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Résumé

Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération (E-RC3G)
suscitent une preoccupation grandissante en raison de leur prévalence croissante, en
particulier en pays en développement, notamment en Algérie. Cette étude vise a étudier les
déterminants de la résistance aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) et les
facteurs de virulence qui leur sont associés, en milieu hospitalier et communautaire a la
wilaya de Skikda. Des souches d'E-RC3G sont collectées au laboratoire de microbiologie de
I'ndpital Abderrezek Bouhara ainsi qu'a partir de différents laboratoires cliniques prives (LCP)
situés a Skikda, durant une période allant d'octobre 2020 & juin 2022. L'identification et la
sensibilité aux antibiotiques sont confirmées au moyen du Systeme VITEK 2. La recherche de
la production de p-lactamases a spectre élargi (BLSE) ainsi que la production de
carbapénémase chez les souches résistantes au carbapénéme ont été déterminées par un
ensemble de tests phénotypiques (Antibiogramme) et génotypiques (PCR et sequengage). Les
souches Escherichia coli étaient classées en phylogroupes, génotypées en utilisant la Eric
PCR, et les génes de virulence étaient recherchés par PCR. Au total, 82 E-RC3G sont
collectées, 37 provenant de I'nopital et 45 des LCP, principalement E. coli et Klebsiella
pneumoniae. La majorité (67 %) des isolats provenaient d’infections urinaires. Un taux élevé
des souches (69,5 %) étaient multirésistantes. Les souches des patients externes (PE)
présentaient des profils de résistance aux antibiotiques comparables a ceux des souches des
patients hospitalisés (PH). La plupart des E-RC3G (87 %) étaient productrices de BLSE, avec
une prédominance du gene blaCTX-M (96 %). Les génes codant I’AmpC sont détectés chez 7
souches, dont 5 portaient blaCMY et 2 blaDHA. Parmi les 15 entérobactéries productrices de
carbapénemase (CPE), le type NDM (NDM-1 et NDM-5) était prédominant, présent chez 87
% des isolats. Les types OXA-48 et OXA-244 ont chacun été détectés chez un isolat de PE.
Les isolats d'E. coli de PH appartenaient principalement au phylogroupe A, tandis que ceux
des PE étaient majoritairement du phylogroupe B2. Les génes de virulence étaient plus
fréquents chez les souches des PE, a I'exception de fyuA, traT, feoB et irp2, plus prévalent
chez les souches hospitaliéres, Cependant, seul fyuA y était associé de maniere significative,
tandis que yadN et chuA étaient spécifiqguement liés aux PE. Le génotypage a réveélé des liens
clonaux a 60 % entre certaines E. coli de I'hdpital et des LCP. L'émergence des E-RC3G
virulentes et co-résistantes aux carbapénemes en milieu hospitalier et communautaire a
Skikda représente un défi thérapeutique majeur. Cette étude est la premiere réalisée a Skikda
pour caractériser ces isolats en explorant leurs mécanismes de résistance et leurs facteurs de
virulence. Cette situation souligne I'urgence d'une surveillance continue dans ces deux milieux
pour limiter leur propagation.

Mots clés : Entérobactérie résistante aux céphalosporines de troisieme génération (E-RC3G) ;
carbapénémase ; BLSE ; patient hospitalise ; patient externe ; Virulence ; Skikda.
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Abstract

Third-generation cephalosporin-resistant Enterobacterales (3GC-R) are a growing concern
due to their increasing prevalence, particularly in developing countries, including Algeria.
This study aims to investigate the determinants of resistance to third-generation
cephalosporins (3GC) and the associated virulence factors in both hospital and private settings
in the Skikda region. E-RC3G strains were collected from the microbiology laboratory at
Abderrezek Bouhara hospital as well as from various private clinical laboratories (PL) in
Skikda, over a period from October 2020 to June 2022. Identification and antibiotic
susceptibility were confirmed using the VITEK 2 System. The production of extended-
spectrum B-lactamases (ESBLs) and carbapenemases in carbapenem-resistant strains was
determined through a series of phenotypic (Antibiogram) and genotypic (PCR and
sequencing) tests. E. coli strains were classified into phylogroups, genotyped using Eric PCR,
and virulence genes were detected by PCR. A total of 82 E-RC3G strains were collected, with
37 from the hospital and 45 from PL, predominantly E. coli and Klebsiella pneumoniae. The
majority (67%) of isolates came from urine infections. A high percentage of strains (69.5%)
were multi-resistant. Strains from outpatients (OPs) had antibiotic resistance profiles
comparable to those of inpatients (IPs). Most E-RC3G strains (87%) were ESBL producers,
with a predominance of the blaCTX-M gene (96%). AmpC-coding genes were detected in 7
strains, with 5 harboring blaCMY and 2 blaDHA. Among the 15 carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae (CPE), the NDM type (NDM-1 and NDM-5) was predominant, present in
87% of isolates. The OXA-48 and OXA-244 types were each detected in one isolate from an
OP. E. coli isolates from IPs predominantly belonged to phylogroup A, while those from OPs
were mostly from phylogroup B2. Virulence genes were more frequent in strains from OPs,
except for fyuA, traT, feoB, and irp2, which were more prevalent in hospital strains; only fyuA
was significantly associated with IPs, while yadN and chuA were significantly linked to OPs.
Genotyping revealed 60% clonal relatedness between some E. coli strains from the hospital
and PLs.The emergence of E-RC3G virulent and co-resistant to carbapenems in hospital and
community settings in Skikda represents a major therapeutic challenge. This study is the first
carried out in Skikda to characterize these isolates by exploring their resistance mechanisms
and virulence factors. This situation underlines the urgent need for continuous surveillance in
these two environments to limit their spread.

Key words: Third-generation cephalosporin-resistant Enterobacteriales (E-RC3G),
Carbapenemase, ESBL, Inpatient, Outpatient, Virulence, Skikda.
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Introduction générale

Les Entérobactéries constituent une grande famille de bactéries Gram négatives
comprenant plusieurs genres d'importance médicale, tels que Klebsiella, Enterobacter,
Proteus et Serratia. Ces especes sont fréquemment associées a des infections nosocomiales et
communautaires, notamment des infections urinaires, respiratoires et sanguines (Armand-
Lefevre et al., 2018; Salamanca-Rivera et al., 2024). Parmi ces agents, Escherichia coli se
distingue par son ubiquité et sa remarquable diversité pathogene. Cette bactérie anaérobie
facultative, membre du microbiote intestinal des humains et des animaux, est un modele
d’adaptabilité. Elle est capable de coloniser divers environnements et de provoquer des
pathologies variées, allant des infections extra-intestinales aux maladies intestinales causées
par des souches pathogénes spécifiques (Salamanca-Rivera et al., 2024; Sora et al., 2021).
Selon leur origine animale ou humaine et éventuellement leur potentiel de virulence, les
souches d'E. coli peuvent étre classées dans différents phylogroupes A, B1, B2, C, D, Eou F
(Sora et al., 2021). En effet, les souches pathogénes d'E. coli appartiennent principalement
aux phylogroupes B2 et D, tandis que les souches commensales se trouvent principalement
dans les phylogroupes A et B1(Picard et al., 1999). Toutefois, les phylogroupes commensaux
présentent souvent des profils de résistance plus élevés tout en exprimant une gamme limitée
de genes de virulence par rapport aux phylogroupes pathogénes (Clermont et al., 2013; Picard
etal., 1999).

Les souches d'E. coli extra-intestinales (EXPEC) sont responsables de diverses
infections extra-intestinales, telles que les infections urinaires, la pneumonie , la méningite et
la bactériémie (Ferry et al., 2004; Russo et Johnson, 2003, 2000; Sora et al., 2021). Elles
possédent une structure génétique complexe et une gamme étendue de facteurs de virulence,
incluant les adhésines, les toxines, les facteurs d'acquisition du fer, les lipopolysaccharides,
les capsules polysaccharidiques, et les invasines (Kohler et Dobrindt, 2011; Sarowska et al.,
2019). Les genes codant ces facteurs sont souvent regroupés en Tlots de pathogeénicité (PAISs),
plasmides ou phages, facilitant leur transfert et contribuant a la pathogenicité des souches
(Sora et al., 2021).

La résistance des Entérobactéries aux antibiotiques, en particulier aux p-lactamines,
constitue une menace croissante pour la santé publiqgue mondiale. L'usage excessif de ces
antibiotiques, le manque de contr6le des infections, les prescriptions inappropriées, la
sélection de souches résistantes en raison d'une administration prolongée, I'utilisation abusive
des B-lactamines en médecine vétérinaire, ainsi que le transfert horizontal de genes de

résistance entre bactéries ont conduit & une augmentation des souches résistantes, réduisant
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ainsi l'efficacité des traitements (Kushwaha et al., 2024). Les céphalosporines de troisiéme
génération (C3G) sont largement prescrites pour traiter diverses infections a Entérobactéries,
contribuant a I'émergence et la propagation de résistances via la production de béta-
lactamases a spectre étendu (BLSE) (Asogwa, 2018; Dramowski et al., 2021). Parmi les
genes codant les BLSE, le gene blaCTX-M a surpassé les genes traditionnels blaTEM et
blaSHV en termes de diffusion et de distribution mondiale (Castanheira et al., 2021). L'usage
des carbapénemes, initialement considérés comme le dernier recours pour traiter les infections
a entérobactéries productrices de BLSE, a compliqué la situation en favorisant I'émergence et
la diffusion de la résistance aux carbapénemes, principalement médiée par la production de
carbapénemases (Morrill et al., 2015; Nordmann et al., 2011a). Ces derniéres sont associés
souvent une résistance a plusieurs classes d’antibiotiques, limitant les options thérapeutiques a

des agents tels que la colistine et la tigécycline (Jean et al., 2015; Sah et al., 2022).

Les carbapénémases sont classées en trois groupes selon la classification d’Ambler :
classe A (ex. KPC), classe B des métallo-béta-lactamases (VIM, IMP, NDM), et classe D
(OXA-48) (Touati et Mairi, 2020). La New Delhi Metallo-béta-lactamase (NDM) et I'OXA-
48 sont particulierement préoccupantes en raison de leur large spectre de résistance et de leur
diffusion mondiale (Dortet et al., 2014; Mairi et al., 2019a). Depuis la détection initiale du
gene blaOXA-48 chez une souche de K. pneumoniae en Turquie, sa prévalence n'a cesse de
croitre, en particulier dans les pays mediterranéens (Mairi et al., 2019a). Les OXA-48, dites
également OXA-48-like, regroupent diverses variantes caractérisées par des variations de
séquences d'acides aminés, mais ne sont pas aussi largement répandues que I'OXA-48
(Emeraud et al., 2021). Quant a la NDM, parmi ses 25 variantes, NDM-1 et NDM-5 sont les
plus fréquemment détectées chez les entérobactéries (Thapa et al., 2022). Le gene blaNDM
est fréqguemment porté par des plasmides munis de divers types de réplicons, expliquant ainsi
sa propagation fulgurante (Baraniak et al., 2016). La prévalence des carbapénémases de type
OXA-48 et NDM continue de croitre, notamment dans les pays mediterranéens (Touati et
Mairi, 2020).

L'émergence d’entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération
(E-RC3G) dans les milieux hospitaliers et communautaires est largement documentée a
I'échelle mondiale. Toutefois, cette problématique est encore insuffisamment explorée en
Algérie, notamment dans les petites villes. De plus, la co-résistance aux traitements de dernier
recours constitue une préoccupation majeure, réduisant considérablement les options

thérapeutiques disponibles (Kaye et Belley, 2022). La lutte contre les E-RC3G nécessite une
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compréhension approfondie des mécanismes de résistance. De plus, plusieurs études menées
dans différentes régions d'Algérie ont signalé des taux alarmants d'isolats d'E. coli
multirésistants en particulier celles produisant de BLSE ou de carbapenémase en milieu
hospitalier et comunautaire (Abderrahim et al., 2022; D. Y. Meziani et al., 2023; Nabti et al.,
2019; Yahiaoui et al., 2015). Cependant, peu est connu sur les différences des profils et des

mécanismes de résistances et de virulence entre les souches communautaires et hospitaliéres.

L’objectif de cette étude est de caractériser les entérobactéries résistantes aux
céphalosporines de troisieme génération (C3G) isolées chez des patients hospitalisés et non

hospitalisés (externes) dans la wilaya de Skikda, Algérie. Notre démarche consiste a:

- Collecter les entérobactéries résistantes aux C3G a partir de [I'hopital et des

laboratoires cliniques privés.

- Evaluer la sensibilité des souches issues des patients hospitalisés et non hospitalisés

aux principales familles d'antibiotiques utilisées en clinique.

- Etudier les mécanismes de résistance aux B-lactamines a l'aide de tests phénotypiques

et moléculaires.

- Evaluer la diversité génétique, analyser la phylogénie et le potentiel pathogéne des
souches d'E. coli.

Le manuscrit se compose de quatre chapitres principaux. Le premier chapitre est une
synthése bibliographique qui comprend trois sections principales : la premiere fournit un
apercu général des entérobactéries et des infections qu'elles peuvent causer, décrit les
principales espéces incluses dans notre étude ainsi que les traitements couramment prescrits
en pratique clinique pour traiter ces infections. La seconde section présente une description
détaillée des principales familles de B-lactamines, portant sur leur structure, leur mode
d'action et donnant des exemples de chaque famille, ainsi que les mécanismes de résistance a
ces agents. Dans le troisieme volet, le principal mécanisme de résistance, a savoir la
production de B-lactamases, est analysé, avec une description des trois types de f-lactamases :
BLSE, AmpC et carbapénémases ainsi qu'une analyse plus détaillée de cette derniére en
décrivant les principaux génes qui la codent, leur distribution géographique, ainsi que les

traitements anti-carbapénemase et la situation en Algérie.

Les trois autres chapitres concernent la partie pratique de la thése. Le chapitre Matériel

et Méthodes présente les principales techniques utilisées pour identifier les souches
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d'entérobactéries, tester leur sensibilité aux antibiotiques, analyser phénotypiquement et
génotypiquement la production de B-lactamases, ainsi qu’évaluer le lien clonal, la phylogénie
et la virulence des souches d’E. coli isolées chez des patients hospitalisés et des patients
externes. Le chapitre suivant présente les résultats obtenus au cours de I'étude. Dans le dernier
chapitre, une discussion est menée pour comparer nos résultats avec les données de la
littérature existante et les résultats d'études antérieures, justifier nos résultats et faire un état
des lieux sur la prévalence des E-RC3G.
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Chapitre | : Synthese bibliographique

1 Les infections bactériennes
1.1 Définition

Une infection survient lorsque des micro-organismes envahissent un organisme vivant,
entrainant des altérations anatomiques ou fonctionnelles ainsi que des manifestations
cliniques et biologiques. Les infections peuvent étre locales ou généralisées (septicémie) et
résultent d'un déséquilibre entre la virulence de I'agent pathogene et les capacités de résistance
et de defense de I'hdte (Carl, 2011). Bien que les infections bactériennes puissent affecter
divers organes et tissus, elles sont souvent plus faciles a traiter que les infections virales, car
I'arsenal des agents antimicrobiens a activité antibactérienne est plus étendu. Cependant, la
résistance bactérienne aux antibiotiques est un probleme en constante augmentation, avec des

conséquences potentiellement devastatrices (Doron et Gorbach, 2008).

1.2 Types d’infections

Les infections nosocomiales et communautaires se distinguent principalement par leur
lieu de contraction. Les infections nosocomiales se développent pendant le séjour a I’hopital,
apparaissant au moins 48 heures apres I'admission, tandis que les infections communautaires
se manifestent dans les 48 heures suivant I'admission et sont contractées en dehors de I'hopital
(Greenwood et al., 2012; van Duin et Paterson, 2020).

Les infections les plus fréquentes acquises a I'népital comprennent les infections
urinaires, les infections contractées dans le bloc opératoire et les infections respiratoires
basses. Ces infections sont plus courantes dans les services de chirurgie, les unités de soins
intensifs, les services d'urgence et d'orthopédie (World Health Organization, 2002).

La propagation des infections dans les environnements hospitaliers peut se produire de
différentes manieres, telles que le contact avec du matériel contaminé, y compris les
instruments meédicaux, les surfaces, les cathéters, les seringues et les stéthoscopes, ainsi que la
literie, les aérosols et le personnel de santé (Clair et Colatrella, 2013; Rosenthal et al., 2008).
Drautre part, les infections communautaires peuvent se propager par le contact direct avec une
personne infectée, par des gouttelettes respiratoires (éternuements, toux), par contact avec des

surfaces contaminées ou par I'ingestion d'aliments ou d'eau contaminés.

Les infections nosocomiales affectent plus de 1,4 million de patients dans le monde,

dont environ 30 % des patients hospitalises en Algerie. Elles entrainent souvent une
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prolongation de I'hospitalisation, des complications graves et parfois la mortalité, ainsi que
des répercussions sociales importantes, telles que la détresse et la stigmatisation des familles,
et des conséquences économiques considérables, notamment I'augmentation des colts des
soins de santé et la perte de productivité (Boulahouat et aliziane, 2020; Chkhaidze et al.,
2024). 1l a été rapporté que le taux de mortalité associé aux infections nosocomiales est
souvent supérieur a celui des infections communautaires (19 % versus 11 %) (Cardoso et al.,
2012; Jung et al., 2012).

2 Les entérobactéries

Les bactéries Gram-négatives (BGN), les Staphylococcus résistants a la méthicilline
(SARM) et les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) comptent parmi les
problémes de santé publique les plus importants au monde en raison de leur haute résistance
aux antibiotiques. Ces micro-organismes ont une importance clinique significative dans les
hopitaux, car ils exposent les patients en unité de soins intensifs a un risque élevé et entrainent
une morbidité et une mortalité élevées. Deux grands groupes des bactéries Gram-négatives
(BGN), les Entérobactéries et les bacilles non fermentants, sont responsables de la plupart des

isolats cliniques. (Desalegn et al., 2023).

La famille des Entérobactéries (Enterobacteriaceae) est un groupe hétérogéne de
bactéries largement dispersées dans la nature. Elle comprend de nombreuses espéces
bactériennes répondant a la définition des bacilles, non sporulés, a motilité variable, capables
de se développer en présence et en absence d'oxygene, fermentant le glucose avec ou sans
production de gaz, cytochrome oxydase négatives et capables de réduire le nitrate en nitrite.
(Bhonchal Bhardwaj, 2022; Singh et Anand, 2022)

Ils font partie des résidents normaux de la flore intestinale humaine. De plus, ils
représentent environ 80 % des isolats a Gram négatif et sont associés a une variété de
maladies, notamment les infections des voies urinaires, la pneumonie, la diarrhée, la
méningite, la septicémie, le choc endotoxique, et bien d'autres. Les espéces qui affectent
fréquemment les humains appartiennent aux genres Escherichia, Proteus, Enterobacter,

Klebsiella, Citrobacter, Yersinia, Shigella et Salmonella (Bhonchal Bhardwaj, 2022).

L'abondance, la mobilité et la multiplication rapide des entérobactéries dans l'intestin
en font les bactéries les plus souvent impliquées dans les infections humaines. Elles se
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propagent facilement entre les individus par contact manuel et par des aliments et de I'eau
contaminé (Stokes et Gillings, 2011; Toleman et Walsh, 2011).

L'acquisition de mécanismes de résistance aux antibiotiques par certaines especes a
conduit I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a les classer parmi les bactéries de priorité
critique, nécessitant des efforts accrus pour le développement de nouveaux traitements. Leur
capacité a se reproduire chez divers hotes et a acquérir du matériel génétique par transfert
horizontal en fait des vecteurs efficaces pour la propagation des genes de résistance (Morice,
2003).

2.1 Escherichia coli

Chez I'nomme, Escherichia coli (E. coli) fait naturellement partie de la flore intestinale
commensale (normale), mais qui peut également agir en tant que pathogene polyvalent,
entrainant des infections intestinales et extra-intestinales (Mueller et Tainter, 2023; Vila et al.,
2016).

Les maladies intestinales causees par E. coli sont attribuables a I'un des cing sous-
types suivants : Escherichia coli entérotoxinogéne (ETEC), Escherichia coli
entérohémorragique (EHEC) ou Escherichia coli producteur de shigatoxine (STEC),
Escherichia coli entéro-invasif (EIEC), Escherichia coli entéropathogéne (EPEC), et
Escherichia coli entéro-agrégant (EAEC). La distinction entre ces différents pathovars repose
principalement sur leur profil antigénique O, H et K. L'antigene O est constitué d'une chaine
polysaccharidique répétitive présente dans la membrane externe du lipopolysaccharide (LPS).
L'antigéne H est lié au flagelle, tandis que I'antigéne K, de nature capsulaire, facilite I'évasion
des défenses immunitaires de 1’hote (Nataro et Kaper, 1998). Cette distinction repose
également sur leur arsenal spécifique de facteurs de virulence, qui contribuent a I'adaptation
des souches d'E. coli aux différents environnements et a leur pathogeénicité (Abdulateef et al.,
2023).

En dehors du tractus intestinal, Escherichia coli peut causer diverses infections graves,
notamment des pneumonies, des bactériémies, des péritonites et des infections urinaires. Ces
infections sont souvent dues a des pathovars extra-intestinaux regroupés sous le terme EXPEC
(Extraintestinal Pathogenic E. coli) (Jain et al., 2015). Ces souches utilisent une variété de
facteurs de virulence qui facilitent leur colonisation des tissus hétes et leur persistance dans

divers sites extra-intestinaux, tels que les voies urinaires, la circulation sanguine et le systéme
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nerveux central (Smith et al., 2007). Parmi ces facteurs, les adhésines comme les fimbriae de
type | (fimH) et les fimbriae de type P (papG) jouent un rdle clé dans 1’attachement aux
cellules uroépithéliales ou endothéliales (Legros et al., 2019; Nasi et al., 2023; Ribi¢ et al.,
2018), De plus, les fimbriae yadN participent a la formation de biofilms, renforcant la
persistance des bactéries sur les surfaces médicales et dans les tissus infectés (Larsonneur et
al., 2016). Les systémes d’acquisition de fer, tels que le récepteur de la yersiniabactine
ferrique (fyuA), le récepteur de I’hémine (chuA) et la protéine réprimée par le fer 2 (irp2),
permettent a E. coli de mobiliser cette ressource essentielle a sa survie, particulierement dans
des environnements pauvres en nutriments comme le sang ou l'urine (Hashimoto et al., 2021).
Par ailleurs, E. coli produit des toxines, notamment 1’hémolysine (hlyA) et la cytotoxine
nécrosante (cnfl), qui endommagent les tissus et favorisent la dissémination bactérienne
(Sarowska et al.,, 2019; Tsoumtsa Meda et al.,, 2021). Pour échapper aux réponses
immunitaires, la bactérie exprime des capsules polysaccharidiques, synthétisées grace a des
protéines telles que les transporteurs membranaires impliqués dans 1’exportation des
polysaccharides capsulaires (kpsMT I1), offrant une protection efficace contre la phagocytose
(Arredondo-Alonso et al., 2023). Enfin, des protéases comme outer membrane protease T
(ompT), localisées dans la membrane externe, contribuent a la dégradation des peptides
antimicrobiens produits par 1’hote, renforcant leur résistance et leur persistance dans

I’organisme infecté (McGarry et al., 2024).

En plus de son implication dans les infections humaines, E. coli peut survivre et méme
proliférer dans des milieux naturels tels que le sol, les légumes, 1’eau contaminée et les
aliments d'origine animale (Ishii et al., 2006; Mueller et Tainter, 2023; Sligl et al., 2006; van
Elsas et al., 2011). Cette adaptabilité contribue a son réle de cause majeure d'infections
nosocomiales, comme les infections urinaires, ainsi qu'a sa prévalence dans les infections

acquises en milieu communautaire (McCowan et al., 2022).

2.2 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae survit dans un large éventail de niches environnementales et associees
a I'hdte (Bagley, 1985). On la retrouve dans le tube digestif des humains et des animaux, mais
elle peut également coloniser d'autres environnements tels que le sol, I'eau, diverses especes
végétales, ainsi que des insectes, des oiseaux et des reptiles. Cette bactérie peut étre soit un

organisme commensal, soit un pathogéne potentiel (Wyres et Holt, 2018).
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Bien qu'elle soit souvent associée aux infections nosocomiales, notamment la
pneumonie, les infections urinaires et les infections de plaies, qui peuvent toutes progresser
vers une bactériémie (une dissémination métastatique) (Russo et Marr, 2019; Wyres et al.,
2020), K. pneumoniae est également responsable d'infections communautaires, telles que
I'endophtalmie, la pneumonie, la fasciite nécrosante, I'abcés non hépatique, la méningite et

I'abces hépatique pyogeéne (Russo et Marr, 2019).

Les facteurs predisposant aux infections communautaires a K. pneumoniae
comprennent l'alcoolisme, souvent associé a la pneumonie, ainsi que le diabete, qui est un
facteur de risque spécifique pour le développement d'abcés hépatiques pyogénes (Kim et al.,
2009; Wyres et al., 2020).

2.3 Enterobacter cloacae

L’espéce Enterobacter cloacae est présente dans I'environnement, notamment dans le
sol, I'eau, les végétaux et les animaux (Guérin, 2015; Pestourie et al., 2014). Elle colonise
également le tractus gastro-intestinal humain en tant que partie de la flore normale.
Cependant, elle est capable de se transformer en un agent opportuniste et pathogéne, en

particulier chez les individus immunodéprimés (Guérin, 2015).

En tant que pathogéne opportuniste, E cloacae peut induire des infections
potentiellement graves et mortelles qui se contractent généralement a I'hdpital (Davin-Regli et
al., 2019; Mezzatesta et al., 2012). Parmi ces infections, on compte la septicémie, les
infections des plaies, la péritonite, les infections des voies respiratoires inférieures et des voies
urinaires (Choi et al., 2023).

En raison de sa résistance naturelle et acquise a plusieurs classes d'antibiotiques, E.
cloacae est classée parmi les pathogénes prioritaires multirésistants aux antibiotiques,
regroupés sous l'acronyme ESKAPE (Enterococcus, Staphylococcus, Klebsiella,
Acinetobacter, Pseudomonas et Enterobacter spp) (Davin-Regli et al., 2019; Rice, 2008). Cet
ensemble de pathogenes présente des défis majeurs en matiére de traitement médical en raison
de leur capacité a échapper aux effets des antibiotiques courants, ce qui rend les infections
qu'ils causent particulierement difficiles a traiter (Souna et al., 2014) .

E. cloacae, en tant qu'espéce-type d'Enterobacter, se classe au troisieme rang mondial
des causes de décés attribuables a des infections par des entérobactéries résistantes aux

antibiotiques, apres E. coli et K. pneumoniae (Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022).
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2.4 Serratia marcescens

Serratia marcescens est un membre ubiquitaire de la famille Enterobacteriaceae, que
I'on trouve naturellement dans le sol et I'eau, et qui produit un pigment rouge a température
ambiante (Buckle, 2015; Matteoli et al., 2021). Elle peut étre associée aux plantes, aux
insectes, au lombricompost, a I'eau douce et a l'air (Daligault et al., 2014; Gaultier et al.,
2018; Khan et al., 2017; Matteoli et al., 2018; Raymann et al., 2018).

Cette bactérie est percue comme un pathogene opportuniste pour I'nomme (Cubas-
Atienzar et al., 2021). Elle peut utiliser une large gamme de nutriments, ce qui renforce sa
capacité a subsister et a proliférer dans des environnements difficiles, méme en présence de

désinfectants et d'antiseptiques (Cooney et al., 2014).

S. marcescens est reconnue en tant qu’agent causal d’infections nosocomiales sévéres
(Kim et al., 2015). Elle est associée aux infections des voies urinaires et respiratoires, a
I'endocardite, a l'ostéomyélite, a la septicémie, aux infections cutanées, aux affections
oculaires et a la méningite (Buckle, 2015). Le traitement des infections causées par cette
espéce peut s'‘avérer complexe en raison de sa résistance a plusieurs antibiotiques. Les souches
non pigmentées sont généralement plus résistantes, car elles portent souvent des plasmides de

résistance (Cooney et al., 2014).

2.5 Proteus mirabilis

Le genre Proteus se caractérise par une grande motilité sur les boites de gélose
nutritive, connue sous le nom d'essaimage (swarming), et la formation des colonies étendues,

ce qui facilite son identification (Armbruster et Mobley, 2012).

L’espece Proteus mirabilis est largement répandue dans le sol et les cours d'eau. Bien
qu'elle soit naturellement présente dans le tube digestif humain en tant que bactérie
commensale, elle peut également causer des infections opportunistes graves chez I'hnomme, a
la fois communautaires et nosocomiales (Armbruster et Mobley, 2012; Chen et al., 2012;
Cohen-Nahum et al., 2010).

P. mirabilis constitue I'un des agents pathogénes les plus fréquemment associés aux
infections des voies urinaires (Girlich et al., 2020). Elle est également impliquée dans les
infections sanguines (Chen et al., 2012; Tumbarello et al., 2012), a la cystite simple, la
pyelonéphrite et la prostatite (O’Hara et al., 2000), a la méningoencéphalite néonatale

(Grahnquist et al., 1992), ainsi que dans les affections diarrhéiques (Mller, 1986).
10
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2.6 Salmonella spp.

L'infection par Salmonella spp. demeure I'une des principales causes de la maladie
diarrhéique aigué. Ces infections posent un sérieux probleme de santé publique, avec des

répercussions sociales et économiques significatives (Popa et Popa, 2021).

Diverses especes animales, notamment les poulets, les pigeons et les reptiles, peuvent
servir de réservoir potentiel a cette bactérie (Sanchez et al., 2002; Shaji et al., 2023). Les
humains contractent fréqguemment ces infections par le biais de la chaine alimentaire,
principalement par la consommation d'ceufs et de produits carnés contaminés (Majowicz et

al., 2010).

La salmonellose peut se manifester cliniquement par une simple gastro-entérite ou par
des fievres entériques, qui peuvent mettre en jeu le pronostic vital et nécessitent un traitement
antibiotique rapide et adéquat (Popa et Popa, 2021). Selon 1’espéce en cause, il existe deux
formes de salmonellose : les formes mineures et les formes majeures. La salmonellose
mineure est causée par les souches non typhoidiques, souvent d'origine animale, et se
manifeste par une diarrhée autolimitée, rarement associée a une bactériémie ou a une
méningite (Wattiau et al., 2011). D’autre part, la salmonellose majeure, strictement humaine,
se manifeste sous la forme de la fievre typhoide et paratyphoide, avec des symptémes tels que

la fievre, des maux de téte, des malaises, et parfois de la toux (Kumar et Kumar, 2017).

2.7 Traitement des infections a entérobactéries

Les souches d’entérobactéries sont genéralement sensibles aux antibiotiques actifs sur
les bacilles Gram négatif : amino-pénicillines, céphalosporines, quinolones, aminosides,
triméthoprime-sulfaméthoxazole. Néanmoins cette sensibilité doit toujours étre vérifiée par un
antibiogramme en prenant en considération la résistance naturelle. Ainsi, les bacilles & gram
négatif non exigeants sont naturellement résistants aux antibiotiques suivants : Pénicilline G,
oxacilline, macrolides (érythromycine), lincosamides (lincomycine), streptogramines
(pristinamycine), acide fusidique, glycopeptides (vancomycine). De plus, des résistances

naturelles liées & certaines especes sont aussi notées (Tableau 1).

11
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Tableau 1: Résistance naturelle chez les entérobactéries (CLSI, 2020)

Bacterie/Antibiotique  AMP AMC TIC/PIP C1G FOX GEN TCY COL NIT

IAMX
Klebsiella spp. R R
Enterobacter cloacae R R R R
Proteus mirabilis R R R
Serracia marcecens R R R R

AMP : Ampicilline ; AMX : Amoxicilline ; AMC : Amoxicilline+Acide clavulanique ; TIC :
Ticarcilline ; PIP: Piperacilline; C1G: Céphalosporines de lere génération; FOX:
Céfoxitine ; GEN : Gentamicine ; TCY : Tetracycline ; Col : Colistine ; NIT : Nitrofurantoine.

Les PB-lactamines, notamment les pénicillines associées a des inhibiteurs de pB-
lactamase sont largement utilisées. D'autres, telles que les céphalosporines et les
carbapénémes, sont réservees pour les infections séveres. Les fluoroquinolones, comme la
ciprofloxacine, sont fréquemment prescrites pour les infections urinaires et ont démontré leur
efficacité dans la réduction du risque de récurrence des infections (Caruso et al., 2021;
Ebongue et al., 2015). Les aminoglycosides, en particulier la gentamicine, dont I'activité est
réduite au fil des années et a été remplacée par I'amikacine, qui reste efficace contre la
majorité des agents uropathogénes, y compris les entérobactéries multirésistantes aux
antibiotiques, et est souvent utilisé en association avec des B-lactamines a large spectre
(Ebongue et al., 2015; Magnet et Blanchard, 2005). Enfin, les sulfamides associés au
triméthoprime constituent une autre option de traitement (Goodlet et al., 2018). Néanmoins,
compte tenu de leur faible codt, de leur pouvoir bactéricide, de leur large gamme de
molécules, de leur faible toxicité et de leur large spectre d'activité, les B-lactamines demeurent
la classe d'antibiotiques la plus largement utilisée en pratique clinique actuelle, et leur
efficacité a été démontrée dans le traitement d'environ 55% de toutes les infections
bactériennes (Robin et al., 2012).

3 Les p-lactamines

Les B-lactamines sont une classe importante d'antibiotiques qui partagent une structure
commune appelée anneau B-lactame. Cette structure est caractérisée par un cycle & quatre
membres comprenant trois atomes de carbone et un atome d'azote. L'anneau B-lactame est

responsable de l'activite antibactérienne de ces composés, car il agit en inhibant une enzyme

12
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essentielle pour la survie des bactéries, appelée la transpeptidase (Bush et Bradford, 2016;
Caruso et al., 2021).

3.1 Meécanisme d’action des B-lactamines

Les B-lactamines agissent en tant qu'agents bactéricides en interrompant la formation
de la paroi cellulaire bactérienne. Ces agents exercent leur effet en se liant covalent aux
protéines de liaison a la pénicilline (PBP), qui sont des enzymes cruciales impliquées dans la
transpeptidation, une étape clé de la synthese du peptidoglycane. Ces PBP sont localisées dans
la partie externe de la membrane cytoplasmique bactérienne. Lorsque les B-lactamines
pénetrent dans la paroi bactérienne, elles se fixent aux PBP, inhibant ainsi leur activité
enzymatique. Cela entraine une perturbation de la synthése du peptidoglycane, qui est
essentielle pour maintenir l'intégrité structurelle de la paroi cellulaire. L'affaiblissement de la
paroi cellulaire résultant de cette perturbation conduit a une instabilité structurelle et,

ultimement, a la lyse cellulaire (Bush et Bradford, 2016; Cavallo et al., 2004).

3.2 Classification des p-lactamines

Les B-lactamines ont été découvertes pour la premiere fois avec la benzylpénicilline
(pénicilline G) dans les années 1920 par Alexander Fleming. Depuis lors, elles ont été
développées grace a des modifications chimiques de leur structure de base, notamment au
niveau de l'anneau f3-lactame et des chaines latérales, afin d'accroitre leur efficacité contre un
large éventail de bactéries, de surmonter les mécanismes de résistance bactérienne,
d'améliorer leur stabilité, leur spectre d'action, leur pharmacocinétique, et leur tolérance chez
les patients. (Bush et Bradford, 2016).

Les B-lactamines sont regroupées en différentes catégories selon la structure du noyau
B-lactame qui les compose, a savoir les pénicillines, les céphalosporines, les monobactames,

les carbapénémes, ainsi que les inhibiteurs de B-lactamase.

3.2.1 Pénicillines

La pénicilline est la premiére p-lactamine découverte, et de ce fait considérée comme

le prototype de cette classe d’antibiotique.

Les pénicillines sont un groupe d'antibiotiques qui comprend plusieurs sous-

catégories, notamment les penicillines naturelles ainsi que des pénicillines synthétiques ou

13
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semi-synthétiques, telles que les pénicillines résistantes a la p-lactamase, les
aminopénicillines, les carboxypénicillines et les uréidopénicillines. Des exemples bien connus
incluent la benzylpénicilline (pénicilline G), qui est un antibiotique naturel, et la méthicilline,

qui est un antibiotique semi-synthétique (Pandey et Cascella, 2023).

Les penicillines se caractérisent par la présence d'un noyau d'acide 6-
aminopénicillanique qui inclut un anneau B-lactame (Tooke et al., 2019). Ce noyau est associé
a d'autres chaines annulaires. De plus, l'anneau B-lactame est fusionné a un anneau
thiazolidine, formant ainsi un pentacycle avec un atome de soufre (Pandey et Cascella, 2023)
(Figurel).

La variation dans les pénicillines se produit principalement au niveau de la chaine
latérale qui est attachée a I'atome de carbone du cycle thiazolidine. Cette chaine latérale peut
varier en termes de taille, de structure et de propriétés chimiques, ce qui influence les
propriétés pharmacologiques de chaque antibiotique PB-lactame et affecte leurs spectres
d'activité (Caruso et al., 2021).

3.2.2 Cephalosporines

Giuseppe Brotzu a découvert les céphalosporines en 1948. L'isolement de ces
substances a été réalisé a partir d'un champignon appelé Cephalosporium acremonium, qui a
été trouvé dans les égouts de Cagliari en Sardaigne. Cette souche avait montré la capacité
d'inhiber la croissance de Salmonella typhi, I'agent responsable de la fiévre typhoide (Hsieh et
Ho, 1975).

Au lieu du cycle thiazolidine a 5 chainons des pénicillines, les céphalosporines
possédent un noyau d'acide 7-aminocéphalosporanique qui est fusionné a un cycle
dihydrothiazine a 6 chainons contenant du soufre et deux chaines latérales (R1 et R2), qui

distinguent les différents composés (Bui et Preuss, 2023; Caruso et al., 2021) (Figure 1).

En fonction de leur développement chronologique et de leur spectre d'activité, les

céphalosporines sont classées en cing générations.

Les céphalosporines a spectre étroit incluent principalement les premieres genérations
(comme la céphalozine et la céphalexine), tandis que les céphalosporines a spectre étendu
couvrent les générations suivantes, notamment les deuxiéme, troisieme quatrieme et

cinquieme générations (Diamantis et al., 2022).
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3.2.2.1 Céphalosporines de premiére génération (C1G)
Les C1G comprennent la céfazoline, la céphalothine, la céphapirine, la céphradine, le

cefadroxil et la céphalexine (Hsieh et Ho, 1975).

Elles ont une couverture générale plus étendue contre les bactéries cocci a Gram
positif, tandis que leur activité contre les BGN est limitée. Les bactéries a Gram négatif les
plus sensibles aux C1G sont P. mirabilis, E. coli et K. pneumoniae (Bui et Preuss, 2023).

Les C1G sont couramment prescrites contre les infections non compliquées de la peau
et des tissus mous, et sont aussi utilisées pour les infections osseuses, et celles des voies
respiratoires, des voies génito-urinaires, des voies biliaires, les infections sanguines, les otites

moyennes et la prophylaxie chirurgicale (Bui et Preuss, 2023; Hsieh et Ho, 1975).
3.2.2.2 Céphalosporines de deuxieme génération (C2G)

Ce groupe se divise en deux sous-groupes : le sous-groupe de la deuxieme génération
(telle que le céfuroxime et le cefprozil) et le sous-groupe de la céphamycine (le cefmetazole,

le cefotetan et la cefoxitine) (Bui et Preuss, 2023).

Les C2G sont généeralement moins efficaces contre les cocci a Gram positif que les
C1G, mais elles sont davantage efficaces contre les BGN. Elles élargissent leur spectre
d'action par rapport aux C1G pour inclure des organismes tels que Haemophilus influenzae,
Enterobacter aerogenes, certaines especes de Neisseria, et Serratia marcescens (Tartaglione
et Polk, 1985).

Elles sont souvent prescrites en cas d'infections respiratoires de type bronchiolite ou

pneumonie (Bui et Preuss, 2023).
3.2.2.3 Céphalosporines de troisieme génération (C3G)

Les C3G comprennent le céfotaxime, la ceftazidime, le cefdinir, la ceftriaxone, le
cefpodoxime, le cefoperazone et le cefixime (Bui et Preuss, 2023).

Elles offrent une large couverture antibactérienne, principalement contre les BGN, et
sont fréquemment prescrites pour traiter les infections provoquees par des souches resistantes
aux C1G et aux C2G, ainsi qu'a d'autres p-lactamines (Bui et Preuss, 2023; Klein et Cunha,
1995).

Les C3G sont généralement prescrites pour traiter plusieurs types d'infections a savoir

la pneumonie d'origine communautaire, la méningite, les infections des voies urinaires (la
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cystite et la pyélonéphrite), 1’endocardite a streptocoques, la gonorrhée, la maladie de Lyme
sévere (Pandey et Cascella, 2023).

3.2.2.4 Céphalosporine de quatrieme génération (C4G)

Les C4G comprennent le céfépime et le cefpirome, qui ont été developpées suite a
I'émergence de souches bactériennes résistantes aux C3G (Arumugham et al., 2024)

Le céfépime possede un groupe d'ammonium quaternaire supplémentaire, ce qui lui
permet de mieux pénétrer la membrane externe des BGN (Bui et Preuss, 2023). Cet agent est
le plus actif et présente plusieurs avantages par rapport aux C3G. Il présente une puissance
intrinséque élevée, un spectre d'activité étendu couvrant de nombreux organismes Gram-
positifs et Gram-négatifs, une efficacité contre les bactéries Gram-négatives multirésistantes
telles que les especes d’Enterobacter et Klebsiella, un faible potentiel d'induction de béta-
lactamase (Ali et al., 2017; Pais et al., 2022).

Ces céphalosporines de quatrieme génération jouent un role essentiel dans le
traitement des infections nosocomiales potentiellement mortelles, en particulier dans les
unités de soins intensifs, et peuvent étre associées de maniere synergique aux
aminoglycosides et aux fluoroquinolones pour une efficacité accrue (Bui et Preuss, 2023;
Okamoto et al., 1994).

3.2.2.5 Céphalosporine de cinquiéme génération (C5G)

Les céphalosporines de cinquiéeme génération se composent de trois représentants
principaux : la ceftaroline fosamile, la combinaison ceftolozane/tazobactam et le ceftobiprole
médocaril (Rusu et Lungu, 2020). Ces nouvelles céphalosporines sont de puissants agents
anti-infectieux dotés d'une activité significative contre les bactéries multirésistantes, efficaces
contre les agents pathogenes & Gram positif et a Gram négatif. Elles ont démontré leur
efficacité dans le traitement des infections bactériennes aigués de la peau et des tissus mous,
de la pneumonie bactérienne communautaire, et possedent de puissantes caractéristiques

antipseudomonales (Rusu et Lungu, 2020).

Les céphalosporines de cinquiéme génération sont moins susceptibles de développer
une résistance, ce qui en fait des compléments précieux a l'arsenal antimicrobien. Toutefois,
une utilisation judicieuse est recommandée pour prévenir I'émergence de phénoménes de
résistance bactérienne (Bezerra et al., 2022; Rusu et Lungu, 2020; Selvan et Ganapathy,
2016).
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3.2.3 Carbapénémes

Comparativement aux penicillines, les carbapénémes se caractérisent par la
substitution d'une double liaison carbone a la place du soufre dans I'anneau thiazolidine a 5
chainons (Figurel). Les différents carbapénémes, notamment lI'imipéneme, le méropéneme,
I'ertapénéme et le doripénéme, se distinguent entre eux par leur chaine latérale (Caruso et al.,
2021).

Les carbapénemes sont particulierement puissants et efficaces contre un large éventail
de bactéries aérobies et anaérobies a Gram négatif et a Gram positif (Armstrong et al., 2021;
El Nekidy et al., 2021). Cette polyvalence des carbapénémes en plus de leur stabilité face a la
plupart des B-lactamases ont fait d'eux des agents thérapeutiques cruciaux et adaptés au
traitement de divers types d'infections bactériennes séveres ou graves. Leur utilisation est
généralement réservée en tant qu'antibiotiques de dernier recours (Armstrong et al., 2021;
Wolff et al., 2008).

Parmi les carbapénemes, I'ertapéneme et I'imipéneme peuvent étre associés a des effets
neurotoxiques, notamment la possibilité de provoquer des convulsions (Norrby, 2000;
Schliamser et al., 1991). La concentration du carbapéneme atteinte dans le tissu cérébral est le
facteur clé régissant cette neurotoxicité surtout chez les patients présentant des facteurs de
risque préexistants, tels que des antécédents de troubles neurologiques ou des problémes
rénaux (El Nekidy et al., 2021; Shahar et al., 2022).

3.2.4 Monobactames

Les monobactames constituent une classe d'antibiotiques qui se distingue par la
présence d'un noyau B-lactame spécifique, monocyclique, appelé azétidine. Cette structure
monocyclique est limitée au seul cycle B-lactame, et contrairement a d'autres classes de -
lactamines telles que les pénicillines et les céphalosporines, les monobactames ne présentent
pas d'anneaux supplémentaires fusionnés a leur anneau B-lactame. Seul 1’aztréonam est a

I’heure actuelle prescrit (Pandey et Cascella, 2023) (Figure 1).

L'aztréonam a été approuveé en 1986 par I'Agence américaine des produits alimentaires
et médicamenteux (Food and Drug Administrationn FDA), ainsi que de nombreuses autorités
réglementaires européennes (Biedenbach et al., 2015). Il possede une puissance thérapeutique
utile vis-a-vis des bactéries aérobies a Gram négatif, mais il n'a aucune activité contre les
bactéries Gram-positives et les anaérobies, il est cependant hydrolysé par certaines f-

lactamases a base de sérine (Ramsey et MacGowan, 2016).
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3.2.5 Inhibiteurs de p-lactamase
Les inhibiteurs de B-lactamase agissent principalement en neutralisant les 3-lactamases
a sérine, enzymes capables d'hydrolyser I'anneau B-lactame, permettant ainsi aux antibiotiques

de conserver leur efficacité contre les bactéries.

Ils se divisent en deux catégories : les inhibiteurs de B-lactamase de premiére
génération (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam) et les nouveaux inhibiteurs, tels que
l'avibactam et le vaborbactam, qui ciblent spécifiquement les carbapénémases de type
Klebsiella pneumoniae (KPC) (Pandey et Cascella, 2023).

—(— \x\?s
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Figure 1 : Structure moléculaire des pB-lactamines (Bush et Bradford, 2020)

1: Noyau B-lactame (Structure commune des B-lactames); 2: structure de la pénicilline; 3:
cephalosporines; 4: carbapénemes; 5: Monobactames.

4 Larésistance aux p-lactamines

La découverte des B-lactamines au XXe siécle a marqué une avancée majeure dans le
traitement des infections bactériennes et a souvent été considérée, de maniére inappropriée,
comme une solution révolutionnaire. Cependant, leur utilisation intensive, non seulement chez
les humains, mais aussi dans le domaine vétérinaire, a rapidement conduit a I'émergence de la

résistance bactérienne (World Health Organization, 2023).

Comprendre les mécanismes de résistance aux antibiotiques est crucial pour guider la
prescription d'antibiotiques de maniere plus judicieuse et pour développer des stratégies
permettant de surmonter cette résistance (Armand-Lefévre et al., 2018; Pandey et Cascella,
2023).

La résistance aux B-lactamines est un probléeme majeur dans le domaine de la santé
publique, ayant des implications significatives pour le traitement des infections bactériennes.

Cette résistance peut se produire par des mécanismes enzymatiques ou non enzymatiques. La
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figure ci-dessous (Figure2) résume les principaux mecanismes impliqués dans la résistance

aux B-lactamines.

Inactivation
enzymatique

Plasmide

Porine
modifiée
@ Diminution de la perméabilité

Botine de la membrane externe

Figure 2: Mécanismes de résistance des entérobactéries aux p-lactamines (Nordmann et al.,
2012b).
PBP : Protéine de liaison a la pénicilline / Penicillin Bending Protein

4.1 Résistance non enzymatique

La résistance non enzymatique aux B-lactamines peut se produire de trois manieres

principales :

- Répression ou mutation chromosomique des génes codant pour les porines (comme
celle du géne Outer Membrane Porin D (OmpD)). Ces derniéres sont des canaux non
spécifiques situés dans la membrane externe des bactéries Gram-négatives, permettant
le transport passif de petites molécules hydrophiles (Nikaido, 2003). Chez les
entérobactéries, les porines de la famille OmpF (Outer Membrane Porin F) ou OmpC
(Outer Membrane Porin C) sont les plus impliquées dans le passage des B-lactamines
(Pages et al., 2008).
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- Expulsion des antibiotiques de I'espace périplasmique vers l'extérieur de la cellule
bactérienne par les pompes a efflux, ce qui réduit la concentration de I'antibiotique a
I'intérieur de la cellule. La surexpression des génes codant pour ces pompes a efflux,
en particulier chez P. aeruginosa, contribue a ce phénoméne (Quale et al., 2006;
Rodriguez-Martinez et al., 2009).

- Altération du niveau de production de PBP ou le développement de variantes de ces
protéines qui ont une affinité réduite pour les B-lactamines. Ce mécanisme est

relativement rare chez E. coli (Yamachika et al., 2018).

La perte de porines et la surexpression de la pompe a efflux peuvent également

entrainer une résistance croisée a d'autres classes d'antibiotiques (Moya et al., 2012).

4.2 Résistance enzymatique par production de p-lactamase

La résistance enzymatique par la production d’enzymes (B-lactamase) est le principal
mécanisme de résistance aux B-lactamines chez les entérobactéries. Ces enzymes ont la
capacité de dégrader I'anneau B-lactame, entrainant la rupture de la liaison amide du cycle a
quatre chainons de 1'azétidinone présent dans chaque p-lactame. Ceci est suivi de l'addition
d'une molécule d'eau a la molécule ouverte sur le cycle, ce qui annule l'activité
antibactérienne des fB-lactamines (Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014; Bush et Bradford,
2020; Lepe et Martinez-Martinez, 2022).

La premiére PB-lactamase a été décrite dans les années 1940, lorsqu'une souche de
Staphylococcus aureus résistante a la pénicilline a été identifiée. Cette souche produisait une
pénicillinase, enzyme capable d'hydrolyser et d'inactiver la pénicilline (Kirby, 1944). En
1963, une autre pénicillinase plasmidique a été décrite chez une souche d’E. coli isolée chez
une patiente nommée Temoniera en Grece, d'ou la nomination TEM-1 (Datta et
Kontomichalou, 1965). Depuis lors, une dynamique et une course évolutive constante se sont
engagées entre l'acquisition de résistance bactérienne d'une part et le développement de

nouvelles molécules antibiotiques d'autre part.

La classification d’Ambler divise les B-lactamases en quatre groupes principaux (A, B,
C et D) en fonction de leur structure moléculaire et de leur séquence d'acides aminés. Les
classes A, C et D possedent un résidu serine sur le site actif, tandis que les enzymes de la
classe B, appelées métallo-enzymes, nécessitent un cation divalent, généralement le zinc,

comme cofacteur (Ambler, 1980; Lepe et Martinez-Martinez, 2022). La classe A inclut les
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BLSE et les carbapénémases de type Klebsiella pneumoniae (KPC), la classe B comprend les
métallo-p-lactamases (MBL), la classe C englobe les céphalosporinases (AmpC) et la classe D
se compose des oxacillinases (OXA) (Bush et Bradford, 2020). Les principales -lactamases

trouvées chez les entérobactéries sont montrées dans la Figure 3.

Les B-lactamases critiques possedent des genes situés sur des éléments mobiles tels
que des plasmides ou des transposons, facilitant ainsi le transfert horizontal de genes et
contribuant a la dissémination rapide de la résistance aux antibiotiques (Bush et Bradford,
2020). Plus de 400 variantes différentes de B-lactamases issues d'isolats cliniques ont été
répertoriées (Jacoby et Munoz-Price, 2005).

| Les B-lactamases chez les entérobactéries |

| Classe A | l Classe B | Classe C Classe D

Pénicillinases VIM AmpC OXA
TEM IMP
SHV NDM —
CTX-M Spectre étroit
KPC Spectre étendu BLSE
-

Carbapénémase
Cephalosporinase

Figure 3 : Classification d’Ambler des -lactamases les plus courant chez les entérobactéries
(Bush et Bradford, 2020).

4.3 B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les BLSE conférent généralement une résistance a la plupart des B-lactamines, y
compris les pénicillines, les C3G ainsi qu'aux monobactames, a I'exception des carbapénémes.
La sensibilité a certains antibiotiques comme la céfoxitine, la pipéracilline-tazobactam et la
témocilline est inconstante (Ghafourian et al., 2014). Ces BLSE peuvent étre inhibées par des
inhibiteurs classiques de la B-lactamase (Bush et Fisher, 2011).

Les génes BLSE sont souvent localisés sur des plasmides et insérés dans des

transposons ou des séquences d'insertion, favorisant ainsi leur propagation (Castanheira et al.,
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2021). Les plasmides porteurs des genes BLSE peuvent également transporter d'autres genes
de résistance a diverses classes d'antibiotiques, ce qui explique la résistance fréquente des
entérobactéries productrices de BLSE (E-BLSE) a d'autres antibiotiques tels que les
fluoroquinolones, le cotrimoxazole, les aminoglycosides et la tétracycline (Armand-Lefévre et
al., 2018; Oteo et al., 2010).

Parmi les principaux groupes de BLSE, la Temoniera (TEM) et la Sulfhydryl reagent
variable (SHV), qui sont des mutants issus des pénicillinases a spectre restreint TEM-1 et
SHV-1 respectivement, ainsi que la Cefotaximase de Munich (CTX-M) (Castanheira et al.,
2021). Outre ces groupes, divers types de BLSE acquises ont été identifiés chez les
entérobactéries, tels que la Vietnamese extended-spectrum B-lactamase (VEB), la Guiana
extended-spectrum pB-lactamase (GES), la Pseudomonas extended resistance [-lactamase
(PER), la Tla-1 p-lactamase (TLA), la Belarus extended-spectrum B-lactamase (BES) et la
Sulfhydryl-dependent p-lactamase (SFO) (Paterson et Bonomo, 2005). Parmi eux, la CTX-M
se distingue par sa propagation mondiale et son impact considérable, dépassant méme celui
des BLSE de type TEM et SHV (Rossolini et al., 2008).

43.1 BLSE de type TEM

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) de type TEM sont des dérivés des
pénicillinases TEM-1 et TEM-2. Ces enzymes conférent une résistance aux pénicillines et aux
céphalosporines de premiére génération. La premiére BLSE de type TEM identifiée, nommée
TEM-3, a été découverte en 1984 chez Klebsiella pneumoniae en France. Elle était
initialement designée sous le nom de CTX-1, en raison de son activité contre la céfotaxime
(Brun-Buisson et al., 1987). La TEM-3 se distingue du TEM-2 par le remplacement de deux
acides aminés (Sougakoff et al., 1988).

Actuellement, plus de 100 variantes de BLSE de type TEM sont répertoriées. Ces
enzymes sont fréqguemment détectées chez E. coli et K. pneumoniae, mais également chez
d'autres espéces d’entérobactéries telles que Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,

Morganella morganii, Proteus mirabilis et Salmonella spp. (Ghafourian et al., 2015).

4.3.2 BLSE de type SHV
Le SHV-1 a été détecté en 1979 et est couramment présent chez Klebsiella spp. et
Escherichia coli (Ghafourian et al., 2015). La premiére BLSE decrite, la SHV-2, a été

identifiée en 1985 chez une souche unique de Klebsiella ozaenae isolée en Allemagne. Elle
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différait de la SHV-1 par une substitution unique d'acide aminé, ou la glycine est remplacée
par la sérine (Huletsky et al., 1993).

Comme pour les BLSE de type TEM, la plupart des SHV montrent des mutations aux
positions 238 (Glycine a Serine) et 240 (Lysine a Glutamine) (Bradford, 2001). Ces
mutations donnent naissance a divers phénotypes d'enzymes B-lactamases, avec des capacités
variables pour I'hydrolyse des C3G et augmentent le niveau de résistance aux inhibiteurs de la
B-lactamase (Winokur et al., 2000). La substitution de la sérine en position 238 semble jouer
un réle crucial dans I'nydrolyse efficace du ceftazidime, tandis que la substitution de la lysine

en position 240 est essentielle pour I'hydrolyse efficace du cefotaxime (Huletsky et al., 1993).

Les BLSE de type SHV se trouvent chez diverses souches d’entérobactérie ainsi que
chez les non entérobactéries : Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp (Ghafourian et
al., 2015). Jusqu'a présent, 228 variantes du SHV ont été repérées, bien que leur
caractérisation fonctionnelle ne soit pas exhaustive pour déterminer si elles expriment le
phénotype BLSE. Les deux variantes de BLSE les plus répandues chez les entérobactéries a
I'échelle mondiale sont SHV-5 et SHV-12 (Castanheira et al., 2021).

4.3.3 BLSE de type CTX-M

Depuis sa premiére détection en 2000, la BLSE de type CTX-M sont les plus
prévalentes a I'échelle mondiale. Elles sont principalement détectées chez Escherichia coli et
Klebsiella pneumoniae, tant en milieu hospitalier que communautaire (Cantén et Coque,
2006; Paterson, 2006). Cependant, elles ont également été signalées chez d'autres genres
bactériens, tels que Citrobacter, Enterobacter, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella
et Serratia, ainsi que chez la famille pseudomonaceae (Ogbolu et al., 2018). Ces enzymes ont
communément une activité préférentielle sur le céfotaxime et la céftriaxone par rapport a la
ceftazidime. Cependant, plusieurs variantes de CTX-M présentent une activité ceftazidimase

accrue (Rossolini et al., 2008).

Plus de 130 variantes CTX-M ont été décrites et regroupées en six catégories
phylogénétiques : CTX-M-1, M-2, M-8, M-9, M-25 et M-45, ces groupes sont déterminés en
fonction des similitudes dans leurs séquences d'acides aminés (Rossolini et al., 2008). Parmi
ces variantes , le type CTX-M-15 qui appartient au groupe CTX-M-1 est le plus répandu en
milieu hospitalier et communautaire (Cantén et Coque, 2006), suivie par la CTX-M-14 dans
le groupe CTX-M-9, et plus réecemment le CTX-M-27, qui a émergé dans certaines parties du

monde (Castanheira et al., 2021). En Algérie, la premiere identification d'une souche de K.
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pneumoniae hébergeant le géne blaCTX-M-15 remonte & 1’année 2005 a I'hdpital de Bejaia
(Touati et al., 2006).

4.4 Céphalosporinases ou Enzymes AmpC

Les B-lactamases AmpC entrainent généralement une résistance, aux pénicillines, aux
combinaisons d'inhibiteurs de p-lactamase/p-lactame, aux céphamycines, ainsi qu'aux
céphalosporines de 1ére, 2eme et 3éme génération dont la céfotaxime, la ceftazidime ou la
ceftriaxone, mais hydrolysent faiblement les CA4G (céfépime) et les carbapénemes. En
revanche, leur action est entravée par la présence de pompes d'efflux ou par la perte de pores
sur la membrane externe (Guérin et al., 2015; Harris, 2015). L'hydrolyse de la céfoxitine
permet de distinguer les AmpC qui la dégradent, des BLSE qui ne possedent pas cette
capacité (Kakoullis et al., 2021).

L'AmpC peut étre codée par des génes situés sur le chromosome ou des plasmides. Les
AmpC chromosomiques sont codées par des génes ampC (Bush et al., 1995). Le groupe
CESPM, qui comprend Citrobacter freundii, Klebsiella aerogenes, Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens, Providencia stuartii et Morganella morganii, regroupe des especes
communes d'entérobactéries responsables d'infections nosocomiales et communautaires liées
a la production de p-lactamases AmpC chromosomiques. Certaines souches, comme E. coli et
K. pneumoniae, ont montré une transition des génes codzant enzymes du chromosome vers le
plasmide (Jacoby, 2009; Rodriguez-Guerrero et al., 2023). La production de ces B-lactamases
est induite par I'exposition a différentes -lactamines, notamment la pénicilline, I'ampicilline,
I'amoxicilline, la céfazoline, la céfoxitine et I'imipénéme. Les inhibiteurs de B-lactamase, tels
que l'acide clavulanique, peuvent entrainer une augmentation paradoxale de I'expression de
I'AmpC, rendant ainsi certaines souches plus résistantes aux P-lactamines (Rodriguez-
Guerrero et al., 2023).

Les premiers genes de la céphalosporinase ampC plasmidique (de type CMY-1) ont
été découverts en 1988, chez des souches de Klebsiella pneumoniae résistantes a la céfoxitine
(Bauernfeind et al., 1989). Depuis lors, de nombreux genes ont été signalés dans le monde
entier, avec plus de 200 types découverts jusqu'a présent (Zhou et al., 2022). Les génotypes
fréqguemment rapportés dans différentes régions du monde sont : Cephamycinase (CMY),
Cefoxitinase (FOX), Dihydroxyphenylalanine (DHA), Ambler Class C (ACC), Morganella
Hydrolytic enzyme (MOH), Extended Broad-spectrum Cephalosporinase (EBC) et
Céphalosporinases Induites ou Transférables (CIT) (Barlow et Hall, 2003; Hossain et al.,
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2004). Ces genes conferent généralement des profils de résistance similaires a ceux des

céphalosporinases chromosomiques.

Contrairement au gene ampC chromosomique, les genes ampC a médiation
plasmidique sont exprimés en permanence a un niveau élevé et peuvent étre transférés a
d'autres souches par transformation et conjugaison, ce qui entraine une résistance généralisée

aux antibiotiques (Zhou et al., 2022).

Le CMY-2 est le type d'enzyme ampC le plus répandu en Algérie (Boudjemaa et al.,
2019; labadene et al., 2009; Souna et al., 2014), en Espagne, en France, en Allemagne, en
Gréce, en Inde, au Pakistan, a Taiwan, au Royaume-Uni, aux Etats-Unis et au Japon (Jacoby,
2009; Navarro et al., 2001). D'autres variantes telles que CMY-4, CMY-12 et DHA-1 ont
également été détectées en Algérie (Gharout-Sait et al., 2015; labadene et al., 2009; Nedjai et
al., 2012).

4,5 Carbapénemases

Les carabapénémases sont des enzymes capables d'hydrolyser les carbapénemes et
dont ID’activité s’étend aux autres p-lactamines (Nordmann et Poirel, 2013). Elles
appartiennent a trois classes d'Ambler : classe A qui inclut le prévalent (KPC), classe B
(Metallo-p-lactamase ML) et classe D (OXA-48). Les MBL sont genéralement inhibées par
des agents chélateurs tels que I'EDTA et I'acide dipicolinique. Les enzymes de classe C ainsi
que les BLSE peuvent également induire une résistance aux carbapénémes chez les
entérobactéries dans le cas ou elles sont associées a une permeabilité réduite (Garcia-
Fernandez et al., 2010; Meletis, 2016; Pitout et Laupland, 2008) (Figure 4).

La résistance aux carbapénemes a été observée dans un premier temps chez des
entérobactéries surexprimant le gene chromosomique ampC, codant pour une
céphalosporinase intrinséque, et présentant des modifications des porines OmpC ou OmpF,
notamment chez Enterobacter spp., ainsi que chez Serratia spp., Citrobacter freundii, et
Morganella morganii (Koebnik et al., 2000). En revanche, cette résistance a également éte
détectée chez d'autres especes entérobactériennes qui n'expriment pas de céphalosporinase
intrinséque, comme E. coli, K. pneumoniae en raison de I'expression de I'AmpC codée par un
plasmide combiné a une diminution de la perméabilité de la membrane cellulaire qui est le
résultat des modifications de OmpK35/36 chez K. pneumoniae, de OmpF et de OmpC chez E.
coli (Shin et al., 2012).
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Les enzymes de classes A, C et D possedent une sérine dans le site catalytique actif,
alors que les MBL de classe B possédent un zinc dans leur site actif (Bush et Jacoby, 2010).
Parmi ces derniers, Verona Integron-encoded MBL (VIM), Imipenemase MBL (IMP) et New
Delhi MBL (NDM), sont les plus prévalents et les plus communs chez les entérobactéries et
ont aussi été détectées chez de nombreuses autres especes Gram-négatives (Bush et Jacoby,
2010).

Résistance enzymatique * Résistance enzymatique + non enzymatique

/\ Résistance non enzymatique - Production d’AmpC (Classe C) ou de

. BLSE + Imperméabilité de membrane
Carbapénémases MBLs cellulaire

A sérine actif * ClasseB: - Imperméabilité de la membrane
+ Classe A: KPC NDM (Déficit de porines)
VIM - Expulsion via les pompes a efflux

* Classe D: OXA-48 IMP

Figure 4: Mécanismes de résistance aux carbapénemes chez les entérobactéries (Ma et al.,
2023)

CRE : Entérobacteéries résistantes aux carbapénemes ; IMP : Imipenemase métallo-f3-
lactamase ; MBL : Métallo-p-lactamase ; NDM : New Delhi Métallo-p-lactamase ; OXA :
Oxacillinase ; VIM : Métallo-B-lactamase codée par I'intégron de Vérone.

4,5.1 Carbapénémases a Serine actif

4.5.1.1 Carbapénémase de type KPC

Les souches productrices de cette carbapénemase peuvent résister a toutes les classes
d'agents antibiotiques disponibles cliniquement, a l'exception de la colistine et de la
tigécycline (Munoz-Price et al., 2013). En revanche, l'action de cette enzyme peut étre
neutralisée par l'acide clavulanique ou l'acide boronique (Kelly et al., 2017). Le nouvel
inhibiteur de la p-lactamase, avibactam, a montré une activité inhibitrice accrue sur la KPC
(Zhanel et al., 2013). De plus, l'association de I'avibactam avec la ceftazidime a
significativement réduit les CMI de la ceftazidime de 128 fois pour K. pneumoniae produisant
la KPC (Castanheira et al., 2014; de Jonge et al., 2016).

La premiére identification de K. pneumoniae hébergeant le géne blakPC remonte a
1996 en Caroline du Nord, aux Etats-Unis (Yigit et al., 2001). Depuis lors, il a été détecté
chez dautres especes d’entérobactéries ainsi que chez Pseudomonas aeruginosa et ont
rapidement disséminé dans diverses régions du monde (Cuzon et al., 2010; Deshpande et al.,

2006). Ces souches sont essentiellement responsables d’infections systémiques nosocomiales.
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Les entérobactéries portant ce géne sont répandues dans diverses régions, telles que les
Etats-Unis, I'Amérique latine, I'ltalie, la Gréce, le Moyen-Orient et la Chine (Albiger et al.,
2015; Feil, 2017; lovleva et Doi, 2017; Villegas et al., 2016). A I'heure actuelle, les
principaux foyers endémiques des bactéries produisant la KPC se situent aux Etats-Unis, en

Ameérique latine et en Chine (Porreca et al., 2018).

En Algérie, la KPC a rarement été mise en évidence chez les souches d'Entérobactéries
cliniques. Elle a été identifiée chez une souche de Klebsiella pneumoniae isolée en juin 2013
a partir du liquide céphalorachidien d'un bébé de 6 mois atteint d'’hydrocéphalie au Centre
Hospitalier Universitaire de Sétif (Bakour et al., 2015b), et plus récemment, détectée chez
trois K. pneumoniae isolées chez des femmes au service d'urologie de I'hdpital Ibn Rochd
d'Annaba (Brahmia et al., 2021).

Il existe plus de 150 variantes du gene blakPC a I'échelle mondiale, la plupart ont été
découverts au cours des trois derniéres années, suscitant des inquiétudes parmi la population
(Ding et al., 2023).

4.5.1.2 Carbapénemases de type OXA-48

Les carbapénémases OXA-48 sont des enzymes [-lactamases produites par plusieurs
entérobactéries, dont Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Enterobacter cloacae. Ces
enzymes, avec un noyau B-lactame monocyclique, hydrolysent efficacement les pénicillines
(aminopénicillines, carboxypénicillines, ureidopénicillines) et les céphalosporines de premiere
et deuxieme générations. Elles montrent cependant une activité limitée contre les
carbapénémes, notamment I'imipénéme et le méropénéme, avec une préférence pour
I'ertapénéme (Evans et Amyes, 2014; Poirel et al., 2012). L’OXA-48 a une faible activité
contre les céphalosporines a large spectre comme la ceftazidime, la cefepime et la ceftriaxone,
et est stable face a I'aztréonam (Sader et al., 2018 ; Wiskirchen et al., 2014). De plus, elle
n’est pas inhibée par les inhibiteurs classiques de B-lactamase (Nordmann et al., 2012b,
2011a) (Figure 5). L'OXA-48 est souvent co-exprimée avec d'autres genes de résistance,
comme blaTEM, blaSHV, et surtout blaCTX-M, ou les AmpC sur des plasmides
supplémentaires ( de Jonge et al., 2016; Mairi et al., 2018).

Les OXA-48 contiennent de 261 a 265 acides aminés, et leurs genes codants mesurent
798 pb (Pitout et al., 2019). Les variantes d'OXA-48 différent par une a cing substitutions
d'acides aminés ou une délétion de quatre acides aminés, ce qui entraine des variations

d'activité enzymatique (Nordmann et al., 2012b). Parmi les variantes courantes figurent OXA-
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48, OXA-181, OXA-232, OXA-204, OXA-162, et OXA-244, tandis que les types OXA-436,
OXA-245, OXA-484 et OXA-519 sont moins fréquents. D'autres variantes, comme OXA-
163, OXA-252 et OXA-405, n'ont pas une activité suffisante contre les carbapénemes pour

étre considérées comme des carbapénémases (Dortet et Naas, 2017).

L'enzyme OXA-48 a été identifiée chez plusieurs especes d'entérobactéries,
notamment E. coli (Gauthier et al., 2018), E. cloacae (Peirano et al., 2018), Citrobacter
freundii (Bedeni¢ et al., 2018), Serratia marcescens (Regev-Yochay et al., 2018), Proteus
mirabilis (Chen et al., 2015), Kluyvera spp. (Hernandez-Garcia et al., 2018), Klebsiella
oxytoca (Aquino-Andrade et al., 2018), et Salmonella spp. (Seiffert et al., 2014). Chez K.
pneumoniae, les clones prédominants incluent ST101, ST395, ST405, ST11, ST14, et ST15,
avec ST101 étant le plus fréquent dans la region méditerranéenne (Pantel et al., 2014; Potron
et al., 2013). L’enzyme OXA-48 a été détectée pour la premiere fois a Istanbul en 2001 chez
une souche de K. pneumoniae d’un patient souffrant d'infection urinaire et de brdlures
cutanees (Poirel et al., 2004). Depuis, elle a été associée a des épidémies nosocomiales et

communautaires, notamment dans les pays méditerranéens (Djahmi et al., 2014).

Les génes blaOXA-48 sont généralement portés par des plasmides IncL/M de 60-70
Kb, considérés comme I'une des six principales familles de plasmides de réesistance chez les
entérobactéries cliniques (Carattoli, 2009). Ces plasmides se transferent efficacement entre

différentes especes d’entérobactéries (Potron et al., 2014).

Les patients hospitalisés, en particulier ceux en soins intensifs ou ayant subi des
interventions invasives, présentent un risque accru d'infections a OXA-48. Ce risque est
souvent associé a l'utilisation prolongée d'antibiotiques tels que les carbapénémes, les
aminoglycosides et les fluoroguinolones. De plus, les antécédents de voyages dans des zones
a forte prévalence de CRE, notamment en Afrique, en Amérique du Nord et en Asie,
augmentent également ce risque (Maduefio et al., 2017; Mairi et al., 2018). D'autres facteurs
de risque incluent I'dge avancé, le sexe masculin, le contact avec des aides-soignants et
I'administration prealable de céphalosporines de troisieme et quatrieme générations, ainsi que
de combinaisons de B-lactamines-inhibiteurs de B-lactamase (Dautzenberg et al., 2016; Debby
etal., 2012; Maseda et al., 2017).
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45.2 Métallo p-Lactamases (MBL)

Les MpLs sont des enzymes métalliques, contenant un ion zinc dans leur site actif, ce
qui explique leur inhibition par des agents chélateurs de cations divalents tels que I'EDTA ou
I'acide dipicolinique (Roll et al., 2010).

Les types les plus courants de MBLs chez les entérobactéries incluent les groupes IMP,
VIM, et le groupe NDM (Nordmann et al., 2012b). Ces enzymes sont efficaces contre toutes
les B-lactamines, a I'exception de I'aztréonam, et ne sont pas inhibées par le clavulanate ou le

tazobactam (Correa-Le0n et al., 2023) (Figure5).

Les génes codant pour les MPLs sont généralement localisés sur des plasmides et sont
associes a des intégrons et des transposons, facilitant ainsi la mobilité des génes de résistance
et conduisant a une multi-résistance aux antibiotiques chez les souches concernées (Walsh,
2008).

4.5.2.1 Carbapénémase de type NDM

Les enzymes NDM, composeées de 270 acides aminés, contiennent deux ions zinc dans
leur site actif, ou se produit I'hydrolyse des B-lactamines. Les 24 variantes de NDM résultent
de substitutions de 17 acides aminés. En comparaison avec NDM-1, ces variantes présentent
généralement de 1 a 5 substitutions, mais aucune ne se situe dans le site actif. Seul le variant
NDM-18 est identique a NDM-1, a I'exception d'une répétition en tandem de 5 acides aminés
en position 44 & 48 (Wu et al., 2019).

La NDM-1 est la variante ayant le plus large spectre d'hétes, détectée dans 11 familles
bactériennes, avec une prévalence notable chez les especes d'Enterobacter et de K.
pneumoniae, tandis que la NDM-5 est courante chez E. coli (Kazmierczak et al., 2016). Le
gene blaNDM se trouve souvent sur des plasmides variés, facilitant sa dissémination, bien
qu'il soit également présent sur des chromosomes bactériens (Baraniak et al., 2016; Rahman
et al., 2018). Parmi les 20 types de réplicons plasmidiques porteurs de blaNDM identifiés
chez les Enterobacteriaceae, le type IncX3 est le plus répandu (Kumarasamy et

Kalyanasundaram, 2012; Kumarasamy et al., 2010; Wu et al., 2019).

Le NDM a une faible activité contre I'amdinocilline, une pénicilline a spectre étendu
(Marrs et al., 2014). Sa capacité d'hydrolyser les B-lactamines ne peut pas étre inhibée par les
inhibiteurs de -lactamase utilisés en clinique, notamment I'acide clavulanique, I'avibactam, le

sulbactam et le tazobactam (Wu et al., 2019).
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Les souches portant le gene blaNDM sont multirésistantes, non seulement aux -
lactamines, mais également a la plupart des antibiotiques, en raison de mécanismes de
résistance supplémentaires (Nordmann et al., 2011b). Ce géne est fréquemment détecté chez
K. pneumoniae ST11, ST14, ST15 et ST147, ainsi que chez E. coli ST167, ST410 et ST617
(Nordmann et al., 2011b).

Depuis sa premiére détection en 2008 en Inde, le NDM-1 a été trouvé chez diverses
especes d'entérobactéries ainsi que chez des BGN non fermenteurs tels que Acinetobacter et
Pseudomonas (Wu et al., 2019). Depuis lors, sa présence s’est généralisée dans le sous-
continent indien, notamment en Inde, au Bangladesh et au Pakistan (Munoz-Price et al.,
2013). Elle a également été signalée en Europe, en Amérique latine et en Afrique (Albiger et
al., 2015; van Duin et Paterson, 2016). La plupart des pays menant des recherches
épidémiologiques I'ont détecté, et sa propagation mondiale est principalement attribuée aux

voyages internationaux (Kumarasamy et al., 2010).

4.5.2.2 Carbapenemase de type VIM

La premiere détection du VIM-1 en Italie remonte & 1997, et depuis lors, des bactéries
produisant des enzymes VIM ont été identifiées a travers le monde (Nordmann et al., 2011a).
Principalement associé a Pseudomonas aeruginosa, le VIM est de plus en plus signalé chez
les Enterobacteriaceae, bien qu'il demeure relativement rare parmi ces bactéries (Queenan et
Bush, 2007; Walsh et al., 2005). K. pneumoniae, E. coli et Enterobacter spp. sont les espéces
les plus fréquemment liées aux VIM parmi les entérobactéries (Tzouvelekis et al., 2012;
Walsh et al., 2005).

La présence des entérobactéries produisant des VIM a été principalement notifiée en
Europe, notamment en Greéce, en Espagne, en Hongrie et en Italie (Albiger et al., 2015;
Nordmann et al., 2011a).

Les génes blaVIM sont fréqguemment localisés au sein d'intégrons de classe 1 portés
par des plasmides a large spectre d'hotes (Tzouvelekis et al., 2012; Walsh et al., 2005). Ces
éléments génétiques mobiles jouent un rdle essentiel dans la dissémination interspécifique de

ces carbapénémases (Mathers et al., 2015).

En Algérie, seulement deux études ont signalé I'émergence du VIM-19 au sein des
entérobactéries. L'une a identifié cette enzyme chez E. coli et K. pneumoniae, isolées a partir
d'écouvillons rectaux prélevés chez un patient de 30 ans (Rodriguez-Martinez et al., 2010). La

seconde étude menée dans la méme période a également détecté la méme enzyme chez cing
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souches d'entérobactéries, comprenant 2 E. coli ,2 K. pneumoniae et une souche de
Providencia stuartii, provenant de patients admis a I'unité de soins intensifs a Alger (Robin et
al., 2010).

Le VIM-19 differe du VIM-1 par deux substitutions d’acides aminés ce qui a
augmenté son activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes (Rodriguez-Martinez et al.,
2010).

4.5.2.3 Carbapénémase de type IMP
LA MBL de type imipénémase est souvent repérée chez Pseudomonas aeruginosa
mais peut également étre détectée chez les entérobacteéries. 1l existe au minimum 52 variantes

distinctes de cette enzyme (Martinez-Martinez, 2008).

L’acquisition de I'IMP par les entérobactéries a été observée dans plusieurs pays, dont
I’ Australie, I’Inde, la Chine, les Philippines et le Japon, ou cette enzyme est prédominante

(Hamada et al., 2013; Nordmann et al., 2011a; Sheng et al., 2013; Wang et al., 2015b).

Les isolats d'entérobactéries produisant I'enzyme IMP présentent des profils de
sensibilité uniques, notamment vis-a-vis de la ceftazidime et du piperacilline-tazobactam
(Doumith et al., 2009)

Les sequences géniques blalMP sont généeralement localisées au sein des intégrons de
classel, soit transférées de Pseudomonas spp. aux entérobactéries, soit présentes
intrinsequement (lzdebski et al., 2023; Lombardi et al., 2002; Papagiannitsis et al., 2015).
Leur transfert a été observe via différents plasmides munis de réplicons variés (Arcari et al.,
2020; Emeraud et al., 2022; Papagiannitsis et al., 2015).

A ce jour, aucune étude en Algérie n’a rapporté la présence d’entérobactéries
produisant I’IMP (Touati et Mairi, 2020), bien que son existence soit attestée chez

Pseudomonas aeruginosa (Mellouk et al., 2017).

Le profil de dégradation des P-lactamines par chacune de ces [-lactamases
(pénicillinas, BLSE, AmpC, KPC, NDM, VIM, IMP, OXA\) est illustré dans la Figure 5.
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Pénicilline ~ C1G C2G  Céfoxitine ~ C3G C4G  Inhibiteurs de p-lactamase  Aztréonam  Carbapéneme

Penicillinase
BLSE
AmpC
Carbapénemase de la classe A: KPC
Carbapénemase de la classe B: (NDM/VIM/IMP)

Carbapénemase de la classe D: OXA ///////////1]

Résistance

Figure 5: Profil de dégradation des B-lactamines par chaque type de B-lactamase (Kakoullis et
al., 2021)

4.5.3 Traitement des infections a entérobactéries productrices de carbapénemases

La combinaison d'un carbapéneme avec soit I'amikacine soit la colistine a démontré
son efficacité dans plusieurs cas rapportés. Cependant, I'emploi de ces agents anciens tels que
I’amikacine, la tigécycline ou la colistine souléve souvent des questions concernant leur
efficacité et/ou leur toxicité (EI Chakhtoura et al., 2018; Navarro-San Francisco et al., 2013).
Néanmoins, les effets secondaires potentiels de la colistine, comme les problémes rénaux et la
neurotoxicité, paraissent limités réversibles, suggérant son utilisation pour les patients a risque

de bactériemie résistante aux carbapénémes (Babar et al., 2021; Eljaaly et al., 2021).

Les combinaisons récentes d'inhibiteurs de B-lactamase, telles que l'avibactam, le
relebactam et le vaborbactam, ciblent principalement les carbapénémases de classe A et, dans
une moindre mesure, certaines de classe D, sans inhiber significativement les MBL de classe
B (Sadek et al., 2023). De plus, le vaborbactam a également démontré une efficacité sur les
enzymes de classe A et C, mais n'a pas d'impact sur celles de classe B et D (Livermore et al.,
2020; Lomovskaya et al., 2017). L'avibactam est classé comme un diazabicyclooctane, qui
peut détenir la capacité d'inhiber la B-lactamase OXA-48 en formant un complexe covalent
stable. De plus, son association avec l'aztréonam a également montré une stabilité face a
I'nydrolyse par les MBL, les BLSE, I'AmpC et la KPC (Aktas et al., 2012; Vasoo et al.,
2015).

Un article récent sur les traitements des infections a K. pneumoniae produisant la

carbapénemase OXA-48 ou NDM recommande la combinaison ceftazidime-avibactam
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comme solution thérapeutique principale en raison de sa disponibilité et de son co(t
abordable. Elle indique également que la colistine reste une option de secours. Pour les
infections @ NDM, l'association de ceftazidime-avibactam avec aztréonam ou céfiderocol
pourrait étre envisagée, bien que répondre aux besoins thérapeutiques des porteurs de NDM
reste un défi. (Isler et al., 2022).

45.4 Mesures prophylactiques et stratégies de lutte contre les infections a

entérobactéries productrices de carbapénémases

Prévenir la dissémination des CPE revét une importance capitale afin de restreindre les
répercussions négatives des infections causées par ces agents. Les établissements de soins
peuvent contribuer & cette prévention en mettant en place des pratiques telles que I'hygiéene
des mains, les précautions de contact, une utilisation judicieuse des antibiotiques et des tests
de dépistage de la colonisation par les CPE. Les politiques de dépistage varient en fonction
des données épidémiologiques locales, des ressources disponibles et de I'évaluation des

données existantes (Richter et Marchaim, 2017).

Le dépistage des CPE doit étre effectué a I'admission ou pendant le séjour hospitalier.
Des mesures telles que le port d'équipement de protection individuelle, l'isolement du patient
dans une chambre avec salle de bain privée et le respect de normes d'hygiene spécifiques sont
essentielles. Une gestion appropriée des antibiotiques et des audits des processus de
prévention et de contrble des infections sont également cruciaux pour limiter la transmission
des CPE (Boivin et Caux, 2016).

Adopter une approche collective, impliquant tous les acteurs tels que les soignants, les
administrateurs, les professionnels de la santé publique et les responsables politiques, est
essentiel pour limiter la propagation des CPE dans les établissements de soins et garantir des

soins sars et de qualité (Boivin et Caux, 2016).

455 Situation en Algérie

En Algérie, la prévalence des Entérobactéries résistantes aux carbapenéemes (CRE) a
augmenté significativement ces derniéres années, soulevant des inquiétudes majeures dans les
milieux cliniques ainsi que dans I'environnement, comme l'eau et les légumes. Les études ont
identifié blaOXA-48 et blaNDM-1 comme les principaux genes de carbapénémase, avec une
prédominance notable de blaOXA-48 dans des villes telles qu'Annaba, Constantine, Sétif,
Alger et Bejaia. Ces genes sont souvent détectés dans les hépitaux, qui sont devenus les

principaux réservoirs de ces pathogenes cliniquement pertinents (Touati et Mairi, 2020).
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Malgré une surveillance accrue, les données sur I'émergence de ces bactéries chez les
individus non hospitalisés restent limitées, ce qui met en évidence un besoin urgent de
renforcer la surveillance communautaire. Les genes blaOXA-48 sont fréqguemment observés,
suivis de blaNDM-1 et blaNDM-5, tandis que les enzymes MBL de type VIM et KPC sont
plus rarement rapportées (Bakour et al., 2015b; Brahmia et al., 2021; Robin et al., 2010;
Rodriguez-Martinez et al., 2010). Les especes les plus fréquemment impliquées sont
Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli, avec des cas également rapportés chez
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis et Providencia stuartii. La gestion de la résistance
aux carbapenemes néecessite donc une approche intégrée qui combine la surveillance continue,

I'ajustement des protocoles de traitement, et I'amélioration des mesures de prévention.

Les différentes carbapénémases détectees en Algérie chez les entérobactéries cliniques

sont résumées dans le tableau 2.
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Tableau 2: Entérobactéries cliniques productrices de carbapénémase (CPE) en Algérie

Wilaya Année de Souche CPE N (CPE) Genés de carbapénémase Reference
publication détécté

Alger 2010 Providencia stuartii - E. coli - K. 5 blaVIM-19 (Robin et al., 2010)

pneumoniae
Alger 2010 E. coli - K. pneumoniae 2 blaVIM-19 (Rodriguez-Martinez et al., 2010)
Annaba 2014 E. coli 3 blaNDM-5 (Sassi et al., 2014)
Constantine 2014 E. coli 1 blaOXA-48 (Agabou et al., 2014)
Alger 2014 K. pneumoniae 1 blaOXA-48 (Aggoune et al., 2014)
Sétif 2015 K. pneumoniae 1 blaKPC-3 (Bakour et al., 2015b)
Constantine 2015 K. pneumoniae 3 blaOXA-48 (Cuzon et al., 2015)
Guelma 2016 K. pneumoniae - E. cloacae 4 blaOXA-48 (Bouguenoun et al., 2016)
Batna 2016 K. pneumoniae 7 blaOXA-48 (Loucif et al., 2016)
Ouargla 2017 K. pneumoniae E. cloacae 3 blaOXA-48 (Yagoubat et al., 2017)
Annaba 2017 K. pneumonia 2 blaNDM-1 (Abderrahim et al., 2017)
Annaba- Skikda 2017 K. pneumonia 2 blaOXA-48 (Mellouk et al., 2017)
Alger - Oran 2018 K. pneumoniae - E. coli - E. 56 blaOXA-48 - blaNDM (Aggoune et al., 2018)
Constantine- Blida cloacae blaNDM + blaOXA-48
Annaba 2018 K. pneumoniae - E. coli 5 blaOXA-48 (Bourafa et al., 2018)
Annaba 2019 K. pneumoniae 3 blaOXA-48 (Yousfi et al., 2019)
Béjaia-Tizi Ouzou 2019 K. pneumoniae - E. coli 19 blaOXA-48 (Mairi et al., 2019b)
Setif 2019 E. coli 1 blaOXA-48 (Nabti et al., 2019)
Constantine 2019 P. mirabilis 1 blaOXA-48 (Leulmi et al., 2019)
Constantine 2020 E. coli 2 blaOXA-48 (Meziani et al., 2020)
Béjaia-Tizi Ouzou 2020 E. coli - K. pneumoniae 27 blaOXA-48 (Mairi et al., 2020)
Annaba 2021 K. pneumoniae 14 blaOXA-48 - blaKPC-2 (Brahmia et al., 2021)
Sétif 2022 E. coli - E. cloacae 6 blaOXA-48 - blaNDM-5 (Nabti et al., 2022)
Annaba 2022 E. coli - K. pneumoniae - E. 29 blaOXA-48 - blaNDM-1 (Abderrahim et al., 2022)

cloacae
Ouargla 2022 K. pneumoniae 1 blaNDM-5 (Khaldi et al., 2022)
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Pour atteindre les objectifs vises, nous avons opté pour la collecte de souches cliniques
d’entérobactéries résistantes aux C3G, isolées au niveau de I’hopital et de laboratoires privés
situés dans la wilaya de Skikda. Cette collecte a été suivie de la caractérisation phénotypique
et moléculaire des mécanismes de résistance aux béta-lactamines, ainsi que du génotypage, du
phylogroupage et de 1’évaluation de la virulence des souches d'E. coli. La conception de

I’étude est représentée dans le schéma ci-dessous (Figure 6).

Hopital Laboratoires privés

1 = <

Echantillonnage

Tests / l \
phénotypiques e/ Di Tt Carba-NP EDTA Al .
B l \ l / Génotypage
_—
PCR —  LaDHA blaCMY  bIATEMblaSHV, blaCTX-M  blaOXA-48, blaNDM,blaKPC blaVIM,blaIMP Phylogroupage
—b
Virulence
— —
Séquencage __J blaOXA-48, blaNDM

Figure 6: Conception de I'étude (Study design) (Réalise par moi-méme)

E-RC3G : les entérobactéries résistantes aux cephalosporines de troisiéme génération ; FOX-
R : les entérobactéries résistantes a la céfoxitine ; ERT-R : les entérobactéries résistantes a
I’ertapenem ; Synergie : Test de synergie ; Disques combinés : Test des disques combinés ;
Carba-NP : test Carba NP ; EDTA : Test a ’EDTA modifié ; A. boronique : Test a I’acide
boronique

1 Collecte des souches bactériennes

1.1 Choix des laboratoires

Pendant une période de 21 mois, allant d'octobre 2020 a juin 2022, une collecte
systématique d'entérobactéries a été réalisée, ciblant principalement I'Etablissement Public
Hospitalier (EPH) Abderrezek Bouhara, ainsi que neuf laboratoires laboratoires cliniques
prives situés dans la ville de Skikda et les communes avoisinantes. Parmi ces laboratoires, le
Laboratoire EI Amal, la Clinique Berdoudi, le Laboratoire de Messaoudi, et le Laboratoire Al

Faycal ont contribué plus ou moins réguliérement a la collecte (Tableau 3).
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Tableau 3: Laboratoires privés participants a 1’étude

Laboratoire Commune N Taux (%)
Al Amal Skikda 22 48,89
El Faycal Skikda 4 8,89
Clinique Berdoudi El Harrouch 8 17,78
El Malik Collo 1 2,22
Messaoudi Filfila 5 11,11
Mezghach Azzaba 1 2,22
Clinique El Rinad  Hamrouch Hammoudi 1 2,22
El Rihab Skikda 1 2,22
Boughlita Skikda 2 4,44

N : Nombre de souches

1.2 Recueil des souches

Les souches bactériennes collectées ont été fournies dans les boites des Pétri contenant
les primocultures (les cultures primaires) ou dans des boites d'antibiogrammes réalisés par la
méthode de diffusion des disques. Pour chaque souche, les informations relatives aux patients

ont été consignées, a savoir :
e Service d'hospitalisation (pour les patients admis a I'hopital)
¢ Type de prélévement
¢ Date d'isolement
« Age du patient
e Sexe du patient
e Résultats de 1’identification de la souche

e Résultat de I’antibiogramme

1.3 Conservation des souches

A leur arrivée au laboratoire de Microbiologie du Centre de Recherche en
Biotechnologie (CRBT) de Constantine, les souches étaient conservées dans un milieu de
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conservation pour une utilisation a courte durée. De plus, un réplicat était stocké dans du

glycérol a 15% a -20°C pour une conservation a long terme.

2 Confirmation de I’identification et de la sensibilité aux antibiotiques

Le systetme VITEK 2® Compact (BioM¢érieux) a été¢ employ¢€, d’une part, pour vérifier
I’identification des souches et, d’autre part, pour confirmer leur résistance aux C3G ainsi que
pour tester leur sensibilit¢é a d’autres antibiotiques. Ce dispositif automatisé¢ a permis de
déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) d’un panel de 16 antibiotiques,

listés dans le tableau 4
e Principe

Le systeme VITEK 2® Compact est concu pour l'identification et la détermination de
la sensibilité aux agents antimicrobiens d'une variété de micro-organismes, notamment les
bactéries a Gram négatif, les bactéries a Gram positif et les levures, dans des échantillons
cliniques ou industriels (Abbas et Radhi, 2016; Darbandi, 2011). Il est entiérement
automatisé ; toutes les phases d’identification, de la lecture a I’enregistrement des résultats,
sont automatisées, et garantit une excellente identification microbienne de routine. Etant
donné que le systéme fonctionne avec des cartes identifiées par des codes-barres, la tracabilité

compléte est assurée et les risques d'erreur sont réduits (Decarli et al., 2022).

Le systeme utilise des cartes de réactifs colorimétriques qui renferment des milieux de
culture et des substrats biochimiques (Pincus, 2014). De plus, il utilise la carte Antimicrobial
Susceptibility Testing 235 (AST 235), qui contient des dilutions standardisées d’antibiotiques.
Ces dilutions correspondent aux seuils de sensibilité définis par le Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2020). La liste compléte des antibiotiques testés par le systéeme
VITEK 2 est indiquée dans le Tableau 4 et les tests d'identification biochimique sont

présentés dans 1’annexe 1
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Tableau 4: Liste des antibiotiques testés par le Vitek 2 Compact 15

Classes d’antibiotiques Types Abréviations
Ampicilline AMP
Pénicillines Amoxicilline + Ac AMC
Pipeéracilline + Tazobactam TAZ
C1G : Cefazoline Cz
- lactamines Céphalosporines  C2G : Cefoxitine FOX
C3G : Céfotaxime CTX
Ceftazidime CAZ
Carbapenémes Imipeneme IMP
Ertapeneme ERT
Aminoglycoside Gentamycine GEN
Amikacine AK
Fluoroquinolone Ciprofloxacine CIP
Sulfamide Triméthoprime/sulfaméthoxazole SXT
Fosfomycine FOS
Autres : Nitrofurantoine NIT
Chloramphenicol CHL

¢ Mode opératoire

Pour procéder a I’identification et a la détermination de la sensibilité des souches
bactériennes aux antibiotiques, nous avons appliqué la méthode recommandée par le
fabricant. Des suspensions bactériennes ajustées a 0,50-0,63 unités de McFarland lues a 625
nm, sont preparées sur milieux non sélectifs a partir des cultures jeunes de 24 heures des
isolats en question. Apres l'inoculation des cartes d'identification, le systeme mesure la
croissance bactérienne et analyse les réponses métaboliques en vue d'identifier la bactérie
jusqu’a I’échelle espéce. Ensuite, le systeme compare les résultats obtenus avec les réactions
specifiques des especes répertoriées dans sa base de données, permettant ainsi une

identification précise de I’organisme.

Concernant la sensibilité aux antibiotiques, celle-ci est évaluée a l'aide de la carte AST
235, qui renferme des dilutions standardisées d’antibiotiques correspondant a des seuils de
sensibilité définis par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020), afin de

déterminer si la souche est sensible, résistante ou intermédiaire.

Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI), selon les normes du CLSI

(2020), sont présentées dans I'annexe 4.
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Les souches bactériennes sont classées comme multirésistantes (MR) lorsqu'elles sont
résistantes a au moins un antibiotique appartenant a au moins trois différentes classes

d'antibiotiques (Sweeney et al., 2018).

2.1 Evaluation de la CMI de la Colistine

Etant donné que la CMI de la colistine n’a pas été déterminée par le systéme VITEK
2® Compact, la sensibilité des souches a cet antibiotique est évaluée a I'aide de la méthode de
dilution en bouillon Mueller Hinton (MHB), conformement aux directives du CLSI (2020).

La CMI est ensuite confirmée pour les souches résistantes par la méthode de microdilution.

2.1.1 Méthode de diffusion des disques de colistine en bouillon

La méthode de diffusion des disques repose sur la dilution de la colistine a partir d'un,
deux, ou quatre disques dans un bouillon Mueller-Hinton ajusté en cations (CAMHB) afin
d'obtenir les concentrations souhaitées. Cette méthode présente I'avantage de ne pas nécessiter

I'utilisation de la poudre de sulfate de colistine lorsque celle-ci n'est pas disponible.
e Mode opeératoire

Pour déterminer la CMI de la colistine, nous avons procédé selon la méthode
recommandée par le CLSI (2020). Le CAMHB a éte d'abord préparé en ajoutant 1 ml de la
solution Mg?* et 2 ml de la solution Ca?*, préparées a des concentrations finales de 10 mg/mL
de MHB. Un volume de 10 ml de CAMHB est par la suite versé dans quatre tubes, étiquetés :
control, 1, 2 et 4, puis 0, 1, 2 et 4 disques de colistine, respectivement, sont introduits pour

obtenir des concentrations de 0, 1, 2 et 4 pg/ml de colistine (Figure 7).

Les tubes sont incubés a température ambiante pendant au minimum 30 minutes et au
maximum 60 minutes pour permettre I'élution de la colistine. Les disques de colistine sont
ensuite retirés de maniere aseptique et le contenu de chaque tube est réparti dans 10 tubes
eppendorfs a raison de 1 ml dans chacun. Chaque série de 4 tubes (contrdle, 1, 2 et 4) est
inoculée avec 5 pl de la suspension bactérienne de densité optique 0,08 a 0,10 ; lue a 625 nm

de la bactérie a tester et les tubes sont incubés pendant 18 a 20h a 37°C.
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MHB + Cations
0 disque de colistine (Tube Témoin)

1 disque de colistine
2 disques de colistine

4 disques de colistine

Figure 7: Méthode de diffusion des disques de colistine en CAMHB

MHB-+cations : Bouillon Mueller Hinton ajusté en cations
e Interpreétation des résultats

La CMI de la colistine est la concentration la plus faible qui inhibe la croissance de la
bacterie, correspondant au premier tube ou aucune croissance n'a été observee et qui apparait

clair (Figure 8).

- Si la souche pousse seulement dans le tube controle et le tube 1, elle est considéree

sensible a la colistine avec une CMI = 2 pg/ml.

- Si la souche pousse dans les tubes control, 1, et 2, elle est considérée résistante a la

colistine avec une CMI = 4 pg/ml.

- Si la souche pousse dans les 4 tubes, elle est considérée résistante a la colistine avec

une CMI > 4 pg/ml.
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Souche sensible Souche sensible Souche résistante Souche résistante

Figure 8: Interprétation des résultats de la méthode de diffusion des disques de colistine en
bouillon

C : Control tube témoin sans colistine
2.1.2 Méthode de micro-dilution en bouillon

e Mode opératoire

Dans cette méthode, la CMI de la colistine a été déterminée suivant les
recommandations du CLSI (2020). La solution stock primaire de la colistine a 1 mg/ml est
préparée en mélangeant 10 mg de la poudre de colistine sulphate (Sigma—Aldrich) a une
concentration de 776 pg/ml avec 7,76 ml d'Eau distilée stérile (EDS). Cette solution est

immédiatement conservée a (-70 °C) ou moins jusqu'au moment d'utilisation.

Pour préparer la solution mere de la colistine, un volume de 64 ul de la solution stock
est ajouté a 936 ul de CAMHB qui est préparée comme décrit précédemment dans la méthode
de dilution des disques (2.1.1). Une série de dilutions au 1/2 de la solution mere (64 pg/ml)
est préparée dans 9 micro-tubes contenant 500 pl de Bouillon Mueller Hinton (MHB) comme

indiqué dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5: Préparation des séries de dilutions de la colistine & 1/2

500pl 500p  500u1  500p1  500ul S500ul 500l 500ul

'l'l'l'l'l'l'l'l'L

ma @ & @ 6 6 0O & @ a

Micro-tubes Solution 500l

oluton

mire  MEg J00M! S00pl 500ul S500pl 500ul S500pl 500ul  S00pI
Concentration
de colistine 64 32 16 8 4 2 1 05 025 0125
(ng/ml)/tube
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Une microplaque a 96 puits est préparée comme suit :

- Un volume de 50 pul de CAMHB est ajouté dans tous les puits des colonnes 1 a 10, 75ul

dans la colonne 11 et 100 ul dans la colonne 12 de la microplaque.

- Un volume de 25 pl de colistine diluée a 64 pg/ml est ajouté dans la colonne 1, 32
pg/ml dans la colonne 2 et ainsi de suite jusqu'a 0,125 pg/ml dans la colonne 10. La
colonne 11 sera le témoin de culture contenant uniquement le milieu et l'inoculum
bactérien, tandis que la colonne 12 contient uniquement 100 pl de milieu MHB. A la

fin, chaque puit de la plaque doit contenir un volume total de 100 pl.

- Les suspensions bactériennes ajustées a 0,5 McFarland standard sont préparées a partir
de cultures jeunes sur milieu non sélectif, et sont ensuite diluées 1 :75 fois en ajoutant
10 pl de chaque suspension a 740 pl de milieu MHB. (Une souche de reference
Escherichia coli ATCC 25922 est également incluse parmi les isolats a tester).

- Un volume de 25 pl de la suspension bactérienne diluée est ajouté a tous les puits des

colonnes 1 a 11 contenant au préalable 75 pl (50 ul MHB + 25 pl colistine).

- La microplaque est incubée a 37°C pendant 16 a 20 h dans les 15 minutes qui suivent

I'ajout de I'inoculum.
e Interprétation des résultats :

La CMI de la colistine est la plus faible concentration de colistine qui inhibe
complétement la croissance de la bactérie dans les puits de la microplaque, et qu'on peut
détecter a I'ceil nu (elle apparait claire). Sa valeur est déterminée comme indiqué dans le

tableau 6.

Tableau 6: Guide pour I’interprétation des résultats de la méthode de micro-dilution en

bouillon

Isolat Concentration de la colistine (ng/ml)
teste 16 8 4 2 1 05 025 0125 0.06 0.03 TC TM CMI

(1g/ml)
E. coli - - - - - + + + + + - 0.5
ATCC
25922
Isolat 1 - - - -+ 4+ + + + + + - 2
Isolat 2 -+ + + + 4+ + + + + + - 16

TC : Témoin de culture ; TM : Témoin du milieu ; (-) : absence de culture ; (+) : Présence de
culture.
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3 Etude phénotypique de la production de p-lactamases
3.1 Recherche de la production de p-lactamases a spectre étendu (BLSE)

La recherche de souches productrices de BLSE est effectuée par le test de synergie et
confirmée par la méthode des disques combinées.

3.2 Test de synergie

e Principe
Ce test vise a mettre en évidence une image de synergie ou un effet de bouchon de
champagne entre une céphalosporine de troisieme génération (céfotaxime, céftazidime), une
céphalosporine de quatrieme génération (cefépime) et un monobactame (aztréonam) d'une
part, et un antibiotique associé a l'acide clavulanique (amoxicilline ou ticarcilline a l'acide

clavulanique) d'autre part.
e Mode opératoire

Le test de synergie a été réalisé comme décrit par Robin et al. (2012). Les disques de
céfotaxime (CTX), de ceftazidime (CAZ), de céfépime (FEP) et d'aztréonam (ATM) sont
placés sur des boites de gélose Mueller Hinton, préalablement ensemencées avec l'isolat a
tester. Un autre disque d'amoxicilline-acide clavulanique (AMC) est placé au milieu de la
boite, centre a centre avec les autres antibiotiques et a une distance de 20 mm, comme le

montre la figure 9. Les boites sont ensuite incubées 18 a 24h a 37°C.

e Interpreétation des résultats
Si, aprés incubation, une image de synergie ou un effet de bouchon de champagne est
observé entre le disque d'AMC et I'un des quatre autres disques (CTX, CAZ, ATM, FEP), le
résultat est considéré comme positif. Par conséquent, la souche est considérée productrice de
BLSE.
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Figure 9: Schéma représentant I’emplacement des disques d’antibiotiques dans le test de
synergie

AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique ; ATM : Aztreonam ; CAZ : Céftazidime ; CTX :
Céfotaxime ; FEP : Céfépime.

3.2.1 Confirmation de la production de BLSE par la méthode des disques combinés

e Principe

En raison de sa simplicité d'exécution, d'interprétation et de sa performance élevée en
termes de sensibilité et de spécificité par rapport aux autres tests phénotypiques, le test des
disques combinés ou de remplacement des disques est recommandé par le CLSI (2020), afin
de confirmer la production de BLSE. Ce test consiste a mesurer le diameétre d'inhibition
autour d'un disque de céphalosporine seule (céfotaxime CTX) et autour d'un disque du

céfotaxime combiné a I’acide clavulanique (CTX”) (Teethaisong et al., 2017).
e Mode opératoire
Pour ce faire la démarche suivante (Figure 10) a été suivie (Jarlier et al., 1988) .

- Un disque d’AMC et un autre de CTX sont déposés centre a centre, & une distance de

25 a 30 mm sur une boite de Mueller Hinton Agar ensemencée par la souche a tester.

- Les boites sont laissées pendant une heure a température ambiante (sur la paillasse)
pour permettre la pré-diffusion des disques d'antibiotiques.

- Le disque d’AMC est 6té et remplacé par un disque de CTX.

- Les boites sont incubées a 37°C + 1°C pendant 18 h a 24 h.
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Figure 10: Schéma représentant la méthode des disques combinés pour la detection de la
production de BLSE

AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique ; BLSE ; CTX : Céfotaxime (ler disque) ; CTX’ :
2e disque de cefotaxime ; T : Temperature.

e Interpreétation des résultats

Si aprés incubation, le diametre d'inhibition autour du disque CTX' se révele supérieur
ou égal a 50 mm par rapport a celui du CTX, le test est considéré positif et la souche est
confirmée productrice de BLSE (Figure 11).

B (CTX-CTX") > S0mm

Figure 11: Mise en évidence de la production d’une BLSE (Test des disques
combinés positif)

CTX : Céfotaxime (ler disque) ; CTX’ : 2e disque de céfotaxime ; @ : Diamétre

3.3 Recherche de la production de carbapénémases

Les enzymes capables d'hydrolyser les carbapénémes (les carbapénemases) sont
généralement détectées chez les bactéries présentant des CMI de carbapénémes élevées ou des

diameétres d'inhibition réduits autour des carbapénemes.

46



Chapitre Il : Matériel et Méthodes

Elles sont communément detectées phénotypiquement au moyen du test biochimique
Carba NP modifié et afin de trancher s'il s'agit de la classe B d'Ambler : métallo-béta-
lactamase (MPLs), on a recours au test a 1’ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA). Il est
également possible d'utiliser le test a I'acide boronique pour identifier les producteurs de

carbapénémase de la classe A d'’Ambler : Klebsiella pneumoniae carbapénémase (KPC).
3.3.1 Test Carba NP modifié
e Principe

Le test Carba NP est un test biochimique sensible et spécifique a 100% qui permet la
détection rapide en 2 heures ou moins de la production de carbapénémase chez les bacilles a
Gram-négatif (BGNs) (Nordmann et al., 2012c).

Le test consiste a mettre en évidence l'acidification d'un milieu en présence d’un
indicateur de pH (rouge de phénol) et de I'imipénéme, qui se manifeste par un changement de
couleur du rouge au jaune ou a l'orange dans le cas de I'nydrolyse de I'imipéneme consécutif a

la production d'une carbapénemase.
e Mode opératoire

La méthode décrite précédemment par Bakour et al. (2015) a été suivie (Figure 12).

Elle consiste en plusieurs étapes :
»  Préparation de la solution A témoin contenant I’indicateur de pH

Une solution concentrée de rouge de phénol a 0,5 % (poids/volume) est préparée

comme suit ;

- Un volume de 2 ml de la solution de rouge de phénol est mélangé avec 16,6 ml d’eau

distillée stérile (EDS).
- Un volume de 180 pl d’une solution de ZnSO4a 10 mM est additionné au mélange.
- Le pH du mélange est ajusté a 7,5 avec une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH)
a IN.

»  Préparation de la solution B contenant I’indicateur de pH et le

carbapéneme
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La solution B est préparée de la méme fagon que la solution A avec 1’ajout de

12mg/ml de I’imipénéme et de la cilastatine.

> Inoculation de I'isolat bactérien a tester

- Une colonie bactérienne prélevée a partir d'une culture jeune de 24 heures sur un
milieu non spécifique, tel que le milieu Mueller Hinton ou la gélose nutritive, est
mise en suspension dans un tube eppendorf contenant 200 ul de tampon de lyse :
chlorure de cétyl-triméthyl-ammonium (CTAB a 0,02%). La suspension bactérienne
est melangée au vortex pendant 2 min ce qui permet de lyser les cellules

bactériennes.

- Un volume de 100 pl de la suspension bactérienne est transféré dans deux tubes A et
B.

- Un volume de 100 pul de la solution A est ajouté dans le tube eppendorf A utilisé

comme control négatif et 100 pl de la solution B dans le tube eppendorf B.

- Les deux tubes A et B sont mélangés au vortex pendant 1min puis incubés pendant 2

heures au maximum a 37°C.

-
'\__/)/)

1/2 colonies + 200 ul CTAB

|
|
lO(y \100 ul
Tube A/ Témﬁq Tube B

100 ul Sol A v 100 ul Sol B

¥

37 °C, pendant 2h au maximum

Production de carbapénemase  Pas de production de carbapénémase Résultat non interprétable

Figure 12: Schéma représentatif du test Carba NP modifié (Bakour et al., 2015a)

Sol A/Témoin : solution contenant 0,5% de rouge de phénol, 10mM ZnSO4, et le pH ajusté a
7,5; Sol B : Sol A+ 12mg/ml d’imipeneme + Cilastatine.
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e Lecture et interprétation

La lecture visuelle des tubes eppendorfs A et B de chaque souche est effectuée chaque
15 min et les résultats obtenus sont interprétés selon le tableau 7 ci-dessous.

Tableau 7: Interprétation des résultats du test Carba NP modifié

TA couleur | TB couleur | Interprétation

Pas de production de carbapénemase

Production de carbapénemase
Résultat non interprétable (A refaire)
TA : Tube A control sans Imipenéme ; TB : Tube B avec Imipenéme

3.3.2 Test a I’acide éthylene-diamine-tétra-acetique (EDTA)

e Principe

Le test 8 EDTA permet de détecter les isolats producteurs de carbapénemases de type
métallo-B-lactamases (MPBL) appartenant a la classe B d’Ambler qui sont inhibées par le
chélateur EDTA. Les enzymes MBLs nécessitent des ions métalliques, généralement du zinc,
pour leur activité catalytique. En se liant aux ions métalliques, ’EDTA perturbe l'activité
enzymatique des MBL, conduisant a une augmentation de la sensibilit¢ des bactéries aux

antibiotiques et particulierement au carbapénémes (Franklin et al., 2006).

» Mode opératoire
Le test EDTA a été réalise selon la méthode décrite précédemment par Yong et al .
(2002)

- Deux disques d'ertapénéme (ERT) (10 pg), I'un contenant 10 pul dEDTA anhydre 0,1
M (292 pg) (Sigma Chemicals, St. Louis, MO) et l'autre sans EDTA, sont placés sur
une boite de Mueller-Hinton Agar préalablement inoculée avec une suspension

bactérienne 0,5 Mc Farland de I'isolat a tester.
- La boite est incubée pendant 16-18 heures a 37°C.
e Lecture et interprétation

Les diametres des zones d'inhibition autour des deux disques ERT et ERT+EDTA sont
mesurés. Le test se révele positif, et la bactérie est considérée productrice de ML, si en

présence d'EDTA, l'activité de cette enzyme est inhibée, entrainant un élargissement
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significatif de la zone d'inhibition autour du disque ERT+EDTA d'au moins 6 mm par rapport
au disque sans EDTA (Figure 13).

@ ERT+ EDTA > @ ERT

Figure 13: Mise en évidence de la production de MBL (Test a EDTA positif)

EDTA : Ethyléne-diamine-tétra-acétique ; ERT : Ertapénéme ; @ : Diamétre.

3.3.3 Test a I’acide boronique

e Principe :

Ce test se base sur les propriétés inhibitrices de l'acide boronique vis-a-vis des
carbapénémases de classe A d'Ambler, en particulier de Klebsiella pneumoniae
carbapénémase (KPC). Lorsqu'une souche bactérienne productrice de KPC est exposée a
I'acide boronique, celui-ci forme un complexe avec I'enzyme, inhibant ainsi son activité et

induisant la restauration de I'activité du carbapénéme (Krivitskaya et Khrenova, 2021).

e Mode opératoire

La méthode décrite par Tsakris et al (2009) a été suivie et s’est déroulée comme suit:

- La solution de l'acide boronique est préparée en dissolvant 120 mg d'acide
phenylboronique (benzene boronic acid) dans 3 ml de dimethyl sulfoxide, puis un

volume de 3 ml d’eau distillée stérile (EDS) est ajouté.

- La boite contenant la gélose Mueller Hinton est ensemencée avec la suspension

bactérienne ajustée a 0,5 Mc Farland de I'isolat a tester.

- Deux disques de méropénéme (10ug) sont déposés et 10ul de la solution d’acide

boronique est ajouté a I’un d’eux.

- La boite est incubée 18 a 24 heures a 37°C.
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e Lecture et interprétation
Aprés incubation, une augmentation du diameétre d’inhibition de 50 mm ou plus autour
du disque de méropéneéme associé a I’acide boronique par rapport au disque de méropénéme

seul indique la production de KPC, comme représente dans la figure 14.

@ MRP+ Ab > @ MRP

Figure 14: Mise en évidence de la production de KPC (Test a I’acide boronique positif)

MRP : Méropénéme, Ab : Acide boronique ; @ : diametre.

4 Etude moléculaire de la production de p-lactamase

4.1 L’extraction de ’ADN bactérien

e Principe
L’extraction d’ADN génomique est réalisée en utilisant la méthode de lyse par
ébullition (Boiling lysis method) telle que décrite précédemment par Feria et al. (2002).-Cette
méthode vise a libérer I'ADN bactérien. Les cycles d'ébullition et de refroidissement
provoquent la rupture des membranes cellulaires, ce qui libere I'ADN. La centrifugation

sépare ensuite les débris cellulaires de I'ADN extrait, qui se retrouve dans le surnageant.

e Mode opératoire
- Deux colonies bien isolées sont prises a partir d’une culture jeune de 24h et mises en

suspension dans 150uL de tampon Tris-EDTA (TE).

- La suspension bactérienne est bouillie 10 minutes a 98°C pour assurer la lyse

cellulaire et la libération de I’ADN.

- Une étape de centrifugation a 12 000 rpm est effectuée en vue de se débarrasser des

débris cellulaires.
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- Le surnageant obtenu (90 pl) est récupéré et utilis¢é comme ADN matrice pour les

réactions d'amplification.

- Avant d’utiliser ’ADN ou de le conserver a - 20°C, sa qualité (concentration et

pureté) est vérifiée avec le Nanodrop.

4.2 Laréaction de Polymeérisation en Chaine (PCR)
e Principe

La PCR est une technique d'amplification in vitro d'une séquence spécifique d'acide
nucléique. Elle utilise une paire d'amorces, une pour chaque brin d’ADN, pour produire
rapidement une quantité importante d'une région ciblée de I'ADN. Le cycle d'amplification
commence par la dénaturation de I'ADN double brin, séparant ainsi les brins. Ensuite, les
amorces se lient aux séquences spécifiques, et la Taq polymérase catalyse l'extension des
amorces en ajoutant des nucléotides complémentaires. Ce processus est répété en cycles,
générant une amplification exponentielle du fragment d’ADN ciblé (Godbey, 2022; Tantray et
al., 2023).

e Mode opeératoire

La PCR standard est utilisée pour cibler les génes codant la BLSE (blaCTX, blaTEM,
blaSHV) chez toutes les souches collectées, les génes codant I'AmpC (blaCMY et blaDHA)
chez les isolats résistants au FOX, et les genes codant les carbapénémases (blaOXA-48,
blakPC, blaNDM, blaVIM et blaIMP) chez les isolats résistants aux carbapénémes. En plus
des génes codant les B-lactamases, le gene mcr-1, responsable de la résistance a la colistine,

est ciblé chez les souches confirmées résistantes a la colistine.

Pour chaque réaction PCR, un volume final de 25 pL du mélange réactionnel est

prépare, les composants étant décrits dans le tableau 8.
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Tableau 8: Composition du mélange réactionnel utilisé dans la PCR standard

Composant Volume

H20 (Nuclease Free Water) 18,25 pl (18,5 ul pour le géne mcr-1)
Buffer (Tampon) 10x 2,5 ul

Amorce forward (sens) 100 pm 0,5 ul

Amorce reverse (anti-sens) 100 um 0,5 pl

MgCI2 50 Mm 0,5 ul

dNTP 10 Mm 0,5 (0,25 pl pour le gene mcr-1)

Taq polymerase 5U/ul 0,25 ul

ADN a amplifier 2 ul

Volume total 25ul

L'amplification de tous les génes codant des B-lactamases est réalisée comme suit : une
étape de dénaturation initiale de I'ADN double brin & 95 °C pendant 15 minutes, suivie de 30
cycles comprenant une dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes, une étape d'hybridation a
une température déterminée selon la séquence d'amorces utilisée (Tableau 9) pendant 30
secondes, et une élongation a 72 °C pendant 2 minutes. Enfin, I'opération est achevée par une
élongation finale a 72 °C pendant 10 minutes. La PCR du géene mcr-1 se distingue de celle des
génes de B-lactamases par une température de dénaturation initiale de 94 °C, un temps
d'hybridation de 90 secondes, et une durée d'élongation initiale de 1 minute. Le schéma en

figure 15 illustre le profil thermique des réactions PCR.

Les séquences des amorces utilisées dans les réactions PCR, la température d'hybridation

spécifique pour chacune et la taille de I'amplicon, sont indiquées dans le tableau 9.

1 Cycle | ‘ 30 Cycles N 1 Cycle Dénaturation
: <+ : 4 Hybridation
95° 94°(mer-1) | 94°
1 El t.
15min | o | o & Elongtor
| 308 72 | 72
| . 2min | 10min
| 30§ 1lmin (mcr-l)l 40
| 90s (mer-1) |

0

Figure 15: Schéma représentant le profil de la PCR standard
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T : Température d’hybridation qui varie en fonction de 1I’amorce utilisée dans la réaction

PCR.
Tableau 9: Amorces utilisées dans les réactions PCR
Geéne Séquences d’amorce 5°- 3’ Taille Th  Référence
d’amplicon (C°)
(pb)

blaCTX  F- 500 50 (Kiiru et al., 2012)

M TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA
R-CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

blaSHV  F-TTTATGGCGTTACCTTTGACC 1051 53  (Yagietal., 2000)
R-ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC

blaTEM F-ATGAGTATTCAACAT TTC CG 840 50  (Kiiruetal., 2012)
R-CCAATGCTTAATCAG TGA GG

blaCMY F-ATGATGAAAAAATCGTTATGC 1200 50 (Kiiruetal., 2012)
R-TTGCAGCTTTTCAAGAATGCGC

blaDHA  F-TGATGGCACAGCAGGATATTC 997 59  (Dallenne et al., 2010)
R-GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG

blaNDM F-CATTTGCGGGGTTTTTAATG 1022 52 (Diene et al., 2011)
R-CTGGGTCGAGGTCAGGATAG

blaOXA F-TTGGTGGCATCGATTATCGG 744 54 (Mellouk et al., 2017)
R- GAGCACTTCTTTTGTGATGGC

blakPC  F-ATGTCACTGTATCGCCGTCT 893 55 (Diene et al., 2011)
R- TTTTCAGAGCCTTACTGCCC

blaVIM  F- ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 382 54  (Nordmannetal.,
R- ATGAAAGTGCGTGGAGAC 2012a)

blaIMP  F-CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 448 53 (Mellouk et al., 2017)
R-ATAATTTGGCGGACTTTGGC

mcr-1 F- AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 320 58 (Rebelo et al., 2018)

R- AGATCCTTGGTCTCGGCTTG

F : Forward ; R : Reverse ; pb : Paire de base, Th : Température d’hybridation

4.3 Electrophorése sur gel d’agarose (AGE)

e Principe
L'électrophorese sur gel d'agarose est une technique permettant de séparer les acides
nucléiques en fonction de leur taille sous l'action d'un champ électrique. Les acides
nucléiques, chargés négativement, migrent alors vers I'anode a des vitesses différentes en
fonction de leur poids moléculaire. Cette technique est aussi utile pour la vérification du
succes des réactions de PCR en confirmant la présence des amplicons de tailles attendues
(Pernodet, 1996).

e Mode opératoire

- Le gel d’agarose 1,5 % est préparé en utilisant le tampon Tris-Borate-EDTA (TBE)x1.
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- Le mélange agarose et TBE x1 est chauffé en utilisant un four a micro-ondes ou un
agitateur magnétique & 100°C a environ 20 min afin d’obtenir un mélange homogéne

(limpide).

- Un volume de 0,5ul du gel coloré : gel stain SYBR safe (Invitrogen, Espagne) est

ajouté et le gel est coulé dans la cuve.

- Une fois solidifié, le gel est immergé dans le tampon TBEx1. Un marqueur de taille de
100 pb est jouté au premier puits, suivi des produits PCR, y compris les contrbles

positifs et négatifs, dans les puits restants.

- L'électrophorése est réalisée a 100 V pendant 40 minutes et les produits amplifiés sont
visualisés avec un transilluminateur UV (GEL Doc XR+ Gel Documentation System
de BIO-RAD, USA / Thermo Fisher Scientific).

4.4 Purification des produits positifs de la PCR (Genes de carbapénemase)

e Principe

La purification des produits PCR positifs pour les génes de carbapénémase a été
effectuée afin d'éliminer les résidus indésirables tels que les amorces, les nucléotides non
incorporés, les enzymes et les sels présents dans le mélange réactionnel de la PCR, ainsi que
les produits de PCR non spécifiques. Cette étape permet de séparer et d'isoler spécifiquement
les fragments d'’ADN ciblés par la réaction de PCR. L'échantillon purifié sera ensuite prét a
étre séquencé (Yusuf et al., 2022).

e Mode opératoire

Les produits amplifiés sont purifiés a lI'aide du kit de purification ExoSap (ExoSap-IT,

GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) selon le protocole de Bell (2008) comme suit :

- Un volume de 5 pl du produit positif de la PCR (génes de la carbapénemase) est

mélangé avec 2 ul du réactif ExoSAP-IT™ (PCR Product Cleanup Reagent).

- Le mélange est ensuite incubé dans le thermocycleur a 37°C pendant 15 minutes. Cette
étape permet d'hydrolyser les amorces excédentaires et les nucléotides non incorporés
en une seule étape, tout en conservant les produits PCR avec une récupération allant

jusqu'a 100%.
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- Le melange est soumis a un cycle de 15 minutes a 80°C, ce qui inhibe I'action de

I’enzyme et stoppe la réaction.

- Les génes de carbapénemase purifiés sont ensuite préts a étre séquences.

4.5 Séquencage des genes codant la carbapénemase
e Principe

Aprés l'amplification des genes codant pour les carbapénémases, les fragments
amplifiés et purifiés sont soumis a une réaction de séquencage de Sanger. Cette reaction
impligque une ADN polymérase, des amorces spécifiques a la séquence d'intérét et un mélange
de désoxynucléotides triphosphates (ANTP) standard (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). En outre,
des didésoxynucléotides triphosphates (ddNTP) marqués sont aussi ajoutés a la réaction afin
de prévenir I'ajout d'un nucléotide supplémentaire lors de la synthése d'une nouvelle chaine
d'’ADN. Lorsque la polymérase incorpore un ddNTP dans la nouvelle chaine en croissance,
I'élongation de celle-ci est interrompue. Cela génére des fragments d'/ADN de différentes
longueurs, chacun se termine par un ddNTP spécifique et correspond a une position
specifique au sein de la séquence cible. La lecture de ces fragments permet de reconstruire la

séquence compléte de I'ADN (Crossley et al., 2020; Sanger et al., 1977).

e Mode opératoire
- Les produits PCR purifiés sont analyses au moyen de l'analyseur génétique 3500 XL

d'Applied Biosystems (Crossley et al., 2020).

- Les sequences d'’ADN obtenues sont ensuite comparées a la base de données ARG-
ANNOTATION (Antibiotic Resistance Gene-ANNOTATION Database), qui contient des

séquences annotées de genes de résistance aux carbapénémes.

- Le programme Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) est utilisé pour la

comparaison des séquences.

L'analyse BLAST est effectuée sur le site Web du NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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5 Caractérisation moléculaire des souches d’Escherichia coli des patients hospitalisés

et des patients externes
5.1 Génotypage

e Principe

La technique du consensus intergénique répétitif entérobactérien (ERIC-PCR) est une
méthode moléculaire utilisée pour le génotypage et l'analyse épidémiologique des
entérobactéries. En amplifiant les régions répétitives intergéniques présentes dans le génome
des entérobactéries, cette methode genére des motifs d'empreintes génétiques uniques. Ces
motifs permettent de caractériser et de comparer différentes souches bactériennes (Aung et
al., 2024). ERIC-PCR est avantageuse car elle analyse des séquences plus longues et ne
dépend pas du ciblage d'une région spécifique du génome, offrant ainsi des informations
détaillées pour une analyse comparative a travers un large éventail d'especes bactériennes

(Moosavian et Emam, 2019).
e Mode opératoire

Le lien clonal entre les especes d'Escherichia coli provenant des patients hospitalisés
et des patients externes est recherché par I'ERIC-PCR. L'amplification est réalisée pour un
volume final de 25 uLL. du mélange réactionnel, qui est composé de 2,5 pl de tampon (10 X), 2
pl de dNTPs (a 0,2 mM), 1 U de la Taq polymérase, 1,5 pl de MgCl2, 5 ul de 'ADN matrice,

et les deux amorces Eric sens et anti-sens a 10 pmol dont les séquences sont les suivantes :

F-5'CAGCCATGAACAACTGGTGGCG3' et R-5TGCTTTGCAGGGAAGATTCC3. Au
final, le volume total est atteint par ajout de I'eau ultra-pure. Le profil thermique utilisé pour

les réactions ERIC-PCR est schématisé dans la figure 16.

Les produits d'amplification sont analysés par électrophorese sur un gel d'agarose
préparé a 1 % dans un tampon TBE X1 ; le gel est coloré au gel Syber vert. La migration est
ensuite exécutée pour l'ensemble des échantillons simultanément et pendant une durée
équivalente afin d'assurer la cohérence et de garantir une interprétation aisée. Chaque gel
comprend un marqueur de 1 Kb (BIOLINE, USA) qui sert de repere de poids moléculaire.
(Sarshar et al., 2017).

Afin de regrouper les souches en fonction de leur degré de similarité, les bandes

générées par ERIC-PCR sont analysées visuellement puis a l'aide du logiciel TotalLab™ (TL
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120, version 2006 ; NonLinear Dynamics Ltd, Newcastle upon Tyne, UK) avec un seuil de
tolérance de position de 1,5 %. Aprés avoir calculé le coefficient de similarité de Dice,
I'analyse des clusters est réalisée avec le logiciel statistique XLstat 7.5 (AddinSoft, USA)
grace a la méthode des groupes de paires non pondérés avec des moyennes arithmétiques
(UPGMA). Le pourcentage de similarité est fixé a 60 % pour permettre la séparation de
groupes clonaux distincts. Le dendrogramme (arbre phylogénétique) est construit (Longhi et
al., 2016).

1 Cycle ) 40 Cycles | 1Cycle Dénaturation
* * Hybridation
95° 90°
* Elongation
Tmin 308 | o
Smin | 16min
33°
308 {

0
Figure 16: Schéma représentant le profil thermique de la Eric-PCR

5.2 Phylogroupage
e Principe

La méthode de phylogroupage revisitée de Clermont est une approche moléculaire
utilisée pour classer les souches d'E. coli en differents phylogroupes (A, B1, B2, C, E, F, ou
D). Les phylogroupes représentent des groupes de souches étroitement liées sur le plan
évolutif (Clermont et al., 2013).

e Mode opératoire

Quatre genes sont ciblés par PCR quadruplex : arpA, chuA, yjaA, et TspE4.C2. Un
clone interne est ajouté au mélange réactionnel avec les amorces spécifiques aux genes cibles
et amplifié simultanément avec les genes pour s'assurer que la PCR a eu lieu de maniere
efficace et pour éviter la fausse absence de signal, garantissant ainsi la fiabilité des résultats.
Les séquences des amorces utilisées sont indiquées dans le tableau 10.
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Les produits d’amplification sont examinés par électrophorése sur gel d’agarose a 2 %.
En fonction de la présence ou de I'absence des amplifications pour chaque gene, un génotype

quadruplex est déterminé pour chaque isolat.

Selon le génotype quadruplex obtenu, chaque isolat est assigné a l'un des huit
phylogroupes en utilisant un tableau de correspondance standard qui prend en compte les
combinaisons spécifiques des résultats de PCR pour les quatre génes (tableau 11).

Dans le cas ou les génotypes obtenus peuvent correspondre a deux phylogroupes (A
ou C, D ou E), une PCR supplémentaire est réalisée pour distinguer ces phylogroupes
similaires. Pour trancher s’il s’agit du phylogroupe E ou D, une amorce spécifique a E est
utilisée. Si E est positif, il s’agit du phylogroupe E, sinon il s’agit du phylogroupe D. Pour
trancher s’il s’agit du phylogroupe C ou A, une amorce spécifique a C est utilisée. Si C est
positif, il s’agit du phylogroupe C, sinon il s’agit du phylogroupe A (Clermont et al., 2013;
Ambrosi et al., 2019).

Tableau 10: Liste des amorces utilisées pour le groupement phylogénétique des souches

Geéne Séquence des amorces Produit Reference
PCR (pb)

chuA F- ATGGTACCGGACGAACCAAC 288 (Clermont et
R- TGCCGCCAGTACCAAAGACA al., 2013)

yjaA F- CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211 (Clermont et
R- AATGCGTTCCTCAACCTGTG al., 2013)

TspE4.C2 F-CACTATTCGTAAGGTCATCC 152 (Clermont et
R- AGTTTATCGCTGCGGGTCGC al., 2013)

arpA F- AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400 (Clermont et
R- TCTCCCCATACCGTACGCTA al., 2013)

Groupe E F- GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301 Lescat et al.,
R- GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 2013)

Groupe C F-AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219 Lescat et al.,
R- TCTGCGCCGGTCACGCCC 2013)

Clone F- CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489 (Clermont et

interne R- GCAACGCGGCCTGGCGGAAG al., 2008)
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Tableau 11: Génotypes quadruplex pour le classement des E. coli en phylogroupes

Génotypes quadruplex

Phylogroupes
arpA chuA yjaA TspE4.C2
(400bp) (288bp) (211bp) (152pb)
A + - - -
Bl + - - +
B2 - + + -
B2 - + + +
B2 - + - +
F - + - -
AouC™* + - + -
Dou E ** + + - -
D ou E** + + - +

(-) Absence/non detectée, (+) presence/détectée, *: nécessité d'une PCR supplémentaire
utilisant des amorces spécifiques C, ** : nécessité d'une PCR supplémentaire utilisant des
amorces spécifiques E.

5.3 Geénes de virulence
e Principe

L'identification des génes de virulence chez les souches d'E. coli est réalisée par PCR
standard. Les génes de virulence sont des éléments génétiques qui jouent un réle essentiel
dans la pathogénicité des bactéries. Quatre catégories fonctionnelles de genes sont ciblées :
les adhésines, qui facilitent I'attachement des bactéries aux cellules hotes ; les toxines, qui
peuvent endommager les cellules hotes ; les systémes d’acquisition de fer essentiels a la
croissance bactérienne ; et les protectines, qui contribuent a la survie des bactéries dans I'h6te
(Sora et al., 2021).

e Mode opératoire

Une série de génes de virulence a été ciblée via une PCR standard en utilisant des
contréles positifs appropriés. Ces génes appartiennent aux quatre catégories fonctionnelles
suivantes : adhésines (papC pour la sous-unité majeure des fimbriae P, papG pour 1’adhésine
des fimbriae P, yadN pour la protéine de membrane externe, et papAH pour la protéine
d'assemblage des fimbriae P) ; toxines (traT pour la protéine de transfert T, hlyA pour
I’hémolysine A, malX pour le régulateur MalX, cnfl pour le facteur cytotoxique nécrosant) ;
sidérophores (feoB pour la protéine de transport du fer ferreux B, fyuA pour le récepteur de la

yersiniabactine ferrique, chuA pour le récepteur a I’hémine, et irp2 pour la protéine répressive
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du fer 2) ; et protectines (kpsMT Il pour la protéine de membrane interne de 1’exportation du
polysaccharide capsulaire, et ompT pour la protéase de membrane externe T). L'isolat
uropathogéne CFT073 et les souches B10P, 12P et H20P, isolées a partir d'adenome colique,
sont utilises comme témoins positifs (Ambrosi et al., 2019; Sarshar et al., 2022). Chaque
isolat s'est vu attribuer un score de facteur de virulence (VF) (Ambrosi et al., 2019). Les
séquences des amorces utilisées de meme que les souches control sont représentées dans le
tableau 12.

La PCR est effectuée dans un volume final de 16 pL par réaction, comprenant 7,5 pL
de master mix (Thermo Fisher Scientific, Lituanie, Europe), 0,2 uL de chaque amorce (sens et
antisens), 6,1 pL d'eau sans nucléase (Nuclease Free Water), et 2 uL d'ADN.

Le profil thermique utilisé pour les réactions PCR comprend une dénaturation initiale
a 95°C pendant 10 minutes, suivie d'une dénaturation secondaire a 95°C pendant 30 secondes.
Cette étape est suivie d'une hybridation pendant 30 secondes a une temperature spécifique a
chaque géne, comme indiqué dans le tableau 12. L'étape suivante est une élongation initiale a
72°C pendant 1 minute, suivie d'une extension finale a 72°C pendant 10 minutes. Les produits
de PCR sont ensuite révélés sur un gel d'agarose a 2% et visualisés sous un illuminateur UV.
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Tableau 12: Liste des amorces utilisés pour rechercher les génes de virulences

Catégorie Geéne cible Nom de sequence d'amorce (5'-3') Taillede TH Reference
fonctionnelle I'amorce I'amplicon
irp2 irp2 FW (F) AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 413 63 (Paniagua-Contreras et al.,
irp2 RV (R) AACTCCTGATACAGGTGGC 2017)
Systeme chuA chuAFW F) AGCGTGTTGAGATTGTTCGC 124 63  (Alteri et Mobley, 2007)
d°acquisition chuARV  (R) AAACCACTGCTTTGTCCTTCCTGC '
de fer feoB feoB FW (F) GCACTCTTTGTGCATGGTATTC 111 59 (Lietal., 2016)
feoB RV (R) TGGCAGCACGGTGTTAAT
fyuA fyUAFW  (F) ATGCCTATGTGGGATGGAATG 128 57 (Lietal., 2016)
fyuA RV (R) CCAGTCATCGGTGGTGTATTT
papG (allele I1) papG FW  (F) GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 190 57  (Paniagua-Contreras et al.,
papG RV  (R) CGGGCCCCCAAGTAACTCG 2017)
papAH PapA f (F) ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG 720 61 (Ambrosi et al., 2019)
Adhesion PapA r (R) CGTCCCACCATACGTGCTCTTC
papC PapC f (F) GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA 203 59  (Ambrosi et al., 2019)
PapC r (R) ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
yadN yadN FW  (F) CCACTGTTAATGGCGGTGTA 125 55 (Lietal., 2016)
yadN RV  (R) TTTAGCCAGGCGAGAAGAAC
kpsMT 11 kps f (F) GCGCATTTGCTGATACTGTTG 272 58 (Ambrosi et al., 2019)
Protectines kps r (R) CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
ompT ompT FW  (F) ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC 559 57  (Paniagua-Contreras et al.,
ompT RV (R) CCCGGGTCATAGTGTTCATC 2017)
hlyA hly f (F) AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 1177 58 (Ambrosi et al., 2019)
hly r (R) ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
cnfl cnfl (F) AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 498 58 (Ambrosi et al., 2019)
Toxines cnf2 (R) CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT
traT TraT f (F) GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 290 58  (Ambrosi et al., 2019)
TraTr (R) CACGGTTCAGCCATCCCTGAG
malX RPAI f (F) GGACATCCTGTTACAGCGCGCA 930 58 (Ambrosi et al., 2019)

RPAI r (R) TCGCCACCAATCACAGCCGAAC

TH : Température d’hybridation
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6 Analyse statistique
Le test du khi-carré de Pearson (y2) et le test exact de Fisher ont été utilises pour la

comparaison des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération.

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel IBM SPSS Statistics, version
23.0 (IBM Corporation, Cary, NC, USA). Une valeur p < 0,05 a été considérée comme
statistiquement significative.

64



Chapitre (11 : Résubbate




Chapitre 111 : Résultats

1 Caractéristiqgues des entérobactéries résistantes aux C3G

Nous avons

recueilli

un total de 82

souches

d’entérobactéries résistantes aux

céphalosporines de troisieme géneration (E-RC3G). Parmi celles-ci, Escherichia coli représente

I'espéce prédominante (n=47, 57,32 %), suivie par Klebsiella pneumoniae (n=28, 34,15 %) et

Enterobacter cloacae (n=4, 4,88%). De plus, une seule souche de Proteus mirabilis, de Serratia

marcescens et de Salmonella sp. ont été isolées (Figure 17).

Les profils biochimiques des espéces E. coli, K. pneumoniae et E. cloacae obtenus avec le
systeme Vitek2 compact sont présentés respectivement dans 1’annexe 2.
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Figure 17: Répartition des espéces d’E-RC3G en fonction des résultats de 1’identification

1.1 Répartition des espéces d’E-RC3G selon I'origine des prélévements

Parmi les entérobactéries isolées durant la période de collecte a I'hopital, la prévalence de

celles résistantes aux C3G est de 23,87 %. Cependant, les données relatives a la prévalence de ces

souches dans les laboratoires privés ne sont pas disponibles. Au total, 37 souches (45,12 %) sont

isolées au laboratoire de microbiologie de I'népital Abderrezek Bouhara. De plus, 45 souches (54,88

%) sont collectées a partir des laboratoires privés. La répartition des E-RC3G en fonction de leur

origine est représentée dans la figure 18.
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Laboratoires privés
54.88%

Figure 18: Reépartition des E-RC3G en fonction du site de collecte

Les souches d’E.coli, K. pneumoniae et E. cloacae sont réparties de maniére relativement

équitable entre 1’hopital et les laboratoires privés. Cependant toutes les autres espéces sont isolées
exclusivement des laboratoires privés (Figure 19).
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Figure 19: Répartition des espéces en fonction de leur origine (Hépital ou laboratoires priveés)

1.2 Répartition des isolats selon la nature de préléevement

La plupart des isolats (67 %) proviennent des prélévements d'urine, (E. coli : 61 % ; K.
pneumoniae : 34,55%, en plus d'une seule souche d'E. cloacae et de S. marcescen). Les patients de
sexe féminin sont les plus touchés par les infections urinaires, représentant 60% des isolats urinaires
(p = 0,183). Les prélevements de pus représentent 28 % des souches (E. coli : 52,17%, K.
pneumoniae : 30,43%, E. cloacae : 13,04% et une souche de P. mirabilis). Parmi celles-ci, quatre

souches (17 %) sont issues du pus des pieds diabétiques. Une seule espece est identifiée dans
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chacun des quatre spécimens suivants : selles (Salmonella sp.), sang (E. coli), liquide céphalo-
rachidien (K. pneumoniae) et prélévement de surface de cathéter (K. pneumoniae). La répartition
générale des principales espéces identifiées en fonction de la nature des prélevements, est illustrée
dans la figure 20.
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Figure 20: Répartition des principales especes en fonction de la nature du prélevement
1.3 Répartition des isolats en fonction du sexe des patients

Les souches d’E-RC3G sont presque équitablement réparties entre les patients de sexe
masculin et ceux de sexe féminin, avec une légere prédominance des patients de sexe féminin

(55%) par rapport au sexe masculin (45%) (Figure 21).

Masculin
45%

Figure 21: Répartition des isolats en fonction du sexe des patients
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1.4 Répartition des isolats selon I’age des patients

Toutes les tranches d'age sont concernées par les infections a E-RC3G, et ceci est le cas qu'il
s'agisse de patients hospitalisés ou de patients externes, la fourchette extréme s'étend de quelques
jours a 93 ans.

Les personnes agees de 50 ans a 80 ans étaient les plus affectées (n=37 ; 45,12%), suivies
par celles agées entre 20 et 50 ans (n=22; 26,93%). Le nombre le plus faible (n=6; 7,32%)

concerne les enfants de moins d’un an jusqu’a trois ans (Figure 22).
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Figure 22: Répartition des E-RC3G en fonction de 1I’4ge des patients
1.5 Répartition des souches des patients hospitalisés en fonction des services d’admission

La prévalence la plus élevée des souches d’E-RC3G est observée dans les services
d'urologie (n=6; 16,22 %), de néphrologie (n=5; 13,51 %), de chirurgie (n=5; 13,51 %), de
néonatologie (n=5; 13,51 %) et du bloc opératoire (n=5; 13,51 %). En revanche, les services les
moins incriminés sont l'oncologie et la traumatologie (=2 ; 2,70 % pour chacun). Les résultats de

la répartition des souches isolées selon le service sont présentés dans la figure 23.
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Figure 23: Repartition des infections & E-RC3G dans les différents services de 1’hopital

2 Evaluation de la résistance des E-RC3G aux antibiotiques

Les entérobactéries E-RC3G provenant de 1’hopital et des laboratoires privés sont toutes
confirmées résistantes au céfotaxime (CMI > 64), et environ 82 % sont également résistantes au
ceftazidime (CMI > 64), sans différence statistiquement significative entre les deux groupes
(p=0,852). De plus, toutes les souches sont résistantes a la céfazoline (CMI > 64), et plus de 40 %
des isolats présentent une résistance a la céfoxitine (CMI > 64), également sans différence notable
(p=0,722).

Pour les inhibiteurs de P-lactamase associés aux pénicillines, un pourcentage éleve des
souches provenant de I'hopital (65 %) et des laboratoires privés (67 %) sont résistantes a l'acide
clavulanique (CMI > 32), sans différence significative (p=0,864). De méme, le tazobactam s'est
avére actif sur 40 % des isolats des deux sources (CMI > 128, p=0,892).

Parmi les B-lactamines testées, les carbapénémes restent les plus efficaces. La résistance a
I'ertapéneme est faible (17 % des souches hospitalieres contre 13 % des souches des laboratoires
privés ; p=0,467). En revanche, la résistance a I'imipénéme est plus élevée parmi les souches des
laboratoires privés (22 %) par rapport aux souches hospitaliéres (6 %), mais cette différence n'est
pas significative (p=0,713).
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Les taux de résistance elevés pour la ciprofloxacine (67 % des souches de 1’hopital contre 64
% des souches des laboratoires privés CMI > 4, p=0,931) et le triméthoprime-sulfaméthoxazole (70
% contre 82 %, CMI > 320, p=0,217) ne montrent pas de différences statistiquement significatives
entre les groupes. Toutefois, la gentamicine révele une différence significative, les souches des
laboratoires privés ayant un taux de résistance deux fois supérieur a celui des souches hospitalieres
(60 % contre 30 %, p=0,006) (Annexe 6-a).

Un pourcentage élevé des E-RC3G (69,51%) sont multirésistantes. Parmi elles, 22 souches
(59,46 %) proviennent de I'hopital, et 35 souches (77,78 %) proviennent des laboratoires privés,

présentant une résistance a au moins trois classes d'antibiotiques.

Outre les carbapénémes, la colistine, I'amikacine, le chloramphénicol, la fosfomycine et la
nitrofurantoine sont les antibiotiques les plus actifs sur le plus grand nombre de souches, qu'elles
proviennent de I'hépital ou des laboratoires privés (p>0,05). La figure 24 illustre le profil de
résistance des E-RC3G provenant de I'hépital et des laboratoires privés aux différents antibiotiques
testes.
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Figure 24: Profil de résistances aux antibiotiques des E-RC3G

AK : Amikacine ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; AMP : Ampicilline ; CAZ :
Ceftazidime ; CHL : Chloramphénicol ; CIP : Ciprofloxacine ; COL : Colistine ; CTX : Céfotaxime
; ERT : Ertapénéme ; FOS : Fosfomycine ; FOX : Céfoxitine ; GEN : Gentamicine ; IMP :
Imipenéme ; NIT : Nitrofurantoine ; SXT : Triméthoprime-Sulfaméthoxazole ; TAZ : Pipéracilline
+ Tazobactam.
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2.1 Reépartition de la résistance aux antibiotiques des espéces d’ E-RC3G prédominantes

Le profil de résistance des deux especes prédominantes Klebsiella pneumoniae et
Escherichia coli (Figure 25) montre que les souches de K. pneumoniae présentent des taux de
résistance supérieurs a de nombreux antibiotiques testés par rapport a E. coli, y compris
I'imipeneme (10,71 % contre 6,38 % pour E. coli ;p=0,015), I'ertapenem (32,14 % contre 12,77 % ;
p= 0,042), la cefoxitine (42,86 % contre 34,04 % ; p=0 ,445), la ceftazidime (96,43 % contre 74,47
% ; p= 0,024), la gentamicine (57,14 % contre 34,04 % ; p= 0,050), et la nitrofurantoine (53,57 %
contre 4,26 % ;p<0,001). En revanche, E. coli se distingue par sa sensibilité totale a la colistine et a
I'amikacine, alors que 10,71 % et 14,29 % des souches de K. pneumoniae sont résistantes a ces deux
agents (p=0,017).

Concernant les autres antibiotiques, des différences significatives sont observées en faveur
d'E. coli pour la résistance a la fosfomycine (95,47 % contre 7,14 % pour K. pneumoniae ; p<0,001)
et a la ciprofloxacine (76,60 % contre 53,57 % ; p=0,039). En revanche, aucune différence
statistiquement significative n'a été observee pour le chloramphénicol (36,17 % contre 10,71 % ;
p=0,522) ni pour la pipéracilline-tazobactam (40,43 % contre 17,86 % ; p=0,113). Les deux especes
présentent des taux de résistance proches au triméthoprime-sulfamethoxazole (78,57 % et 76,60 % ;
p=0,379) et a I'amoxicilline acide clavulanique (67,86 % et 61,70 % ; p=0,591). (Annexe 6 0-Vv)
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Figure 25: Profil de résistance aux antibiotiques des espéces E. coli et K. pneumoniae

AK : Amikacine ; AUG/AMC : Augmentin/Amoxicilline + acide clavulanique ; AMP : Ampicilline
; CAZ : Céftazidime ; CHL : Chloramphénicol ; CIP : Ciprofloxacine ; COL : Colistine ; CTX :

71



Chapitre 111 : Résultats

Céfotaxime ; CZ : Céfazoline ; ERT : Ertapénéme ; FOS : Fosfomycine ; FOX : Céfoxitine ; GEN :
Gentamicine ; IMP : Imipeneme ; NIT : Nitrofurantoine ; SXT : Triméthoprime-Sulfaméthoxazole ;
TAZ : Pipéracilline + Tazobactam.

3 Caractérisation de la résistance aux p-lactamines

3.1 pB-lactamases a spectre étendu (BLSE)

3.1.1 Tests phénotypiques

Au total, 71 souches (87 %) sont productrices de BLSE. Parmi celles-ci, 60 souches (73 %)
ont montré une image de synergie ou bouchon de Champagne entre I'acide clavulanique et l'une des
céphalosporines (céfotaxime, ceftazidime ou céfépime) ou le monobactame (aztréonam). De plus,
11 souches ont été confirmées comme productrices de BLSE par le test des disques combinés, ou le
diametre du halo autour du disque de céfotaxime combiné a l'acide clavulanique s'est révelé
supérieur a celui du disque de céfotaxime seul. Les résultats des deux tests positifs sont présentés

dans les figures 26 et 27.

Parmi les 71 souches productrices de BLSE, 31 (44 %) sont issues des patients hospitalisés
(18 E. coli, 12 K. pneumoniae et 01 E. cloacae) et 40 (56 %) des patients externes (22 E. coli, 14 K.

pneumoniae, 02 E. cloacae, 01 P. mirabilis et 01 Salmonella sp.).

Les 11 souches non productrices de BLSE, comprenant 6 de I’hopital (5 E. coli et 1 E.
cloacae) et 5 des laboratoires privés (2 E. coli, 2 K. pneumoniae, et 1 S. marcescens), sont toutes
résistantes a la céfoxitine, ce qui suggére une possible hyperproduction d'’AmpC. Parmi celles-ci, 6
présentent également une résistance a I'ertapéneme, suggérant une potentielle production de

carbapénémase.
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Figure 26: Résultats des tests phénotypiques de la production de BLSE

Figure 27: Test BLSE positif : A) Test de synergie ; B) Test des disques combinés

AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique ; CAZ : Céftazidime ; CTX : Céfotaxime ; FEP :

Céfépime.

3.1.2 Répartition des souches productrices de BLSE en fonction des types de prélevements
La majorité des souches BLSE+ ont été isolées a partir d’échantillons d’urines (70 %,

n=47), suivies des prélévements de pus (30 %, n=20). Les souches provenant du sang, des selles et

des cathéters représentent chacune une proportion marginale, avec une seule souche identifiée pour

chaque type (1,41 %, n=1). (Figure 28)
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Figure 28: Reépartition des souches BLSE+ en fonction des types de préléevements

3.1.3 Sensibilité aux antibiotiques des souches BLSE et des non BLSE

Les souches non productrices de BLSE (BLSE-) présentent une résistance totale a I'acide
clavulanique (100 %) et, dans leur majorité (80 %), au tazobactam. En revanche, parmi les souches
productrices de BLSE, 40 % sont sensibles a l'acide clavulanique (p=0,013) (Annexe 6-b) et 60 %
au tazobactam (p=0,058) (Annexe 6-c), révelant des différences statistiguement significatives par
rapport aux souches BLSE-.

Concernant les autres antibiotiques, 80 % des souches BLSE+ sont résistantes au
triméthoprime-sulfaméthoxazole (p=0,124), 66 % a la ciprofloxacine (p>0,9), et 49 % a la
gentamicine (p=0,173) sans différences significatives par rapport aux souches BLSE-. En revanche,
Cependant, une différence statistiquement significative est observée entre les souches productrices
et non productrices de BLSE concernant le taux de résistance a la céfoxitine (p<0,001) (Annexe 6-
d) et a I’ertapénem (p=0,008) (Annexe 6-e). Enfin, les souches BLSE+ présentent une résistance

plus faible a I'amikacine (7 %, p>0,9) par rapport aux souches non productrices de BLSE, qui sont

toutes sensibles.

Par ailleurs, environ 69 % des souches productrices de BLSE sont multirésistantes. Les taux
de résistance aux antibiotiques des souches productrices et non productrices de BLSE sont illustrés
dans la figure 29.
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Figure 29: Profil de résistance aux antibiotiques des souches BLSE et des non BLSE
AK : Amikacine ; AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; CHL : Chloramphénicol ; CIP :

Ciprofloxacine ; ERT : Ertapénéme ; FOX : Céfoxitine ; GEN : Gentamicine ; IMP : Imipeneme ;
NIT : Nitrofurantoine ; SXT : Triméthoprime-Sulfaméthoxazole ; TAZ : Pipéracilline + tazobactam.

3.1.4 Analyse moléculaire

Parmi les trois genes recherchés codant pour la BLSE (blaCTX-M, blaSHV et blaTEM), le
blaCTXM est le plus répandu, présent chez 70 souches, soit environ 85,37 % des isolats d'E-RC3G.
Le géne blaTEM vient en deuxieme position, détecté chez 57 souches (69,51%), tandis que le gene
blaSHV est le moins fréquent, identifié chez 29 souches (35,37%) (Figure 30). Les profils
électrophorétiques des génes blaCTXM, blaTEM, et blaSHV sont présentés dans les figures 31, 32 et
33, respectivement.
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Figure 30: Fréquence des génes BLSE chez les isolats E-RC3G
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Figure 31: Profil ¢lectrophorétique de I’amplification du géne blaCTX-M
M : Marqueur de taille de 100 pb, T+ : Temoin positif ; T- : Témoin négatif

M 223 100 730 38 660 107 K12 479 192 340 39 237 21 924 579

840 pb

.
.
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Figure 32: Profil électrophorétique de 1I’amplification du géne blaTEM
M : Marqueur de taille de 100 pb

76



Chapitre 111 : Résultats

M H1l H2 H3 H4 H6 C1 C2 C5 C6 H5 C4

1051 pb
. .

blaSHV

Figure 33: Profil ¢lectrophorétique de 1I’amplification du géne blaSHV
M : Marqueur de taille de 100 pb

3.2 Cephalosporinases AmpC

3.2.1 Analyse moléculaire

Les genes codant pour I'AmpC sont détectés chez 6 souches d'E. coli résistantes a la
céfoxitine (17,14%). Parmi celles-ci, le gene blaCMY est trouve chez 4 souches (trois provenant de
patients hospitalisés et une d'un patient externe), et le géne blaDHA est détécté chez 2 souches (une
provenant d'un patient hospitalisé et une d'un patient externe). Les résultats d’électrophorese des

génes blaDHA et blaCMY sont présentés respectivement dans les figures 34 et 35.

Figure 34: Gel d’¢lectrophorése obtenu aprés amplification des géne blaDHA
M : Marqueur de taille de 100 pb
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M H3 H4

Figure 35: Gel d’¢lectrophorése obtenu apres amplification des géne blaCMY
M : Marqueur de taille de 100 pb

3.3 Carbapénémases

Un total de 17 entérobactéries résistantes aux carbapénemes (CRE), et plus particulierement
a I’ertapénéme, a été sélectionné parmi les 82 E-RC3G pour une caractérisation a part. Parmi elles,
9 proviennent de I’hopital et 8 de laboratoires privés. Elles comprennent K. pneumoniae (n = 9), E.
coli (n =6), E. cloacae (n = 1) et P. mirabilis (n = 1). Parmi les 8 CRE issues des patients externes,
I'agent pathogene prédominant est K. pneumoniae (n = 6), tandis que chez les patients hospitalisés,
I'espece prédominante est E. coli (n = 5). Un pourcentage important des CRE (87 %) est détecté
chez des patients agés de 51 a 93 ans. Le pourcentage le plus important des isolats (64,7 %) est

associé aux infections des voies urinaires (67,71).

3.3.1 Sensibilité aux antibiotiques des isolats CRE

Les souches résistantes a l'ertapénéme présentent une résistance a tous les B-lactamines
testés, a I'exception de I'imipéneme, auquel 71 % sont résistantes. Un pourcentage élevé des CRE
est également résistant a la ciprofloxacine (82,35 %), au triméthoprime-sulfaméthoxazole (65 %) et
a moindre degré a la gentamicine (47,10 %). En revanche, I'amikacine reste active sur 76,47 % des
souches et la fosfomycine sur 70,53 % des souches. La colistine et le chloramphénicol se sont
révélés étre les agents les plus actifs sur le plus grand nombre de souches (88,24 %). Le

pourcentage de résistance des CRE est présenté dans la figure 36.
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De plus, les résultats de I'antibiogramme ont révélé que 64,71% des CRE sont
multirésistantes. En effet, outre leur résistance aux B-lactamines, ils résistent a trois autres classes
d'antibiotiques : sulfamides, fluoroquinolones et a au moins un des deux aminoglycosides testés
(Gentamicine ou Amikacine).

100%
900/0 820
80% 71%
65%
47% 47%
29%
24%
0% 12%  12%

0%
p-lac CIP IMP SXT GEN NIT
sauf
IMP Antibiotique

%

th & =
T I S
EE S

Taux de résistance des CRE
<
=

D oW &
I
S

[t
<
S

Figure 36:Taux de résistance aux antibiotiques des souches CRE

AK : Amikacine ; CHL : Chloramphénicol ; CIP : Ciprofloxacine ; COL : Colistine ; FOS :
Fosfomycine ; GEN : Gentamicine ; IMP : Imipenéme ; NIT : Nitrofurantoine ; SXT :
Triméthoprime-Sulfaméthoxazole ; B-lac sauf Imipenéme : B-lactamines sauf imipenem.

3.3.2 Tests phénotypiques
v Test Carba NP modifié (CNPm)
Parmi les 17 isolats résistants a l'ertapénéme, une majorité (n=15) a montré une capacité a
hydrolyser I'imipeneme, ce qui a entrainé I'acidification du milieu. Cette acidification a été indiquée
par le passage de la couleur de I'indicateur de pH (rouge de phénol) du rouge au jaune ou au jaune

orangé, et sont alors considérés productrices de carbapnénemase (Figure 37).
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Figure 37: Test Carba NP modifié positif
v Test a I’éthyléne-diamine-tétra-acétate (EDTA)
L'activité de I'ertapénéme ou du méropénéme est restaurée en présence de I'EDTA chez 13
isolats CRE. Ceci suggére qu'elles sont productrices de carbapénémase de type métallo-béta-

lactamase (MBL) et que cette enzyme est inhibée par I'EDTA (Figure 38).

Figure 38: Test a EDTA positif
EDTA : éthylene-diamine-tétra-acétate ; ETP : Ertapeneme.

v Test a I’acide boronique (Ab)

Ce test s’est avéré négatif pour I’ensemble des CRE, car I'ertapénéme ou le méropénéme ont
montré des diameétres d'inhibition réduits en présence et en absence d'acide boronique. Ce qui
signifie que ce dernier n'a pas affecté la résistance aux carbapénémes pour toutes les souches testées
et donc aucune des CRE n’est productrice de carbapénémase de la classe A d'Ambler appelée

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) (Figure 39).
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Figure 39: Résultat négatif du test a I’acide boronique
Ab : Acide boronique ; ERT : Ertapéneme ; MRP : Méropénéme.

3.3.3 Analyse moléculaire

Parmi les 15 souches productrices de carbapénemase, le géne blaNDM a été détecté chez 13
souches productrices de meétallo-béta-lactamase. Parmi celles-ci, huit sont issues de patients
hospitalisés (5 E. coli et 3 K. pneumoniae) et cing de patients externes (4 K. pneumoniae et 1 P.
mirabilis). En revanche, le géne blaOXA-48 a été identifié chez deux souches isolées des patients
externes (1 E. coli et 1 K. pneumoniae). Les autres genes cibles codant les carbapénémases
(blaKPC, blaVIM et blalMP) sont absents chez toutes les CRE.

Les profils obtenus apres électrophorése sur gel d’agarose des produits d’amplification des
génes de carbapénémase blaNDM et blaOXA-48 sont représentés par les figures 40 et 41,

respectivement.
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M H4 H9 H10H17 H31 H34 H13 H36 C31C32 C38 C36 C42 T+

Figure 40: Profil électrophorétique de 1I’amplification du géne blaNDM
M : Marqueur de taille de 100 pb

M C10 H3

1200pb—> ——

-
blaNDM

Figure 41: Gel d’¢lectrophorése obtenu apres amplification des génes blaNDM et blaOXA-48
M : Marqueur de taille de 100 pb

3.3.4 Séquencage des genes de carbapénémase

Les résultats du séquencage ont révélé que le variant blaNDM-5 est le plus prévalent, détecté
dans 7 isolats (6 K. pneumoniae et 5 E. coli), suivi de blaNDM-1, présent dans 6 isolats (5 K.
pneumoniae et 1 P. mirabilis). Contrairement a blaNDM-1 qui est détecté majoritairement chez
I’espéce K. pneumoniae, le blaNDM-5 prédomine chez E. coli (n=5) et moins fréquent chez K.

pneumoniae (n=1).

Parmi les 8 isolats de CRE provenant des patients hospitalisés, le gene blaNDM-5 est le plus
répandu, détecté chez 5 souches d'E. coli et 1 isolat de K. pneumoniae, suivi de blaNDM-1 ; présent
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chez 2 isolats de K. pneumoniae. A l'inverse, le blaNDM-1 est le plus répandu chez les souches
CRE provenant des patients externes, détecté chez 4 souches (3 K. pneumoniae et 1 P. mirabilis),
tandis que le blaNDM-5 est présent chez une seule souche de K. pneumoniae.

Deux autres génes de carbapénémase de type oxacillinase, blaOXA-48 et blaOXA-244, ont

été identifiés chez un isolat d'E. coli et un isolat de K. pneumoniae provenant de patients externes,
respectivement.

Les données détaillées des souches CRE, incluant les résultats des différents tests
phénotypiques et moléculaires, sont résumées dans le tableau 13.
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Tableau 13:Résultats de 1’analyse phénotypique et génotypique des entérobactéries résistantes aux carbapénemes (CRE)

CRE Source Espeéce Type de Tests phénotypiques Génes Carba Autres B-lactamase Profil de résistance

code Prélévement  CNPm EDTA Ab BLSE

H3 PH E. coli Urine + + - - blaNDM-5 blaTEM blaCMY AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT- CIP-SXT

H4 PH E. coli Urine + + - - blaNDM-5 blaTEM blaCMY AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-CIP-

SXT

H9 PH K. Pus + + - + blaNDM-1 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-AK-
pneumoniae blaSHV GEN-CIP-NIT-SXT-COL

H10 PH K. Pus + + - + blaNDM-1 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT- IMP-AK-
pneumoniae blaSHV GEN- CIP-NIT-FOS-SXT

H13 PH E. cloacae Pus - - - - / / AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT

H17 PH E. coli Urine + + - - blaNDM-5 blaTEM blaCMY AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ- ERT-CIP-SXT

H31 PH E. coli Pus + + - + blaNDM-5 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-CIP

H34 PH E. coli Urine + + - + blaNDM-5 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-CIP

H36 PH K. Urine + + - + blaNDM-5 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-
pneumoniae blaSHV GEN-CIP-NIT-SXT

C10 PE K. Pus + + - + blaNDM-1 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-AK-
pneumoniae blaSHV GEN-CIP-FOS-NIT-SXT

C31 PE K. Urine + + - + blaNDM-1 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-CIP-
pneumoniae blaSHV COL

C32 PE K. Urine + + - + blaNDM-1 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-AK-
pneumoniae blaSHV GEN-CIP-FOS-NIT-SXT

C36 PE K Urine + + - + blaNDM-5 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-
pneumoniae blaSHV GEN-CIP-FOS-CHL-SXT

C38 PE K. Urine - - - + / blaTEM blaSHV AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-
pneumoniae GEN-CIP-NIT

C42 PE P. mirabilis Pus + + - + blaNDM-1 blaCTXM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ-ERT-IMP-

GEN-CIP-NIT-CHL

C43 PE K. Urine + - - + blaOXA-244 blaCTXM blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX-CAZ- ERT
pneumoniae blaSHV

C44 PE E. coli Urine + - - - blaOXA-48 blaTEM AMP-AMC-TAZ-CZ-FOX-CTX- ERT-SXT

(+) : Test positif ; (-) : Test négatif ; Ab : Test a I’acide boronique ; BLSE : béta-lactamase a spectre étendu ; Carba : carbapénemase ; CNPm :
Test Carba NP modifié ; CRE : Entérobactéries résistantes aux carbapénémes ; EDTA : Test a l'acide éthylénediaminetétraacétique.
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3.4 Co-production de p-lactamase

Un total de 64 souches exprime plusieurs genes de béta-lactamase. Parmi elles, 39 souches

expriment deux génes, 18 en expriment trois, et 7 en expriment quatre.

Sur les 13 souches productrices de carbapénémase de type NDM, 10 sont coproductrices de
BLSE, dont 7 K. pneumoniae, 2 E. coli et 1 P. mirabilis. Parmi ces souches, Sept K. pneumoniae
coexpriment les trois génes blaCTX-M, blaSHV et blaTEM; deux souches d'E. coli coexpriment les
génes blaCTX-M et blaTEM, et une souche P. mirabilis coexprime uniquement le géne blaCTX-M.
Les trois souches restantes d’E. coli produisant le NDM sont coproductrices dAmpC et
coexpriment les genes blaCMY et blaTEM.

Les deux souches productrices de carbapénémase de type OXA-48 sont également
coproductrices de BLSE : I'une, K. pneumoniae, coexprime les trois genes blaCTX-M, blaSHV et

blaTEM, tandis que l'autre, E. coli, n'exprime que le géne blaTEM.

Les trois genes blaCTX-M, blaTEM et blaSHV coexistent chez 11 souches, dont 2 E. coli et
9 K. pneumoniae. Deux souches d'E. coli coproductrices d’AmpC et de BLSE, coexpriment les
génes blaDHA et blaCTX-M, l'une d'elles exprime également le géne blaTEM. Seize souches
expriment un seul des trois génes, blaCTX-M, blaSHV ou blaTEM. Deux souches n'expriment
aucun des genes de PB-lactamase testés. Le tableau 14 résume I’ensemble des génes codant les f-

lactamases coexistants chez I’ensemble des E-RC3G.
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Tableau 14: Genes de B-lactamases coexistants chez les entérobacteries résistantes aux C3G

Carbapénemase BLSE AmpC
bla bla bla bla bla bla bla N % Espece
NDM  OXA-48 CTX-M TEM SHVY  CMY DHA
+ + 27 32,9 24 E. coli,1K. pneumoniae, 2 E. cloacae
+ 14 17,07 11 E. coli,1 Salmonella spp., 1 E. cloacae,
1 K. pneumoniae
+ + + 11 13,41 2 E. coli, 9 K. pneumoniae
n + + + 6 7,5 K. pneumoniae
+ + 5 7,32 K. pneumoniae
+ + 4 4,88 K. pneumoniae
+ + + 3 3,66 E.coli
+ + + 2 243 E.coli
+ + + + 1 1,21 K. pneumoniae
+ + + 1 1,21 E. coli
+ + + 1 1,21 E.coli
+ + 1 1,21 E.coli
+ + 1 1,21 P. mirabilis
+ + 1 1,21 E.coli
+ 1 1,21 S, marcescens
+ 1 1,21 E. coli
- 2 243 E. cloacae, K. pneumoniae
Total : 82 100

N : Nombre de souches ; + : Présence du géne ; - : Aucun des génes testés.
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4  Etude de la résistance a la colistine
4.1 Résultat de la CMI

La méthode de dilution des disques de colistine a révélé que trois souches de K.
pneumoniae sont résistantes a la colistine (CMI = 4 pg/ml). Deux de ces souches proviennent de
patients hospitalisés et une d'un patient externe. De plus, I'une de ces souches produit de la BLSE,
tandis que les deux autres coproduisent de la BLSE et de la carbapénemase. La méthode de
microdilution en bouillon confirme la CMI de ces trois souches résistantes a la colistine. Les

résultats obtenus par les deux méthodes sont présentés dans la figure 42.

CMI= dpg/ml

Figure 42: Résultat de 1’évaluation de la CMI de la colistine.
A : Méthode de dilution des disques de colistine. B : Méthode de micro dilution en bouillon.

4.2 Analyse moléculaire

Le géne mcr-1 est absent chez les trois souches de K. pneumoniae résistantes a la colistine

(CMI = 4 pg/ml), dont deux sont productrices de carbapénémase et une est positive pour la BLSE.
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5 Caractérisation moléculaire des souches d’Escherichia coli des patients hospitalisés et

des patients externes

Un total de 42 souches d'E. coli ont été caractérisees par génotypage, phylogroupage et
analyse de la virulence. Parmi elles, 22 proviennent de patients externes ;21 d'urine (5,45 %) et
une souche de pus (4,55 %), et 20 de patients hospitalisés ; 10 d'urine (50 %), 9 de pus (45 %) et
une souche de sang (5 %).

5.1 Génotypage

Les souches ont été génotypées en utilisant 'ERIC-PCR qui a généré des bandes de taille
allant d'environ 100 pb & 3000 pb, la majorité allant d'environ 270 pb & 400 pb (Figure 43 A). A
une distance génétique de 0,6 (60 % de similarité génétique), I'analyse du dendrogramme a montré
7 clusters (A, B, E, G, 1, J, K) incluant chacun au moins 2 isolats (Figure 43 B) et 5 singletons (C:
C34; D: C22; F: H16; H: H25; L: H24), ce qui indique des isolats présentant des profils
particuliers. Le génotypage a permis donc de regrouper les isolats d’E.coli sans révéler de
divergence génotypique majeure entre les souches des patiens hospitalisés et celles des patients

externes.
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Figure 43: Profils ERIC-PCR des isolats sur gel d'agarose
(A) et le dendrogramme classifiant les souches d'E. coli en clusters selon leur degré de similitude

(B)
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5.2 Phylogroupage

L'analyse de la distribution des phylogroupes, réalisée a l'aide de la méthode de
phylogroupage revisitée de Clermont, a révélé que la majorité des isolats d'E. coli appartiennent au
phylogroupe B2 (n = 15), suivi des phylogroupes A (n = 12) et E (n = 7). Les phylogroupes F (n =
3), B1 (n = 3), et D (n = 2) sont les moins représentés. Le genotype quadruplex obtenu pour
chaque souche a permis de préciser cette répartition (Figure 44).

40% n=15
35%
n=12
e 30%
Eﬁ 25%
s 20% n=7
S 150
g 15% A A
& 10% - - =2
B 0s
0%
B2 A E B1 F D
Phylogroupe

Figure 44: Distribution des phylogroupes des isolats d'E. coli
Une forte prévalence des isolats du phylogroupe B2 a été observée chez les patients
externes (9 sur 22 ; 40,91%), suivie par le phylogroupe E (6 sur 22 ; 27,27%). A l'inverse, les
souches isolées chez les patients hospitalisés appartenaient principalement au phylogroupe A (10
sur 20 ; 50 %), suivies par le phylogroupe B2 (6 sur 20 isolats ; 30%) (Tableau 15).

Tableau 15:Distribution des phylogroupes parmi les souches d'E. coli des patients hospitalisés et
des patients externes

Phyl %
Souches ylogroupes n(%o)

bactériennes

B2 (n=15) D (n=2) A (n=12) B1(n=3) E (n=7) F (n=3)

E. coli des PE

(n=22) 9(40,91%) 01 (4,55%) 2(9,09%) 1(4,55%) 6 (27,27%) 3 (13,64%)
E. coli des PH

(n=20) 6 (30%) 01(5%) 10 (50%) 2 (10%) 01 (5%) 0 (0%)

n = nombre ; PE : Patients externes ; PH : Patients hospitaliseés.
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Les souches d'E. coli du phylogroupe pathogéne B2 chez les patients externes (PE)
montrent une résistance de 100 % a la ciprofloxacine et au triméthoprime-sulfaméthoxazol, et sont
toutes multirésistantes. En revanche, les souches des patients hospitalisés (PH) du méme
phylogroupe présentent également une resistance de 100 % a la ciprofloxacine, mais une
résistance plus faible de 66,7 % au triméthoprime sulfaméthoxazol et 66,7 % d'incidence de

multirésistance.

Les souches des PH appartenant au phylogroupe commensal A (n=10) affichent des
résistances élevées a plusieurs antibiotiques : amoxicilline-clavulanique (70 %), piperacilline-
tazobactam (60 %), céfoxitine (50 %), céftazidime (90 %), ciprofloxacine (80 %),
sulfaméthoxazole-triméthoprime (80 %) et a moindre degré ’ertapénem (30 %), avec 80 % ayant
un profil MDR. Il est a noter que la majorité des souches résistantes aux carbapénémes ont été
trouvées parmi les phylogroupes commensaux B1 et A, chez les patients hospitalisés (Tableau 16).

Tableau 16:Prévalence et distribution phylogénétique de la résistance aux antibiotiques chez E.
coli des patients hospitalisés et des patients externes.

E. coli des PE (n=22) ; n (%) E. coli des PH (n=20) ; n (%)
ATB B2(=9) A((=2) Bl(n=1) D (n=1) E (n=6) B2 (n=6) A(n=10) Bl1(n=2) D ((n=1) E (n=1)
AMC 6 2 0(0%) 1(100%) 2 2 7(70%) 2 1 1
(66,67%)  (100%) (33,33%) | (33,33%) (100%)  (100%) (100%)
TAZ 2 2 0(0%) 1(100%) 2 1 6 (60%) 2 0(0%) 0 (0%)
(22,22%)  (100%) (33,33%) | (16,7%) (100%)
FOX 2 0(0%) 0(0%) 0(0%) 2 0 (0%) 5(50%) 2 1 0 (0%)
(22,22%) (33,33%) (100%)  (100%)
CAZ 8(889%) 1(50%) O0(0%) 1(100%) 3(50%) |4 9(90%) 2 1 1
(66,7%) (100%)  (100%) (100%)
ERT 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1(16,7%) | 0 (0%) 3(30%) 2 0(0%) 0 (0%)
(100%)
IMP 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(10%) 2 0(0%) 0(0%)
(100%)
AK 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
GEN 7 0(0%) 1 1 1(16,7%) | 4 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1
(77,78%) (100%)  (100%) (66,7%) (100%)
CIP 9 (100%) 1(50%) 1 1(100%) 2 6 (100%) 8 (80%) 2 1 1
(100%) (33,33%) (100%)  (100%) (100%)
NIT 1 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(10%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
(11,11%)
CHL 1(10%) 0(0%) 1 0 (0%) 2 0 (0%) 1(10%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
(100%) (33,33%)
FOS 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 1 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
(16,7%)
SXT  9(100%) 1(50%) 1 1(100%) 5 4 8(80%) 0(0%) 0(0%) 1
(100%) (83,33%) | (66,7%) (100%)
MR 9(100%) 0(0%) 0(0%) 1(100%) 2 4(66,7%) 8(80%) O0(0%) 0(0%) 1
(33,33%) (100%)

ATB : Antibiotique ; AMC : Amoxicilline acide clavulanique ; AK : Amikacine ; CAZ :
Ceftazidime ; CHL : Chloramphénicol ; ERT : Ertapéneme ; FOS : Fosfomycine ; FOX :
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Céfoxitine ; GEN : Gentamicine ; IMP : Imipénéme ; MR : Phénotype de multi-résistance ; NIT :
Nitrofurantoine ; PE : Patient externe ; PH : Patient hospitalisé ; SXT : Triméthoprime
sulfaméthoxazole ; TAZ : Pipéracilline tazobactam.

5.3 Virulence des E. coli

L'analyse des facteurs de virulence a révélé une prévalence plus élevée de la plupart des
genes de virulence chez les souches d'E. coli provenant des patients externes. Les scores des
facteurs de virulence, indiquant le nombre de genes de virulence présents dans chaque souche,
montrent que 13 (59,1 %) des souches des patients externes ont un score > 7, contre 9 (45 %) des
souches des patients hospitalisés (Tableau 17).

Tableau 17: Scores des facteurs de virulence des isolats d'E. coli des patients hospitalisés et des
patients externes

Souches Score des facteurs de virulence

[2-5] [6-9] [10-13]
E. coli des PH (n=20) 10 3 7
E. coli des PE (n=22) 7 7 8

PH : Patients hospitalisé ; PE : Patients externe
v Genes codant pour les systéemes d’acquisition du fer

Parmi les differents génes de virulence recherchés, les plus fréquents sont ceux codant pour
les systemes d'acquisition du fer : fyuA détecté chez 38 souches (90,48 %), suivi de feoB chez 35
souches (83,33 %), irp2 chez 33 souches (78,57 %) et chuA chez 27 souches (64,29%). Le gene
fyuA est particulierement plus fréquent parmi les souches des patients hospitalisés (100 % contre
81,82 % pour les patients externes ; p = 0,045), tandis que le géne chuA est statistiquement associé
aux isolats de patients externes (82,61 % contre 38,10 % ; p= 0,002). En revanche, les génes feoB

et irp2 ne montrent aucune différence significative entre les souches des deux groupes (Figure 45).
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Figure 45: Prévalence des genes codant les systémes d'acquisition de fer chez les souches d’E.

coli des patients hospitalisés et des patients externes

* : Différence statistiquement significative dans la prévalence des génes chuA (p = 0,002) et fyuA
(p = 0,003) entre les E. coli des patients hospitalisés (PH) et patients externes (PE).

v Genes codant pour les toxines

Parmi les genes codant pour des toxines, le géne traT est le plus fréquent parmi les souches
d'E. coli étudiées, avec une prévalence de 71,43 %. Les génes malX et cnfl sont plus fréquents
chez les souches des patients externes, en particulier cnfl (22,73 % contre 5 %). Cependant, le
géne traT est plus courant chez les isolats de patients hospitalisés (85 % contre 59,09 % pour les
patients externes). Le géne hlyA est le moins fréquent (4,55 % chez les patients externes contre 0
% chez les patients hospitalises). En revanche, les différences observées pour tous ces génes ne

sont pas statistiquement significatives (p > 0,05) (Figure 46).
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Figure 46: Prévalence des génes codant les toxines chez les E. coli des patients hospitalisés et des

v" Genes codant pour les adhésines

patients externes

Parmi les génes analysés associés a I'adhésion, le géne yadN est le plus fréquent, étant

présent chez 71,43 % des souches d'E. coli. Les genes papC, papG et papAH sont plus courants

chez les souches provenant de patients externes, mais cette différence n'est pas statistiquement

significative (p > 0,05). En revanche, le géne yadN est significativement plus présent chez les

souches des patients externes par rapport a celles des patients hospitalisés, (90,91 % contre 50 %,

p = 0,003) (Figure 47).
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Figure 47: Prévalence des genes codant les adhésines chez les E. coli des patients hospitalisés et

des patients externes

* : Différence statistiquement significative dans la prévalence du gene yadN entre les E. coli des
patients hospitalisés (PH) et patients externes (PE) (p= 0,003).

v Genes codant pour les protecines

Les génes codant pour les protectines, tels que kpsMT |1 et ompT, sont plus fréquents chez
les souches d’E. coli provenant des patients externes comparativement a celles des patients
hospitalisés (59,09 % contre 35 % pour kpsMT 1I, et 59,09 % contre 55 % pour ompT).

Cependant, ces différences ne sont pas statistiquement significatives (p > 0,05) (Figure 48).
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Figure 48: Prévalence des genes codant les protectines chez les E. coli des patients hospitalises et
des patients externes
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v Relation entre virulence et phylogroupage

Les souches du phylogroupe B2 sont les plus virulentes par rapport aux autres
phylogroupes, avec une forte prévalence des génes de virulence. Les genes pap C/G/AH (p <
0,001), chuA (p = 0,003), kpsMT Il (p < 0,001) et ompT (p < 0,001) sont présents chez plus de 88
% des isolats B2, avec des valeurs statistiqguement significatives. En revanche, les phylogroupes A
et B1 présentent des fréquences beaucoup plus faibles pour ces mémes genes. Les souches B2 se
distinguent également par la présence notable du gene malX (p < 0,001), absent chez les souches
des autres phylogroupes, avec une différence également statistiquement significative (Tableau 18).
(Annexe 6 -6 1).

Tableau 18: Distribution des génes de virulence selon les phylogroupes

B2 (n=15) A (n=12) B1 (n=3) D (n=2) E (n=7) F (n=3)

n(%) n(%o) n(%) n(%) n(%o) n(%)

malX 11 (73%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%) 0 (0%)
traT 12 (80%) 8 (67%) 2 (67%) 1 (50%) 5 (71%) 2 (67%)
hlyA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (14%) 2 (67%)
cnfl 4 (27%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (67%)
papC 13 (88%) 1(8%) 0 (0%) 2 (100%) 2 (29%) 0 (0%)
papG 13 (88%) 1(8%) 0 (0%) 1 (50%) 2 (29%) 1 (33%)
yadN 13 (88%) 2 (17%) 3(100%) 2 (100%) 7 (100%) 3100%)
papAH 13 (88%) 1(8%) 0 (0%) 2 (100%) 1 (14%) 1 (33%)
feoB 14 (93%) 10 (83%) 2 (67%) 2 (100%) 7 (100%) 0 (0%)
fyuA 14 (93%) 6 (50%) 3(100%) 2 (100%) 4 (57%) 3 (100%)
chuA 14 (93%) 2 (17%) 0 (0%) 2 (100%) 7 (100%) 2 (67%)
irp2 14 (93%) 8 (67%) 2 (67%) 2 (100%) 6 (86%) 1 (33%)
kpsMT Il 13 (88%) 5 (42%) 0 (0%) 1 (50%) 5 (71%) 1 (33%)
ompT 14 (93%) 6 (50%) 2 (67%) 2 (100%) 3 (43%) 2 (67%)
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Les souches du phylogroupe B2, qu'elles proviennent de patients externes ou de patients
hospitalisés, ont présenté le plus grand nombre de génes de virulence comparativement aux
souches des autres phylogroupes. Parmi les 15 souches appartenant au phylogroupe B2, 13
hébergent plus de 8 génes, et 40 % (6) portent 12 ou 13 génes (Tableau 19).

Tableau 19: Prévalence des génes de virulence chez les E. coli du phylogroupe B2

traT hlyA malX cnfl papC papG yadN papAH feoB fyuA chuA irp2 kpsMT ompT ScoreV

13
12
9
13
3
12
12
11
12

11
10
11
11
11
7

n 12 0 11 4 13 13 13 13 14 14 14 14 13 14

Case vide : Présence du géne de virulence ; Case noire : Absence de géne de virulence ; Score V :
Nombre des génes par souche (Score de virulence) ; n : Nombre de souches positives pour chaque
géne ; PE : E. coli du phylogroupe B2 des patients externes ; PH : E. coli du phylogroupe B2 des
des patients hospitalises.

v" Relation entre virulence et multirésistance

L'évaluation de l'association entre la présence des génes de virulence et la multirésistance
des souches E. coli a confirmé que seuls les génes d'adhésion papC et papG sont significativement
associés aux souches multirésistantes, présents chez 55,56 % des E. coli multirésistantes et 20 %

des souches non multirésistantes (p = 0,026) (Tableau 20). (Annexe 6-m et 6-n)
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Tableau 20: Distribution des facteurs de virulence parmi les E. coli multirésistantes et non

MR Non-MR Valeur p
Génes de virulence
(n=27) ,n(%) (n=15) ,n(%)

traT 18 (66,67%) 12 (80%) 0,485

hlyA 1(3,7%) 0 (0%) 0,451
Toxines malX 11 (40,74%) 2 (13,33%) 0,089

cnfl 5 (18,52%) 1 (6,67%) 0,395

papC 15 (55,56%) 3 (20%) 0,026
Adhésines papG 15 (55,56%) 3 (20%) 0,026

yadN 17 (62,96%) 13 (86,67%) 0,158

papAH 15 (55,56%) 4 (26,67%) 0,071

feoB 22 (81,48%) 13 (13,33%) 0,686
Systéme

fyuA 26 (96,30%) 12 (80%) 1,22
d’acquisition
de f chuA 17 (62,96%) 10 (66,67%) 0,816

e fer

irp2 20 (74,07%) 13 (13,33%) 0,451
Protectines kpsMT Il 13 (48,15%) 7 (46,67%) 0,927

ompT 16 (52,25%) 8 (53,33%) 0,710

MR : Multirésistantes ; Non-MR : Non-multirésistantes
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Chapitre IV : Discussion

La résistance aux antibiotiques est une menace croissante pour la santé mondiale,
responsable de plus de 700 000 déceés par an. Les prévisions des Nations Unies indiquent que
ce nombre pourrait atteindre 10 millions par an d'ici 2050, dépassant les taux de mortalité des
principales maladies non transmissibles telles que le cancer, le diabéte et les maladies
cardiaques (Balbina J Plotkin et al., 2022; Bassetti et al., 2017; O’Neill, 2016).

Le dernier rapport de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) de 2024 a classé les
entérobactéries résistantes aux B-lactamines, en particulier aux céphalosporines de troisiéme
génération (C3G) et aux carbapénémes, comme urgence de premiére catégorie (groupe
critique). Cette classification reflete la menace élevée pour la santé publique en raison des
traitements limités disponibles, de la forte morbidité et mortalité, des tendances croissantes de
résistance aux antibiotiques, et du manque de nouvelles options thérapeutiques. Les infections
causées par ces pathogenes sont particulierement difficiles a prévenir, hautement
transmissibles, et peuvent présenter des mécanismes de résistance globaux ainsi que des
souches multirésistantes dans certaines populations ou régions géographiques (WHO, 2024).
Face a cette situation, une réponse urgente et coordonnée est nécessaire pour contenir cette

menace croissante et éviter une crise mondiale.

Notre étude se concentre sur la caractérisation phénotypique et génotypique des
entérobactéries résistantes aux C3G isolées dans les établissements de santé de la wilaya de
Skikda, & savoir les hopitaux et les laboratoires privés. En s’appuyant sur des études
antérieures ayant adopté une approche similaire (Benammar et al., 2017; Dziri et al., 2019;
Gramundi et al., 2023; Nurjadi et al., 2023), cette recherche vise a approfondir les
connaissances existantes et a combler les lacunes en analysant spécifiguement les isolats
provenant des patients hospitalisés ainsi que des patients non hospitalisés. Cette
caractérisation inclut I'analyse des mécanismes de résistance aux [-lactamines, le génotypage,

le phylogroupage et I'évaluation de la virulence.

Les isolats provenant de I'hopital sont attribués aux patients hospitalisés, tandis que

ceux provenant de laboratoires prives sont considérés comme provenant de patients externes.

Dans la présente étude, nous avons collecté 82 souches d'entérobactéries résistantes
aux céphalosporines de troisieme génération (E-RC3G), dont 37 provenant de I'hépital et 45
de laboratoires privés. Ces résultats corroborent les observations de plusieurs études
antérieures (Bhandari et al., 2024; Biguenet et al., 2023; Rhim et al., 2022; Stevanin et al.,
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2023; Wang et al., 2020), indiquant que les infections a E-RC3G se manifestent a la fois dans

les milieux communautaires et hospitaliers.

Nos résultats confirment la prédominance d’E. coli , suivie de K. pneumoniae et sont
en accord avec les observations sur la prévalence de ces espéces parmi les isolats cliniques
résistants a de nombreux antibiotiques (Hamprecht et al., 2016; Jalil et al Atbee, 2022). Un
rapport de I'OMS sur 22 pays a également souligné un taux élevé de résistance, avec ces deux
bactéries parmi les plus fréquentes (Mansouri et al., 2019). De plus, de nombreuses études ont
souligné que E. coli est I'un des principaux agents pathogénes humains responsables d'une
variété d’infections nosocomiales et communautaires (Al-Mayahie et al Kuriashy, 2016;
Boutefnouchet et al., 2024; Gramundi et al., 2023; Jeanvoine et al., 2020; Joachim et al.,
2023; D. S. Lee et al., 2018; Nabti et al., 2019; Thibaut et al., 2014; Toval et al., 2020).

La prévalence des E-RC3G dans notre hépital durant la période d'étude était de 23,87
%. Ce taux est comparable a celui rapporté par Aouf et al.(2018), qui ont observé 23 % de
souches de Klebsiella pneumoniae et 5,66 % de souches d'Escherichia coli résistantes au
céfotaxime, isolées a partir de patients hospitalisés et non hospitalisés a 1’Hopital
Universitaire de Benimessous a Alger. Il est également similaire a ceux rapportés dans
d'autres régions du monde, notamment au Maroc (21,8 %), en Australie (24,5 %), au Brésil
(26 %) et en Italie (23 %) (Belouad et al., 2023; Oliveira et al., 2015; Stevanin et al., 2023;
Stewart et al., 2018). Cette convergence souligne que notre région fait face a des défis
similaires en matiere de résistance aux C3G en milieu hospitalier. Cependant, une étude plus
récente réalisée a Batna a rapporté un taux plus élevé d’E-RC3G (38,1 %) (Benammar et al.,
2022). Ce qui pourrait refléter des variations locales dans les pratiques de prescription
d'antibiotiques, les populations étudiées ou les méthodologies utilisées. Enfin, la
détermination de cette prévalence dans les laboratoires privés n'a pas été possible en raison
des difficultés a collecter toutes les entérobactéries isolées dans ces laboratoires durant la

période de I'étude.

L'admission a I'hépital et I'exposition antérieure aux C3G sont des facteurs de risque
importants contribuant a I'émergence des E-RC3G, en particulier a la cefotaxime (Lee et al.,
2014). Ce médicament est couramment prescrit pour traiter diverses infections séveres, tant
nosocomiales que communautaires, lorsque la pénicilline est inefficace. Il est utilisé pour les

infections des voies respiratoires inférieures, des voies urinaires, des os et des articulations, de
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la peau, ainsi que pour les infections génitales. De plus, la cefotaxime est recommandée en
association avec d'autres antibiotiques pour le traitement des infections intra-abdominales,
telles que la péritonite, les infections du systeme nerveux central comme la méningite aigué,
ainsi que la septicémie et I'endocardite (Adegoke et al., 2020). En paralléle, la recrudescence
des E-RC3G dans les pays africains est également due a la consommation abusive et
excessive des C3G pour le traitement des infections bactériennes et pour la prophylaxie post-
chirurgicale. Ce mauvais usage est aggravé par la vente non réglementée et la consommation
généralisée de ces antibiotiques sans prescription médicale. D'autres facteurs incluent
I'absence de stratégies de surveillance des antibiotiques et l'insuffisance des ressources

humaines et des soins de santé (Asogwa, 2018).

En Algérie, la prévalence des E-RC3G chez les personnes non hospitalisées est encore
méconnue, les études se concentrent principalement sur les milieux hospitaliers. Néeanmoins,
cette résistance a été observée dans diverses sources communautaires indépendantes des
établissements hospitaliers, telles que les animaux, les aliments et I'environnement. Les E-
RC3G ont été trouvées dans des échantillons de sol et d'eau a Béjaia (Djenadi et al., 2018),
ainsi que dans des fruits et légumes frais provenant des marchés locaux (Mesbah Zekar et al.,
2020). Elles ont également été détectées dans des poulets de chair (Yaici et al., 2017), dans
des sandwichs achetés dans les rues de la ville (Yaici et al., 2017), et dans des échantillons de
sol et d'eau d'irrigation prélevés dans des fermes de la région (Mesbah Zekar et al., 2020).
Dans I'Est de I'Algérie, a Souk Ahras, Tebessa et Oum el Bouaghi, ces souches ont été
identifiées dans des prélevements rectaux de bovins (Barour et al., 2019). A Alger, elles ont
été retrouvées dans la viande de beeuf hachée fraiche mise en vente (Rebbah et al., 2018) ainsi
que dans l'eau de mer (Alouache et al., 2014). A partir de tout cela, on estime que
I'environnement (sols ou eau), les animaux ou l'alimentation sont des sources de
contamination probables de I'homme et peuvent contribuer a la propagation communautaire
des E-RC3G en Algérie. Cette hypothese est renforcée par les résultats d'une étude menée par
Djeffal et al . (2017) qui a rapporté que les souches Salmonella résistantes a la céfotaxime
humaines et aviaires étaient génétiqguement liés (avaient méme ST), suggérant une origine
commune (Djeffal et al., 2017). La monnaie pourrait également servir de véhicule des agents
pathogénes, assurant ainsi leur transmission (Akoachere et al., 2014). Ceci est renforcé par les
résultats d’une étude récente menée a Batna, qui a confirmé 1'existence de bactéries résistantes
a la céfotaxime, notamment E. cloacae et E. coli, dans le dinar algérien provenant des
vendeurs de produits alimentaires (Bendjama et al., 2020). De plus, les moyens de transport
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peuvent etre une source potentielle de contamination bactérienne dans les communautés,
ajoutant ainsi un autre vecteur possible pour la propagation des E-RC3G (van der Bij et
Pitout, 2012; Yao et al., 2022). Il convient aussi de noter que la résistance aux C3G est
généralement le résultat de la production de B-lactamase, principalement BLSE ou AmpC, qui
sont souvent a médiation plasmidique : leurs genes sont principalement localisés sur des
plasmides, qui peuvent diffuser facilement entre bactéries et se propager suite a un transfert

horizontal et surtout via conjugaison (Mir et al., 2016; Mgller et al., 2017).

Notre étude a révélé qu'un pourcentage significatif des E-RC3G provient des urines
(n=55, 67,07%), dont 18 isolats (32,73%) de patients hospitalisés et 37 isolats (67,27%) de
patients externes. Parmi ces isolats, E. coli représente 61,82% (34/55), suggérant son
implication dans les infections urinaires d'origine communautaire et hospitaliére. Ces
observations sont soutenues par de nombreuses études soulignant E. coli comme le pathogéne
prédominant causant les linfections des voies urinaires (I\VVU) entérobactériennes (Aouf et al.,
2018; Aziz et al., 2023; Chaudhary et al., 2023; Farfour et al., 2022; Nabti et al., 2019;
Yahiaoui et al., 2015; Zagaglia et al., 2022), et corroborent la littérature qui identifie E. coli
comme responsable de 74,64% des IVU a entérobactéries, dont 80-90% des IVU
communautaires et 40% des 1VU nosocomiales (Alfaresi et al., 2019). De plus, la majorité
des isolats de notre étude impliqués dans les IVU ont été obtenus chez des sujets féminins,
une tendance observée dans de nombreuses études (Ait-Mimoune et al., 2022; Aouf et al.,
2018; Benmoumou et al., 2023; Bousbia, 2022; Lee et al., 2018). La vulnérabilité des femmes
aux 1VU peut étre attribuée a des facteurs anatomiques, tels que la longueur plus courte de
I'urétre féminin, ce qui facilite I'acces des bactéries pathogenes a la vessie, La vulnérabilité
des femmes aux infections des voies urinaires (IVU) peut étre attribuée a des facteurs
anatomiques, tels que la longueur plus courte de l'urétre féminin, facilitant ainsi l'acces des
bactéries pathogénes a la vessie, favorisé par la mobilité de ces bactéries. De plus, la
proximité de l'anus des voies urogénitales augmente le risque de contamination par des
bactéries d'origine intestinale (Czajkowski et al., 2021; Ramos et al., 1996). Environ la
moitié des femmes auront au moins une infection urinaire au cours de leur vie, et un tiers
nécessiteront un traitement antibiotique pour plus d'un épisode avant I'age de 24 ans (Foxman,
2002). 1l convient également de noter que la majorité des souches isolées a I'hopital
proviennent des patients admis au service d'urologie. Cette prévalence élevée des isolats dans
ce service peut expliquer la fréquence accrue des infections urinaires observée dans notre
étude.
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Notre étude révele des profils de résistance comparables entre les souches
hospitalieres et communautaires pour la plupart des antibiotiques testés. Cette homogénéité
des profils de résistance peut étre attribuée aux mouvements des patients et a la transmission
des souches résistantes entre les milieux hospitaliers et communautaires, ainsi qu'aux
pratiques de prescription d'antibiotiques (Gupta et al., 2002; Jara et al., 2021; Rosana et al.,
2023). Cependant, une exception a été observée pour la gentamicine, avec une résistance
significativement plus élevée chez les patients externes, en accord avec les résultats de
précédentes études (Akhter et Rizwan, 2021; Frisbie et al., 2022; Gajdacs et Urban, 2019), ce
qui pourrait étre dd a une utilisation moins surveillée dans les milieux communautaires. De
plus, les taux élevés de résistance aux fluoroquinolones (ciprofloxacine) et au triméthoprime-
sulfaméthoxazole chez les entérobactéries provenant de patients hospitalisés et non
hospitalisés sont en accord avec les résultats des études antérieures (Cantdon et Ruiz-
Garbajosa, 2011; Nabti et al., 2019; Zurfluh et al., 2015). Cette résistance peut étre attribuee a
la surprescription, a l'usage inapproprié et a lI'automédication de ces antibiotiques, entrainant
une forte pression sélective. De plus, la capacité des entérobactéries a échanger des genes
contribue significativement a la propagation de la résistance (Joseph et al., 2023). La
susceptibilité accrue des deux souches de I’hopital et des laboratoires privés a I'amikacine et a
la fosfomycine, ainsi que leur faible résistance au chloramphénicol et a la nitrofurantoine, a
été confirmée par des rapports antérieurs (Cho et al., 2015; Graf et al., 2023; Park et al.,
2023). Ces résultats suggérent que ces antibiotiques pourraient constituer des alternatives
appropriées pour traiter les infections résistantes aux C3G dans les milieux hospitaliers et
communautaires. Enfin, le taux élevé de sensibilité a la colistine chez les souches des deux
groupes peut étre attribué a son utilisation limitée en thérapie humaine en Algérie, ou elle est
plus couramment prescrite pour la prévention et le traitement des infections & Enterobacteries

chez les animaux (Hamame et al., 2022; Kempf et al., 2016).

Dans la présente etude les isolats de K. pneumoniae montrent une résistance accrue a
une large gamme d'antibiotiques par rapport a E. coli, a savoir a l'amikacine, la
nitrofurantoine, l'ertapénem, l'imipénem, la céfoxitine, la gentamicine, I'amoxicilline/acide
clavulanique et la ceftazidime. Ces observations sont corroborées par de nombreuses études
récentes, qui démontrent que K. pneumoniae présente une résistance supérieure a celle de E.
coli (Maveke et al., 2024; Seguni et al., 2023). La capacité de K. pneumoniae a transférer des
genes de résistance via des vésicules membranaires externes et des plasmides pourrait
renforcer sa résistance a divers antibiotiques (Wang et al., 2022). Par ailleurs, au cours de la
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pandémie de COVID-19, une augmentation de la résistance aux antibiotiques a été observée
chez K. pneumoniae, notamment a la gentamicine et a la ceftriaxone, en partie due a
I'utilisation accrue d'antibiotiques pour traiter des infections bactériennes secondaires (Lubad
etal., 2023).

Dans notre étude, la plupart des souches résistantes a la céfotaxime étaient
productrices de BLSE. Ce constat, conforme aux résultats des études de Hamprecht et al.
(2016) et Benammar et al . (2017), qui indiquent que la production de BLSE est le principal
mécanisme de résistance aux C3G. Cette constatation renforce I'hypothése selon laquelle la
résistance aux C3G, en particulier a la céfotaxime, sert de marqueur substitut approprié pour
identifier les souches produisant des BLSE (Nachimuthu et al., 2020; Wang et al., 2015a).
De plus, parmi les trois génes BLSE ciblés (blaCTX-M, blaSHV, blaTEM), le blaCTX-M est le
plus prévalent, présent chez 85 % des isolats, ce qui est en accord avec plusieurs études
antérieures (Dziri et al., 2019; Hamprecht et al., 2016; Nedjai et al., 2012; Ogbolu et al.,
2018). Les génes blaCTX-M, principaux membres de la famille des BLSE, jouent un réle
crucial dans la résistance aux C3G et C4G (Livermore, 2012; Nachimuthu et al., 2020;
Rossolini et al., 2008). Leur impact significatif sur la céfotaxime par rapport a la ceftazidime

soutient également nos constatations (Edelstein et al., 2003).

Dans notre étude, une faible fréquence des génes d’AmpC, détectés chez seulement
sept souches d'E. coli, dont cinq portaient blaCMY et deux blaDHA. Ce constat est en accord
avec les résultats d'Obeng-Nkrumah et al. (2023), qui ont trouvé que parmi les 362 souches
résistantes aux C3G, 98 % étaient productrices de BLSE de type CTX-M, tandis que
seulement 9 isolats (1,2%) portaient les genes d'AmpC (blaDHA ou blaCMY) (Obeng-
Nkrumah et al., 2023). De plus, plusieurs études antérieures menées en Algérie ont confirmé
que parmi les génes codant pour I’AmpC, le blaCMY est le plus fréquent, suivi du blaDHA,
chez les entérobactéries cliniques isolées de patients hospitalisés et non hospitalisés
(Boudjemaa et al., 2019; Gharout-Sait et al., 2015; Nedjai et al., 2012; Souna et al., 2014).

Les souches productrices de BLSE montrent une résistance élevée a la gentamicine par
rapport aux souches non BLSE. Cependant, la résistance a la ciprofloxacine et au
triméthoprime-sulfaméthoxazole est élevée dans les deux groupes, ce qui est en accord avec
plusieurs études (Arundathi et al., 2022; Canton et Ruiz-Garbajosa, 2011; Joseph et al., 2023;
Nabti et al., 2019; Zurfluh et al., 2015). Cette situation refléte I'utilisation non contrdlée et

répandue de ces antibiotiques en Algerie, notamment dans le traitement des infections a
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BLSE. Elle renforce aussi I'idée que la résistance aux C3G est souvent liée a une résistance a
d'autres classes d'antibiotiques en raison de mécanismes partagés ou de résistance associée
(Breurec et al., 2016; Hayer et al., 2022). De plus, Une proportion élevée de souches BLSE
positives est sensible aux antibiotiques associés aux inhibiteurs de B-lactamase, avec 39 % de
sensibilité pour I'amoxicilline/acide clavulanique et 59 % pour la pipéracilline/tazobactam.
Ainsi, ces deux antibiotiques pourraient constituer des alternatives efficaces pour traiter ces
infections. Les études montrent que les inhibiteurs de B-lactamase améliorent I'efficacité des
antibiotiques lorsqu'ils sont utilisés en combinaison (Ahmed Kadry et al., 2022; Oman et al.,
2023). Kadry et al. (2022) ont rapporté que les nouveaux inhibiteurs de -lactamase, comme
I'avibactam, augmentent la susceptibilité, avec une efficacité élevée pour la combinaison
ceftazidime/avibactam par rapport aux combinaisons classiques (Ahmed Kadry et al., 2022).
Cependant, Luo et al.(2021) ont trouvé que ces combinaisons avaient des taux d'échec plus
élevés comparés aux carbapénemes pour les bactériémies a E. coli productrices de BLSE,
suggeérant une efficacité limitée dans ce contexte spécifique (Luo et al., 2021). Le taux de
résistance trés faible des souches BLSE a la fosfomycine, au chloramphénicol et a
I'amikacine, inférieur a 25 %, suggére que ces antibiotiques pourraient étre des options

thérapeutiques appropriées pour traiter les infections a BLSE.

Dans la présente étude, 70 % des souches sont multirésistantes. Ce résultat corrobore
les conclusions de plusieurs études antérieures, qui indiquent que la résistance aux C3G peut
étre un indicateur d'un profil de résistance étendu, rendant ces bactéries résistantes a plusieurs
classes d'antibiotiques (Chang et al., 2022; Ogbolu et al., 2018; Rohde et al., 2018). La
majorité des plasmides porteurs de genes codant pour les BLSE sont associés a une résistance
non seulement aux béta-lactamines, mais aussi a d'autres classes d'antibiotiques, telles que les
aminoglycosides et les fluoroquinolones (Yu et al.,, 2004). Cette multirésistance est
probablement due a la coexistence de génes de résistance a divers antibiotiques au sein des
mémes plasmides, facilitant ainsi le transfert simultané de plusieurs mécanismes de résistance
entre bactéries (Nordmann et al., 2012c; Pitout, 2008). Il convient également de noter que
cette étude a été réalisée pendant la pandémie de COVID-19, période durant laquelle
l'augmentation de la prescription d'antibiotiques a exacerbé le probléme de la résistance. En
effet, la surutilisation des B-lactamines, souvent attribuée a la gestion des surinfections
bactériennes liées a la pandémie, a intensifié la sélection de souches multirésistantes (Chen et
al., 2020; Lucien et al., 2021; Rawson et al., 2020; Zhou et al., 2020).
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Dans cette étude, 17 souches résistantes au céfotaxime provenant de patients
hospitalisés et non hospitalisés sont résistantes a I'ertapénéme. Les études antérieures menées
en Algérie se sont principalement concentrées sur la résistance aux carbapénémes chez les
entérobacteries cliniques en milieu hospitalier (Tableau 2). Cependant, peu de rapports ont
signalé leur émergence dans la communauté chez les patients externes (Abderrahim et al.,
2017; Bourafa et al., 2018; Loucif et al., 2018). Les longs séjours a I'hopital, I'exposition aux
antibiotiques, l'utilisation de dispositifs médicaux invasifs et les infections secondaires graves
sont les principaux facteurs de risque associés a l'acquisition de souches résistantes aux
carbapénémes en milieu hospitalier. En revanche, l'automédication et l'utilisation excessive
d'antibiotiques sont considérées comme les principaux contributeurs a la propagation de ces
souches dans la communauté, représentant ainsi un défi important pour la santé publique
(Saleem et al., 2019; van Duin et Paterson, 2020).

Dans cette étude, la proportion la plus élevée des personnes atteintes d'infections a
entérobactéries résistantes aux carbapénémes (CRE) était observée chez ceux ageés de plus de
70 ans (53 %). Ce résultat est en accord avec les observations de plusieurs autres recherches
(Aschbacher et al., 2010; Chopra et al., 2012; Nazik et al., 2011; Poulakou et al., 2019;
Wilson et al., 2022). Parmi les facteurs expliquant pourquoi les personnes agées sont plus
fréquemment atteintes d'infections & CRE figurent les visites fréquentes a I'ndpital, les séjours
prolongés en établissement de santé, ainsi qu'une exposition accrue aux micro-organismes,
une réponse immunitaire diminuée, des maladies concomitantes et une mauvaise alimentation
(MacLennan, 1998).

Dans cette étude, la carbapéneémase de type NDM est apparue comme le mécanisme
dominant parmi les souches de CPE provenant aussi bien de 1’hopital et des laboratoires
privés, ce qui marque une divergence par rapport a la plupart des études antérieures menées
en Algérie, ou la B-lactamase de classe D de type OXA-48 était plus fréquemment détectée
(Touati et Mairi, 2020). Nos souches de CPE ont été sélectionnées parmi celles résistantes aux
C3G. Cette constatation pourrait expliquer la faible prévalence des souches OXA-48 dans
cette étude, car les types OXA-48 conférent généralement une résistance moindre aux C3G et
ne présentent une résistance significative que lorsqu'ils sont associés a une autre -lactamase

(BLSE ou AmpC).

Parmi les CRE issues des patients admis dans différents services de [I'hopital
Abderrezak-Bouhara, seule la carbapénémase de type NDM a éte identifiée, notamment les
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deux variantes NDM-1 et NDM-5, avec une prédominance de NDM-5. Une étude menée dans
le méme établissement hospitalier a signalé la premiére détection d'une unique souche de K.
pneumoniae produisant la carbapénémase de type OXA-48 (Mellouk et al., 2017). Plus
récemment, Labid et al. (2023) ont recherché les carbapénémases chez les Bacilles a Gram
négatif (BGN) isolés de I'unité de soins intensifs néonatale du méme hdpital, et les génes de
carbapénémase blaOXA-23 et blaOXA-51 ont été détectés exclusivement chez les non
entérobactéries (Acinetobacter baumannii). Cependant, aucune des entérobactéries isolées n'a
été confirmée comme productrice de carbapénemase (Labid et al., 2023). Notre étude
représente ainsi la premiére identification d'entérobactéries productrices de carbapénémase de
type NDM a Skikda.

En Algérie, les données disponibles concernant I'émergence et la propagation des
souches NDM indiquent que la premiere détection de NDM-5 a eu lieu chez trois isolats d'E.
coli issus d'échantillons d'urine et de sang collectés a I'hdpital universitaire de Annaba (Sassi
et al., 2014). Dans la méme ville, deux souches de K. pneumoniae produisant le NDM-1 ont
été signalées pour la premiére fois en Algérie (Abderrahim et al., 2017). Plus récemment, des
souches d'Enterobacter cloacae produisant le NDM-5 ont également été isolées a I'hopital
universitaire de Sétif (Nabti et al., 2022). Au cours de la méme période, une souche de K.
pneumoniae portant le géne blaNDM-5 et provoquant une infection du pied chez un patient
diabétique a également été identifiée a Ouargla (Khaldi et al., 2022). Ces observations
confirment la circulation des variantes NDM-1 et NDM-5 dans les établissements hospitaliers
en Algérie, reconnues comme prédominantes a I'échelle mondiale. Leur introduction pourrait
étre associée aux sé¢jours médicaux a 1’étranger, notamment en France, en Turquie et en
Tunisie. Les patients algériens exposés a ces bactéries lors de soins spécialis€s a 1’étranger
peuvent introduire ces résistances au pays, favorisant leur dissémination dans les

établissements de santé.

Selon des rapports antérieurs, NDM-1 a déja été lié a la communauté de la ville
d'Annaba, en Algérie (Abderrahim et al., 2022). Cette variante a également apparu associee a
la communauté dans les deux pays voisins Maroc (Poirel et al., 2011) et Tunisie (Sallem et
al., 2022). Cependant, nous signalons dans notre étude la premiére détection de la variante
NDM-5 a partir d'une souche clinique chez un patient externe en Algérie. La NDM-5 a
également été identifiée précédemment chez des patients non hospitalisés, des individus en

bonne santé sans historique hospitalier, ou en milieu communautaire dans plusieurs pays. En
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Amérique latine, E. coli produisant la NDM-5 a été détectée dans 1’urine d’un patient externe
(Costa et al., 2021), a partir d'écouvillons rectaux a Rawalpindi, au Pakistan (Habib et al.,
2022), dans des échantillons de selles prélevés chez des volontaires en Chine (Shen et al.,
2018) et au Tchad (Ouchar Mahamat et al., 2019), chez les femmes enceintes saines a
Madagascar (Milenkov et al., 2021) et dans des préléevements rectaux de pelerins aprés le Hajj
(Leangapichart et al., 2016). Diverses hypotheses peuvent étre envisagées dans cette étude
concernant I'émergence de NDM-5 au sein de la communauté, incluant la transmission par le
contact direct ou indirect avec des patients hospitalisés ou des animaux ; I'environnement
pourrait également constituer un réservoir potentiel. Les entérobactéries productrices de
NDM-5 ont été identifiees en Algérie chez des oiseaux migrateurs a longue distance (Loucif
et al., 2022), chez les animaux de compagnie, y compris les chiens (Yousfi et al., 2016, 2015)
et dans le lait cru (Yaici et al., 2016). Le portage de blaNDM-5 par un plasmide conjugable a
été confirmé precédemment (Kumwenda et al., 2021), ce qui conforte I'nypothese de sa

transmissibilité a I'homme.

Dans la présente étude, la présence de I'oxacillinase de type OXA-48, a été identifiée
chez deux souches provenant de patients non hospitalisés, I'une étant E. coli et l'autre K.
pneumoniae. Deux études antérieures publiées en 2018, ont également signalé I'émergence de
ce type de carbapénemase au sein de la communauté (chez des patients externes), dans le
Nord-Est de 1’Algérie, a Batna et a Annaba (Bourafa et al., 2018; Loucif et al., 2018). Par
ailleurs, cette étude signale la premiére identification d'un isolat clinique porteur du géne
blaOXA-244 en Algérie, appartenant a I'espece K. pneumoniae. Il s'agit d'une variante d'OXA-
48 avec une seule substitution (Arg214Gly) entrainant une diminution de l'activité de la
carbapénemase (Hoyos-Mallecot et al., 2017). Cette variante a été initialement identifié en
2012 a Malaga, en Espagne (Oteo et al., 2013). Depuis lors, elle a été observée chez des
isolats cliniques et environnementaux, principalement au sein de I'espéce E. coli, dans
plusieurs autres pays, dont la Russie, I'Allemagne, la France, le Royaume-Uni, I'Egypte, les
Pays-Bas, la Colombie, la Turquie et le Liban (European Centre for Disease Prevention and
Control, 2021; Hoyos-Mallecot et al., 2017). Une seule étude réalisée en Algérie a signalé la
présence de trois souches d'E. coli productrices d'OXA-244 dans I'eau de la riviere Summam a
Bejaia (Tafoukt et al., 2017). Le gene blaOXA-244 est souvent porté par un plasmide
conjugatif chez K. pneumoniae et Enterobacter aerogenes , tandis qu'il est incorporé dans le
chromosome chez E. coli (ST38) (European Centre for Disease Prevention and Control, 2021;
Hoyos-Mallecot et al., 2017). Il est important de souligner aussi que les souches productrices
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d'OXA-244 ont une faible activité carbapénemase et sont donc difficiles a détecter, ce qui
entraine une propagation silencieuse (Hoyos-Mallecot et al., 2017). Il est donc impératif de
mener des études additionnelles afin de mieux appréhender la propagation de ce gene en

Algérie.

Les résultats de l’antibiogramme ont révélé que, outre leur résistance au béta-
lactamines, plus que la moitié de I'ensemble des CPE de type NDM présentent une résistance
a au moins trois autres classes d'antibiotiques, dont les fluoroquinolones (ciprofloxacine), les
sulfamides (triméthoprime-sulfaméthoxazole) et un ou deux aminoglycosides. En revanche,
les souches OXA-48-like se sont avérées sensibles aux fluoroquinolones et aux
aminoglycosides, et lI'une d'entre elles est sensible a la ceftazidime. Ces résultats sont
cohérents avec d'autres études suggérant que la production de NDM est systématiquement liée
a un phénotype multirésistant. Toutefois, la carbapénemase de type OXA présente souvent
une activité réduite envers les carbapénémes et ne peut engendrer un niveau significatif de
résistance que lorsqu'elle est associée a une BLSE (Codjoe et Donkor, 2017; Evans et Amyes,
2014). De plus, les souches produisant I’OXA-48 peuvent montrer une sensibilité aux
céphalosporines et présenter des CMI de carbapénemes moins élevées (Pérez-Blanco et al.,
2018; Poirel et al., 2012).

Dans notre étude, parmi les trois CRE produisant de I'AmpC, deux ne produisaient pas
de carbapénémase, tandis que I'un d'entre eux co-produisait une BLSE. Ce résultat concorde
avec celui de Abderrahim et al. (2022) qui a rapporté qu'environ 83 % des entérobactéries
présentant une sensibilité réduite aux carbapénemes n'étaient pas productrices de
carbapénémase. Cela suggere que la résistance aux carbapénémes chez les non producteurs de
carbapénémase peut étre le résultat de la production de BLSE ou d'enzymes AmpC associée a
une perméabilité réduite, résultant d'une modification ou d'une diminution de la régulation des
porines, et éventuellement des protéines de liaison a la pénicilline (Doumith et al., 2009;
Yamachika et al., 2018).

L'émergence du gene de résistance a la colistine mcr-1 chez les animaux, notamment
les porcs et les bovins, est a l'origine de I'épidémie initiale avant sa propagation a la
population humaine (Chopjitt et al., 2024; Lu et al., 2023; Valiakos et Kapna, 2021). Nos
résultats montrent que le géne mcr-1 était absent chez toutes les souches, y compris les trois
isolats de K. pneumoniae présentant une CMI de colistine de 4 pg/ml. Ce constat est en

accord avec les résultats de Belbel et al. (2018), suggérant que la résistance a la colistine
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observée chez nos isolats est probablement due & des mutations chromosomiques non
transmissibles par transfert horizontal de génes ou a d'autres mécanismes. De plus, le géne
mcr-1 n'a été rapporté chez I'numain que dans trés peu d’études antéricures menées en
Algérie, a Oran, Sidi Belabess et Sétif (Belbel et al., 2018; Nabti et al., 2019; Yanat et al.,
2016). Les principales stratégies de resistance des entérobactéries a la colistine incluent la
modification du lipopolysaccharide, la surexpression des pompes a efflux et la production
excessive de polysaccharides de capsule (Aghapour et al., 2019). L'inactivation du géne
mgrB, généralement due a une mutation, est le mécanisme principal induisant la résistance a
la colistine chez I'espece K. pneumoniae (Cheng et al., 2015; Giani et al., 2015; Poirel et al.,
2015). Ce géne (mgrB) une fois exprimé régule négativement les systemes a deux composants
PmrAB et PhoPQ, impliqués dans la modification des LPS, ainsi que la réponse globale des

bactéries aux stress environnementale (Cannatelli et al., 2014).

. L’évolution des clones internationaux, tels que E. coli ST131, pourrait expliquer les
liens clonaux entre les souches des deux milieux. Ce clone, fréquemment associé aux
infections urinaires et a la résistance aux céphalosporines de troisieme génération par la
production de CTX-M15 (Becerra-Aparicio et al., 2023; Vargas-Gutierrez et al., 2024). Ainsi,
les clones internationaux peuvent porter des résistances communes, expliquant la présence de
profils de résistance similaires dans nos échantillons. Cependant, une limite de notre étude
réside dans I’absence de données sur les antécédents d'hospitalisation de certains patients
externes, ce qui pourrait expliquer 1’acquisition hospitaliére de certaines souches et renforcer

les liens clonaux observés entre les deux groupes.

Le génotypage a revélé une parenté clonale évidente entre certaines souches des PH et
des PE, avec une similitude de 60 %. Cette observation suggére une transmission ou un
partage potentiel de souches étroitement apparentées entre I’hopital et la communauté.
Cependant, la présence de cing souches uniques (singletons) met également en lumiére une
diversité génétique dans les deux milieux. Ces résultats corroborent les observations de Saeki
et al. (2020), qui ont mis en évidence une dissémination clonale entre les milieux hospitalier
et communautaire, suggérant que certains clones peuvent circuler activement entre ces deux
environnements, favorisant 1’émergence de clusters clonaux. L’apparition de ces souches
singleton, observée également dans 1’étude de den Reijer et al.(2016), pourrait s’expliquer par
des mutations indépendantes ou par des méecanismes d'adaptation spécifiques aux pressions

exercées dans les milieux hospitalier et communautaire (Bridier-Nahmias et al., 2021). En
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milieu hospitalier, I'utilisation fréquente des antibiotiques favorise la sélection de souches
résistantes. En paralléle, dans la communauté, 1’automédication exerce une pression sélective
différente, contribuant également a la diversité¢ génétique d’E. coli (Yar et al., 2022). En plus
des mécanismes locaux influencant la diversité génétique, des facteurs globaux, tels que
I’émergence et la diffusion de clones internationaux, jouent ¢galement un réle important dans
les similitudes observées entre les souches des deux milieux. Par exemple, E. coli ST131,
fréqguemment associé aux infections urinaires et a la résistance aux C3G via la production de
CTX-M15 (Becerra-Aparicio et al., 2023; Vargas-Gutierrez et al., 2024), illustre bien
comment les souches multirésistantes peuvent circuler et se diversifier dans ces
environnements. Ces clones internationaux, porteurs de résistances communes, pourraient
expliquer la présence de profils de résistance similaires dans nos échantillons. Ainsi, les
clones internationaux peuvent porter des résistances communes, expliquant la présence de
profils de résistance similaires dans nos échantillons. Cependant, une limite importante de
notre étude réside dans I’absence de données sur les antécédents d’hospitalisation de certains
PE. Ainsi, il est possible que certaines souches classées comme provenant de PE soient issues
de patients précédemment hospitalisés qui ont contracté I'infection au cours de leur séjour a
I'ndpital. Cette limite réduit la possibilité de distinguer clairement entre les souches
strictement communautaires et celles d'origine hospitaliere, ce qui pourrait affecter

I’interprétation des liens clonaux observés.

La présente étude révéle une différence notable dans la distribution des phylogroupes
entre les patients hospitalisés et les externes. La majorité des E. coli provenant des PH
appartiennent aux phylogroupes commensaux A et B1, tandis que le phylogroupe pathogéne
B2 est davantage répandu parmi les isolats d'E. coli des PE. Cette répartition a été confirmée
par plusieurs études (Gatya Al-Mayahie et al., 2022; Radera et al., 2022; Zurita et al., 2019).
La prédominance des phylogroupes commensaux parmi les souches des PH peut étre attribuée
a l'exposition fréquente des PH immunodéprimés a divers agents antimicrobiens, ce qui
favorise les infections opportunistes a E. coli. En outre, les PH vulnérables, souvent atteints
d'affections secondaires ou d'un age avance, ont généralement un systéme immunitaire
affaibli qui accroit leur sensibilité aux infections (Lara et al., 2017; Tannou et al., 2019). Le
manque d’hygiéne dans certains hopitaux pourrait également contribuer a la propagation de
ces souches, renforcant leur présence parmi les isolats des PH (Bekele et al., 2023). De plus,
le phylogroupe B2 présente la plus forte prévalence de souches multirésistantes, par rapport
aux autres phylogroupes, ce qui correspond aux résultats de plusieurs études antérieures
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menees en Irak et en Iran (Al-Mayahie et al., 2022; Boroumand et al., 2021; M. Mansouri et
al., 2022; Moez et al., 2020; Mohammed et al., 2022; Yakhchalian et al., 2024). En revanche,
les phylogroupes A, B1, E et F, bien qu’ils soient associés a des résistances a certains

antibiotiques, ils présentent des profils moins marqués en termes de multirésistance.

La comparaison du contenu en génes de virulence entre les souches d'E. coli des PH et
des PE renforce les résultats obtenus par la classification en phylogroupes. Les souches des
PE présentent un contenu en génes de virulence plus élevé que celles des PH, ce qui pourrait
indiquer une pathogénicité potentiellement accrue des souches des PE. Ce constat est en
accord avec les résultats de plusieurs études (Derakhshan et al., 2022; Kakian et al., 2019;
Radera et al., 2022; Toval et al., 2014). Cela suggére que les infections communautaires
peuvent étre causées par des souches particulierement virulentes adaptées a la survie en

dehors des milieux hospitaliers (Radera et al., 2022).

Dans notre étude, les facteurs de virulence toxiniques étaient plus fréquents chez les
souches d'E. coli des PE par rapport a celles des PH, a I'exception du géne traT. Toutefois, les
différences n'étaient pas significatives. La protéine traT, codée par les plasmides conjugatifs
de type F, joue un r6le crucial dans la protection des cellules bactériennes contre la réponse
immunitaire de I'n6te, notamment contre la destruction médiée par le complément sérique,
soulignant son importance dans la résistance sérique, essentielle pour la survie bactérienne
dans la circulation sanguine et I'évasion des défenses immunitaires de I'hdte (Lim et al.,
2022). Ici, ce gene a été trouvé a une fréquence élevée chez les souches provenant des PH, ce
qui est en accord avec les observations précédentes (Radera et al., 2022), suggérant que son
role est moins critique dans les infections communautaires mais significatif dans les infections

acquises a I'népital.

La prévalence des systémes d'acquisition du fer feoB et irp2 chez les E. coli des PH et
des PE n'a montré aucune différence, contrairement aux géenes fyuA et chuA. Le gene fyuA,
détecté chez 90,48 % des souches, était significativement plus fréquent chez les PH. Cette
observation est corroborée par des recherches antérieures, qui ont également mis en évidence
une prévalence accrue de fyuA chez les PH (Fonseca-Martinez et al., 2023). Les résultats de
Karam et al. (2018) renforcent ces données en rapportant une association significative entre la
résistance a la ceftazidime et au céfotaxime et la présence du gene fyuA (Karam et al., 2018).
Le géne fyuA est essentiel pour la virulence bactérienne, car il code pour des protéines qui
facilitent I'acquisition du fer et contribuent a la pathogenicité (Rakin et Heesemann, 1995).

111



Chapitre IV : Discussion

L'association entre le géne fyuA et la résistance aux C3G, particulierement en milieu
hospitalier, peut s'expliquer par son réle dans I'absorption du fer. Ce mécanisme favorise la
survie bactérienne et I'adaptation en milieu de forte pression antibiotique, offrant ainsi un

avantage sélectif aux bactéries.

Concernant le gene chuA, il est significativement associé¢ aux souches d’E. coli des PE,
ce qui est en accord avec d’autres études (Shahid et Yousif, 2022; Toval et al., 2020). Cette
association indique que ces souches communautaires expriment davantage le gene chuA pour
optimiser I'acquisition du fer, essentiel a leur survie et virulence. En milieu communautaire,
ou la pression hospitaliere est moindre, cette adaptation leur permet de mieux concurrencer
pour les nutriments. Le gene chuA joue un rdle clé dans I'acquisition du fer en codant pour
une protéine impliquée dans la réception du héme, un complexe contenant du fer, essentiel a

la survie dans des environnements pauvres en fer (Sy et Tree, 2022).

Les facteurs de virulence de surface, tels que les adhésines, sont cruciaux pour la
colonisation du tractus urinaire par les bactéries, en facilitant leur fixation aux surfaces grace
a des domaines de liaison spécifiques (Graham et al., 2024). Dans cette étude, le gene yadN
prédomine chez les souches d’E. coli des PE, suivi des génes Pap, également fréquents mais
légérement plus représentés chez les PE. Une majorité des souches portant ces génes étaient
responsables d'infections urinaires, avec environ 78 % des souches pathogénes issues des
phylogroupes B2 ou D (Annexe 5). Environ 83 % des souches porteuses de génes pap étaient
multi-résistantes. Ces résultats corroborent des études antérieures montrant une fréquence
élevée des génes pap chez les souches d’E. coli pathogenes, responsables d'infections
urinaires, tant hospitalieres que communautaires. (De Souza et al., 2019; Radera et al., 2022;
Kudinha et Kong, 2022; Yahiaoui et al., 2015; Yazdanpour et al., 2020). Une autre étude a
également révélé que le gene pap est associé aux phylogroupes B2 ou D chez les souches d’E.
coli impliquées dans les infections urinaires féminines ( Staji et al., 2016). Une étude plus
récente a indiqué que les souches d'E. coli du phylogroupe B2 résistantes aux C3G sont
souvent porteuses du gene papGll ainsi que d'autres facteurs de virulence, confirmant ainsi

leur pouvoir pathogene (Mansouri et al., 2022).

Les souches du phylogroupe B2 dans la présente étude, qu'elles proviennent des PH ou
des PE, présentent une abondance plus élevée de génes de virulence par rapport aux souches
des autres phylogroupes. Ces résultats corroborent ceux de Hyun et al. (2021), qui ont observé

une association plus marquée entre le phylogroupe B2 et les facteurs de virulence (Hyun et
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al., 2021). Les souches du phylogroupe B2 d'E. coli possedent des mécanismes génétiques
spécifiques qui augmentent leur virulence (Hogins et al., 2023). Elles présentent des modéles
d'expression génique distincts et portent des facteurs de virulence essentiels tels que les
systemes de sécreétion, les fimbriae, et les toxines (Sun et al., 2021). Plusieurs genes comme
malX, papG, usp, et eae, ainsi que l'opéron nhaAR, sont particulierement associés a la
virulence des souches B2, influencant leur pathogeénicité et leur capacité a provoquer des

infections extra-intestinales (Lescat et al., 2013; M. Mansouri et al., 2022).
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En conclusion, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae résistantes aux C3G figurent
parmi les principales espéces d’entérobactéries responsables d’infections, qu'elles surviennent
chez les patients hospitalisés ou les patients externes. Ces germes démontrent une résistance
accrue a de nombreux antibiotiques, notamment ceux qui en principe sont réservés aux
traitement des infections sévéres ou ceux de dernier recours a savoir les carbapenémes et,
dans une moindre mesure, a la colistine. Les mécanismes de résistance associés a ces agents
antibactériens sont en constante évolution, soulignant I'importance épidémiologique cruciale

de détecter ces changements.

La présente étude consolide les conclusions de plusieurs études antérieures en mettant
en lumiere que la principale cause de résistance aux C3G a l’intérieur et a D’extérieur de
I’hopital de la ville de Skikda est attribuable a la production d'enzymes B-lactamases a spectre
élargi (BLSE) de type CTX-M. De plus, cette étude met en évidence la détection de
carbapénémases de types NDM et OXA-48 a Skikda, avec une prévalence notable de NDM-1
et NDM-5. Cette recherche est la premiére en Algérie a détecter le gene blaOXA-244 chez un
étre humain, et aussi la premiére a identifier une souche K. pneumoniae productrice de NDM-
5 dans la communauté. Ceci souligne la nécessité impérieuse d'une prompte intervention pour

contréler la propagation de ces infections.

Dans notre étude, la majorité des entérobactéries resistantes aux C3G ont montré un
profil de multirésistance. La propagation de ces bactéries au sein de la communauté constitue
une menace sérieuse pour la santé publique, augmentant le risque d'infections associées aux
soins et compromettant I'efficacité des traitements. De plus, la présence de ces bactéries dans

la communauté accroit le risque de transmission interpersonnelle, ce qui aggrave la situation.

Une parenté clonale entre certaines souches communautaires et hospitaliéres a été
observée dans cette étude, suggérant une origine commune ainsi qu‘une possible transmission
entre ces deux milieux. La diversité génétique observée et les dynamiques complexes de
dissémination accentuent la nécessité de recherches plus approfondies et d'une adaptation des

stratégies de gestion des infections.

Cette étude met également en lumiére la pathogénicité et la virulence accrues des
souches d'E. coli isolées chez les patients externes par rapport a celles des patients
hospitalisés. Cela suggére que ces souches possedent des caractéristiques plus robustes en

termes de virulence. Ces observations soulignent la nécessité d'une surveillance accrue et
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d'une gestion adaptée des infections a E. coli dans les contextes communautaires, afin de

mieux comprendre et contrer leur potentiel pathogene.

Afin de limiter la dissémination des souches multirésistantes aux antibiotiques dans les
établissements de santé et la communauté, il est essentiel de mettre en ceuvre des mesures
rigoureuses de prévention et de controle des infections. Cela inclut 1’utilisation judicieuse des
antibiotiques, le renforcement des pratiques d’hygiene et 1’établissement de réseaux de
surveillance de la résistance. L’hygi¢ne des mains, en particulier, demeure une mesure
fondamentale qui doit étre strictement respectée non seulement par le personnel soignant,
mais aussi par les patients et leurs visiteurs. De plus, le port d’équipements de protection
individuelle, tels que des gants et des blouses, lors des soins aux patients infectés, ainsi que
leur isolement dans des unités dédiées lorsque cela est possible, sont indispensables pour

réduire les risques de transmission croisee.

Par ailleurs, la désinfection rigoureuse des surfaces et du matériel médical, combinée a
des formations regulieres pour sensibiliser le personnel soignant aux précautions standard et
additionnelles, constitue un élément clé dans la lutte contre la dissémination des bactéries
multirésistantes. Il est tout aussi crucial de sensibiliser la communauté a 1’importance des
mesures d’hygiene, telles que le lavage fréquent des mains et une manipulation sécurisée des
aliments, afin de prévenir la transmission interpersonnelle. Enfin, la mise en place d’un
systeme de surveillance robuste permettant de détecter rapidement les mécanismes de
résistance aux C3G et aux carbapénemes, associée a un dépistage régulier alliant des
méthodes phénotypiques et moléculaires, est nécessaire pour garantir une intervention précoce

et efficace.

Ainsi, une approche intégrée impliquant une collaboration entre les professionnels de
santé, les autorités sanitaires, et la communauté est indispensable pour freiner la propagation

de ces bactéries et préserver 1’efficacité des traitements antimicrobiens.
En perspective de cette étude, il serait intéressant de :

. Caractériser la transférabilité des genes de résistance afin de comprendre les
mécanismes de transfert horizontal entre souches hospitalieres et communautaires, et
évaluer le potentiel de dissémination de la résistance aux antibiotiques dans ces deux

environnements.

115



Chapitre V : Conclusion et perspectives

Caractériser les plasmides porteurs de génes de résistance aux antibiotiques pour mieux

appréhender leur réle dans la propagation de la résistance.

Etudier les facteurs de risque liés a la transmission des genes de résistance entre
I’hopital et la communauté afin de comprendre la dynamique de la résistance aux

antibiotiques en milieu hospitalier et communautaire.

Contribuer par le biais de la vulgarisation scientifique a I'amélioration des techniques de
diagnostic des entérobactéries productrices de béta-lactamases, notamment celles des
carbapénémases, qui ne sont pas correctement identifiées par les institutions de santé en
Algérie. Il est particulierement important de noter que certains carbapénémases de type
oxacillinase sont difficiles a détecter et hydrolysent faiblement les carbapénemes et
peuvent de ce fait se propager silencieusement. La sensibilisation des professionnels de
santé et la proposition d'alternatives innovantes permettront d'optimiser la surveillance

et les stratégies de traitement.

Utiliser des techniques biotechnologiques modernes, telles que le séquencage du
génome entier (WGS) et le séquencage de nouvelle génération (NGS) pour approfondir
notre analyse des souches d'E. coli.
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Annexes

Annexe 1 : Tests biochimiques du Vitek 2 compact

Puit Test biochimique Code Puit Test biochimique Code

2 Ala-Phe-Pro- APPA |33 SACCHAROSE/SUCROSE SAC
ARYLAMIDASE

3 ADONITOL ADO 34 D-TAGATOSE DTAG

4 L-Pynolydonyl- PyrA 35 D-TREHALOSE DTRE
ARYLAMIDASE

5 L-ARABITO IARL |36 CITRATE(SODIUM) CIT

7 D-CELLOBIOSE dCEL |37 MALONATE MNT

9 B-GALACTOSIDASE BGAL |39 5-KETO D-CLUCONATE 5KG

10 PRODUCTION DE H2S H2S 40 L-LACTATE alkalinisation ILATK

11 B-N-ACETYL- BNAG |41 ALPHA-GLUCOSIDASE AGLU
GLUCOSAMINIDASE

12 Glutamyl Arylamidase Pna AGLTo | 42 SUCCINATE alkalinisation SUCT

13  D-GLUCOSE dGLU |43 B-N-ACETYL- NAGA

GALACTOSAMINIDASE

14 ~ GAMMA-GLUTAMYL- GGT 44 ALPHA-GALACTOSIDASE AGAL
TRANSFERASES

15 FERMENTATION/GLUCOSE OFF 45 PHOSPHATASE PHOS

17  B-GLUCOSIDASE BGLU |46 Glycine ARYLAMIDASE GIlyA

18 D-MALTOSE dMAL |47 ORNITHINE oDC

DECARBOXYLASE

19 D-MANNITOL dMAL |48 LYSINE DECARBOXYLASE LDC

20 D-MANNOSE dMNB |52 DECARBOXYLASE BASE ODEC

21  B-XYLOSIDASE BXYL |53 L-HISTIDINE assimilation IHISa

22  B-Alanine arylamloase Pna Balap |56 COUMARATE CMT

23 L-Proline ARYLAMIDASE  ProA 57 B-GLUCORONIDASE BGUR

26 LIPASE LIP 58  O/129RESISTANCE(comp.vibrio) O129R

27 PALATINOSE PLE 59  Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE GGAA

29 Tyrosine ARYLAMIDASE TyrA 61 L-MALATE assimilation IMLTa

31 UREASE URE 62 ELLMAN ELLM

32  D-SORBITOL dSOR |64  L-LACTATE assimilation

ILATa
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Annexe 2 : Profils biochimiques des espéces E. coli, K. pneumoniae et E.
cloacae obtenus via le Vitek 2 compact 15

Heure de I'analyse : 4,83 heures [Etat ¢ Final
98% Probabilité Escherichia coli

R N Profil biochimique : 0405610450526611
lCommentaires sur ['Ident.

Détails biochimiques

2 |APPA - |3 |ADO 4 |PyrA 5 |IARL 7 |dCEL 9 |BGAL +

10 |H2S - {11 |BNAG 12 [AGLTp |- |13 |dGLU 14 [GGT 15 |OFF +

17 LU - |18 JdMAL 19 |dMAN + [20 [dMNE 21 |BXYL 22 |(BAlap

23 |ProA - |26 |LIP 27 |PLE - 129 |TyrA 31 |URE 32 |dSOR +

33 |SAC + 134 |dTAG 35 |dTRE + (36 [CIT 37 [MNT 39 |5KG

40 JILATK + |41 |AGLU 42 |SUCT + |43 |NAGA 44 |AGAL 45 |PHOS -

46 |GlyA - |47 |ODC 48 |LDC + |53 |IHISa 56 |CMT 57 [BGUR  |(+)

58 |0128R + 159 |GGAA 61 |IMLTa 62 |[ELLM 64 |ILATa

'identifi : (Heure de I'analyse : 4,05 heures Jétat : Final
s skt 99% Probabilité Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Profil biochimique : 6607734753565010

Commentaires sur ['Ident.
Détails biochimiques
2 |APPA - |3 |ADO 4 |PyrA + |5 |IARL - |7 |dCEL + (9 |BGAL +
10 |H2S - |11 |BNAG 12 |AGLTp - (13 |dGLU + [14 |GGT + |15 |OFF +
17 |BGLU + |18 |dMAL 19 |dMAN + |20 [dMNE + (21 |BXYL + (22 |BAlap -
23 |ProA - |26 |LIP 27 |PLE + 129 |TyrA + (31 |URE + |32 [dSOR +
33 |SAC + (34 |dTAG 35 |[dTRE + 136 |[CIT + (37 [MNT + |39 |5KG -
40 JILATK + |41 JAGLU 42 [SUCT + |43 |NAGA - |44 |AGAL + |45 |PHOS +
46 |GlyA + |47 |ODC 48 |LDC + 153 |IHISa - |56 [CMT - |57 [BGUR -
58 |O126R + |59 |GGAA 61 |[IMLTa 62 [ELLM - |64 |[ILATa -
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~ |Heure de I'analyse : 4,92 heures {tat:  Final

89% Probabllité Enterobacter cloacae ssp cloacae
erme sotonne Profil biochimique e
,Commonulm sur ['ldent.
Détails biochimiques
2 |aPA L |3 JADO | |4 [pyA 5 [ARL |- [7 [dCEL |+ BGAL
10 |H2$ . |11 [BNAG |+ [12 JacLTp | [13 JdGLU [+ |14 |GGT |+ [15 +
17 |BGLU - |18 |dMAL + |19 |dMAN + |20 |dMNE + (21 |BXYL |+ |2 p -
23 |Proa - |26 up - |7 |pLe + 19 [y |+ o1 Jure | B2 n
33 [sac v [ Jotac | [35 Jorre  fe 5 Jor + 37 Nt |+ s [5G !
40 Jark |+ o1 facu | [42 fsuer |+ |43 [NaGA 44 JaGAL |+ 45 [pHos |-
% Joya | J7 fooc |+ 48 |Loc 53 [HiSa 56 lcur | |57 [sGUR
58 [012R |+ [59 J6GAA [ 61 [MLTa |62 [ELLM 64 (LATa \
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Annexe 3 : Données enregistrées des souches

Annexe 3-a : Données enregistrées pour les espéces d'E. coli résistantes aux C3G

isolées a I’hopital
Codel Code2 Date Service Sexe Age Spécimen
d'isolement
H1 755 17/12/2020 Unité de soins M 80 Sang
intensifs
H3 924 24/12/2020 Néphrologie F 75  Urine
H4 21 11/01/2021 Néphrologie F 82  Urine
H7 95 02/03/2021 Urgences F 27  Urine
H8 181 08/03/2021 Néonatologie M Nné Urine
H12 457 14/07/2021 Urologie M 52  Pus
H 16 531 10/08/2021 bloc opératoire F 18 Pus
H17 579 24/08/2021 Uniteé de soins M 60  Urine
intensifs
H 18 576 24/08/2021 médecine interne F 75  Urine
H 19 599 09/06/2021 médecine interne F 32 Urine
H 20 609 09/11/2021 bloc opératoire M 60 Pus
H 23 9-896 14/12/2021 Traumatologie F 75  Pus
H 24 1006 01/02/2022 Chirurgie F 55  Pus
H 25 295 25/02/2022 Urologie F 60  Urine
H 26 324 04/03/2022 Bloc opératoire M 31  Pus
H 27 376 16/03/2022 Traumatologie M 49 Pus
diabétique
H 28 379 18/03/2022 Bloc opératoire F 60 Pus
H 29 405 22/03/2022 Chirurgie F 49  Pus
H 31 660 25/05/2022 Néonatologie M Nné Pus
H 32 680 30/05/2022 Oncologie F 75  Urine
H 33 713 07/06/2022 Chirurgie M 12 Pus
H 34 730 11/06/2022 Néonatologie F 20  Urine
jour
H 37 727 07/06/2022 Urologie F 85  Urine
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Annexe 3-b : Données enregistrées pour les E. coli résistantes aux C3G isolées aux
laboratoires cliniques privés

Codel Code2 Dated’ Lacommune Sexe Age  Spécimen
isolement
C3 588 10/01/2021 Filfila M 18 Urine
C4 205 12/01/2021 Filfila F 5 Urine
C5 511 10/02/2021 Skikda centre M 66 Urine
C6 571 17/02/2021 Filfila F 50 Urine
C7 2170 03/02/2021 Azzaba F 70 Urine
C8 1267 16/03/2021 El harrouch M 80 Urine
Cl1 810 13/07/2021 Filfila M 74 Urine
C13 88 02/12/2021 El harrouch M 1mois Urine
C15 656 13/12/2021 Skikda centre F 25 Urine
C16 579 15/12/2021 El harrouch F 5 Urine
C17 760 18/12/2021 El harrouch F 36 Urine
C18 56 20/12/2021 Skikda centre F 63 Urine
C19 247 21/12/2021 Skikda centre F 96 Urine
C22 143 06/02/2022 Skikda centre F 44 Urine
Cc23 360 01/03/2022  Collo F 50 Urine
C26 97 03/04/2022 Skikda centre M 31 Pus
Cc28 664 25/05/2022 Skikda centre F 35 Urine
C33 400 14/06/2022 Hammadi F 81 Urine
krouma
C34 80 16/06/2022 Skikda centre M 4mois Urine
C39 127 12/09/2022 Skikda centre M 50 Urine
C40 29 19/08/2022 Skikda centre F 34 Urine
C41 186 19/09/2022 Skikda centre M 50 Urine
C44 38 15/10/2022 Skikda centre F 7 Urine
C45 86 22/7/2022  Skikda centre F 35 Urine
Annexe 3-c : Données enregistrées pour les K. pneumoniae résistantes aux C3G isolées a
I’hopital
Codel Code Date Service Sexe Age Spécimen
2 d’isolement
H?2 223 20/11/2020 Urologie F 54 Urine
H5 373 01/12/2021 Néonatologie M 60 LCR
H9 32 23/03/2021 Chirurgie M 57 Pus
Diabétique
H 10 353 06/02/2021 Chirurgie F 71 Pus
H11 359 06/07/2021 Néonatologie M 65 Urine
H 14 512 05/08/2021 Bloc opératoire F 60 Pus
H 15 513 06/08/2021 Traumatologie M 42 Pus
H 21 638 26/09/2021 Urologie F 49 Urine
H 22 749 16/11/2021 Urologie M 82 Urine
H 30 652 23/05/2022 Urgence M 70 Urine
H 35 236 18/06/2022 Unité des soins F 35 Pus
intensifs
H 36 340 21/06/2022 Néphrologie M 72 Urine
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Annexe 3-d : Données enregistrées pour les K. pneumoniae résistantes aux C3G isolées aux
laboratoires cliniques privés

Codel Code2 Date d’isolement Commune Sexe Age Spécimen

C1 184 04/02/2020 Filfila F 32 Urine

C2 K2 12/02/2020 Skikda M 30 Urine
centre

C9 26236 17/06/2021 El harrouch F 63 Pus

C10 31 06/07/2021 Oudina F 64 Pus

C20 24476 02/02/2022 El harrouch F 58 Urine

c21 113 06/02/2022 Skikda F 74 Urine
centre

C24 262 24/03/2022 Skikda F 64 Cathéter
centre

c27 22 24/04/2022 Skikda M 64 Urine
centre

C30 105 03/06/2022 Skikda M 7 Urine
centre

C31 100 09/06/2022 Skikda F 88 Urine
centre

C32 107 10/06/2022 Skikda F 80 Urine
centre

C35 34 10/06/2022 Skikda M 7 Urine
centre

C36 92 11/06/2022 Skikda F 93 Urine
centre

C37 81 20/06/2022 Skikda M 64 Urine
centre

C38 2 23/06/2022 Skikda M 82 Urine
centre

C43 39 28/06/2022 Skikda F 51 Urine
centre

Annexe 3-e : Données enregistrées pour les E. cloacae résistantes aux C3G isolées a 1’hdpital

Codel Code?2 Date Service Sexe Age -
“ Spécimen
d'isolement
H6 30 16/01/2020 Néphrologie M 81 Urine
H 13 27-479 27/07/2021 Néphrologie F 55 Pus

Annexe 3-f: Données enregistrées pour les E. cloacae résistantes aux C3G isolées aux
laboratoires cliniques privés

Colde Code 2 d’is?laeien ¢ Commune Sexe Age Spécimen
Cl4 36 04/12/2021 El harrouch M 25  Pus diabétique
C29 195 25/05/2022 Skikda M 77  Pus

centre
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Annexe 3-g : Données enregistrées des autres espéces d’entérobactéries résistantes aux C3G
isolées aux laboratoires cliniques privés

Code Code Date .
1 5 d'isolement Commune  Sexe Age  Specimen ID
Cl2 797 12/01/2021  El harrouch M 6 Selles Salmonella sp
jours

C25 66 05/04/2022  Skikda M 70 Urine Serratia marcescens
centre

C42 237 10/12/2022  Skikda M 72 Pus Proteus mirabilis
centre diabétique

F : Féminin ; M : Masculin ; Nné : Nouveau-né ; ID : Identification
Note : la Commune : le site du laboratoire clinique prive ou sont collectées les E-RC3G.

Codel : Code de la souche de I’étude ; Code2 : code du prélévement au laboratoire.
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Annexe 4 : Valeurs critiques de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
pour divers antibiotiques selon le CLSI

Antibiotique CMI (pg/ml)

R [ S
Ampicilline >32 16 <8
Amoxicilline-Acide clavulanique >32/16  16/8 <8/4
Piperacilline-tazobactam >128 - -
Cefazoline >32 16 <8
Cefoxitine > 32 16 32
Cefotaxime >4 2 <1
Ceftazidime >8 4 <2
Ertapenem >1 0,5 <0,025
Imipeneme >4 2 <1
Amikacine > 64 32 <16
Gentamicine > 16 8 <4
Ciprofloxacin >4 2 <38
Nitrofurantoin > 128 -
Fosfomycine > 256 128 <64
Chloramphenicol > 32 16 <38
Triméthoprime-sulfaméthoxazole 4/76 - <2/38

R : Résistante ; | : Intermédiaire ; S : Sensible
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Annexe 5-a : Profils des phylogroupes et des genes de virulence des souches d'E. coli isolées dans les Laboratoires Privés

Annexe 5 : Profils des phylogroupes et des génes de virulence des souches d'E. coli

Type de Phylogroupe traT hlyA malX cnfl papC papG yadN papAH feoB fyuA chuA irp2 kpsMT ompT
prelévement T

Urine B2 + + + + + + + + + + + + +
Urine B2 - + + + + + + + + + + + +
Urine B2 - - + + + + + + + - + - +
Urine B1 - - - - - + - + + - - - -
Urine F - - + - - + - - + - - - +
Urine B2 + + - + + + + + + + + + +
Urine B2 + - - - - - - - - + - + _
Urine A - - - - - + - + + + + - i
Urine E + - - + + + + + + + + + +
Urine A + - - - - - R + + + " _ )
Urine E + - - - - + - + - + + + -
Urine F + - - - + + + - + + + + -
Urine E + - - - - + - + - + + + -

Pus B2 + + - + + + + + + + + + +
Urine E - - - - - + - + + + + - -
Urine B2 + + - + + + + + + + + + +
Urine D - - - + + + + + + + + - +
Urine B2 - + - + + + + + + + + + +
Urine E + - - - - + - + - + - - )
Urine B2 + + - + + + + + + + + + +
Urine E + - - - - + - + + + + + +
Urine F + + + - - + - - + + - - ¥

+: Présence du gene ; - : Absence du géne
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Annexe 5-b : Profils des phylogroupes et des genes de virulence des souches d'E. coli isolées a I’hopital

Type de Phylogroupe traT hlyA malX c¢nfl papC papG yadN papAH feoB fyuA chuA irp2 kpsMT ompT
prélévement I
Sang A - - - - - - + + - + - -
Urine A + - - - - - + + - - - -
Urine A - - - - - - + + - - - -
Urine A + - - - - - + + - + - -
Urine B2 + + + + + + + + + + - +
Pus A + - - - - - - + - + - -
Pus A + - + + + + + + - + - +
Urine A + - - - - - - + - - - -
Urine B2 + - + + - + + + + + + +
Urine E - - + + + + + + + + +
Pus B2 + - + + + + + + + + +
Pus A + - - - - - + + - + - -
Urine A + - - - - - + + - + - -
Pus B2 + - + + + + + + +
Pus B2 + - + + + + + + +
Pus B2 + - - - + - + + + + + +
Pus Bl + - - - + - - + - + - +
Pus D + - + - + + + + + + + +
Urine B1 + - - - + - + + - + - +
Urine A - - - - - - + + - - - -

+: Présence du gene ; - : Absence du géne
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Annexe 6 : Résultats statistiques significatifs

Annexe 6-a : Résistance a la gentamicine (GEN) des souches de 1’hopital (H) et des laboratoires privés (C)

Annexes

Code * GEN

Tableau croisé

Effectif
GEN
Autre R Total
Code 18 27 45
26 1 37
Total 44 38 82
Tests du khi-deux Estimation du risque
ass:f:wlsf;:inqtl Sig. exacte Sig. exacte de mnﬂance_é 95 %
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) asymptotique
khi-deux de Pearson 7.482° 1 006 Valeur Infeérieur Superieur
Correction pour continuite” 6,314 1 012 E:EEO(E ?T—T) cotes pour 282 112 710
Rapport de vraisemblance 7632 1 006 Pour cohorte GEN = Autre 569 378 862
. Pour cohorte GEN=R 2018 1,165 3497
Test exact de Fisher 008 008 N d'observations valides 82

M d'observations valides 82

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur & 5. L'effectif théorique minimum est de 17,15.

b. Calculée uniquement pour une table 2x2
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Annexes

Annexe 6-b : Résistance a I’amoxicilline-acide clavulanique (AUG) des souches BLSE+ et BLSE-

ESBL * AUG
Tableau croisé
Effectif
AUG
Autre R Total
ESBL - 0 11 11
+ 28 43 71
Total 28 54 82
Tests du khi-deux
Signification
asymptotique  Sig. exacte Sig. exacte Estimation du risque
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale)
khi-deux de Pearson 6,587° 1 010 de confiance a 95 %
Correction pour continuité” 4,950 1 ,026 asymptotique
Rapportde viaisemblance 10,054 1| 002 | Valeur Inférieur Supérieur
e | P Pour cohorte AUG =R 1,651 1,369 1,992
N d'observations valides 82 N d'observations valides 82
a. 1 cellules (25,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 3,76.
b. Calculée uniquement pour une table 2x2

AUG : Augmentin/ Amoxicilline-Acide clavulanique ; ESBL : BLSE
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Annexe 6-c : Résistance a la piperacilline tazobactam (TAZ) des souches BLSE+ et BLSE-

Annexes

ESBL * TAZ

Tableau croisé

Effectif
TAZ
Autre R Total
ESBL - 3 8 11
+ 42 29 71
Total 45 37 82
Tests du khi-deux
Signification Estimation du risque
Vew | dd | (bimbrae) | (oimerse) | (niméral) cnfnie 154
khi-deux de Pearson 3.910a 1 048 Valeur Inférisur Supérieur
Correction pour continuité® 2728 1 099 Rapport des cotes pour 259 063 1,059
ESBL(-/+)
Rapport de vraisemblance 3,970 1 046 Pour cohorte TAZ = Autre 461 172 1.234
Test exact de Fisher 058 049 Pour cohorte TAZ = R 1,781 1,127 2814
N d'observations valides 82

N d'observations valides

82

a. 1 cellules (25,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 4,96.

b. Calculée uniqguement pour une table 2x2
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Annexe 6-d : Résistance a la céfoxitine (FOX) des souches BLSE+ et BLSE-

Annexes

ESBL * FOX

Tableau croisé

Effectif
FOX
Autre R Total
ESBL - 0 11 11
+ 47 24 71
Total 47 35 82
Tests du khi-deux
Signification | Estimation du risque
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale)
khi-deux de Pearson 17,060° 1 000 de confiance a 95 %
Correction pour continuite” 14,461 1 000 asymptothue
Valeur Inférieur Supérieur
Rapport de vraisemblance 21,074 1 000
Pour cohorte FOX =R 2,958 2,136 4,007
Test exact de Fisher ,000 ,000
N d'observations valides 82 N d'observations valides 82

a. 1 cellules (25,0%) ont un effectif théorique inférieur & 5. L'effectif théorique minimum est de 4,70

b. Calculée uniquement pour une table 2x2
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Annexe 6-e : Résistance a I’ertapenem (ERT) des souches BLSE+ et BLSE-

Annexes

ESBL * ERT

Tableau croisé

Effectif
ERT
Autre Total
ESBL - 5 6 11
+ 60 11 71
Total 65 17 82
Tests du khi-deux " .
Estimation du risque
Signification e
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte de conﬁancela 95 %
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) asymptotique
khi-deux de Pearson 8,83g° 1 003 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuite” 6,622 1 ,010 Tl 153 040 =80
ESBL(-/+)
Rapport de vraisemblance 7.319 1 ,007 Pour cohorte ERT = Autre 538 219 1035
Pour cohorte ERT =R 352 1,637 7570
. Test exact de Fisher 008 008 N dobservations valides 82

N d'observations valides 82

a. 1 cellules (25,0%) ont un effectif théorique inférieur & 5. L'effectif théorigue minimum est de 2,28,

b. Calculée uniquement pour une table 2x2
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Annexe 6-f : Association significative entre les souches du phylogroupes B2 et le géne de virulence malX

Annexes

Phylogroup * malX
Tableau croisé
Effectif
malXx
Total
Phylogroup  Autre 25 2 27
B2 4 11 15
Total 29 13 42
Tests du khi-deux L .
Estimation du risque
Signification
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte de confiance a 95 %
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) asymptotique
khi-deux de Pearson 19,6107 1 ,000 Valeur Inférieur Supérieur
f N
Correction pour continuité™ 16,647 ! 000 Rapport des cotes pour 34,375 5,462 216,348
Phylogroup (Autre / B2)
R rt d isembl 20,316 1 ,000
R e Pour cohorte malX = - 3472 1,490 8,091
Test exact de Fisher 000 000 Pour cohorte malX = + ,101 026 397
N d'observations valides 42 N d'observations valides 42

a. 1 cellules (25,0%) ont un effectif théorique inférieur & 5. L'effectif théorique minimum est de 4,64.

b. Calculée uniguement pour une table 2x2
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Annexe 6-g : Association significative entre les souches du phylogroupes B2 et le gene de virulence papC

Annexes

Phylogroup * papC
Tableau croisé
Effectif
papC
Total
Phylogroup  Autre 22 5 27
B2 2 13 15
Total 24 18 42
Tests du khi-deux Estimation du risque
Signification P
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte de confiance Ia 95 %
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) asymptotique
khi-deux de Pearson 18,286° 1 000 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuit” 15,610 1 000 Rapport des cotes pour 28,600 4836 169,153
Phylogroup (Autre / B2)
Rapport de vraisemblance 19,709 1 ,000 Pour cohorte papC = - 6,111 1,661 22484
Test exact de Fisher 000 o0p  _bour cohorte papC = + 214 095 483
N d'observations valides 42 N d'observations valides 42

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur & 5. L'effectif théorigue minimum est de 6,43.

b. Calculée uniquement pour une table 2x2
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Annexes

Annexe 6-h : Association significative entre les souches du phylogroupes B2 et le géne de virulence papG

Phylogroup * papG

Tableau croisé

Effectif
papG
- + Total
Phylogroup  Autre 22 5 27
B2 2 13 15
Total 24 18 42
Tests du khi-deux
Signficaion Estimation du risque
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte . o
Valeur  dd (bilatérale)  (bilatérale)  (unilatérale) de confiance a 95 %
_ - asymptotique
int 2 R e 18,266 ! 000 Valeur Inférieur Supérieur
: b
SLIEREIELL I L 15,610 ! {000 Rapport des cotes pour 28,600 4,836 169,153
Phylogroup (Autre / B2)
Rapport de vraisemblance 19,709 1 ,000 Pour cohorte papG = - 6.111 1661 22 484
Test exact de Fisher 00 oo NEEECERORRIR L, 214 095 483
N d'observations valides 42 N d'observations valides 42

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 6,43.

b. Calculée uniquement pour une table 2x2

18




Annexe 6-i: Association significative entre les souches du phylogroupes B2 et le gene de virulence papAH

Annexes

Phylogroup * papAH

Tableau croisé

Effectif
papAH
- + Total
Phylogroup  Autre 21 6 27
B2 2 13 15
Total 23 19 42
Tests du khi-deux Estimation du risque
aSsiy?;ig:-;E:it-iqoune Sig. exacte Sig. exacte o CDnﬁaﬂCE.é o
Valeur  dd (bilatérale) ~ (bilatérale) | (unilatérale) asymplotique

khi-deux de Pearson 16,166° : 000 Valeur Supeérieur
Correction pour continuité® 13,669 1 000 Ei;izl’r"oi:s{;zt;: f;;’} 22,750 130,054
Rapport de vraisemblance 17,458 1 ,000 Pour cohorte papAH = - 5,833 21,530
Test exact de Fisher 000 000 Pour cohorte papAH = + ,256 534
Mt T 42 N d'observations valides 42

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorigue minimum est de €,79.

b. Calculée uniquement pour une table 2x2
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Annexes

Annexe 6-j: Association significative entre les souches du phylogroupes B2 et le géne de virulence chuA

Phylogroup * chuA
Tableau croisé
Effectif
chuA
+ Total
Phylogroup  Autre 14 13 27
B2 1 14 15
Total 15 27 42
Tests du khi-deux Estimation du risque
Signification )
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte de confiance & 95 %
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) asymptotique
khi-deux de Pearson 8,575 1 003 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuite” 6,720 1 010 Rapport des cotes pour 15,077 1,731 131,344
Phylogroup (Autre / B2)
Rapport de vraisemblance 10,007 1 ,002 Pour cohorte chuA = - 7.778 1131 53.482
T I ot 006 003 Pour cohorte chuA = + 516 341 181
N d'observations valides 42 N d'observations valides 42

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif theorique minimum est de 5,36.

b. Calculée uniquement pour une table 2x2
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Annexe 6-k : Association significative entre les souches du phylogroupes B2 et le géne de virulence KpsMT 11

Annexes

Phylogroup * kpsMT Il

Tableau croisé

Effectif
kpsMT Il
- + Total
Phylogroup  Autre 20 7 27
B2 2 13 15
Total 22 20 42
Tests du khi-deux Estimation du risque
Signification .
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte de confiance a 95 %
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) {unilatérale) asymptotique
khi-deux de Pearson 14,263" 1 000 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuité” 11,932 1 001 Rapport des cotes pour 18,571 3,327 103,673
Phylogroup (Autre / B2)
Rapportde vralsemblance | 15,446 1 ,000 Pour cohorte kpsMT Il = - 5,556 1,500 20,577
Test exact de Fisher 000 opo  MEntrEchorsles IS 298 153 583
N d'observations valides 42 N d'observations valides 42

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 7,14,

b. Calculée uniguement pour une table 2x2
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Annexes

Annexe 6-l : Association significative entre les souches du phylogroupes B2 et le géne de virulence ompT

Phylogroup * ompT
Tableau croisé
Effectif
ompT
- + Total
Phylogroup  Autre 7 17 7 10 7 20
B2 1 14 15
Total 18 24 42
Tests du khi-deux 2 :
Estimation du risque
Signification
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte de confiance a 95 %
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) asymptotique
khi-deux de Pearson 12,479° 1 ,000 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuité” 10,286 1 001 Rapport des cotes pour 23.800 2707 200,268
Phylogroup (Autre / B2)
Rapport de vraisemblance 14,422 1 ,000 Pour cohorte ompT =- 9,444 1.391 64.129
Test exact de Fisher | 000 000 _Pour cohorte ompT = + 397 238 661
N d'observations valides 42 N d'observations valides 42

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 6,43.

b. Calculée uniquement pour une table 2x2
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Annexe 6-m : Association significative entre le gene papC et la multirésistance aux antibiotiques

MDR profile * papC
Tableau croisé
Effectif
papC
- + Total
MDR profile NO 12 3 15
YES 12 15 27
Total 24 18 42
Tests du khi-deux
Signification Estimation du risque
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte de confiance & 95 % asymptotique
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) Valeur Inférieur Supérieur
khi-deux de Pearson 48782 1 026 Rapport des cotes pour MDR 5,000 1,143 21,664
Correction pour continuité® 3,632 1 057 profile (NO / YES)
Rapport de vraisemblance 5,258 1 022 Pour cohorte papC = - 1,800 1,101 2943
Test exact de Fisher 049 02 Pour cohorte papC = + 360 124 1,046
N d'observations valides 42 N d'observations valides 42
a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur & 5. L'effectif théorique minimum est de 6,43.
b. Calculée uniguement pour une table 2x2

MDR : Multi-drug-resistant (multirésistance aux antibiotiques)
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Annexes

Annexe 6-n : Association significative entre le gene papG et la multirésistance aux antibiotiques

MDR profile * papG

Tableau croise

Effectif
papG
- + Total
MDR profile NO 12 3 15
YES 12 15 27
Total 24 18 42
Tests du khi-deux
Signification Estimation du risque
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte de confiance a 95 % asymplotique
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) Valeur Inférieur Supérieur
khi-deux de Pearson 4,978 1 026 Rapport des cotes pour MDR 5,000 1,143 21,864
Cormection pour continuité® 3,632 1 057 profile (NO / YES)
Rapport de vraisemblance 5,256 1 022 Pour cohorte papG = - 1,800 1,101 2,943
Test exact de Fisher 049 027 Pour cohorte papG = + 360 124 1,046
N d'observations valides 42 N d'observations valides 42

a. 0 cellules {0,0%}) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 6,43.

b. Calculée uniguement pour une table 2x2
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Annexes

Annexe 6-0: Différence significative du taux de résistance a la ceftazidime (CAZ) entre les souches d'Escherichia coli et de Klebsiella

pneumoniae.
ID * CAZ
Tableau croisé
Effectif
CAZ
Autre R Total
ID E coli 12 35 47
K pneumoniae 1 27 28
Total 13 62 75
Tests du khi-deux Estimation du risque
Sigmﬁﬁ?“’” . t . : de confiance & 95 %
asymptotique ig. exacte ig. exacte .

Valeur dd (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) . asymptotique B
khi-deux de Pearson 5,906" 1 015 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuité” 4472 1 034 Rappc_:-rt des cotes pour ID 9,257 1,133 75,660

(E coli / K pneumoniae)
Rapport de vraisemblance 7,140 1 ,008
Pour cohorte CAZ = Autre 7,149 982 52,089
Test exact de Fisher 024 013 Pour cohorte CAZ = R 72 644 926
N d'ebservations valides 75 N d'observations valides 75
a. 1 cellules (25,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 4,85.
b. Calculée uniquement pour une table 2x2
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Annexe 6-p : Différence significative du taux de résistance a I’ertapeneme (ERT) entre les souches d'Escherichia coli et de Klebsiella

pneumoniae.
ID* ERT
Tableau croisé
Effectif
ERT
Autre R Total
1D E coli 41 5] 47
K pneumoniae 19 9 28
Total 60 15 75
Tests du khi-deux Estimation du risque
Signjﬂcaﬁon . . de confiance a 95 %
asymptotigue Sig. exacte Sig. exacte asvmptotiaue
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale)  (unilatérale) ymplotig
khi-deux de Pearson 4,118% 1 042 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuite® 2,096 1 083 Rapport des cotes pour D 3,237 1,007 10,403
(E coli / K pneumoniag)
Rapport de vraisemblance 3,996 1 046
i Pour cohorte ERT = Autre 1,286 974 1,697
T e s [ 071 043  Pour cohorte ERT =R 397 158 998
N d'observations valides 75 N d'observations valides 75
a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorigue minimum est de 5,80.
b. Caleulée uniquement pour une table 2x2
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Annexe 6-q : Différence significative du taux de résistance a I’iipénéme (IMP) entre les souches d'Escherichia coli et de Klebsiella pneumoniae.

N d'observations valides

75

ID * IMP
Tableau croisé
Effectif
IMP
Autre R Total
ID E coli 44 3 47
K pneumoniae 20 8 28
Total 64 11 75
Tests du kin-ueux o )
Estimation du risque
Signification
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte de confiance 3 85 %
Valeur | (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) asymptotique
khi-deux de Pearson 6,902° 1 009 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuité® 5243 1 022 Rapport des cotes pour ID 5,867 1,406 24 473
(E coli / K pneumoniae)
Rapport de vraisemblance 6,716 1 010
Pour cohorte IMP = Autre 1,311 1,025 1,676
Test exact de Fisher 015 012 Pour cohorte IMP =R 223 ,085 773

N d'observations valides 75

a. 1 cellules (25,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 4,11.

b. Caleulée uniguement pour une table 2x2
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Annexe 6-r : Différence significative du taux de résistance a I’amikacine (AK) entre les souches d'Escherichia coli et de Klebsiella pneumoniae.

ID * AK
Tableau croisé
Effectif
AK
Autre R Total
ID E coli 47 0 47
, K pneumoniae 24 | 4 | 28
Total 71 4 75
Tests du khi-deux
Signification
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte . . ”
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) EStlmatlon du "Sque
khi-deux de Pearson 7,003° 1 ,008 i
_ = de confiance a 95 %
Correction pour continuité 4,545 1 ,033 asymptotique
Rapport de vraisemblance 8,266 1 004 Valeur Inférieur Supérieur
_ Pour cohorte AK = Autre 1,167 1,003 1,357
Test exact de Fisher _ 017 017 : . : ! ) ;
N d'observations valides 75 N d'observations valides 75
a. 2 cellules (50,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 1,49.
b. Calculée uniquement pour une table 2x2
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Annexe 6-s : Différence significative du taux de résistance a la gentamicine (GEN) entre les souches d'Escherichia coli et de Klebsiella

pneumoniae.

N d'observations valides

75

Estimation du risque

de confiance a 95 %

ID * GEN
Tableau croisé
Effectif
GEN
Autre Total
ID E coli 31 16 47
K pneumoniae 12 16 28
Total 43 32 75
Tests du khi-deux
Signification
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale)
khi-deux de Pearson 3,828% 1 ,050
- o Rapport des cotes pour ID
Correction pour continuité 2,942 1 ,086 (E coli / K pneumoniae)
Rapport de vraisemblance 3,826 1 ,050 Poiir cohorte GEN = Autre
Test exact de Fisher ,058 _ 043 Pour cohone G EN = R

N d'observations valides

asymptotique
Valeur Inférieur Supérieur
2,583 988 6,756
1,539 ,958 2473
596 357 1993

75

b. Calculée uniqguement pour une table 2x2

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 11,95.
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Annexe 6-t: Différence significative du taux de résistance a la ciprofloxacine (CIP) entre les souches d'Escherichia coli et de Klebsiella

pneumoniae.

ID * CIP
Tableau croisé
Effectif
CIP
Autre R Total
D E coli 11 36 47
K pneumoniae 13 15 28
Total 24 51 75
Tests du khi-deux
Signification L .
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte Estimation du risque
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilaterale) de confiance a 95 %
khi-deux de Pearson 4,275 1 039 asymptolique
b Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuité 3,282 1 070
Rapport des cotes pour ID ,353 129 962
(E coli / K pneumaniae)
Rapport de vraisemblance 4210 1 ,040
Pour cohorte CIP = Autre 504 262 968
Test exact de Fisher 045 036  Pour cohorte CIP=R 1,430 978 2,089
N d'observations valides 75 N d'observations valides 75

b. Calculée uniguement pour une table 2x2

a. 0 cellules {0,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif théorique minimum est de 8,96.
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Annexe 6-u : Différence significative du taux de résistance a la fosfomicine (FOS) entre les souches d'Escherichia coli et de Klebsiella

pneumoniae.

ID * FOS
Tableau croisé
Effectif
FOS
Autre R Total
1D E coli 45 2 47
K pneumoniae 17 11 28
Total 62 13 75
Tests du khi-deux
Signification _ _ Estimation du risque
asymptotique Sig. exacte Sig. exacte
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) {unilatérale) de confiance & 95 %
khi-deux de Pearson 15,027° 1 000 asymptotique
_ 1 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuité 12,682 1 ,000 Rapport des cotes pour ID 14.559 2 920 72 591
(E coli / K pneumoniae)
Rapport de vraisemblance 15,108 1 .000
Pour cohorte FOS = Autre 1,577 1,164 2137
Test exact de Fisher ,000 000 Pour cohorte FOS =R 108 026 454
N d'observations valides 75 N d'observations valides 75

b. Calculée uniguement pour une table 2x2

a. 1 cellules (25,0%) ont un effectif théorique inférieur a 5. L'effectif thécrique minimum est de 4,85,
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Annexe 6-v : Différence significative du taux de résistance a la nitrofurantoine (NIT) entre les souches d'Escherichia coli et de Klebsiella

pneumoniae.
ID * NIT
Tableau croisé
Effectif
NIT
Autre R Total
ID E coli 45 2 47
_ K pneumoniae 13 15 28
Total 58 17 75
Tests du khi-deux
Signifiation Estimation du risque
asymptotigue ~ Sig. exacte Sig. exacte de confiance a 95 %
Valeur ddl (bilatérale) (bilatérale) (unilatérale) asymptotique
khi-deux de Pearson 24,345° 1 000 Valeur Inférieur Supérieur
Correction pour continuite” 21,613 1 000 Rapport des cotes pour ID 25,962 5,245 128,495
(E coli / K pneumoniae)
Rapport de vraisemblance 25,068 1 000
Pour cohorte NIT = Autre 2,062 1,379 3,084
Test exact de Fisher 000 000  Pour cohorte NIT =R 079 ,020 322
N d'observations valides 75 N d'observations valides 75

a. 0 cellules (0,0%) ont un effectif théorique inférieur & 5. L'effectif theorique minimum est de 6,35.

b. Calculée uniguement pour une table 2x2
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Résumé

Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération (E-RC3G)
suscitent une preoccupation grandissante en raison de leur prévalence croissante, en
particulier en pays en développement, notamment en Algérie. Cette étude vise a étudier les
déterminants de la résistance aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) et les
facteurs de virulence qui leur sont associés, en milieu hospitalier et communautaire a la
wilaya de Skikda. Des souches d'E-RC3G sont collectées au laboratoire de microbiologie de
I'ndpital Abderrezek Bouhara ainsi qu'a partir de différents laboratoires cliniques prives (LCP)
situés a Skikda, durant une période allant d'octobre 2020 & juin 2022. L'identification et la
sensibilité aux antibiotiques sont confirmées au moyen du Systeme VITEK 2. La recherche de
la production de p-lactamases a spectre élargi (BLSE) ainsi que la production de
carbapénémase chez les souches résistantes au carbapénéeme ont été déterminées par un
ensemble de tests phénotypiques (Antibiogramme) et génotypiques (PCR et sequengage). Les
souches Escherichia coli étaient classées en phylogroupes, génotypées en utilisant la Eric
PCR, et les génes de virulence étaient recherchés par PCR. Au total, 82 E-RC3G sont
collectées, 37 provenant de I'nopital et 45 des LCP, principalement E. coli et Klebsiella
pneumoniae. La majorité (67 %) des isolats provenaient d’infections urinaires. Un taux élevé
des souches (69,5 %) étaient multirésistantes. Les souches des patients externes (PE)
présentaient des profils de résistance aux antibiotiques comparables a ceux des souches des
patients hospitalisés (PH). La plupart des E-RC3G (87 %) étaient productrices de BLSE, avec
une prédominance du gene blaCTX-M (96 %). Les génes codant I’AmpC sont détectés chez 7
souches, dont 5 portaient blaCMY et 2 blaDHA. Parmi les 15 entérobactéries productrices de
carbapénemase (CPE), le type NDM (NDM-1 et NDM-5) était prédominant, présent chez 87
% des isolats. Les types OXA-48 et OXA-244 ont chacun été détectés chez un isolat de PE.
Les isolats d'E. coli de PH appartenaient principalement au phylogroupe A, tandis que ceux
des PE étaient majoritairement du phylogroupe B2. Les génes de virulence étaient plus
fréquents chez les souches des PE, a I'exception de fyuA, traT, feoB et irp2, plus prévalent
chez les souches hospitaliéres, Cependant, seul fyuA y était associé de maniere significative,
tandis que yadN et chuA étaient spécifiqguement liés aux PE. Le génotypage a réveélé des liens
clonaux a 60 % entre certaines E. coli de I'hdpital et des LCP. L'émergence des E-RC3G
virulentes et co-résistantes aux carbapénémes en milieu hospitalier et communautaire a
Skikda représente un défi thérapeutique majeur. Cette étude est la premiere réalisée a Skikda
pour caractériser ces isolats en explorant leurs mécanismes de résistance et leurs facteurs de
virulence. Cette situation souligne I'urgence d'une surveillance continue dans ces deux milieux
pour limiter leur propagation.

Mots clés : Entérobactérie résistante aux céphalosporines de troisieme génération (E-RC3G) ;
carbapénémase ; BLSE ; patient hospitalise ; patient externe ; Virulence ; Skikda.



