actiles folates, le tétrahydrofolate (THF). Les
sulfamides et le triméthoprime sont le plus souveitisés en combinaison. (Walsh, 2003)

Inhibition de Ia synthése
de la paroi bactérienne
B-lactamaines
Glycopeptides

Inhibition de la synthése
de la membrane cytoplasmique
Peptides cationiques
(polymyxines)

e 4
Inhibition de la _
syntheése protéique Inhibition de la
Sous-umte 508 : synthése de I’ADN
Phénicolés Autres mécanismes Quinolones
Macrolides Sulfamides Inhibition de la
Lincosamides Triméthoprime transcription de I’ ADN
Sous-unité 308 : Rifamycines
Tétracyclines
Ammosides

Fig 1 : Cibles des principales familles d'antibiotjues (Mingeot-Leclercq, 1999)




X.  Mécanismes de résistances aux antibiotiques

"Une bactérie est considérée commistedges a un antibiotique quand la concentrat®n d
cet antibiotique au site de l'infection n’est paffisamment élevée pour inhiber la multiplicatiom d

cette bactérie ou pour la tuer”. (Schwaralet2001)

4. Résistance intrinséque et acquise

La résistance naturelle ou résistance intrinsequest une caractéristique propre a une
espéece bactérienne et partagée par toutes lesesodeltette espéce. Elle peut étre due a
la présence d’'un gene chromosomique commun a ttesdmctéries de I'espéce.

Pour chaque classe d'antibiotiquegxiste des espéces bactériennes pour lesquelles
I'antibiotique est inactif par défautde cible owacdtes a la cible. Ainsi, 'absence de paroi chez le

mycoplasmes rend Igslactamines inactive.

Les bactéries peuvent également acqueérir la résista un antibiotique. Dans ce daa résistance
acquiseest présente seulement dans certaines souchessgede. Cette résistance résulte d’'une
modification génétique par mutation (Chopra a#t 2003) ou d’'une acquisition de matériel
génétique étranger (Davies, 1997)

Certains mécanismes conferent spéfitent une résistance a un antibiotique ou a une
famille d'antibiotiques. D’autres mécanismes présen une spécificité d’action plus faible et
peuvent donc conférer une résistance a de nomboemxposés toxiques non apparentés,
comprenant non seulement des antibiotiques, mas des solvants organiques ou des détergents.
(Chaslus-Dancla etl; 2002)

5. Mécanismes non spécifiques de résistance



La résistance bactérienne non spéfigeut concerner plusieurs molécules ou familles
d’antibiotigues. Comme dans le cas de la résistarigiaseque, une modification de la perméabilité
de la membrane externe des bactéries a Gram nédugatif jouer un rble déterminant dans la
résistance a certains antibiotiques. Le second msfoa majeur de résistance non spécifique est

I'efflux actif des antibiotiques par des pompesgslitmultidrogues”. (Christianne, 2000)

2-1Perméabilité de la membrane externe

Deux composants principaux déterminanpermeéabilité de la membrane externe des
bactéries a Gram négatif : le LPS et les porines.
Contrairement a la membrane cytoplasmique, la mangbrexterne présente une tres grande
dissymétrie. Tandis que la monocouche interneasaposée de phospholipides, essentiellement de
phosphatidyl-éthanolamine, la monocouche externe amstituée de glycolipides : les

lipopolysaccharides, ou LPS.

La caractéristique principale du LP&ivenant dans son rbéle de barriere sélective aux
agents du milieu externe est son importante chagégative.
La surface polyanionique formée par le LPS estiglltnent neutralisée par des cations divalents
comme Mg+ou Ca-+, qui stabilisent les molécules du LPS. La capadéécertaines molécules,
dont des antibiotiques, de chélater ces ions, é&rminante pour leur pénétration a travers la

membrane extern¢Putman eal, 2000)

Les porines sont des protéines qunémt des canaux permettant la diffusion a trawvers |
membrane externe de petites molécules hydrophiles.

Le mode de pénétration des antibi@sga travers la membrane externe dépend de leur

poids moléculaire, mais aussi de leur hydrophabiettde leur charge. Les composés hydrophiles
diffusent rapidement au travers de la membranéapasie des porines.
Au contraire, la membrane externe constitue uneidoar d’exclusion trés efficace contre les
antibiotiques hydrophobes. Cette imperméabilité mstbablement due a la stabilisation des
molécules de LPS par des cations divalents, qutdittacces des antibiotiques hydrophobes a la
partie interne hydrophobe de la membrane. (Mingectercq, 1999)



Un troisieme mode de pénétration, "diito-promu” est décrit pour les antibiotiques
polycationiques, comme les aminosides et les peptidtioniques. Ces composés sont capables de
déstabiliser la membrane en prenant la place désnsadivalents, et favoriser ainsi leur propre
diffusion a travers la bicouche lipidique, ainseqeelle d’autres molécules hydrophobes. (Hancock,
1997)

2-2Efflux actif non spécifique

En dépit de sa faible perméabilitémiambrane externe des bactéries a Gram négatif ne
peut que ralentir la pénétration des antibiotiqlé&fflux actif intervient de fagcon a maintenir @ u
niveau sub-inhibiteur les concentrations intradaites des antibiotiques.
La résistance intrinseque générale des bactér&sai négatif est déterminée par la présence de
pompes a large spectre de substrats, dites "magtieds”. (Paulsen at, 1996 ;
Putman eal, 2000)

Les pompes d’efflux multidrogues sclassées selon trois critéres : la source d’énergie
gu’elles utilisent, leur phylogénie, et leur spedae substrats.
Les transporteurs dits "primaires” utilisent compmmcipale source d’énergie 'ATP. Tandis que
les transporteurs dits "secondaires” fonctionnantsgmports ou antiports.

Les transporteurs secondaires sont prédominantslehdactéries a gram negatif. (Poole, 2004)

6. Mécanismes spécifiques de résistance

Il existe trois mécanismes majeursligygés dans la résistance spécifique aux antihietq
: I'inactivation enzymatique de I'antibiotique, faotection, la modification ou le remplacement de
la cible et puis I'efflux spécifique de I'antibigtie. (Christianne, 2000)

3-1llnactivation de lI'antibiotique

De nombreuses enzymes sont connueasipactiver les antibiotiques. Certaines enzymes
détruisent directement la molécule d’antibiotigeied’autres se contentent d’inactiver I'antibiotqu
en ajoutant sur la molécule différents groupemehisiques. Le spectre de ces enzymes est
généralement limité a une famille d’antibiotiquesirg uniquement a certaines molécules d’'une

famille.



La résistance auklactamines est due principalement a l'existencepdactamases,
enzymes capables de scinder le nofdactame commun a I'ensemble des molécules de cette
famille. Lesp-lactamases sont nombreuses, elles sont classtesdlernent en fonction de leurs
substrats, ainsi que de leur sensibilité aux indilvs deg-lactamases. (Patersonagt 2005).

On distingue entre autre les péniwllies et les céphalosporinases (Towner, 1995%ant E
donné que plus de 340 R-lactamases uniques odéétiees, il est important d’adopter un systéeme
de classification simple qui refléte la fonctioriasimilarité des séquences de protéines
La classification d’Amber divise les B-lactamases 4e groupes sur la base de leur séquence
d’acides aminés.

* Classe moléculaire A (comprenanfaesilles TEM, SHV et CTX-M)

¢ Classe moléculaire B comprend demliobéta-lactamases

* Classe moléculaire C (AmpC)

». Classe moléculaire D (OXA)

Les caractéristigues importantes soietles enzymes de classe A sont inhibées padéaci
clavulanique et d’autres inhibiteurs des R-lact@v®aommercialisés et ne sont pas actives contre
les céphamycines, alors que les enzymes de claggen@@C) ne sont pas inhibées par l'acide

clavulanique et sont actives contre les céphamscine

Aucune des deux classes n’'est active contre ldsapanemes. Par opposition, les métallo-3-
lactamases (Classe B) sont généralement activeseclms carbapénémes et contre d’'autres [3-
lactamines. Elles ne sont pas inhibées par labitabrs des B-lactamases commercialisés et sont
responsables de la résistancestienotrophomonas maltophilé Aeromonas spux carbapénéemes.
Habituellement (mais pas toujours), un nom en tietises se réfere a une famille de 3-lactamases

génétiquement liées, le chiffre indiquant I'enzyspécifique (p. ex. TEM10). (Bush &t 1995)

La plupart des BLSE appartiennent gamilles TEM (TEM3-133), SHV (SHV-2-54),
CTX-M (CTX-M1-28) groupes 8. Il existe une nomenala similaire pour les enzymes
plamidiques AmpC appelées CMY, MIR, FOX, ACT, ACHE.

Des carbapénémases plasmidiques afdrégnt été identifiées, en particulier en Extréme-
Orient, les plus courantes étant les groupes IMP/IBt. Les béta-lactamases OXA ont été
identifiees généralement daRseudomonas aeruginosalaquelle elles conferent une résistance a
la ticarcilline, a la pipéracilline, et la ceftaite qui n’est pas inhibée par I'acide clavulanique.
Elles ont été associées a la résistance aux carbaugs, mais seulement dahsinetobacter sp



probablement du fait que les organismes ont urdefgiermeéabilité aux carbapénémes, permettant
aux enzymes ayant une faible activité de produine wvésistance cliniquement significative.
(Guiney efal, 1993)

Les genes des BLSE de type TEM et SHM issus de leurs précurseurs (genes TEM1 ou
2 ou SHV-1) par plusieurs mutations ponctuelles qonferent une résistance aux
oxyiminocéphalosporines, aux monobactames et aumcipges, mais non aux céphamycines

(céfoxitine, céfotétane) ou aux carbapénemes.

Cette résistance est inhibée parnbsbiteurs des R-lactamases —I'acide clavulanidpie,
sulbactam et le tazobactam. Les BLSE sont dondfgpéament définis comme des R-lactamases
capables d’hydrolyser les céphalosporines de émwisi génération et ont été inhibées par

I'inhibiteur des R-lactamases, I'acide clavulanique

Le taux d’hydrolyse des différentesa@®amines varie d’'une enzyme a une autre et les
souches dée. coli produisant des BLSE peuvent étre sensibles auzaiiftee et résistantes au
céfotaxime, ouvice-versa. Par exemple, les enzy@€&X-M identifiees dans une étude de
population a Calgary préferent le céfotaxime/cafiohe comme substrat.

Par opposition, une épidémie de cas d’'infectionipabsiellaproduisant des BLSE a Chicago a été
causée par un mutant de la béta-lactamase TEMyduolgse de préférence la ceftazidine. De plus,
les concentrations minimales inhibitrices (CMI) @ku béta-lactamine peuvent varier dans
différentes souches porteuses de la méme BLSEismnrde la présence d’autres bétalactamases
et/ou de l'altération de la perméabilité de la meanb. (Canton etl, 2006)

Les béta-lactamases AmpC ne sont paibées par les inhibiteurs des béta-lactamases
commercialisés et conférent une résistance auxcifiérds, aux monobactames, aux (oxyimino)-
céphalosporines de troisieme génération et auxargptines, mais non aux carbapénéemes. Le type
de résistance est principalement déterminé paretgédd’expression. Le gene chromosomique
ampC codé peut produire constitutivement des bétafaases a un taux faible ou élevé ou leur
production peut étre inductibleE. coli possede un génempC qui n’est pas inductible et est
exprimé a des taux non significatits. coliest donc sensible a toutes les bétalactaminesretude
sensible aux oxyimino-céphalosporines lorsqu’ilduib les enzymes TEM-1 ou SHV-1, car il a
acquis les genes respectifs situés sur un plasmide.

(Philippon etal, 2002)



DansEnterobacter cloacael’'expression du genampC est inductible par les béta-
lactamines. La présence d'une béta-lactamine emetrdés produits de dégradation de la paroi
cellulaire qui convertissent TAmpR d’un répresseanrun inducteur de I'expression du genepG
entrainant la régulation positive de la productierbétalactamase AmpC. Et surtout, des mutations
peuvent se produire au locaspD, qui est responsable du recyclage des produitiegeadation de
la paroi cellulaire, et les mutants du geamepD (mutants déréprimés) produisent constamment des
taux élevés d’AmpC.( Gu el, 2004)

Les hyperproducteurs d’AmpC sont galegnent résistants a toutes les céphalosporines de
troisieme génération, aux céphamycines, aux carpérycillines, aux ureidopénicillines et aux
associations de bétalactamine et d’inhibiteurs mta-lactamases, mais demeurent sensibles aux
carbapénemes. Cependant, I'hyperproducteuaeruginosalet moins frequemmeri. cloacag
peut devenir résistant en raison de modificatioaslal porine, une protéine de la membrane

extérieure, qui réduisent I'entrée des carbapénémes

Les géeneampC ont été localisés également dans les plasmidefabplement par la
capture des genes chromosomicalepC Cela entraine I'expression constitutive de
La béta-lactamase AmpC a des taux modérément életdse méme phénotype extrémement
résistant présents dans les mutants constit(ltitsssine, 2000)

L’inactivation enzymatique desninosidesest réalisée par modification enzymatique de
I'antibiotique. Il existe trois classes d’enzymefélentes classées en fonction du radical qu’elles
ajoutent a la molécule d’aminoside : les N-acéyisférases (AAC), les O-nucléotidyltransférases
(ANT), et les O-phosphotransférases (APH).

Il existe un grand nombre d’enzymes de modificatioles aminosides classées en fonction du
radical qu’elles ajoutent puis de la position miggifsur la molécule, ainsi qu’en fonction de leur
spectre d’activité sur les aminosides. (Shaal,e1993)

La résistance athloramphénicol est également liée a la production d’enzymes, les

chloramphénicols acétyl transférases (CAT), resplolesde I'acétylation du Chloramphénicol.

3-2Modification et protection de la cible



Un autre mécanisme a l'origine deda d’activité de I'antibiotique est la modifiaati de
sa cible. Lorsque celle-ci est une protéine, laiffeadion est le plus souvent la conséquence de la
présence d’'une ou de plusieurs mutations danse ggrrespondant.
La modification, la protection ou le remplacemeatal cible de I'antibiotique est un mécanisme qui

intervient dans la résistance a de nombreuseslésnailantibiotiques.

Le mécanisme majeur de résistancegainolonesest l'altération des enzymes cibles que

sont 'ADN gyrase et la topoisomérase IV.

La résistance auglycopeptides étudiée chez les entérocoques, est un cas pietice
résistance par modification de la cible. L'aciddrarD-Ala qui interagit avec les glycopeptides, est
incorporé au précurseur du peptidoglycane sousdatimn dipeptide par une D-Ala-D-Ala ligase.
Les entérocoques résistants produisent une ligasewellement proche de celle qui synthétise le
dipeptide D-Ala-D-Ala a la seule différence, quéefiroduit un "dépsipeptide” D-Ala-D-Lactate qui
remplace le dipeptide.

Un "depsipeptide” est formé par une liaison estéreeun acide aminé et un sucre, pour cette raison
la fixation de la vancomycine s’effectue avec ufiimie tres diminuée.
Cette modification a pour conséquence la diminutieria fixation de la vancomycine sur la sous-

unité du peptidoglycane. (Perichora&t1997)

Les résistances aux sulfamides etéthwprime sont dues a des variants des enzymes
cibles, dihydroptéroate synthétase et dihydrofole#éductase, respectivement insensibles aux
sulfamides et au triméthoprime. Dans le cas desatides et lincosamides, il existe également des
enzymes (ARN méthylases) capables de modifier I'Altldsomal 23S, cible de ces antibiotiques.
Cette méthylation confére a la bactérie une rasistacroisée aux macrolides, lincosamide et

streptogramines du groupe B appelée résistanogpdevLS. (Walsh, 2003)

3-3Efflux spécifiques

Les systemes d’efflux spécifiques atgrt principalement un spectre étroit de
molécules apparentées en dehors de la cellulertzanié par un systeme énergie dépendant.
L'exemple le plus étudié est celui des pompesigaes destétracyclines L'efflux actif des

tétracyclines est réalisé par deux types de tratejos appartentant a la famille MF



Ces protéines transmembranaires eemangn proton contre un complexe tétracycline—
cation. Le premier groupe de transporteurs qucesstitué de 12 segments transmembranaires (12
TMS) est essentiellement retrouvé chez les entétébes,Pseudomonaferomonagt Vibrio. Le
second type de transporteurs a 14 TMS est prirenipatht présent chez les bactéries a Gram positif.
Il existe également des pompes d’efflux spécifigdeda famille dephénicolés notamment du

chloramphénicol et florfénicol. (Schwarzadf 2001)

XI. Mobilité et supports génétiqgues des génes de résiste aux

antibiotiques

3. Les transferts horizontaux de genes de résistance :

Les transferts horizontaux de gémesft un role important dans la dissémination des
mécanismes de résistance aux antibiotiques enpeces bactériennes. lls repoussent les limites
liées a la transmission verticale des genes etraggtions pendant la division cellulaire. Pour que
le transfert horizontal de matériel génétique sfiicace, plusieurs étapes sont nécessaires : 'ADN
support de l'information génétique, doit étre tfans de la cellule donneuse a la cellule réceptrice
(étape intercellulaire) ; la séquence ADN doit t&#grer soit au génome (chromosome), soit sur une
structure se répliquant de facon autonome (plagmites génes apportés par ce fragment d’ADN

doivent ensuite étre capable de s’exprimer dansllale réceptrice.

Les bactéries utilisent trois mécamisnprincipaux de transfert horizontal d’éléments
génétiques entre bactéries d'une méme espece apedes et de genres difféerents : la

transformation, la transduction et la conjugaigdavison, 1999)

1-1Transformation et compétence naturelle :

La transformation naturelle est un améeme d’acquisition d’ADN par certaines
especes bactériennes capables au cours de learcgjitllaire de présenter un état
physiologique appelé état de compétence, nécessdadixation et I'absorption d’ADN par ces
bactéries. Plusieurs especes, comBaeillus subtilus, Streptococcus pneumon@eésentent un
haut niveau de transformation dans certaines donditphysiologiques de leur cycle cellulaire.
(Dubnau, 1999)



D’autres espéeces comnideisseria gonorrhoeaeet Haemophilus influenzae sont
perpétuellement en état de compétence. (Lorealz £994)
Il est possible pour des especes bactériennesransfdrmables naturellement comie coli et
Salmonellad’acquérir I'état de compétence apres certaingetreents chimiques ou physiques.
(Davison, 1999)

La transformation nécessite la présatans le milieu environnant d’ADN libre provenant
d’une cellule bactérienne lysée. L’ADN libéré essu@ite fixé et absorbé par une bactérie réceptrice
en phase de compétence. Pour les especes baatérimammeNeisseria gonorrhoeae et
Haemophilus influenzad'efficacité de la transformation est accrue paptéasence de séquences

ADN reconnues et également présentent dans lenmsrgss. (Dutta edl, 2002)

Dans la bactérie réceptrice, 'ADN g&ne subit ensuite une recombinaison génétique afin
de s’intégrer de facon stable au génome bactétidigétee transmis aux cellules-filles.
La limite principale de ce mécanisme est I'insertitu fragment d’ADN exogene, elle nécessite une
importante similarité nucléotidique avec 'ADN de dellule recéptrice. La transformation jouerait
un role limité dans les transferts horizontaux dmesy de résistance car 'ADN libre dans
I'environnement est rapidement dégradé et les espeactériennes naturellement compétentes sont

peu nombreuses (Schwarz, 2001)

1-2 Transduction

Le transfert horizontal de genes pamdduction est réalisé par I'intermédiaire des
bactériophages. Le transfert d’ADN a lieu entret@aes reconnues par le méme phage. Lors de
I'encapsidation, le bactériophage incorpore de IMBactérien fragmenté
La transduction est dite généralisée lorsque |&ébaphage est capable d’encapsider les fragments

d’ADN généres lors de la lyse bactérienne.

Certains bactériophages présententtnamsduction dite spécialisée, c’est-a-dire qudsse
les génes proches du site d’intégration du proppageent étre encapsidés et transférés a une autre
bactérie. Certains bactériophages semblent codefadéeurs de virulence qui peuvent s’exprimer
lorsque le phage est lysogénisé dans la bactégte Gituation a notamment été décrite pour
certaines shiga-toxines ch& coli O157 : H7. La limite de ce mécanisme de transfenhtv
principalement de la spécificité d’héte des baoghrages qui, étant étroite, ne permet qu’'une



dissémination limitée d’'information génétique. Dasp la taille de 'ADN bactérien encapsidé est
limitée en raison de la taille du bactériophagaespeut généralement pas dépasser 50 kb. Pour ces
différentes raisons, la transduction apparait commeécanisme probablement peut efficace pour

le transfert horizontal de génes de résistanceaatiiotiques. (Davison, 1999)

1-3Conjugaison et mobilisation

La conjugaison est le mécanisme Ie pigquent de transmission d’ADN entre
bactéries et probablement le plus efficace. (Clei8b3)
La conjugaison nécessite un contact étroit entotébias dites de sexe différent par I'intermédiaire
d’'un pont cytoplasmique permettant le transferdiractionnel d’ADN de la cellule donneuse vers

la cellule réceptrice.

Le transfert de 'ADN de la bactérientieuse a la bactérie réceptrice s’effectue sausefo
simple brin. Il est possible de différencier plusgtypes de conjugaison.
L'exemple le plus classique est le transfert gémsmides conjugatifs (Tra+) apparentés au
plasmide F, premier plasmide connu, Elecoli. Les plasmides sont des éléments d’ADN extra-

chromosomique capables de se répliquer de facomaue dans la bactérie-hote.

Les plasmides conjugatifs possédantofmation génétique (fonction Tra) nécessaire a
leur propre transfert d’'une bactérie a une autes.fonctions Tra interviennent dans la synthese des
pili, dans la stabilisation de I'agrégation, damsransfert de ’ADN simple brin, dans I'exclusida
surface, ainsi que dans la régulation de I'ensemiblprocessus.

L’ensemble de ces fonctions de corigares sont localisées dans une région d’environ 30
kb sur les plasmides conjugatifs. Les plasmides dassés sur la base de groupes d’incompatibilité
(groupe Inc) ; deux plasmides du méme groupe diimpatibilité ne peuvent exister de maniére

stable dans la méme bactérie-hote. (Ippen-Ihlat, €1993)

Certains plasmides non-conjugatifaf,TMob+) ne possédent pas les fonctions de
Transfert, et ne peuvent donc pas s’'auto-transtéoee bactérie a I'autre. Cependant le transfert d
ces plasmides non-auto-transférables peut étreséephr l'intermédiaire d’'un second plasmide
conjugatif. Les plasmides (Tra-, Mob+) sont ditebilisables car ils contiennent une origine de

transfert ¢riT). (Davison, 1999) (Dutta ell, 2002) Les plasmides mobilisables IncQ contiennent



une région (Mob) qui est formée der'T ainsi que des gen@sobimpliqués dans le relaxosome
permettant l'initiation du transfert de I’'ADN singbrin. (Guiney, 1993)

Dans la plupart des cas, le plasmide conjugatdgtrpas transféré en méme temps que le plasmide
mobilisable. (Davison, 1999)

Certains plasmides non-conjugatifeat mobilisables (Tra-, Mob-) peuvent former un co-
intégrat avec un plasmide conjugatif. te-intégration permet alors aux deux plasmides d’étre
transférés en bloc par conjugaison. La résolutiancd-intégrat a ensuite lieu dans la cellule
réceptrice apres le transfert. Le transfert de gerf@omosomiques des bactéries Hfr (Haute
fréquence de recombinaison) représente une forgadisée de co-intégration dont I'exemple le
plus connu est celui du plasmide FEd'coli. La conjugaison est également impliquée dans le
transfert horizontal desansposonsconjugatifs. Ces transposons présents sous forme intégrée au
chromosome sont capables de s’exciser pour formemplécule circulaire non-réplicative. Cette
forme circulaire des transposons conjugatifs plwsa&tre transférée par conjugaison a une cellule-
hote. (Churchward, 2002)

Le transposon ainsi transféré est émsnséré dans le chromosome de la cellule-h6te au
niveau d’'une nouvelle cible plus ou moins spéc#igelon les transposons. Les
transposons conjugatifs ont été largement étudidsz des bactéries Gram positif comme
Bacteroideset StreptococcugPembroke eal, 2002)
Des éléments conjugatifs et intégratifs ont été&itdechez plusieurs bactéries Gram négatif comme
SalmonellaVibrio et Proteuscependant le terme de transposon ne semble pde @ttes approprié
pour ce type d’élément. Le terme d’'ICE (Integratd@njugative Element) a été récemment proposé
pour désigner ce nouveau type d’élément conjugptifdiffere des transposons. (Burrusabt
2002)

D’'une facon similaire aux plasmiddsgxiste également des transposons mobilisables

essentiellement décrits chez les bactéries Graitifp@Shurchward, 2002)

De nombreux éléments génétiques gansferables par conjugaison, ils représentent les
différents supports mobiles des genes de résistange antibiotiques. Pour cette raison, la
conjugaison bactérienne a une importance majeurg ldadiffusion des genes de résistance au sein

du monde bactérien.



4. Supports génetiques des génes de résistance :

La dissémination des genes de résistaacessite leur présence sur des supports
génétiques pouvant étre transmis a la descenddraresfért vertical) et capables de diffuser
horizontalement d’'une bactérie a une autre (figQrd.es deux supports génétiques capables de se
répliquer et donc transmis aux cellules-filles derthromosome et les plasmides. (Davison, 1999)

D’un point de vu général, les géneséasistance sont toujours portés par I'une de ees d
structures génétiques dans la bactérie. Les deu&coies que constituent le chromosome et les
plasmides, sont le support des diverses strucgéestiques comme les transposons, les intégrons,
les éléments intégratifs et conjugatifs (ICEs) gghiculent les genes de résistance soit au niveau
intra-cellulaire (transposons, cassettes des iotsyrou inter-cellulaire (plasmides, transposons,

ICEs conjugatifs ou mobilisables). (Towner, 1995)

2-1Chromosome et plasmides

La résistance chromosomique aux atttpies peut étre due soit a des mutations sait a |
présence de genes de résistance. La résistanomufion présente une transmission verticale, elle
apparait & une fréquence de I'ordre dé 20" par génération.

La résistance chromosomique par mutagiressentiellement due a des modifications de la
cible de l'antibiotique, ou a des dé-répressionssyiemes d’efflux intrinseques habituellement
réprimeés.

Le chromosome peut également étreippart de structures génétiques intégrées dans le
chromosome comme certains plasmides, transpostagagrans, ainsi que I'ensemble des éléments
intégratifs et conjugatifs (ICEs).

Les plasmides représentent la secondactste d’ADN douée d'une réplication
indépendante du chromosome. Les plasmides, dédsudans les années 1950-1960, sont des
molécules d’ADN double brin, circulaire, cytoplagmé dont la taille varie de quelques kb a 500
kb.
lIs se répliquent de facon autonome, leur transomssl’'une bactérie a une autre s’effectue
habituellement par conjugaison, mais est €galemessible par transformation ou transduction.
(Davison, 1999) ; lIs sont le support génétiguendmbreuses propriétés permettant une meilleure
adaptation des bactéries, comme la résistance afilsioliqgues, mais aussi la résistance aux



désinfectants, aux métaux lourds, ou aux toxinestébannes. Certains plasmides portent
également des facteurs de virulence, ou certaimestibns métaboliques supplémentaires.
Néanmoins les plasmides ne sont pas nécessai@surie de la bactérie dans des conditions
physiologiques, ils deviennent utiles dans certagunditions particulieres d’environnement. Selon
les plasmides, leur spectre d’hote peut étre plusnoins large selon leur capacité de réplication

dans les différentes espéces et genres bactériens.

A ce jour, un tres grand nombre demlaes ont été étudiés et notamment les plasmides R
portant un ou plusieurs genes de résistance aubicigues. (Ippen-lhler eal, 1993) ; il s’agit
pour la plupart de plasmides conjugatifs, qui petivétre intégrés ou non au chromosome
bactérien. Les plasmides constituent également vissteurs inter-cellulaires des structures

génétiques comme les transposons et les intégrons.

2-2Transposons
Les transposons sont des éléments génétiques eapibke transférer entre le Chromosome et les
plasmides mais aussi entre deux sites de la ménécat® d’ADN (plasmide ou chromosome). La
transposition correspond au mécanisme qui permet sdquences d'insertion (IS) et aux
transposons (Tn) de se déplacer dans le génomérieactll existe deux classes principales de
transposons : les transposons de classe | ou trsmsp composites et les transposons de classe |l

ou transposons non-composites. (Mahillon, 1998)

e Transposons de classe |

La séquence d'insertion (IS) représdiglément transposable élémentaire, d’'une taille
comprise environ entre 1000 pb et 2000 pb, elldiennle matériel nécessaire a la transposition,
c’est-a-dire un gene codant une transposase etédggences inversées répétées a leurs extrémites.
Ces séquences inversées répétées (IRL et IRR)mspliquées dans la fixation de la transposase et
dans les phases de coupure, d’excision, et depwait®n de I’ADN. (Mahillon etl, 1998)

Les IS ont une séquence de reconmaisssur I'ADN cible, la spécificité de ce site peut
étre plus ou moins étroite selon I'lS impliquée. transposition a lieu apres un clivage de
I'extrémité 3’ par la transposase. Il existe deypes de transposition, elle peut étre conservative
réplicative.

Lorsque le transfert s’effectue aprés coupure dewids d’ADN de I'élément du donneur et

insertion au niveau de la nouvelle cible, il s’atjitne transposition conservative.



Si les coupures sont séquentielles et accompagtiéas réplication simultanée de I'lS et de
'’ADN cible, la transposition est alors réplicatie@ec formation d’'un co-intégrat intermédiaire.
(Chandler etl, 2002)

Les transposons composites, le plugsesat d'une taille inférieure a 10 kb, sont
Constitués de deux IS en orientation inversée ectl a leurs extrémités qui encadrent différents
génes et notamment des génes de résistance.
Le transposon TI0D impliqué dans le transfert de résistance auxdgttmes est constitué de deux
IS10 et de plusieurs génes dont les geteth et tetR conférant la résistance aux tétracyclines.
(Haniford, 2002)
Les transposons Bn(IS1) et Trb (IS50) sont également des transposons composites cohféra
respectivement la résistance au chloramphénicall@tkanamycine, bléomycine, et streptomycine.
Deux IS suffisamment proches sont en réalité casalde coopérer pour former un nouveau

transposon composite. (Mabhillon, 1998)

e Transposons de classe Il

Les transposons de classe |l égaleagmlés transposons non-composites sont
délimités par deux séquences inversees répétée®(IIRR) de 35 pb a 48 pb et ne
possedent pas d’IS. Leur taille est variable, ggstiransposons non-composites peuvent atteindre
jusqu'a 70 kb comme AB51 Les représentants les plus connus soteknT 21, ils comportent
un site de recombinaison spécifigueey et deux genestr(pA et tnpR impliqués dans la
transposition codant une transposase et une résolamsi que des genes de résistance aux
antibiotiques ou aux meétaux lourds.

Classiquement la transposition desspasons non-composites s’effectue en deux étapes :
la transposase reconnait les IRL et IRR et induitlivage permettant la jonction entre la molécule
donneuse et receveuse. Aprés réplication du traospd se forme un co-intégrat intermédiaire qui
est par la suite résolu par la résolvase au nideawdeux sitesesdu cointégrat.

Il s’agit d’'une transposition qui sfEgente en partie a la transposition réplicative de
transposons composites.

Les tranposons conjugatifs et mobilisables desébast Gram positif, leurs caractéristiques de
transfert (excision, intégration) sont plus proctiecelles des éléments conjugatifs et intégratifs.

Le transfert intra-cellulaire des transposons epkasmides, entre le chromosome et les plasmides
ainsi que le transfert intercellulaire des plasmident a I'origine d’une diffusion rapide des génes

de résistance dans de nombreuses bactéries d’'sgtiféeentes. L'impact majeur des transposons



dans I'émergence de la résistance aux antibiotigsédue au fait qu’ils puissent s’intégrer au

génome d’'un grand nombre de bactéries et s’y nramigrindley, 2002)

2-3Intégrons :

Les intégrons constituent un systemaecapture et d’expression de géenes décrit pour la
premiére fois en 1989. (Stokesakt1989)

Les intégrons sont constitués d’'un systéeme de reo@ison site-spécifique permettant I'insertion
de genes sous forme de cassettes de gene.

lIs permettent I'expression des cassettes de geagigsent donc comme des vecteurs naturels de
clonage et d’expression. De nombreuses cassettgergesont impliguées dans la résistance aux
antibiotiques chez les bactéries Gram-négatif.

Les intégrons de "Multi-Résistancectisse 1" sont a ce jour les mieux caractériséerdt
largement impliqués dans la dissémination des géaessistance aux antibiotiques Trois "classes"
d’intégrons dits de "Résistance" ou de "Multi-R&sise” (RI, Resistant Integron ou MRI, Multi-
Resistance Integron) ont été définies sur la basehdmologies de séquence protéique de leurs
intégrases respectives (40 a 60 % d’identité etreacmineés)

De nombreux intégrons de "Résistance ldese 1" décrits durant ces dernieres années,
présentent une structure environnante plus compiereecelle décrite lors de la découverte des
premiers intégrons. Ces avancees ont permis d’@rggtnombreuses hypothéses sur l'origine et la

mobilité des intégrons.

Les systemes de capture et d’expresdiogenes que sont les intégrons joueraient @n rol
important dans les processus de transferts hodmmnpermettant ainsi I'évolution des génomes

bactériens.

Les "Super-Intégrons" plus récemmentritl® chez plusieurs especes bactériennes
pourraient représenter les ancétres des intégmiRé&sistance”.
Les intégrons de "Résistance” auraient évoluéartr gles "Super-Intégrons” suite a I'acquisition
des génemtl et de leurs siteattl sur des structures mobiles comme les transposansajacité de
mobilité des transposons, associée a celle d’arqetét’exprimer des génes par les intégrons ainsi
que la pression de sélection exercée par l'utiisades antibiotiques auraient conduit a la séecti
de cassettes de genes de résistance parmi laévalgetcassettes présentes dans les "Super-

Intégrons”. (Rowe-Magnus at, 2001)
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XIl. Résistance aux antimicrobiens d'origine alimentaire

Le r6le de la chaine alimentaire dartsansmission de bactéries résistantes est non
seulement possible mais certains arguments attei#tesa réalité pour certains pathogenes
commeSalmonellaDe nombreux rapports notent effectivement lagmmés de bactéries

productrice de CTX-M dans I'alimentation d’origineimale (Aarestrup etl, 2008).

En 2004, a la suite d’'une épidémie a salmonelleeswre en France, une étude de cas identifia que
les malades infectés p8almonella entericéNewport résistant a la ceftriaxone avaient consommé
de la viande de cheval importée hébergeant uneheadeS. entericaNewport véhiculant le gene
de résistancblaCMY-2 (Espie etl, 2004)

Lavilla et al. rapporterent que les aliments d’origine animalevagent étre un vecteur de la
résistance a BLSE. En effet, parmi 10 foyers épidées de gastro-entérites d’origine alimentaire
étudiés en Espagne, deux a plusieurs convivesgeaitnt la méme souche productrice de BLSE
(Lavilla etal, 2009)

Une épidémie &. enterica productrice de BLSE de type CMY-2 est égalememenwe aux
Etats-Unis en 2002 (Zhao at, 2003). La caractérisation des souches isolédsopitial et chez
desanimaux d'élevage montre que certaines souchegirte humaine et animale avaient des

profils électrophorétiques identiques (ZhaaleR001).

En France, le réseau Salmonella» a montré que sur les souches isolées entre 2MNR-B
souches deS. entericaVirchow d'origine aviaire et une d'origine humaifprélevement fécal)
étaient toutes productrices du déterminant CTXML8 caractérisation moléculaire de ces souches
a permis de montrer que toutes présentaient ddgspde macrorestriction proches (94 % de
similarité) laissant supposer que celles-ci étaieriement liees. Ce gendgaCTX-M-9 est localisé
sur un plasmide conjugatif transférablé&acoli. Les profils de restriction&EcoRL obtenus apres
une digestion des plasmides de 6 des transconpigamndiés présentaient de forte similarité aussi
bien entre les transconjugants issus des isolatgyaie animale qu’humaine. (Weill at, 2004)



CHAPITRE 2 : LES QUINOLONES

Vill. Définition :

Les quinolones sont des moléculesrogqe artificielles possédant une activité
antimicrobienne ; cette famille d’antibiotique & éécouverte en 1962 par Lesher qui a
isolé I'acide nalidixique a partir d’'une prépaoatide chlorquine destinée au traitement

du paludisme, depuis 10000 dérivés ont été systeti(Larouche2001)

IX.  Structure chimique :

Les quinolones sont des dérivés deajumoléine, il s’agit de molécules planes qui
possedent
» Deux cycles aromatiques accolés, le premier estyaie pyridine, le deuxieme est un
hétérocycle (pyridine ou pyrimidine) ou un benzéne.
» Une fonction cétone en position 4.

» Une fonction carboxylique-COOH en position 3

Rg Il
~ I I C~ o-
~—
R Xg N
|
Ry

Fig 3 : Structure générale d’'une quinoloneBall, 2000)



X. Relation structure activité:

Les tableaux 1 et 2 présentent lesticgls entre la structure des quinolones et letivitc
L’élargissement du spectre d’activité est du ppa@ment a la présence de I'atome de fluor en
position 6 (Barry etil. 2001). Il permet une meilleure diffusion a traviersicouche lipidique en
établissant des liaisons avec les protéines deefabrane externe des bactéries a Gram négatif. Cet
atome de fluor augmente aussi l'affinité et / osédtectivité de la quinolone vis-a-vis de la DNA —

gyrase bactérienne (Hooperagt1993).

Tab 1 : Différentes structures des quinolonef/Nepierre, 1981)

Molécule R, Rg R~ X
Acide
o —C,Hs5 —H —CHs; —N—
nalidixique
Acide ST
L —CoHs —H —N H —N—
pipémidique R
) e “,
Norfloxacine —CoHs5 —F —0N MH —CH—
\\'\—!/
Pefloxacine —C,Hs —F —1I M-CH; —CH—
S
Ciprofloxacine —< —F —0N MH —CH—
p \\'\—!/
o —
Lévofloxacine —F —N N-CH; —CH-
CH
3




Tab 2: Relation structure / activité des quinolonegBryskier, 1995)

Position Substituant du noyau Conséquences
Quinolone

1 Radical azoté pK: biodisponibilité, diffusion tissulaire
activité de base (inhibition DNA-gyrase)

3 Fonction carboxyle Activité de base (stabilisation liaison a DNA-gy#as
Formation de sels de sodium solubles

4 Fonction cétone Activité de base (chélation de Mg de DNA-gyrase)
Diminution de biodisponibilité (formation de chédaj

6 Atome de fluor Spectre meilleure efficacité sur Gram —
Spectre élargis aux Gram +

7 Chaine aminé (cycle Meilleurs efficacité sur Gram + ; extension a

pypérazinique) Pseudomonas

pK: Meilleure diffusion tissulaire.

Xl.  Classification et spectre antibactérien

Les quinolones sont classées en plusigénérations selon la chronologie de leur

découverte et selon leur activité antibactérienalgl¢au 3).

Les quinolones de lére génération dites classicqpoed actives uniquement sur des bactéries a

Gram négatif. certains bacilles a Gram négatif comme les ensetébes Haemophilus, Vibrio,

Moraxellaet cocci a Gram negatif (méningocoque, gonocoque).

Les fluoroquinolones sont des antibiotiques a lasgectre qui sont devenus tres utilisés en

médecine humaine et vétérinaire au fur et a madit&mergence de résistance vis-a-vis des autres

antibiotiques.

Les quinolones sont classées en quatre genéraiasées sur leur activité et leur




spectre d’action. En médecine vétérinaire, seele8 Ipremiéres générations de quinolones

sont utilisées, les fluoroquinolones de 4éme géioératant réservées a la médecine

humaine

Les quinolones de deuxieme génération, qui sonfldequinolones, comme la

ciprofloxacine, la norfloxacine ou I'ofloxacine emdecine humaine et la fluméquine en
médecine vétérinaire ont une activité plus impdeaur les bactéries a Gram négatif ainsi

gue contre certains pathogénes atypiques. Cesasigastont une bonne biodisponibilité

orale. Leur principal inconvénient est leur effitddimitée envers les bactéries a Gram

positif.

Les fluoroquinolones de troisieme génération, comlmegatifloxacine, la grepafloxacine, la
levofloxacine, la moxifloxacine ou la sparfloxacie@ médecine humaine et la danofloxacine,
I'enrofloxacine, la difloxacine, I'orbifloxacineibafloxacine ou la marbofloxacine ont une activité
étendue aux bactéries a Gram positif.

Les fluoroquinolones de quatrieme génération, corfanggmifloxacine ou la trovafloxacine ont un

spectre d’activité étendu aux bactéries anaérdlidall, 2000)

Les fluoroquinolones dans leurs ensembles oni anssactivité sur les bactéries a développement
intracellulaire comme les ricketsiales, les chlaialgs, les |égionelles et les mycobactéries ou

associées aux cellules comme les mycoplasmesris{@hne, 2000)

Tab 3 : Classification des différentes générationdes quinolones(Dorosz, 2006)

1ére génération | 2eme génération 3eme génération 4eme geénération
Acide Nalidixigue | Ciprofloxacine Sparfloxacine Trovafloxacine
Acide Pipémidigue | Levofloxacine Grepafloxacine Gémifloxacine
Acide Oxolinique | Ofloxacine Gatifloxacine Sitafloxacine
Fluméquine Norfloxacine Moxifloxacine Clinafloxacine
Cinoxacine Loméfloxacine

Péfloxacine

Enoxacine




Xll.  Association avec d’autres antibiotiques (Christianne, 2000)

Un effet synergique est souvent nptaur les quinolones de premiére génération avec les

aminosides, les polymixines et les sulfamides.

Des études ont montré que l'utilisation des fluoinglones en monothérapie aboutit a la
sélection des germes mutants résistants ; I'aggmtiavec un autre antibiotique actif sur le germe

impliqué réduit ce risque mais ne I'annule pas.

Entérobactéries: Association indifférente ou additive avec lesiramsides et lesp-

lactamines.

Pseudomonas Effet synergique avef-lactamines ; les associations ciprofloxacine avec
carboxy ou ureido pénicilline peuvent prévenir lEngence de mutants résistants.

Staphylocoques association possible et parfois synergique ales aminosides, la

vancomycine, la fosfomycine et I'oxacilline (soudi®SA+); antagoniste avec la rifampicine.
XlI.  Pharmacologie :

4. Phamacocinétique (Claude etl, 1994 ; Dorosz, 2006)

1-1Absorption et biodisponibilité
Les quinolones sont bien résorbés apres admingstratale, leur absorption digestive est
rapide et importante ; 80% pour énoxacine, presqtee pour I'ofloxacine et la pefloxacine a
I'exception de la norfloxacine (I'absorption est d8% limitant ainsi son utilisation dans les

infections urinaires).

1-2Fixation aux protéines plasmatiques et distribution
Pour les quinolones de la premiere génératiomisoh aux protéines plasmatiques est
forte, conduisant a des taux sériques faibles etiffusion tissulaire faible, ne permettent pas
d’utiliser ces produits pour le traitement des atifens systémiques.
L’excellente diffusion dans le parenchyme rénahpetrune utilisation dans les infections urinaires.
Pour I'ensemble des fluoroquinolones, ils présentee excellente diffusion tissulaire,

humorale et intracellulaire, y compris dans le LOR, prostate, les os, la bile. De hautes



concentrations dans le tissu pulmonaire et lessvoigaires favorisent I'utilisation fréquente pour
le traitement des infections urinaires et de ceemaffections broncho-pulmonaires.
Certains agents pathogénes intracellulaires (maatéhes,Legionella, Coxiella burneiti

peuvent également étre touchés.

1-3Demi -vie et excrétion
La demi vie est variable selon leduit, généralement courte pour les quinoloneséffe 1
génération: 3 a 7 heures pour I'acide nalidixig@e&; 4 heures pour I'acide pipémidique ; 6 heures
pour I'acide oxolinique ; 10 heures pour la flumiggu
Elle varie de 3 a 5 heures pour la norfloxacindaetiprofloxacine ; et elle est longue avec la
sparfloxacine, la fléroxacine et la pefloxacin€(BO ou 11 heures).

Les voies d'élimination différent seldes quinolones, pour les quinolones d&® 1
génération, I'élimination biliaire et urinaire dsts rapide, on note un passage placentaire etlelans
lait maternel.

L’épuration rénale prédomine pour les fluoroquimas et leurs métabolites, la pefloxacine et

I'acide nalidixique sont éliminés préférentiellerhpar voie extrarénale.

L’élimination capillaire des fluoroauglones peut permettre un suivi thérapeutique. En
effet, I'élimination a ce niveau permet non seulemn suivi précoce mais permet de détecter la
prise médicamenteuse durant de longs mois aprdsriaére prise (croissance des cheveux de 1
cm/mois).

Pour I'ofloxacine, il existe une relation linéaratre la dose totale administrée par kilogramme de
poids et la concentration (en mg/kg) de cheveufleXacine posséde une forte affinité pour la

mélanine.

5. Pharmacodynamique:

Les quinolones sont des antibiotiqueapidement bactéricides (1 a 6 heures) a des
concentrations égales a celles de l'activité bamdtatique (concentration minimale bactéricide
CMB = concentration minimale inhibitrice CMI) ; capdant I'activité bactéricide augmente en
fonction de la concentration, ce qui est appelédmidie concentration —dépendante. (Firsoalet

2003)



Les quinolones sont actives aussi bien sur lehasten phase de croissance, comme tous les
antibiotiques, que sur les bactéries en phaseostatire, comme de trés rare antibiotiques (par
exemple, la rifampicine), ce qui leur permet dedications thérapeutiques préférentielles dans les
infections chroniques (infections osseuses et ORI )es situation de portage bactérien (par

exemple, Salmonella, méningocoq(@hristianne, 2000)

Les différentes études vitro, in vivo et cliniques montrent indiscutablement une relagatre
I’AUC (l'aire sous la courbe) / CMI et I'efficacitdes fluoroquinolones ainsi que la prévention de
I'’émergence de bactéries résistantes, mais lardigtation d’'une valeur seuil semble difficile. De
plus, une étude récente de Firgival. a montré que des valeurs usuelles, prédictivesedhamne
efficacité sur les souches sensibles peuvent aceieirisque de mutants résistants (Firsoalet
2003)

6. Indications thérapeutiques :

Les fluoroquinolones sont utilisées mpdraiter de nombreusesinfections, incluant les
infections urinaires, les prostatites, les maladieguellement transmissibles, les infections du
tractus digestif et du tractus respiratoire, lésdtions osteo-articulaires et les infections céaemet
des tissus mous. (Davisat 1996)

Un autre domaine d’indication vise lacroflore digestive. Il s’agit des traitements des
entérites bactériennes, des décontaminations s@lectou des prophylaxies des diarrhées du
voyageur. Les fluoroquinolones sont notammentsétds en prophylaxie chez les patients suivant
une chimiothérapie, afin de diminuer le risque f#ations opportunistes par les bactéries
commensales du tube digestif. Elles sont égalemtéisées en prophylaxie chez les
patients immunodéprimeés pour décontaminer le tugpestlf, avant une chirurgie ou pour

prévenir la survenue d’une péritonite chez lesgpddi cirrhotiques (Grange &t 1998)

XIV. Mécanisme d'action des quinolones :

1. Cibles cellulaire: (Craig etal, 1998 ; Goa edl, 1997 ; Hooper, 1995)

Les quinolones ont pour cible les tigmmérases, enzymes servant a enrouler et dérouler

nouer et dénouer le chromosome bactérien lors dplecation et la transcription.



Les topoisomérases modifient le super-enroulemetddN en le coupant puis en le recollant. On

les classe dans trois grands groupes:

+ Les topoisomérases de type | ne coupent qu'undesildeux brins de la double hélice
d'ADN et permettent la relaxation de super-enroelas négatifs.

- Par contre les topoisomérases de type Il (gyras&pm-isomérase IV coupent les deux
brins de la double hélice.

« Des topoisomérases particulieres sont impliquéess da transposition et l'excision de
phages de I'ADN.

Ces enzymes sont vitales pour la b@gtét leur inhibition entraine I'arrét de la réglion
et de la transcription, donc de la synthése defeaaiucléiques (bactériostase), puis la mort de la
bactérie (bactéricidie). Les topo-isomérases biactées, cibles des quinolones, sont ’'ADN gyrase
et la topo-isomérase IV.Les quinolones ont unevitil0000 fois plus faible sur les topo-

isomérases des cellules eucaryotes.

» La DNA —gyrase :
C’est un tétramere composé de 2 sous-unités Asetu2-unités B codées respectivement par les
genes gyr A et gyr B.
Son role est de maintenir un certain degré d’eeroeht négatif de I'ADN ; elle facilite le
déplacement des complexes de réplication et dedrigtion en ajoutant un surenroulement négatif
en amont des complexes.
Elle élimine les nceuds apparaissant dans 'ADNide a la formation des boucles et de replis de
I’ADN.

» Latopo-isomérase IV:
Cette enzyme présente des sous unités homologiede @le la DNA gyraseles genes
par C et parE codent respectivement pour les sowdsuC et E.
Elle est aussi capable de relacher des ADN souédes, mais cette activité est 5 fois
plus faible que son activité de décaténation, istlervient aussi dans la partition des chromosomes

lors de la croissance bactérienne. (Hoshirad,€it994)

L’inhibition de la topo-isomérase IV se caractérpar un arrét lent de la réplication et
a un effet d’abord bactériostatique. (Khodurskglel995).



2. Mode d'action :

Les complex formés entre I'ADN et la DNA gyrase soi@iggs par les quinolones dans

une réaction réversible qui bloque la synthese tlAdD la croissance (figure 3); La mort cellulaire

intervient de deux maniéeres possibles:

» La premiére implique la séparation de complexeaspaquinolones avec I'ADN, entrainant la
formation de morceaux d'ADN double brin |étaux,teeséparation existe pour toutes les

quinolones et est bloquée par les inhibiteurs dghghése d'’ARN et de protéine.

» Le deuxieme mécanisme mortel est attribuée a kodiation des sous unités de la gyrase alors
que l'enzyme est incluse dans un complex ADN-gyrasdte dissociation entrainerait la
formation de terminaison d'ADN double brin (DNAds), ce deuxiéme mécanisme aurait lieu
lorsque les cellules sont traitées avec une fasteentration en fluoroquinolones, I'effet létal

est alors insensible aux inhibiteurs de la syntldeskARN et des proteines.

Ces deux mécanismes létaux existd auss la topoisomérase IV, leurs mise en evidence
chez Escherichia coli est tres difficile car ladigoméraselV n'est que la cible secondaire des

quinolones pour cette bactérie (Drilicaa&t1997)
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Fig 3 : Mode d'action des quinolones contre la DNAyrase et la topoisomérase I\{Drilica et
al, 1997)




VIIl. Mécanisme de résistance aux quinolones :

4. Résistance intrinséqudEverett efal, 1998 ; Le Minor eal, 1982)

Certains micro-organismes sont résistaux quinolones disponible de facon intrinseque
aux concentrations thérapeutiques, notamment negaespéces de bacilles a Gram négatif non
fermentaires commBurkhoderia mallei, B.pseudomallées champignons et les levures.

Le mécanisme de résistance pour ces micro-orgasisraepas été déterminéé avec précision, il
s’agit probablement de I'association d’'une imperpiléé membranaire et d’une faible affinité pour

les cibles intracellulaire, telles ’ADN-gyrase lautopoisomérase V.

5. Résistance acquise par mutation :

La résistance acquise aux quinolorstspancipalement a caractére chromosomique par

sélection de mutants préexistants ; les enzymdssciluite a une mutation, deviennent moins

sensibles, voire totalement insensible a I'actidnbitrice des quinolones.

2-1 Modification de la DNA-gyrase :

Ces mutations affectent principalemiengene gyrA, puis le géne gyrB codant pour les
sous-unités A et B de la DNA-gyrase.
L’analyse séquentielle de I'ADN bactérien montreeges mutations entrainant une résistance
concernent fréquemment les acides aminés prochesitelide fixation de la sous-unité GyrA
(Tyrl22 chezEscherichia coli ; cette région est nommée QRDR, c’est la régi@terdhinante pour
la résistance aux quinolones (Yoshidaakt1988 ; Yoshida eal, 1990) elle s’étend des acides
aminés 67 a 106.
Toutefois il existe des mutations situées en detierla QRDR qui peuvent aussi étre responsable
de résistances (Friedmanat2001).
Les mutations de gyrB conférant un haut niveauhaut niveau de résistance sont aussi situés dans
une région spécifique : Asp246 et Lys447 du gend ghezEscherichiacoli (Yamagishi efal,
1986)



2-2 Modification de la topoisomérase 1V :

Les mutations peuvent aussi concdergenegparC et parEcodant pour les deux sous-
unités de la topommérasdV (Khodursky etal, 1995).
Chez Eschirichia coli, la DNA-gyrase est la ciblengipale (Hooper, 2001), si bien que les
bactéries résistantes par mutation du gene par§bmedétectable que chez les mutants gyrA et a
des concentrations élevées en fluoroquinolonesdiisky etal, 1995 ; Chen edl, 1996)
Ainsi une mutation entrainant une résistance surel’des sous-unités de la topoisomérases IV
(cible secondaire) fait apparaitre peu ou pas dmqtypes de résistance tant que la DNA-gyrase

(cible principale) n’a pas subit de mutation (Kboaky etal, 1995)

2-3La diminution de 'accumulation intra-bactérienne :

» La modification de la perméabilité membranaire :

Les souches mutantes résistantes ainolgnes se caractérisent par une perte totale ou
partielle de la porine OmpF ; le passage par cddimiere est partagé avec les tetracyclines,
I'imipinémes, certaines céphalosporines et le entghénicol, ainsi la perte de la protéine Omp F

résulte une résistance a toutes ces molécules.

» La diminution de la concentration cellulaire par eflux actif :

Ce meécanisme est un moyen pour ledébas a Gram négatif de maintenir une
concentration sub-inhibitrice en antibiotique dinsellule.
Les systemes de pompes d'efflux impliquées darggded'antibiotiqgues sont généralement classées
en trois familles selon les homologies de séquentasdes aminées, on distingue “"la major
facilitator superfamily” (MFS), la resistance naahidn division family (RND) et "la multidrug and

toxic compound extrusion family (MATE) (tableau(@ipure 4).

L'énergie nécessaire au fonctionnement de ces porape fournie par le gradient de
concentration protonique entre I'extérieur etdiigur de la bactérie.
Ces pompes d'efflux présentent une trés faible ifapt elles sont donc aussi nommées
"transporteur multidrogues". (Poola{ 2000)



ABC MF SMR MATE RND

ATP Binding Cassette Major Small Multidrug And Resistance-
Facilitator Multidrug  Toxic compound  Nodulation-
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H+
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S

ATP ADP+P,

Transporteur primaire Transporteurs secondaires

Fig 4 : Structure schématique des cinqg superfamillede pompes d’efflux a antibiotiques(Pool
etal, 2000)



Tab 4 : Systéme d’efflux multidrogues dE. coli (Nicaidou, 1996)

Systeme Protéine de Protéine Canal de la membrane | Substrat
d’efflux transport periplasmique externe

Fluoroquinolones

Type RND Acr AcrA Tolc Tetracyclines
AcrAB Chloramphenicol
Erythromycine
EmrB EmrA Tolc Acide
Type MF
yp nalidixique
EmrAB

6. La résistance plasmidique :

La résistance plasmidique a été d&gritur la premiére fois en 1998 aux USA chez une
souche deKlebsiella pneumoniaénébergeant un plasmide codant pour une protéineA,Qnr
protégeant 'ADN gyrase de la fixation des quin@snMartinez-Martinezet al, 1998). Deux
autres mécanismes de résistance plasmidique ontapggortés récemment : inactivation des
quinolones par l'acétyltransférase AAC (6')-Ib-&abicseket al, 2006) et dernierement, excrétion
active des FQ via la pompe d’efflux QepA (Péricledal, 2007)

3-1Les déterminants de resistance de type Qnr

La résistance plasmidique aux quinetom été découverte lors de I'exploration de la

résistance auf-lactamines chez une souchekdgpneumoniae



Il a été ensuite démontré que le plasmide pMGZhietgeait le gengnr codant pour une protéine,
QNR, de 218 acides aminés appartenant a la fadaieprotéines a motifs pentapeptidiques répétés.
QNR entre en compétition avec les quinolones pafixation a ’ADN gyrase. (Trapt al, 2002).

A ce jour trois Qnr ont été mises en evidence, Qrnr B et Qnr S. Six alleles d'un gnr A,

19 alleles gnrB et 4 alléles gnr S sont rapports pmoment.

Chacun des trois posseéde 40 a 60 % d'homologiegience nucléotidique entre eux.

Les alleles d'umnr different de moins de 8 %, QnrB est le groupe deqaus de diversité décrite

(Jacoby eal, 2008)

La résistance plasmidique aux quinetorest de bas niveau, avec des CMI de la
ciprofloxacine de 0.1 mg/L) difficilement détectalgar I'antibiogramme.
Le gene gnrA donne une résistance a l'acide majitk mais pas aux fluoroquinolones; mais la
determination des CMI des fluoroquinolones, pous tl@ansconjugants gnrA indique des valeurs de
0.25 a 16 mg/L; ces valeurs correspondent a unistagese 20 fois supérieure a celles observées

pour les souches non conjuguées.

Bien qu'occasionnant une résistancbageniveau, il apparait que la présence de ce gene
facilite la selection de mutants chromosomiquestdesisomérase de type Il. (Rodriguez-Martinez
etal, 2007)

Les déterminants de resistance de Qpe sont de dissémination mondiale (tableau 5)
L'origine des genes plasmidiques de résistanceantiiiotiques reste dans la trés grande majorité
des cas totalement inconnue; c'est la raison murelle une recherche du pro géniteur de QnrA

avait été entreprise parmi 48 espéces de bacilBrsd négatif.

Des genes de tyger A ont été retrouve sur le chromosome de toutesdashes testées de
Shewanella algagdésignant cette espéce aquatique, qui est ocradiement pathogene pour

I'hnomme comme le réservoir du déterminant de @it QnrA

L'utilisation des quinolones en thérapeutique wehdre dans les fermes d'élevage de
poissons a pu favoriser le transfert du gene chsomaue vers un plasmide et la sélection des

souches transconjugantes. (Camille, 2007)



Tab 5: Caractéristiques épidémiologiques des varids de type Qnr

(Nordmann etal, 2005 modifi€)

Déterminants plasmidiques de type Qnr
Localisation
Variants Espéces
QnrAl | E. coli, K. pneumoniagSalmonella | Mondiale
QnrA sp., Shigella sp.
QnrA2 | K. oxytoca Chine
QnrA3 | Salmonelleenteritidis Hong Kong
QnrA5 | P. mirabilis France
QnrA6 | P. mirabilis Tunisia (Mahrouki eal, 2011)
QnrB1 | K. pneumonia Inde, Nigeria
QnrB E. cloacae Algerie (Labadene etl, 2008)
QnrB2 | C. koserj E. cloacaeK. pneumoniag | Etats-Unis, Sénégal, Taiwan
E. coli, Salmonellanbandaka,
Salmonellakeurmassar
QnrB3 | E. coli, E. cloacae Etats-Unis
QnrB4 | E. coli Etats-Unis
E. cloacae Algerie
QnrB5 | Salmonellaberta Etats-Unis
QnrB6 | C. freundii Argentine
QnrsS QnrS1 | S. flexneriS. enterica Japon, Royaume Unis, Taiwan,
E. cloacae, E. caliS. marcescens Etats-Unis, France, Vietham,
Algerie (Touati etal, 2008)
QnrS2 | Salmonellaanatum Etats-Unis , Allemagne




3-2Inactivation des fluoroquinolones par I'acétyltrandérase: AAC (6’)-1b-
cr

Un nouveau mécanisme de résistarmenptligue aux quinolones a été décrit chez des
souchesd’Escherichia coliisolées en Chine en 2006. Il s’agit d’'une inactoatdes FQ par
acétylation au niveau de I'azote aminé du substitpgérazinyl.
Le déterminant de cette résistance est un varianedaminosideN-acétyltransféerase AAC-(6’)-1b-
cr dont le gene codant présente deux mutationsifiepess au niveau des codons 103 et 179
entrainant I'inactivation des FQ.(Parkagt2006)

L’épidémiologie de ce gene n'est pasoee bien étudiée. Il semble qu'il soit bien réhan
en Chine et en Amérique du Nord. Le variaat(6’)-1b-cra été mis en évidence chez 50% des 78
E. colirésistantes aux FQ isolées a Shanghai et ce indépenent de la présence du gemeA
auquel il était associé dans la souche explorée. émde de Paridt al, 2006 a montré que 50% des
313 entérobactéries étudiées ayant une CMI deptaftoxacine > 0.25ug/ml hébergeaient le géne
aac(6’)-Ib dont 28% portent le variamiac(6’)-Ib-cr. AAC-(6")-Ib-cr est la premiere enzyme décrite
qui inactive deux antibiotiques de familles diffiétes.
L’acquisition de la résistance a un antibiotiquerespond a un gain de fonction qui a un codt

biologique, ici ce codlt est un plus bas niveauédéstance aux aminosides. (Robicse#l €2006)

3-3 Qep Apompe d’efflux putative plasmidique FMS

un nouveau meécanisme de résistancampdegue aux fluoroquinolones a été découvert
chez une soucl®#E. coliisolée en Belgique. (Perichonadt 2007)
Le géneqepA code pour un homologue d'un transporteur a 14- saetgntransmembranaires
dépendant des protons. Son implication dans latedgie aux FQ (augmentation de 10 fois la CMI
de la ciprofloxacine chez le transconjugant) acétdfirmée par la mesure de I'accumulation de la
norfloxacine sans et avec CCCP (carbonyl cyanidehlorophenylhydrazone), inhibiteur des
pompes proton motrices. Les FQ étant des antibieigsynthétiques, le substrat préférentiel de
QepA n’a pas été identifié

Le géengepA a été rapporté chez une soudHe.coli au Japon suggérant sa dissémination

mondiale (Yamanet al, 2007).



X.  Reésistance aux fluoroquinolones en medecine véteaine :

Les fluoroquinolones constituent un important geupantibiotiques - faisant partie des
quinolones - qui sont destinés a lutter contre édadie chez 'homme et I'animal. Il est cependant
possible que leur utilisation pour le bétail cdmte a accroitre la résistance de bactéries présente
dans les aliments (comme CampylobaaoterSalmonella) qui peuvent infecter I'homme. Les
fluoroquinolones sont importants pour la lutte ceres infections invasives Salmonelleset a
Campylobacter et un accroissement de la résistalececes bactéries est donc un sujet de
préoccupation. (OMS, 1998)

Il existe peu d’études sur I'effet dirée I'utilisation des fluoroquinolones sur la #or
commensale chez I'animal. Chez le porc, il a ét@tnéoqu’un traitement a I'enrofloxacine par voie
orale ou intramusculaire aux doses usuelles eaitain développement rapide de
la population coliforme résistante aux fluoroquor@s quelle que soit la voie d’administration et
que cette résistance persistait durant au moins semnaines apres l'arrét du traitement (Wiuff et
al, 2003). Cette étude a été confirmée lors de trate de truies par la fluméquine. Ce traitement
a entrainé une augmentation de la sous-populatiboddi résistante aux fluoroquinolones chez les
truies ainsi que dans leur descendance, mais dansnoindre mesure. Cette émergende.abli
résistantes aux fluoroquinolones n'a été que trainsiet la flore sensible aux fluoroquinolones a

été restaurée dans les 2 mois qui ont suivi I'alvétraitement (Belloc, 2005).

Ces résultats sont en contradictiorcasaux de Pultzet al. 2008 qui observent chez des
souris traités aux fluoroquinolones la suppresdiesmbactéries a Gram négatif de la flore intesinal

mais pas d’émergence de résistance au sein depogitéation.



PARTIE EXPERIMENTALE
CHAPITRE 1: MATERIELS ET METHODES :

lll.  Prévalence de la résistance aux quinolones dansvidle d'Annaba :

Cette étude a été réalisée au nivaadaboratoire de Microbiologie de la Faculté de
Médecine de l'université Badji Mokhtar de Annabay eollaboration avec le laboratoire de
Microbiologie du Centre Hospitalier Unniversitairdnnaba.

Sur une période allant di' janvier 2004 a la fin décembre 2008, et 15993 peéhents divers ont
été recus des services hospitaliers pour une smabactériologique devant une suspicion
d’infection.

Parmi les 7425 souches colléctés pnéstesponsables d’infection, seules 4747 souches
ont étés testés aux quinolones. (L’acide nalidi@iquour les entérobactéries et la péfloxacine pour
les bactéries a Gram négatif non entérobactéri@s)sj on a retenue 1579 souches présentant une

résistance a au moins une molécule de la familegd@olones qu’on appellera « souches QR ».

L’identification des souches retenaaité réalisée par galerie biochimique classiqleuet
sensibilité aux antibiotiques a été testée suremitie Mueller- Hinton par la méthode de diffusion
en milieu solide et l'interprétation des résultast faite en adoptant les diametres de référence
établie dans le communiqué de la Standardisatiofiag¢ibiogramme en médecine humaine a
I'échelle national selon les recommandations @IS (2003).

* Technique d'antibiogramme par la méthode de diffusin en milieu solide :

La sensibilité des souches aux antibiotiques aéttdiée sur milieu de Mueller- Hinton par la

méthode de diffusion en milieu solide décrite ddémscommuniqué de la Standardisation de



I'antibiogramme en médecine humaine a I'échelleonal selon les recommandations de 'OMS
(2003)

Milieu :

- Gélose Mueller Hinton (MH), coulée en boites é@#riFsur une épaisseur de 4mm.

- Les géloses sont séchésmnt I'emploi.

Inoculum :

- A partir d'une culture pure de 18H sur milieusttiement, racler a I'aide d’'une anse

de platine quelques colonies bien isolées et panf@nt identiques.

- Décharger I'anse dans 5 a 10 ml d’eau physiolasgistérile a 0,9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactériennepgadaité doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland
(une densité optique égale a 0.2 a 650 nm).

- L’ensemencement doit se faire dans les 15mnuguest la préparation de I'inoculum.
Ensemencement :

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspenbkamtérienne.

- L’'essorer en le pressant fermement (en le todynsur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

- Frotter I'écouvillon sur la totalité de la suréagélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées

- Répéter I'opération deux fois, en tournant latdaje 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir 'ensemeament en passant I'écouvillon sur la périphérie

de la gélose.

Application des disques d’antibiotiques :

- Il ne faut pas mettre plus de 6 disques d’artidpies sur une boite de 90 mm de diametre. Les
disques d’antibiotiques doivent étre espacées den®drantre a centre.

- Presser chaque disque d’antibiotique a l'aideidees pour s’assurer de son application. Une fois
appligué le disque ne doit pas étre déplacé.

Incubation : 18 heures a 37°C

Lecture : Mesurer avec précisides diametres des zones d’inhibition a l'aide dhied a coulisse
métallique, a I'extérieur de la boite fermée puimparer ces résultats aux valeurs critiques.

Les disques d’antibiotiques (bioMéri@uguivants ont été testés : amoxicilline (25 ug),
amoxicilline-acide clavulanique (20/10 ug), imipéare (10 ug) ceéfoxitine (30 ug), céfépime (30
ug), céftazidime (30 ug) , céfotaxime (30 ug) reamam (30 ug ), gentamicine (10 ug) , amikacine
(30 ug), tobramycine (10 ug) , kanamicine (30 ag)de nalidixique (30 ug), ciprofloxacine (5ug),),
tétracycline(30ug) et trimetoprime sulfaméthoxadale5/23.75 ).



La souche de réféerenée coli ATCC 25922 (souche sensible a tous les antibiesijja été utilisée

comme souches de contréle (delivré par l'institagtBur de Paris).

V. Caractérisation moléculaire du support génétique déa résistance

Cette étude a été réalisée au nivealaloratoire de biologie moléculaire de l'institut

Pasteur de Casablanca — Maroc en collaborationl'avstitut Pasteur de Paris.

1. Souches bactériennes :
Les souches d'entérobactéries sélectionnées ptierétede sont 25 souches cliniques résistantes a
I'Acide Nalidixique (tableau 6) collectées au laioire de Microbiologie du centre hospitalier de la
ville d'Annaba et dont l'identification a été n&gke par les galeries Api system 20 E (galerie pour

entérobactéries).

2. Sensibilité aux antibiotiques :

* Antibiogramme :

L'antibiogramme a été réalisé par la méthode dagiliin des disques sur gélose Mueller-Hinton et
interprété apres mesure des diametres d'inhibé&oaccord avec les recommandations du Comité
d'Antibiogramme de la Société Francaise de Mialoigie CA-SFM.

* Recherche deg-lactamases a spectre étendue :
La recherche de BLSE a été réalisée par la métbladsique basée sur la détection de la
synergie entre un disque d’Amoxicilline —Acide aldanique etrois disques de Céphalosporine de

troisieme génération : Cefotaximeeftazidime et Aztreonam.



Tab 6: Origine des souchd'entérobactéries étudiées

code Souches Origine Date Services
d'isolement

1 Klebseilla pneumoniae| Urine Mars 2006 Endocrinologie
2 Klebseilla pneumoniae| Liquide bronchiale | Juin 2007 ND
3 Enterobacter cloacae | Pus Mars 2006 Endocrinologie
4 Proteus mirabilis Pus Janvier 2006 | Endocrinologie
5 Proteus mirabilis Pus Mars 2007 Chirurgie
6 Proteus mirabilis Urine Juin 2007 Urologie
7 Proteus mirabilis Liquide d'ascite Mai 2007 Chirurgie
8 Proteus mirabilis Urine Mars 2007 Endocrinologie
9 Escherichia coli Urine Avril 2006 Externe
10 Morganella morgani Pus Novembre2006| Endocrinologie
11 Proteus vulgaris Pus Février 2006 | Endocrinologie
12 Proteus vulgaris Urine Juin 2006 Chirurgie
13 Proteus mirabilis Pus Juin 2006 Endocrinologie
14 | Enterobacter cloaceae| Urine Juin 2008 Endocrinologie
15 Morganella morgani Urine Février 2007 | Endocrinologie
16 Proteus vulgaris Pus Mars 2007 Externe
17 Klebseilla pneumoniae| Pus Juillet 2008 Externe
18 Escherichia coli sang Juillet 2008 Chirurgie
19 Enterobacter cloacae | Urine Mars 2008 Endocrinologie
20 Escherichia coli urine Mai 2008 Endocrinologie
21 Escherichia coli urine Juin 2008 Urologie
22 | Escherichia coli urine Juin 2008 Externe
23 Proteus mirabilis urine Avril 2008 Externe
24 Escherichia coli Pus Mai 2008 Externe
25 | Enterobacter cloacae | Urine Mai 2008 Externe
26 | Escherichia coli Urine Juin 2008 Externe

» Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI):

La CMI d'un antibiotique est la pldaible concentration antibiotique inhibant toute
croissance visible d’'un germe donné ; elle estidénée comme la valeur de référence pour définir
la susceptibilité d’'un microorganisme a un antiijoe.

Pour les souchamr positives, la détermination des CMI a été réalsarda technique du E-test.

Les E-Tests sont des bandelettesastiglie non poreuses le long desquelles 15 vatieurs

concentrations minimales inhibitrices (CMI) pouramtibiotique donné y sont calibrées.



Un gradient prédéfini d’antibiotique est fixé sarface de la bandelette opposée a I'échelle
imprimée des CMI. Cette face sera celle mise enacbmlirect avec le milieu agarisé, ensemenceé
avec la souche a tester. L’antibiotique en congaec I'agar diffusera en recréant le gradient
prédéfini dans le milieu de culture. La bactérieseanencée poussera en formant une zone
d’inhibition de croissance elliptique.

La valeur lisible a la zone d’'intersection entrebandelette et I'ellipse de croissance
bactérienne correspondra a la concentration miinmddibitrice de I'antibiotique donné, exprimée
enug/ml. (CLSI, 2005)

3. Extraction de 'ADN Total

La technique décrite paHEnoré etal, 2006) est une technique rapide utilisée pour

I'extraction de I’ADN total des entérobactériesADN total a été extrait par choc thermique:

Technique :
- Pour chaque souche, ensemencer le milieu Trypteage agar (TSA), puis incuber a 37°c
pendant 18 heures.
- Dissociées Deux a trois colonies dans p@eau pour biologie moléculaire
- Faite chauffée a 95°C cette suspension, pendannutintes, puis refroidie immédiatement

dans de la glace.

Centrifuger pendant deux minutes a 13 000 toursniaute,

le surnageant est transféré dans un nouveau tibstpckée a -2@ jusqu'a utilisation.

4.Dépistage du Géngnr par La PCR Multiplex :

La « Polymerase Chain Reaction » oR RSt une technique qui permet I'amplification de
segments d'’ADN situées entre les sites d'appartedeedeux amorces. Cette technique implique
une série de cycles de dénaturation de I'ADN, d@pant ("annealing") d'oligonucléotides sur des
sites précis d'ADN simple brin, et synthése d'um lfADN complémentaire a l'aide d'une

polymérase thermorésistanteTlaq polymérasThermus aquaticugolymérase(Kaneko, 1985).

Le dépistage des genegsr a été réalisé par PCR Multiplex sur toutes lesclses
d’entérobactériesésistantes a l'acide nalidixique en utilisantdesorces spécifiques (tableau 7).



Pour valider la réaction de PCR diverses souchegfdeence (délivré par l'institut Pasteur de
Paris) sont utilisées comme témoin positif.

E. coliU2A2118 gnr Al

E. coliU2A2120 gnr S)

E. coli U2A2119 gnr BY)

* Préparation de la réaction :
La réaction de PCR se fait sous un volume finall@@ pl, dans un tube Eppendorf, on
prépare le mélange ci-dessous en multipliant chagiieme par le nombre d’échantillon d’ADN
étudiés, et prévoir un tube sans ADN qui servira@moin négatif, Le mélange réactionnel est

réalisé sous hotte de biologie moléculaire et cemgbr.

* Solution de mélange :

Tampon de la réaction 10x 10 pl
MgCl, 50 mM — 5 ul
dNTP 5mM —_— 2 ul
Oligo A (+) - 1l
A - 1l
Oligo B (+) — 2 ul
B() — 2 ul
Oligo S (+) —_— 1l
S() - 1l
TadPNA polymerase —» 06yl
ADN EEE— 1l
H20 - gsp 100 pl

La réaction se fait dans un thermocycleur GeneAnpR PSystem 2400 (Applied
Biosystems, Warrington, UK) en réalisant 30 cyales94C pendant 5 min, 9€ pendant 1min,
60°C pendant 45 secondes ef@2endant une minute. (Guessenndlg2008)

5. Dépistage du Génaac (6’)-Ib par PCR :



La recherche du gema&c (6')-Ib a été realisée en utilisant des amorces spécHidtableau
7) ; La PCR est réalisée sur toutes les souchesédabactéries résistantes a l'acide nalidixique.
La souche de référence utilisée et qui sert de@enpositif est E£.coli U2A1528

» Préparation de la réaction :
La réaction de PCR se fait sous un volume finab@eil. Dans un tube Eppendorf, on prépare le
mélange ci-dessous en multipliant chaque volumegaombre d’échantillon d’ADN étudiés, et
prévoir un tube sans ADN qui servira de témoin tiEgae mélange réactionnel est réalisé sous

hotte de biologie moléculaire et comprend :

* Solution de mélange

Tampon de la réaction 10x 5 ul
MgCl,50 mM - 2.5 ul
dNTP 5 mM - > 2 ul
Oligo (+) 1l
) N 1 ul
TadPNA polymerase — 0.2 pl
ADN EE— 1 pl
H20 biologique stérile , gsp 50 pl

La réaction est réalisée suivant les conditionsnglication suivantes : dénaturation initiale de 5
min a 94°C suivie de 30 cycles de 94°C pendantt, 86°C pendant 1 min, et 72°C pendant 1
min, puis une élongation finale de 72°C pendaniry (lark etal , 2006).

6. Dépistage des génes g Lactamaseet de ampCpar PCR :

La recherche des génegdeactamase bla gene (TEM, SHV, CTX M, CMY, VEB) et
de ampC (dha)a été réalisée par PCR sur I'ADN total des saipheductrice de BLSE. Toutes
les conditions de PCR et les primers utilisés séstimés dans les tableaux 7 et 8. Pour valider la

réaction de PCR diverses souches de référenceitiisées (délivré par I'institut Pasteur de Paris)

Salmonella spJ2A1446 TEM1+ SHV12
E. coli U2A1790 (CTXM groupe 1)



E. coli U2A1799 (CTX M groupe 2)
E. coli U2A1796 (CTX M9 + CMY2)
K. pneumonia®&J2A2240 (dha)

7. Analyse des produits de PCR :

Les prodiuts de PCR sont séparés lgatréphorése en gel d'agarose a 1% contenant du
bromure d'ethidium (BET) a la concentration finde 0,5 pg/ml, et tamponné avec du TBE x 0.5
(Tris Borate Ethyléne Diamine Tétra-acétique Acide)

10 ul d'ADN amplifié est déposé dans chaque puit ave@lourdisseur : le bleu de dépbt; Un
marqueur de poids moléculaikedel00 pb (coupé patind I11) est utilisé pour reperer la taille des
bandes obtenues. L’électrophorése est réaliséewsmsension de 100 V pendant une heure. La
lecture s'effectue sous une lampe a U.V. (Ultraléf)oavec un imageur, intégrant le logiciel
informatique Alpha Imager (Alpha Inntech Corporati®an Leandro, USA). (Taguat 2003)

Aucun produit d'amplification ne daipparaitre pour le témoin négatif (tube sans ADN).
Les produits d'amplification obtenus pour les se@sate contrble doivent avoir la taille attendue.
Lorsqu'il ya un produit d'amplification avec I'ADde la souche étudiées, comparer la taille du

fragment obtenu avec celle de la souche de contréle

8. Purification des produits PCR: (Bogard, 1998)

Ce protocole permet de purifier les produits PCRirpeffectuer ensuite la réaction de
séquencagd.es échantillons amplifiés sont purifies selonetpcole de purification enzymatique,

ainsi deux types d'enzymes sont utilisés:

1- L’exonucléase |: permet d’éliminer les amorces libres grace aasivité exonucléasique
2- La Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (ou phosphatasde crevette) Enleve les phosphates

en 5 des dNTP et donc rend leur incorporation d&i3N impossible.

Cette purification enzymatique nécessite deux iatiohs successives :

Incubation a 37°C : permet I'action des enzymes



Incubation a 85 °C : permet la dénaturation degrerz.

Le produit PCR est ensuite directement utilisalolerpa réaction de séquencage.

* Préparation du mix de purification :

(0.2 a 0.4)ul - Shrimp Alkaline PhosphsadSAP)

(0.2 a0.4)ul - Exonucléase |
3ul — deoguit de PCR
Qsp 10 ul — glHde biologie moléculaire stérile

* Incubation dans le thermocycleur Eppendorf
Programme : PURIFENZ
20 min a 37°C
20 min a 85°C



Tab 7: Amorces utilisées dans I'étudgGuessennd etl, 2008 ; Park edl, 2009

Geéne Amorces Séquences (5, 3) Position| La taille
(pb)

QnrA QnrA (+) T T CTCACGCCAGGATTTGAG 339- 358 |571
QnrA (-) TGCCAGGCACAGATCTTGAC 910 - 891

QnrB QnrB (+) TGGCGAAAAAATT(GA)ACAGAA | 54-73 594
QnrB () GAGCAACGA(TC)GCCTGGTAG 648- 630

Qnrs QnrS (+) GACGTGCTAACTTGCGTGAT 101-120 | 388
Qnrs (-) AACACCTCGACTTAAGTCTGA 489 - 469

aac(6)-lb | aac(6)-Ib (+) | ATGACTGAGCATGACCTTG 442 - 460 | 476
aac(6)-1b (-) | AACCATGTACACGGCTGG 918 - 901

bla SHvV 0s-5 (+) TTATCTCCCTGTTAGCCACC 23 -42 795
0s-6 (-) GATTTGCTGATTTCGCTCGG 818 - 799

blaTEM a216 (+) ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 1-21 1079
a217 () GACAGTTACCAATGCTTAATCA 1080 - 1059

blacTXM- | ctxM1(+) GGTTAAAAAATCACTGCGTC 65 - 84 863

Groupel ctxM1(-) TTGGTGACGATTTTAGCCGC 928 - 909
CtxM2(+) ATGATGACTCAGAGCATTCG 6 -25 865

g'gfr;é“"' ctxM2(-) TGGGTTACGATTTTCGCCGC 871 - 852

blacrx. | CMI() ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 6336-6355 | 869

Grouped ctxM9(-) CCCTTCGGCGATGATTCTC 7205-7187

CMY 2 cmy2 (+) AATCGTTATGCTGCGCTCTGC 1934-1954 | 1136
cmy2 (-) G(CT)AGCTTTTCAAGAATGCGCC | 3064-3043
veb (+) ATTTCCCGATGCAAAGCGT 351-370 542




veb veb (9) TTATTCCGGAAGTCCCTGT 893 - 875
dhaM(+)

dhaM (-)

AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT
CCGTACGCATACTGGCTTTGC

1244-1265 | 405

dha 1648-1628

Tab 8 : Conditions d'amplification par PCR (Guessennd etl, 2008 ; Park eal, 2009

Température / Temps
bla TEM bla SHV, CTXM, AmpC (fox, cit, dha) AAC QnrA, B, S
veb,ges

Dénaturation Initiale 94 °C/5min 94 °C/5min 94 °C/3min 94 °C/5min 94 °C/5min
Dénaturation Cyclique| 94 °C/1min 94 °C/1min 94 °C/30s 94 °C/1min 94 °C/1min
Hybridation 50 °C/1min 60 °C/1min 64 °C/30s 55 °C/1min 60 °C/45s
Cyclic elongation 72 °C/1min 72 °C/1min 72 °C/1min 72°C/1min 72 °C/1min
Final elongation 72 °C/1min 72 °C/7min 72 °C/7min 72°C/7min 72°C/1min
Number of cycles 30 30 25 30 30

9. Séquencage des produits PCR :

* Principe:

La réaction de séquence consiste ensynthese in vitro d’ADN avec une incorporation

aléatoire de dideoxynucléotides.



La matrice (ici un fragment d’ADN purifié) doit étprésente en grande quantité (> 100 millions de
copie dans le tube de réaction). Elle est misecenact avec un meélange réactionnel comprenant
d’'une ADN polymérase (Taq polymérase), une amaoitgbadant en 3’ du fragment a séquencer,
un tampon et un mélange de dNTP+ddNTP (figure 5).

Chaque ddNTP porte un fluorochromecsiggie (voir tableau 9). Le ratio ddNTP/ANTP
est de I'ordre de 1/100. Il existe donc 100 foisspdle chance d’incorporer un dNTP qu’un ddNTP.
L’incorporation d’'un ddNTP stoppe la réaction digation (formation d’'un fragment plus court

que le fragment d’origine).

La synthése d’ADN est complémentagdadmatrice initiale : donc, sur un brin de mayic
lorsqu’il existe un A, il va y avoir incorporatiod'un dTTP ou d’'un ddTTP fluorescent. Si le
fragment de PCR initial comporte 300 A, comme kcti®n est faite avec un trés grand nombre de
copie de la matrice, il y aura incorporation d'udAdP a toute les positions possibles
(incorporation aléatoire).

Il existera dans le tube, 300 fragments néosyrsbgtiporteurs du ddTTP fluorescent et de taille
différente.

Cette réaction est effectuée simultanément aved @dNTP. Ainsi, pour un produit PCR de 800
pdb, il y aura donc génération de 800 fragmenterdiscents ne différant que d’'une pbd. Ces
fragments néosynthétisés sont ensuite séparéeglstdiagrylamide, et apres séparation
électrophorétique, un laser vient exciter le flabtnm@me ce qui permet d’'identifier la base
correspondante. Un tracé est finalement obtenwsapralyse de 'ensemble des fragments générés.

(figure 6)

En général, une réaction de séquengsigeffectuée sur les deux brins de 'ADN (réacti
sens et reverse) : ceci permet de contréler leepogsd'une mutation au niveau de I'ADN et donc de
les différencier des erreurs effectuées par I'ADdlympérase utilisée lors de la réaction de

séquencagdTagu etal, 2003)

Tab 9 : les dANTP et leurs fluorochrome spécifiquéTagu etal, 2003)

Didesoxyribonucléotide tri Phosphate Fluorochrgme  Couleur




ddGTP R110 noir

ddTTP* TAMRA rouge
ddATP R6G vert
ddCTP ROX bleu

= @®

groupement OH absent : groupement OH présent :
didésoxyribonucléotide deésoxyribonucléotide
ddNTP dNTP

Fig 5 : Deux types de nucléotides triphpbates (agu etal, 2003)

* Protocole :
La séquence nucléotidique est déterminée gracetifishtion du kit Cycle Sequencing using the
ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Re&®action Kit.

v Préparation du mix de la réaction de séquencage :

Numéroter des tubes épendorff de 0,2 ml, 2 tubesdipff par échantillon, (1 sens et 1 antisens) :

Mix big Dye terminator —» 1l
Primer dilué a 3,2 pmall/ 1.al
Tampon de séquence 5X __, 1

Eau stérile QSP — Tl

v Addition du Produit de PCR purifiée : 3l



v' Bien mélanger
v" Mise en marche du thermocycleur EPPENDORF

Utiliser le programme SEQ de 25 cycles

94 °C —» 2 min
9%6°C—* 10s
50°C _, 5s
60 °C ——» 4 min

v" Purification des produits PCR:
- Ajouter 7QuL d'éthanol absolu et d'EDTA, mélanger par retournements successifs
- incuber 30 secondes a température ambiante
- Centrifuger 3300 rpm pendant 30 secondes a 14°C
- Eliminer le surnageant par retournement
- Centrifuger 300rpm a température ambiante peng@iminute la plaque a l'envers
- Ajouter 70uL d'éthanol a 70 % (mélanger par retournement ssdge
- Centrifuger 3300 rpm pendant 15 minutes a tenpérambiante
- Eliminer le surnageant par retournement
- Centrifuger a 300 rpm pendant 1 min la plagueravers
- Laisser sécher 10 a 15 s a température ambiantespminer les vapeurs d'éthanol
- addition de 2@l de formamide déionisé

- Laisser pendant 15 minutes a lI'ombre, puis fane éléctrophorése sur ABI PRISM

v Interprétation des résultats
Les séquences ont été réalisées a l'aide du sésrecapillaire ABI PRISM R 3130 puis analysées
avec le logiciel Segscape et comparés avec leigbdmEdith.
Les comparaisons avec les séquences connues oeffétéuées avec le programme Blast du

National Center for Biotechnology Informatiuon
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Fig 6: Séquencgage automatique avec des temateurs fluorescents Tagu etal, 2003)

1. Conjugaison et transfert de la résistance (Honoré etl, 2006)

La conjugaison bactérienne a étégéalselon la méthode suivante :
A partir d'une culture de 6 heures en bouillon Bbllis agitation, mélanger les volumes 1ml/ 1ml :
d'une souche donatrice (souche gnr +) avec la souaeptriceE.coli K1,Js5 (résistante a l'azide de
sodium) puis laisser conjuguer a 37°C pendant 4utes.
Le choix des agents sélectionnant se fait danatle'bliminer les souches donatrices et les souches
réceptrices qui n'ont pas recgues le plasmide catifuginsi il ne doit rester sur la boite de sétet
gue les souches réceptrices portant le plasmide lavgéne de résistance dont on veut prouver le

support plasmidique.

Les clones tranconjugants ont étéctiélenés sur gélose LB (Luria Bertani) supplémenté
avec l'azide de sodium (200 mg/l) et la ceftasid{@eng/l).
Pour vérifier le transfert de la résistance, letdia de la sensibilité de chaque souche a étis@ééa
par la méthode de diffusion en gélose selon lesmetandations du  CA-SFM et par la
détermination de la CMI par la technique de E test.

La confirmation du transfer des génes de résistarété réalisée par la technique de PCR.

Détermination du profil plasmidique : (Kado et Lu, 1981)

L'extraction de I'ADN plasmidique desichegjnr positives et de leur transconjugant a été

extrait en utilisant deux solution A et B :

Solution A: 1 mi Tris1 M [
0.4 ml EDD%S M pHS8
18.6 ml H2@rie
Solution B: 1 ml| Trisl1M pHS8
3ml SR8 %

15 ml 4O sterile



1.025ml NaOH 2M

Technique :

A l'aide d'une pipette on préleve directement dsrdes sur boite (culture jeune).
Resuspendre ces colonies dangus@e solution A (cell suspention)

Ajouter 100ul de la solution B (solution de lyse)

Incuber 30 a 40 minutes a 56°C, puis faire refraidins la glace

Ajouter 100ul de la solution phenol / chloroforme, puis agiter.

Centrifuger 12000 rpm pendant 20 minutes.

Récuperer 8Q1 de surnageant

Déposer 3Ql sur gel d'agarose a 0.75 %, laisser migrer pariglaeures,

Les profils plasmidiques ont été as@lgprés migration de 30 du surnageant avec un

bleu de dépbt par électrophorése en gel d'agar@sé5 % ; 'agarose est dissous dans le tampon
TBE x1 (Tris Borate EDTA)

L’électrophorese est réalisée dans du tampon TBiexE une tension de 90 V pendant 3 heures. Le

gel est ensuite observé sous lumiere UV.

La taille des plasmides a été estimé par comparagec des plasmides de taille connue : RP4 (54
kb) et Pip 173 (125.8 kb)



CHAPITRE 2: RESULTATS ET DISCUSSION

Vill.  Prévalence de la résistance aux quinolones

L'etude montre que la dominance déd#stance aux quinolones dans le groupe des
bactéries a Gram négatif revient aux non entétébas oxydatifs.
Les souches du genre Acinetobacter présentergiktagce aux quinolones la plus élevée.
(tableaux 10 et 11)

En comparant les résultats retrouvés avec cetkgestré a I'echelle nationale en 2008, nous nous
notons que pour les entérobactéries en genaeddalix de résistance aux quinolones enregistré
sont assez proches, a I'exception du genre Sequataprésenté dans cette etude le double du taux

de résistance enregistré a I'echelle national®éi.2

Mais consernant, les bactéries a Gram négatif ntér@bactérie, les taux retrouvé dépassent plus le

double de ceux enregistré a I'echelle national20&7.



Tab

a l'échélle nationale
en 2007 (OMS, 2008)
Espece n %S n +R% | n/N I+R %
E. coli 1028| 77.64| 296 22.36| 475/ 2314 20.%
K| Klebsiellasp. | 876 | 77.25 258 22.75| 115/ 653 17.6
E | Enterobacter sp 154 | 73.65 51 24.35| 48/ 248 19.3
_§ S Serratia sp. | 140 | 45.01 171 54.99| 23/85 27|
% P Proteus sp. | 314 | 69.47| 138 30.53| 48/ 124 38.7
*é M | Morganellasp.| 55 | 43.65 71 56.35 ND
- P | Providencia sp| 13 | 68.42] 06 31.58 ND
Citrobacter sp. 19 | 82.60] 04 17.40 ND
Salmonella sp. 46 | 79.31] 12 20.69| 5/20 2

10 :

Prévalence de la résistance des entérobactériesacide nalidixique a Annaba et a L'échélle
nationale en 2007

R : resistant; S : sensible; | : intermaéel ; ND : non disponible

Tab 11 : Prévalence de la résistance des bactérees§sram négatif non entérobactérie a la
péfloxacine a annaba et a L'échélle national en 200

a I'echelle nationale

Espéce n % S n % I+R (OMS, 2008)
n/N I+R %
Pseudomonas sp. 398 | 50.04| 392 49.96 | 136/1055 12
Acinetobacter sp. 125 | 40.98 180 59.02 | 67 /238 28.

8



IX.  Evolution de la résistance aux quinolones

résistance aux quinolones, ainsi le taux de régista passé de 18.62 % en 2004 a 42.02 % en

2008.

Pour les bacilles a Gram négatif non entérobastéB&N-NE), il ya eu une diminution du

L'étude montre que pour les entérobestdr ya eu une élévation continue de la

taux de résistance en 2005, puis on a noté uneentgtion continue jusqu'a 2008.

120
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Fig7 : Evolution de la résistance aux quinolones peant la période d'étude

X.  Caractérisation du phénotype de résistance aux aiiotiques des

souches résistantes aux quinolones :

Concernant le phénotype de résistangeguinolones; on note que les deux phenotypes de

résistance : Pht Il (Nal R/ Pef S) et Pht Il (RdlPef R) sont exprimés presque avec le méme taux

~ 17% (tableau 12).

Les fréquences de résistance des soddiessQR aux autres familles d'antibiotiques sont

présentées dans les tableaux 13 et 14.

L'analyse de leurs profils de résistamoentre que ces souches présentent une résistance

au moins quatre antibiotiques, ce qui fait d'elles souches multi résistantes




Tab 12 : Répartition des souches d'entérobactérieekon leurs phénotypes de résistance aux

guinolones.
Pht Pht II Pht Il
S S R S R R/
Espece Nal Pef Nal Pef Nal Pef
n % n % n %
E. coli 410 75,22 71 13,02 62 11,73
Klebsiella. sp 335 70,08 70 14,64 71 14,8%
Enterobacter. sp | 24 53,33 11 24,44 10 22,2
Serratia. sp 30 26,08 36 31,30 49 42,60
Proteus. sp 56 53,84 24 23,07 24 23,07
Morganella. sp 25 33,33 28 37,33 19 25,33
Providencia. sp | 06 66,66 02 22,22 1 1111
Citrobacter. sp 11 84,61 02 15,38 -
Salmonella. sp 18 72 04 16 3 12
Total 915 64,9: 248 17,6( 239 16,9¢

Pht : phénotype S: sensible I:intermédiaife résistante  Nal: acide Nalidixique, PE&floxacine



Antibiotiques | E. coli | Klebsiella | Enterobacter | SerratiaSpp| ProteusSpp| Morganella Spp
n =81 spp Spp n =74 n =90 n =21
R (%) n =75 n =22 R (%) R (%) R (%)
R (%) R (%)

Ampicilline 92.41 - - - 90 -

AMC 45.57 52.38 - - 50 -
Cefazoline 30.38 67.86 95.24 97.22 72.22 94.12
Cefotaxime 27.87 60.71 42.86 87.5 40 70.56
cefoxitine 6.33 16.67 61.90 69.44 18.89 38.24
Imipéneme 7.59 13.10 14.29 16.67 15.56 11.76
Gentamicine | 11.39 40.48 52.38 69.44 13.33 29.41
Kanamycine 2.53 25 4.76 2..78 5.56 8.82
Chloramphinico, 13.92 7.14 14.29 1.39 16.67 8.82
SXT 56.96 59.52 52.38 51.39 46.67 52.94

Colistine 31.65 9.52 9.52 - - -
Ticarcilline 87.34 - 71.43 84.72 77.78 73.53

Nitrofurane 34.18 44.05 42.86 63.86 - -

AMC : Amoxicilline+Acide clavulanique ; SXT : Trinteoprime + Sulfamethoxazole

Tab13 : Résistance aux antibiotiques des souche®dtérobactéries résistantes aux quinolones

Tab14: Résistance aux antibiotiques des soucheskBleeudomonas spet d’ Acinetobacter spp
résistantes aux quinolones

Pseudomonas spp Acinetobacter spp

Antibiotiques n=184 n =87

R (%) R (%)

Ticarcilline 71.82 91.67

Piperacilline 22.65 88.54

Tobramycine 34.81 59.38
Amikacine 15.47 25

Imipénéme 10.50 8.33

Ceftazidine 17.13 62.50

Aztréonam 7.18 13.54




XI.  Etude de la résistance aux quinolones par prélévemi:

L’étude de la population bactériennesdé&nnée laisse apparaitre une nette prédominance

des souches QR isolées de pus divers avec un ¢aBX,d1 %, suivie des souches isolées des

prélevements divers avec 35.45 % de QR;

Les souches isolées de ponctions (ponction lomlgaarction d’ascite et liquide pleurale), du sang

et des urines présentent des pourcentages dengsisissez proches qui sont respectivement : 21.6

%, 19.58 % et 17.91 %.

Tab 15 : Pourcentages de résistance aux quinolongar prélevement

Urine Sang | Ponction Pus Prélevement
divers
E. coli 12,7 9,3 0 23,25 25
Klebsiellaspp 11,5 23,8 24,6 24,6 25
Enterobacterspp 12,76 6,25 16,66 21,17 19,04
8 Serratiaspp 71,42 | 26,92| 16,66 45,28 39,53
N)
E Proteusspp 18,08 26,92 11,11 30,09 27,27
“é Morganella spp 28,57 0 0 50 0
: Providenciaspp - - 0 42,85 0
Citrobacterspp 0 0 - 33,33 -
Salmonellaspp 16,16 13,63 0 50 0
Pseudomonaspp 46,29 46,66 42,1 42,78 60,95
Acinetobacterspp 53,12 37,5 50 63 56,41




Xll. Etude de la résistance aux quinolones par servic@$pitalier:

L’analyse des résultats de I'étuddadsensibilité aux quinolones au niveau des difftre
services hospitaliers montre que le service d’enidologie est le plus touché par cette résistance
ainsi 47.86 % des souches isolées sont QR.

En deuxiéme position figure le service d’'urologie@41.33 % de souches sont QR, suivie par le
service de maladies infectieuses et de réanimgtioprésentent respectivement 36.47 % et 35.97
% de souches sont QR

Les services d’oto-rhino-laryngologide pneumologie et de néphrologie présentent

respectivement des taux de souches QR : 33.91%/%8ct 26.33 %.

Xlll. Caractérisation moléculaire des souches résistantes

4. Analyse phénotypique des souches étudiées :

Les souches étudiées ont été sélewtem sur la base de leur résistance a l'acide
nalidixique; La majorité des souches (13/25) oatigblées des urines.
Le service endocrinologie semble étre le plusimmcre: 11/25 des souches proviennent de ce
service. Les souches des patients externes refgas@8% des souches étudiées suivie du service
de chirurgie (4/25) puisd’urologie (2/25).

L’'analyse du profil de résistance amtibiotiques des souches étudiées montre que 24
souches présentent une résistance a au moins qumibéotiques et que la totalité des souches

étudiées étaient sensible a I'imipineme (tablegu 16

Les taux de résistance les plus élswésobtenus pour 'amoxicilline suivie de
trimethoprime sulfamethoxazole puis tétracyclirentgmicine et ciprofloxacine.
Six souches montrent une résistance aux céphalospode troisieme génération avec un
phénotype de BLSE



Fig 8: Antibiogramme de la souche SI'Klebseilla pneumoniag@roductrice de beta-lactamase
a spectre étendue

Fig 9: Antibiogramme de la souche S1Z4nterobacter cloacag@roductrice de beta-lactamase a
spectre étendue

Abréviations : AMX : amoxicilline, AMX : amoxicilline, AMC : amoxtilline / acide clavulanique, ATM :
Aztreonam ; CAZ : Ceftazidime, FOX : céfoxitineT X : céfotaxime, IPM : imipénéme, GM : gentamicidd\ :
amikacine, SXT : trimethoprime/ sulfaméthoxazol&LN acide nalidixique, FOS : fosfomycine, , ClBiprofloxacin,
FEP : pefloxacine, TE : tetracycline,TM : tobrammi



Fig 10 : Antibiogramme de la souche SXlebseilla pneumoniagproductrice de beta-lactamase
a spectre étendue

Fig 11 : Antibiogramme de la souche S4roteus mirabilisproductrice de beta-lactamase a
spectre étendue

Abréviations : AMX : amoxicilline, AMX : amoxicilline, AMC : amoxgilline / acide clavulanique,ATM : Aztreonam ;
CAZ : Ceftazidime, FOX : céfoxitine, CTX : céfotaxe, IPM : imipénéme, GM : gentamicine, AN : amikegiSXT :
trimethoprime/ sulfaméthoxazole, NAL : acide nalidue, FOS : fosfomycine, , CIP : ciprofloxacirGF:
pefloxacine, TE : tetracycline, TM : tobramycine.



5. Mécanismes moléculaires de résistance aux quinol@e

L’amplification par PCR en utilisanegsl amorces spécifiques montrent que les BLSE
exprimées sont de type TEM (5 / 6), SHV (2 / 6)C&XM du groupe 1 (4 / 6),
aucune bla de type CTX M groupe 2, 8 et 9, n‘adéti&ctées, et aucune souche ne produisait les
cephalosporinases de type AmpC testées (DHA, CMY, BOX, VEB.)
Quatre souches sur six exprimaient au moins dquestge Béta-lactamase (Tableau 16) (figure 17
et 18)

Le criblage du géne aac (6)-lb momtee ce gene était présent dans trois souchesbdes 2
étudiées et qui étaient aussi productrice d’'unelBLS
Les réactions de séquencage indiquent la présengarant aac (6’)-lb-cr dans l'une des souches
(Tableau 16 et 18) (figure 16).

La recherche de souches porteusegétessqnr parmi les souches étudiées montre que
deux souches (2 / 25) samtr B positives qui s’averent étre le variant gnrBléspséquencage. Les

géenegynr A etqgnr S n'ont pas été détectés (figure 14).

Les deux souchegnr B positives (S14:Enterobacter cloacaeet S17: Klebseilla
pneumoniagsont multi-résistantes par production de BLSE.
Ces deux souchepr B positives présentent un tres haut niveau detaggis a l'acide
Nalidixique (CMI > 256ug/ml) a la ciprofloxacine (CMI > 3gg/ml) et a toutes les Céphalosporines
testées avec des CMI > 2hg/ml.
Ces deux souches sont aussi résistantes a la geamanet a la tobramycine mais le niveau de
résistance est différent, ainsi la souche $terobacter cloacaprésente un tres haut niveau de
résistance avec des CMI> 2p§ / ml pour toutes les aminosides testées.
Par contre pour la souche S17 la CMI vis a vis el® @aminosides oscille entre 8 et 128 ug/ml
(Tableau 17)



AK Cl

Fig 12 : Photo de la détermination de la CMI d'antbiotiques vis-a-vis de la souche
S 17 Klebseilla pneumoniae

Cl

GM

Fig 13 : Photo de la détermination de la CMI d'antbiotiques vis-a-vis de la souche
transconjugante Tc 17

AK: 0.16 - 25@g/ ml
Cl : 002 - 32ug/mi
GM: 0.16 - 25@g/ ml
NA: 0.16 - 25@g/ ml



6. Etude du transfert de la résistance aux quinolones

Afin de déterminer la transférabildé plasmide portant le géne gnr et examiner une
éventuelle association des genes gnr et les BLSEsdeches qnr positives, des expériences de
conjugaisons ont été réalisé en utilisant la southe.coli K12J5 résistante a I'azide de sodium

comme souche réceptrice.

Apres criblage des transconjugantsnsilieu sélectif, les réactions de PCR montrent que
les transconjugants hébergeaient le géne qnr €ithy.
Deux transconjugants Tcl4 et Tcl7 obtenus resmotnt des isolats 14 et 17 étaient résistant a
I'amoxicilline, ceftazidime, céfotaxime, cefoxitinet céfépime et montrent une diminution de
sensibilité a la tobramicine et gentamicine.

Ceci indique un co-transfert des géenes de betafas@s et d’'aminoglycosides.

Ce resultat phénotypique concorde alexc résultats d’amplification des genes de
résistances de BLSE et de aac (6')-Ib chez lextemisgants. (Tableau 17) (Figure 16, 19 et 20).
Tous les transconjugants ont révélé une diminutien sensibilité vis-a-vis des quinolones

comparativement a la souchdedtoli K12J5

Le niveau de résistance aux quinoldressféres par le géne gnr est relativement faible
puisque I'augmentation des CMI des quinolones nigst de 2 a 48 fois par rapport aux CMI
mesurées vis avis de la bactérie réceptiamli K12J5Cette augmentation est peu visible sur

I'antibiogramme par diffusion.

L’analyse du contenu plasmidique drghes hébergeant le géne gnr et de leurs
Transconjugants montre que les genes de résistmceguinolones (gnr, aac (6’) Ib-cr) et la
blaCTM1sont portés par un méme plasmide de haut poidscoialée (>125 kb) (Figure 21), par
contre le gene SHV11 de la souche S17 semble étterpar un autre plasmide autre que celui

portant les génes de résistance aux quinolones.



Tab16 : caractérisation des 26 souches résistant$acide nalidixique

souches Qnr aac ('6)Ib Geénes d' ESBL Profil de résistance aux antibiotiques
code
1 Klebseilla pneumoniae - aac ('6)Ib TEM SHV Nal SXT TE AN ATM TM GM CTX CAZ AMX
2 Klebseilla pneumoniae - - TEM CTXM1 Nal CIP TE ATM TM GM AMC CTX CAZ FEP AMX
3 Enterobacter cloacae - - CTXM1 Nal TEAN TM GM AMC CTX FOX AMX
4 Proteus mirabilis - - TEM Nal SXT TE AN ATM GM CTX CAZ FEP AMX
5 Proteus mirabilis - - - Nal SXT TETM GM AMC CTX CAZ FEP AMX
6 Proteus mirabilis - - - Nal SXT TE AN GM CTX AMX
7 Proteus mirabilis - - - Nal SXT TE GM AMC FOS FOX AMX
8 Proteus mirabilis - - - Nal SXT TE GM AMC CTX AMX
9 Escherichia coli - - - Nal SXT CIP TE AMX
10 Morganella morgani - - - Nal SXT CIP TE AMX
11 Proteus vulgaris - - - Nal SXT CIP TE AMC FOS AMX
12 Proteus vulgaris - - - Nal SXT TE AN GM CTX AMX
13 Proteus mirabilis - - - Nal SXT TE AMC FOS AMX
14 Enterobacter cloaceae B aac ('6)lbcr TEM CTXM1 Nal SXT CIP TE AN ATM TM GM AMC CTX CAZ FEP AMX-OX
15 Morganella morgani - - - Nal TE GM FEP AMX
16 Proteus vulgaris - - - Nal SXT CIP TE GM AMX FOX
17 Klebseilla pneumoniae B aac ('6)Ib TEM SHV CTXM1 Nal SXT CIP ATM TM GM CTX CAZ FEP AMX
18 Escherichia coli - - - Nal SXT CIP TE AN ATM GM AMC CTX CAZ FOS FEP AMIFOX
19 Enterobacter cloacae - - - Nal SXT CIP TE AMX
20 Escherichia coli - - - Nal SXT CIP TE GM AMX
21 Escherichia coli - - - Nal SXT CIP TE GM AMX
22 Escherichia coli - - - Nal
23 Proteus mirabilis - - - Nal TE AMX
24 Escherichia coli - - - Nal SXT CIP TE AMX
25 Enterobacter cloacae - - - Nal SXT CIP TE AMX

N
[e]

Escherichia oli

Nal SXT CIP TE TM GM AMC AMX




Tab 17: Caractéristiques des souches hébergeant lgBsnes (qnr et leurs transconjugants

CMI (mg /)
Souches Les genes de Profil de résistance
résistance Nal | Cip | CTX | CAZ | FEP | Fox | G Ak | Tb
Recipient - 3 0.02 | 0.5 1 075 |8 0.09 [ 05 |03
K12‘]5
14 TEM1 CTXM28 | Nal SXTCIP TEANATMTM | >256 | »32 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | »256
QnrB 1 aac(6)lbcr | GM AMC CTX CAZ FEP
AMX FOX
TEM1 CTXM28
QnrB 1 aac(6)lbcr | Nal SXT CIP TEATM TM GM | >256 | >32 | >256 | >256 | »256 | >256 | 16 | 2 8
AMC CTX CAZ FEP AMX
E 14 FOX
TEM1 CTXM28 | Nal SXT CIP ATM TM GM »256 | >32 | >256 | >256 | >256 | 16 |64 |8 128
17 SHV11QnrB1 | CTX CAZ FEP AMX
aac('6)lb
E171 TeEmicTxwmzs | ATMTM GM AMC CTX 6 094 | 256 | 128 |»>256 |12 |16 |3 6
QnrB 1 aac(6)lb | CAZ FEP AMX
Tab 18: Résultats du sequencgage des génes
Souches Qnr B variantQnrS variant AAC variant SHV TEM CTXM
17 Bl - aac(6")lb SHV11 TEM1 CTXM 28
E 17 Bl - aac(6")lb Non transféerefEM1 CTXM 28
14 Bl - aac(6")lb-cr - TEM1 CTXM 28
E 14 Bl - aac(6")lb-cr - TEM1 CTXM 28
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Fig 14 : Détection par PCR Multiplex du gene gn& l'aide de trois couples d’amorces
spécifiques du gene gnrA; gnrB; gnr S

MW B+ T- 14 Tcl4 17 Iic T- B+ MW

Fig 15: Détection par PCR simplex du gengnr a I'aide d’amorces spécifiques du gengnrB;
chez les souchegnr B positif et leurs transconjugants



MW 1 14 Tcl4 17 Tcl7 T- aac+t MW

Figl6: Détection par PCR simplex du génaac chez les soucheaac positif et les
transconjugants des souches gnrB positif
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Fig 17: Détection par PCR simplex du gén€emchez les souches BLSE positif

shv + cmy2+
1 2 3 4 14 17 T- 1446 T- 1796

Fig 18: Deétection par PCR simplex du genghvchez les souches BLSE positif



TEM SHV

MW 14 Tc14 17 Tcl7 T- 1446 17 Tcl7 T- 1446 MW

Fig 19 : Détection par PCR simplex du gen&€em etshvchez les souches qnr positif et leurs
transconjugants



MW 1 2 3 4 14cl4 17 Tcl7 - M1 1 23

MW 4 14 Tcl417 Tcl7 M2 'T1 2 3 414 Tcl4 17 Tcl7 MO T

Fig 20: Détection par PCR simplex du gen€TXM1, CTXM2, CTXM9chez les souches
BLSE positif et les transconjugants des souches qir positif
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M1 (E. coli V517) et M2 (plasmide pIP 173) : témoimle poids moléculaires.

Fig 21 : Photo du profil plasmidique des souchemr positives (S14 et S17) et leurs
transconjugants (Tc.14 et Tcl7).



XIV. Discussion

Les fréquences de résistance aux quiesl enregistrées a Annaba, sont en générale en

concordance avec celle enregistré dans le 9éementagipvaluation de la résistance des bactéries
aux antibiotiquesn Algerie publié par I'OMS en 20D&insi pour les entérobactéries, les taux de

résistance aux quinolones enregistré sont assehgspa I'exception du genre Serratia qui a
présenté dans nodtre étude le double de celui istnéeg I'echelle nationale.
Mais concernant, les bactéries a Gram négatif ntgr@bactérie, on note un taux de résistance aux

quinolones nettement plus important que celui éstgga I'echelle nationale.

Les souches QR sont plus isolées désvaments de pus divers avec un taux de 37,87 %,
Claude Martin eal. , 1992 ont donné comme explication a cette rasistgue la présence de
nombreux fragment d’ADN dans le pus peut « piégkantibiotique, diminuant ainsi la quantité

disponible pour agir sur les bactéries.

Les souches QR présentent une polytaésis aux antibiotiques, Sahm et al., ont trouvé
aussi que la résistance aux quinolones est tougasiaciée a plusieurs autres familles
d’'antibiotiques et parmi les explications donngegr ce phénomene est la co- sélection par les
autres familles d’antibiotiques a spectre largejted la vancomycine et les aminosides.

Une autre explication, c’est le mécanisme de r@scst par efflux qui confer a la bactérie la

résistance a plusieurs antibiotigugahm etl, 2001)

Quoique la recherche des génes gnoasest effectuée chez les entérobactéries
productrices de betalactamases, certaines étutlespporté la présences de ces genes chez des
souches non BLSE et chez des souches résistalatéacde nalidixique et /ou fluoroquinolones

avec ou sans une production de BLSE (Mammaal,&005 ; Wang, 2003)

Notre étude, a permis d’identifier daaxches portant le geger B1 sur 25 souches

d’entérobactéries résistantes a l'acide nalidixigggees au niveau de I'hdpital d’Annaba.

D'autre part, cette étude vient deride pour la premiére fois en Algérie une souche
d'Enterobacter cloacags14) résistante aux fluoroquinolones porteuse de dewanmsgmes

plasmidiques de résistance aux quinolones : gnt &ie(6)'-1b-cr.



Les deux souches exprimant le gene gnr B1 rapmodaies cette étude sont productrices de

bétalactamases a spectre élargie.

La souche S14:Ehterobacter cloacakéberge différents genes betalactamabi&s TEM1
et CTX-M 28et la souche S17 contidia TEM1, CTX-M-28 et SHV11.
Ainsi, c'est la premiére détection en Algérie dngg€TX-M-28 et la deuxiéme en Afrique apres la
Tunisie (Ben Achour edl, 2009) et c'est aussi la premiere détection du §ehéll en Algérie. En
effet les études relatives a la prévalence edavkrsité des BLSE des entérobactéries isolées en
Algérie ont montré la présence dia CTX M-3 et CTXM-1B8Messai etal, 2008 ; Touati edl,
2008)

Nos souches gnr positives montrent @sestance aux aminoglycosides, cotrimoxazole,
cefotaxime, ceftazidime et cefepime.
Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le suggmasmidique de la résistance aux quinolones est
associée a des intégrons portant des déterminamésigtance a plusieurs autres antibiotiques
comme les betalactamines et les aminoglycoside20Q05). Ceci est confirmé dans notre étude par

la présence de ces résistances chez les transaatgugbtenus a partir des souches gnr positifs.

Beaucoup d'études basées sur desdgsrmoléculaires ont montré I'association engre le
déterminants de la résistance aux quinolonespblduction de BLSE.
(Poirel, et al, 2006 ; Ambrozic Avgustin a{ 2007 ; Rodriguez-Martinez at, 2008)
Dans notre étude les soucluyes sont associées a au moins deux types de ddmese constat a
été également fait a Abidjan en Cote d'lvoire ou 80 des soucheapr produisent au moins deux
types de géndsla. (Guessennd eil, 2008)

Le gene gnr Bl identifie dans nos Bescest associe au gene de BLSE CTX —-M-28
Contrairement aux autres souches décrites en &lgéosntrant une association entre la bla CTX M-
15 et le géne gnrBlou S1. (Messane008 ; Touati eal, 2008).

De méme un clonektiterobacter Cloacaexprimant a la fois les genes gnr S1 et B4 en
association avec bla SHV12a été rapporté en Algérie (labadenaleR008)
La coexistence des différents béta-lactamasesudaméme bactérie peut poser un
probleme de diagnostic et de thérapeutique (Rah 2008).
Ces associations conduisent a une cosélectionethes gle résistance et au scénario de pandémie a

I'n6pital et en communauté (Cantoragt2006) et expliqueraient en partie la coexistemteeda



résistance aux fluoroquinolones et la productioBOSE chez les entérobactéries (Nordmaail et
2005)

Les deux souches gnr rapportées dams éntde présentent un tres haut niveau de
résistance a l'acide nalidixique et a la ciproflore, ce qui suggere la présence d'autres
mécanismes de résistance tel que des mutationsiobamique dans les genes codant pour 'ADN
gyrase et la pompe a efflux (Gu et al, 2004 ; HEPH999) et qui n'ont pas été évalué dans cette

étude.

La caractérisation moléculaire des tanggants issus de la souche S14 et S17 et I'éude
leurs profil plasmidique montrent que les géenes @28, gnr B1 et aac ('6) Ib-cr sont portés par
des plasmides conjugatifs de haut poids molécutlipassant les 125 kb. Beaucoup d’études ont
rapporté des plasmides conjugatifs dont poids nutdée varie entre 40 et 320 kb comme support
des génes de résistances aux BLSE et aux quinoldviasymeri efl, 2005 ; Wang eal, 2003 ;
Ambrozic Avgustin etl, 2007 ; Fihman edl, 2008)

Bien que la technique de PCR multiplaksge dans cette étude a permis d’identifier les
genes gnrA, B et S ; elle reste néanmoins limiE#eeffet les amorces utilisées ne permettent pas de
cribler la totalité des variants qnr décrit jusqu'asent.

De méme d’autre genes de résistance plasmidiquguanglones sont recemment décrit gnr C et

gnr D (Wang eal, 2009 ; Cavaco «dl, 2009) et qui ne sont amplifiables par ces amorces



CONCLUSION

L’étude de la résistance des bacilésam negatif eu centre hospitalier, sur la période
d’étude du  janvier 2004 a la fin 2008, a montré que pouelagrobactéries, les taux de
résistance aux quinolones enregistré sont assehgspa I'exception du genre Serratia qui a
présenté dans nétre étude le double de celuiistneeg I'echelle nationale (OMS, 2008).

Mais concernant, les bactéries a Gram negatif ntgr@bactérie, on a noté un taux de résistance

aux quinolones nettement plus important que celtegistré a lI'echelle nationale.

Notre étude, a permis d’identifier daaxches portant le geger B1 sur 26 souches
d’entérobactéries résistantes a l'acide nalidixigg&es au niveau de I'hdpital d’Annaba.
Ces deux souchepr B positives (S14Enterobacter cloacaet S17:Klebseilla pneumonigesont
multi-résistantes par production de BLSE.
D'autre part, cette étude vient de décrire popréaiere fois en Algérie une souche
d'Enterobacter cloacags14) résistante aux fluoroquinolones porteuse de dewanmsgmes

plasmidiques de résistance aux quinolones : gnt &ie(6)'-1b-cr.

La souche S14:Ehterobacter cloacakéberge différents genes betalactamabis TEM1
et CTX-M 28et la souche S17 contidia TEM1, CTX-M-28 et SHV11.
Ainsi, c'est la premiére détection en Algérie dngg€TX-M-28 et la deuxiéme en Afrique apres la
Tunisie (Ben Achour dl, 2009) et c'est aussi la premiere détection du §ehéll en Algérie. En
effet les études relatives a la prévalence edavkrsité des BLSE des entérobactéries isolées en
Algérie ont montré la présence dia CTX M-3 et CTXM-1B8Messai etal, 2008 ; Touati edl,
2008)

L’émergence de nouveaux mécanismegésistance plasmidique aux quinolones constitue
une vraie menace concernant I'efficacite” des figamolones, et ce, a’ plusieurs niveaux.

D’abord, leur présence sur des plasmabnjugatifs favorise leurs mobilité” et leur
dissémination chez les différents pathogénes.



En plus, leur association a’ d’autres détermindetssistance, essentiellement les bétalactamines
et aminosides, concourt a” une cosélection deslatadce aux fluoroquinolones par ces derniers
antibiotiques largement utilisés en thérapeutiquadine.

Ces mécanismes plasmidiques de résistance auxlau@soconferent indépendamment un bas
niveau de résistance aux fluoroquinolones, maisgetsence pourrait en outre favoriser I'évolution

vers un plus haut niveau de résistance par latg#ede mutation dans les cibles de ces molécules.

La caractérisation moléculaire des tanggants issus de la souche S14 et S17 et I'éude
leurs profil plasmidique montrent que les génes BIT28, gnr B1 et aac ('6) Ib-cr sont portés par

des plasmides conjugatifs.

L’émergence de cette combinaison de génes de adsesten Algérie pourrait poser un
probleme de santé publique et impose de mettréage pne politique pertinente de surveillance de

la résistance en vue d’'un meilleur controle dardeutation des souches multiresistantes.

Les taux de résistance aux quinolemegistré (a Annaba et ceux enregistré a I'échelle
nationale) indique que les quinolones gardent togjdeurs efficacités, mais le faite que cette
résistance soit presque toujours associee a urgarge auX3 lactamine et /ou aux aminosides
(souches multirésistantes) et en plus le caradtaresferable de cette résistance; nous mene a
conclure qu'il faut étre plus attentifs dans lisation thérapeutique de ces molécules : Ainsi, on
preconise de ne jamais prescrire les quinolonesn@mthérapie et en premiére intension ce qui
présente un grand risque de sélection des souchiéisésistantes, et leurs utilisations en seconde
intension doit étre prescrit seulement apres undessensibilité aux antibiotiques et toujours en

association.
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